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Özet-Lamiaceae (Ballıbabagiller) familyasının önemli cinslerinden biri olan Stachys L., sekonder 

metabolitler bakımından zengin olması ve çeşitli biyolojik aktiviteler göstermesi nedeniyle son yıllarda 

fitokimyasal ve farmakolojik araştırmaların odak noktalarından biri hâline gelmiştir. Bu cinse ait türlerin 

fenolik bileşikler, flavonoidler, fenilpropanoid glikozitler ve diğer biyoaktif bileşikleri içermesi; 

antioksidan, antidiyabetik, antialzheimer, antitirozinaz ve sitotoksik aktiviteler açısından önemli bir 

potansiyele sahip olduklarını göstermektedir. Bununla birlikte, Stachys euadenia ve Stachys longiflora 

türlerinin fitokimyasal özellikleri ve biyolojik aktiviteleri üzerine gerçekleştirilen çalışmalar oldukça 

sınırlıdır. 

 Bu çalışmada, Stachys euadenia ve Stachys longiflora türlerinden metanol, etil asetat ve dietil eter 

kullanılarak elde edilen ekstraktların kimyasal içeriklerinin ve biyolojik aktivitelerinin kapsamlı olarak 

araştırılması amaçlanmıştır. Bu kapsamda ekstraktların toplam fenolik madde ve toplam flavonoid madde 

içerikleri spektrofotometrik yöntemlerle belirlenmiş, kimyasal profilleri sıvı kromatografisi-tandem kütle 

spektrometrisi (LC-MS/MS) yöntemi kullanılarak analiz edilmiştir. Ayrıca ekstraktların antioksidan 

aktiviteleri farklı in vitro yöntemlerle değerlendirilmiştir. 

 Bunun yanı sıra ekstraktların asetilkolinesteraz (AChE), bütirilkolinesteraz (BChE), α-amilaz, α-

glukozidaz ve tirozinaz enzimleri üzerindeki inhibitör etkileri araştırılmıştır. Enzim inhibisyon 

analizlerinde pozitif kontrol olarak sırasıyla galantamin, akarboz ve kojik asit kullanılmıştır Bu çalışmadan 

elde edilecek bulguların, Stachys euadenia ve Stachys longiflora türlerinin fitokimyasal özelliklerinin ve 

biyolojik aktivitelerinin ortaya konulmasına katkı sağlaması, bu türlerin doğal biyoaktif bileşik kaynağı 

olarak değerlendirilmesine bilimsel temel oluşturması ve gelecekte gerçekleştirilecek fitokimyasal ile 

farmakolojik çalışmalara ışık tutması amaçlanmaktadır. 

 
Anahtar Kelimeler: Stachys Euadenia, Stachys Longiflora, Lamiaceae, LC-MS/MS, Toplam Fenolik Madde, Toplam Flavonoid 

Madde, Antioksidan Aktivite, Enzim İnhibisyonu, Sitotoksik Aktivite. 
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I. GİRİŞ 

 Milyonlarca yıl önce bitkiler öncelikli olarak bir besin kaynağı olarak kullanılmaktaydı. Ancak zamanla 

tıbbi özelliklerinin keşfedilmesiyle birlikte bu doğal kaynaklar, farklı insan topluluklarında çeşitli 

hastalıkların tedavisinde ve genel sağlığın iyileştirilmesinde vazgeçilmez hale gelmiştir [13,23]. Bitkiler, 

genel olarak büyüme ve gelişme süreçlerine doğrudan katılmayan çok geniş ve çeşitli organik bileşikler 

sentezlemektedir. Sekonder metabolitler olarak adlandırılan bu bileşikler, bitki alemindeki belirli 

taksonomik gruplarda çoğunlukla farklı dağılım göstermektedir [22,30]. 

 Sekonder metabolitler, bitki âlemi içerisindeki taksonomik gruplar arasında farklı dağılım göstermektedir. 

Bu nedenle, bu bileşikler sistematik botanik çalışmalarında önemli kemotaksonomik belirteçler olarak 

kullanılmaktadır [41]. 

 Sekonder metabolitlerin biyolojik işlevlerinin ve kimyasal yapılarının araştırılması büyük önem 

taşımaktadır. Bu bilgiler sayesinde sekonder metabolitler günümüzde birçok endüstriyel alanda 

kullanılmaktadır. Çok sayıda sekonder metabolit aroma verici, reçine, zamk, tat artırıcı, insektisit ve herbisit 

olarak değerlendirilmektedir(“ - Vanhercke 2013 ) Bunun yanı sıra, çok sayıda sekonder metabolitin sahip 

olduğu çeşitli farmakolojik aktiviteler nedeniyle ilaç endüstrisindeki önemi giderek artmaktadır [29]. 

 Stachys L., Lamiaceae (Ballıbabagiller) familyasının oldukça çeşitli ve coğrafi olarak geniş yayılım 

gösteren bir cinsi olup, dünya genelinde yaklaşık 365 farklı tür ve 450'nin üzerinde taksonu kapsamaktadır. 

Bu cins, dünya çapında yayılış gösteren zengin bir çiçekli bitki topluluğunu içermektedir. Türlerinin büyük 

bir kısmı, Akdeniz Havzası ve Güneybatı Asya'nın ılıman sıcak bölgelerinde yetişmekte; kayalık alanlar, 

orman açıklıkları, bozkırlar, nadas arazileri, çayırlar ve nehir kıyıları gibi çeşitli ekosistemlerde 

yaşamaktadır. Stachys türleri Kuzey ve Güney Amerika ile Avrupa'da yayılış göstermesine rağmen, 

Avustralya ve Yeni Zelanda'da doğal olarak bulunmamaktadır [16]. 

 Stachys türleri tıbbi özellikleriyle tanınmakta olup tamamlayıcı ve alternatif tıpta yaygın şekilde 

kullanılmaktadır. Akdeniz bölgesinde bu bitkiler halk arasında yaygın olarak dağ çayı olarak 

tüketilmektedir. Farklı Stachys türlerinden hazırlanan geleneksel tedaviler yüzyıllardır deri hastalıkları, 

gastrointestinal rahatsızlıklar, ülser, astım, romatizma, ishal, boğaz ağrısı, iç kanamalar, karaciğer ve kalp 

zayıflığı ile hatta vajinal tümörler gibi çok çeşitli sağlık sorunlarının tedavisinde kullanılmaktadır. Bu 

bitkilerden hazırlanan infüzyon ve dekoksiyonlar terapötik etkinlikleri nedeniyle oldukça değer görmekte 

ve geleneksel farmasötik tedavilere doğal ve güvenli bir alternatif olarak kabul edilmektedir [15]. 

 Alzheimer hastalığı (AH), demansın en yaygın formu olup hafıza, düşünme, anlama, öğrenme ve karar 

verme gibi birçok bilişsel fonksiyonun bozulmasıyla karakterize edilen ilerleyici nörodejeneratif bir 

hastalıktır. Yaşlı nüfusta görülme sıklığı giderek artmakta olup, 2050 yılına kadar dünya genelinde yaklaşık 

131,5 milyon kişiyi etkileyeceği öngörülmektedir Yapılan araştırmalar, merkezi sinir sistemi hastalıklarının 

tedavisinde asetilkolin (ACh) düzeylerini artırmak amacıyla halen kolinesteraz inhibitörlerine ihtiyaç 

duyulduğunu göstermektedir. Hem asetilkolinesteraz (AChE) hem de bütirilkolinesteraz (BuChE), 

asetilkolinin parçalanmasında görev almakla birlikte, AChE asetilkoline karşı daha yüksek özgüllük 

göstermektedir. Bununla birlikte, BuChE'nin peptidaz aktivitesi sayesinde Alzheimer hastalarının beyninde 

amiloid plak oluşumuna katkıda bulunabileceği de gösterilmiştir [25].  

 Kolinesterazlar (ChE), çeşitli malignitelerde yaygın olarak eksprese edilmekte olup neoplastik hücre 

dönüşümünde önemli roller üstlenebilecekleri düşünülmektedir. Bu görüş birçok araştırma ile 

desteklenmektedir. Örneğin, ChE genleri lösemilerde ve over karsinomlarında sıklıkla aşırı düzeyde 

eksprese edilmektedir [25,46]. Ayrıca ChE genleri tarafından kodlanan protein ürünlerinin menenjiyom, 

glioblastom, mesane karsinomu ve diğer bazı tümörlerde anormal özellikler gösterdiği bildirilmiştir 

[36,47]. Bunun yanında, antisens BuChE oligonükleotidlerinin uygulanmasının megakaryosit ve retina 

hücrelerinin farklılaşmasını ve proliferasyonunu engellediği gösterilmiştir. [32]. 

 

 Oksidatif stres, organizmanın antioksidan savunma sisteminin bozulması sonucunda reaktif oksijen 

türlerinin (ROS) artışıyla ortaya çıkmaktadır. Reaktif türler, Alzheimer hastalığı ile ilişkili birçok biyolojik 

yolakta görev almaktadır. Beyin, yüksek enerji gereksinimi ve kolay oksitlenebilen yağ asitlerinden zengin 

yapısı nedeniyle oksidatif strese karşı oldukça hassastır. Beyin hücrelerinde reaktif oksijen türlerinin 

artması, polipeptitlerin parçalanmasına ve amino asitler ile yağ asitlerinin oksidasyonuna neden olarak 
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protein karbonillerinin oluşumuyla sonuçlanmaktadır. Bu şekilde değişime uğrayan proteinler nöronlarda 

birikebilmekte, yıkıma karşı direnç gösterebilmekte ve yapısal değişikliklere uğrayabilmektedir [1,9]. 

 Son on yılda kanser, hipertansiyon ve diyabet gibi ciddi sağlık sorunlarının ilerlemesinin, insan vücudunda 

serbest radikal oluşumuyla yakından ilişkili olduğu ortaya konmuştur. Serbest radikaller, dış 

yörüngelerindeki eşleşmemiş elektronlar nedeniyle son derece reaktif ve kararsız moleküllerdir. Bu serbest 

radikaller arasında en önemlileri reaktif oksijen türleri (Reactive Oxygen Species, ROS) olup, özellikle 

elektron taşıma zincirinde gerçekleşen reaksiyonlar sırasında oluşmaktadır. [17].Düşük konsantrasyonlarda 

bulunan reaktif oksijen türleri hücre altı süreçlerde önemli fizyolojik görevler üstlenmektedir. Ancak belirli 

bir eşik değerin üzerine çıktıklarında DNA, lipitler ve proteinler üzerinde zararlı etkilere neden 

olabilmektedir [18]. Bu bağlamda biyolojik olarak aktif bileşikler, serbest radikallerin uzaklaştırılması ve 

miktarlarının azaltılmasında önemli rol oynamaktadır [6,24]. 

 Enzimler, özellikle ilaç geliştirme süreçleri başta olmak üzere farmasötik uygulamaların temel 

bileşenlerinden biridir. Güncel raporlara göre, eczanelerde bulunan ilaçların %50'den fazlası en az bir enzim 

inhibitörü içermektedir [31]. Özellikle belirli enzimlerin inhibisyonu sayesinde birçok hastalığın 

semptomları hafifletilebilmektedir [35]. Örneğin, asetilkolinesteraz inhibitörleri, sinaptik aralıkta 

asetilkolinin yıkımını engelleyerek Alzheimer hastalarında hafıza fonksiyonlarının iyileştirilmesine katkı 

sağlamaktadır [14]. Benzer şekilde α-amilaz ve α-glukozidaz enzimlerinin inhibisyonu, yüksek 

karbonhidratlı beslenme sonrasında diyabet hastalarında kan glukoz düzeyinin hızlı yükselmesini önlemeye 

yardımcı olmaktadır [43]. 

 Bu bilgiler doğrultusunda akarboz (acarbose), galantamin (galantamine) ve orlistat gibi birçok bileşik 

enzim inhibitörü olarak geliştirilmiştir. Ancak bu ilaçların uzun süreli kullanımı çeşitli istenmeyen yan 

etkilere neden olmakta ve sentetik bileşiklerin yerine kullanılabilecek alternatif inhibitörlerin 

geliştirilmesine ihtiyaç duyulmaktadır. Son yıllarda birçok fitokimyasal bileşiğin güçlü enzim inhibitörü 

etkiler gösterdiği belirlenmiş olup, bitki ekstraktlarının enzim inhibitör aktivitelerine yönelik yeni 

çalışmaların, sentetik inhibitörlerin yerine kullanılabilecek yeni ve güvenli inhibitörlerin geliştirilmesine 

katkı sağlayabileceği düşünülmektedir [2,12]. 

 

II. MATERYAL VE YÖNTEM 

 

2.1. Bitkisel Materyal 

Stachys euadenia Haziran 2025’te Anamur çukur abanaz mahallesi kalker kaya üstünden (N: 36 19 25.31 

E: 32 56 54.23 H: 1415 m ) (Mersin/Türkiye) ve Stachys longiflora Haziran 2025’te Toroslar ilçesi ışıktepe 

köyü civarı kalker ana kaya duvarları üzerinden (N:36 52 26.15 , E: 34 33 21.16 H: 183 m)  

(Mersin/Türkiye) toplanmıştır. Bitkiler Hasan Yıldırım tarafından tanımlanmıştır. 

Örnekler (No: H.Yıldırım 11267, H. Yıldırım 11269) EGE Üniversitesi Herbaryumu'na yatırılmıştır. 

 

2.2 Ekstraksiyon İşlemleri: 

2.2.1 Kullanılan Çözücüler 

Bu çalışmada ekstraksiyon işlemlerinde farklı polarite özelliklerine sahip üç organik çözücü tercih 

edilmiştir: dietil eter, etil asetat ve metanol. Çözücü seçimi, bitkisel materyalde bulunan sekonder 

metabolitlerin farklı polaritelerine bağlı olarak geniş bir bileşik yelpazesinin ekstrakte edilmesini sağlamak 

amacıyla yapılmıştır. 

Dietil eter düşük polariteli bir çözücü olup özellikle lipofilik bileşiklerin (uçucu yağ bileşenleri, bazı 

terpenoidler ve düşük polariteli fenolikler) ekstraksiyonunda etkilidir. 

Etil asetat orta derecede polar bir çözücü olup hem düşük hem de orta polaritedeki bileşiklerin 

ekstraksiyonuna olanak sağlamaktadır. Bu nedenle flavonoidlerin bazı alt grupları ve fenolik bileşiklerin 

bir kısmı için uygun bir ekstraksiyon ortamı sunmaktadır. 

Metanol ise yüksek polariteli bir çözücü olup fenolik bileşikler, flavonoidler, bazı glikozitler ve diğer polar 

sekonder metabolitlerin ekstraksiyonunda yaygın olarak kullanılmaktadır. 

Kullanılan tüm çözücüler analitik saflıkta temin edilmiş olup ekstraksiyon işlemleri sırasında herhangi bir 

ön işleme tabi tutulmadan doğrudan kullanılmıştır. 
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2.2.2 Maserasyon Yöntemi 

Çalışmada bitkisel materyal olarak Stachys euadenia ve Stachys longiflora türlerine ait öğütülmüş drog 

örnekleri kullanılmıştır. Her bir ekstraksiyon için 1 g bitki örneği terazi ile tartılmıştır. 

Tartılan örnekler ayrı ayrı 40 mL dietil eter, 40 mL etil asetat ve 40mL metanol içerisinde maserasyon 

işlemine tabi tutulmuştur. Maserasyon işlemi çalkalayıcıda 2 saat süreyle gerçekleştirilmiştir. 

Maserasyon sonrası elde edilen süzüntüler rotary evaporatör kullanılarak çözücülerinden uzaklaştırılmıştır. 

Dietil eter ekstraktları 30°C’de; metanol ve etil asetat ekstraktları ise 40°C’de uçurulmuştur. Uçurma işlemi 

sonrasında ekstraktlar tamamen kurutulmuş ve elde edilen kuru ekstreler tartılarak verim hesaplaması 

yapılmıştır. 

 

2.3 Kimyasal Analizler 

Bu çalışmada kimyasal içerik analizi kapsamında Stachys eudonifolia ve Stachys longiflora türlerinden 

elde edilen ekstraktların toplam fenolik ve flavonoid içerikleri spektrofotometrik yöntemlerle belirlenmiş, 

uçucu ve yarı uçucu bileşenleri GC-MS ile analiz edilmiş, fenolik profilleri ise  LC-ESI-QTOF-MS 

teknikleri kullanılarak karakterize edilmiştir. 

 

2.3.1 Toplam Fenolik Madde Tayini 

Toplam fenolik madde miktarı Folin–Ciocalteu yöntemi kullanılarak spektrofotometrik olarak 

belirlenmiştir. Ekstrakt çözeltileri uygun konsantrasyonlarda hazırlanmış ve Folin–Ciocalteu reaktifi ile 

reaksiyona tabi tutulmuştur. Reaksiyon ortamına sodyum karbonat çözeltisi ilave edilerek karanlıkta 

inkübasyona bırakılmıştır. 

Absorbans değerleri 765 nm’de mikroplaka okuyucu ile ölçülmüştür. Standart kalibrasyon eğrisi gallik asit 

kullanılarak oluşturulmuş ve sonuçlar mg gallik asit eşdeğeri (mg GAE/g ekstrakt) olarak ifade edilmiştir. 

Tüm analizler üç paralel olarak gerçekleştirilmiştir. 

 

2.3.2 Toplam Flavonoid Madde Tayini 

Toplam flavonoid içeriği alüminyum klorür (AlCl₃) kolorimetrik yöntemi ile belirlenmiştir. Ekstrakt 

çözeltileri AlCl₃ ve potasyum asetat içeren reaksiyon ortamında inkübe edilmiştir. 

Reaksiyon sonucunda oluşan kompleksin absorbansı 415 nm’de ölçülmüştür. Kalibrasyon eğrisi kuersetin 

standardı kullanılarak hazırlanmış ve sonuçlar mg kuersetin eşdeğeri (mg QE/g ekstrakt) olarak 

hesaplanmıştır. Tüm ölçümler üç tekrarlı olarak yapılmıştır. 

 

2.3.3 LC-ESI-QTOF-MS Analizi 

Ekstraktların kapsamlı metabolit profillemesi amacıyla yüksek çözünürlüklü LC-ESI-QTOF-MS analizi 

yapılmıştır. Elektrospray iyonizasyon (ESI) kaynağı hem pozitif hem negatif iyon modunda çalıştırılmıştır. 

Elde edilen kütle spektrumları MassHunter yazılımı kullanılarak analiz edilmiş, moleküler iyon pikleri ve 

fragmentasyon desenleri dikkate alınarak bileşiklerin ön tanımlamaları yapılmıştır. Elde edilen veriler 

literatür ve veri tabanı karşılaştırmaları ile desteklenmiştir. 

 

2.4 Biyolojik Aktivite Analizleri 

2.4.1Antioksidan Aktivite Testleri 

 

DPPH (1,1‑Difenil‑2‑pikrilhidrazil) Yöntemi 

0,1 mmol/L DPPH çözeltisi metanol ile hazırlanır. Daha sonra, 260 μL DPPH çözeltisi, farklı 

konsantrasyonlarda hazırlanan 40 μL numune ile birleştirilir. Elde edilen karışım daha sonra 96-kuyucuklu 

bir plakada çalkalandıktan sonra 25°C'de 30 dakika inkübe edilir. İnkübasyonun ardından, absorbans 517 

nm dalga boyunda ölçülür. Pozitif kontrol olarak 0 ila 100 μg/mL konsantrasyon aralığındaki Trolox 

kullanılarak ölçü eğrisi oluşturulur. IC50 değerleri, GraphPad Prism sürüm 10.16 kullanılarak 

belirlenirlenecektir (Emir vd., 2024). Çalışma 3 paralel ile gerçekleştirilir. 
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ABTS (2,2′azino-bis(3-etilbenzotiazolin-6-sülfonic asit)) Yöntemi 

7 mmol/L konsantrasyona sahip 5 mL ABTS çözeltisi, ABTS+ elde etmek için 88 μL 140 mM potasyum 

persülfat çözeltisiyle karıştırılır. Daha sonra, bu karışım oda sıcaklığında ışıksız bir ortamda 16 saatlik bir 

inkübasyona tabi tutulur. 0,5 mL ABTS+ çözeltisi, 45 mL etanol eklenerek seyreltilir. Bunu takiben, 10 μL 

numune, 96-kuyucuklu bir plakada 290 μL çözeltiyle birleştirilir. Karışım daha sonra 25°C'de 6 dakika 

inkübe edilir ve absorbans 734 nm'de ölçülür. Pozitif kontrol olarak 0 ila 250 μg/mL konsantrasyon 

aralığındaki Trolox kullanılarak ölçü eğrisi oluşturulur. IC50 değerleri, GraphPad Prism sürüm 10.16 

kullanılarak belirlenirlenecektir [10]. Çalışma 3 paralel ile gerçekleştirilir. 

 

FRAP (Demir İndirgeyici Antioksidan Güç) Yöntemi 

300 mmol/L sodyum asetat tamponu stok çözeltisi, 10 mmol/L 2,4,6-tripiridil-s-triazin (TPTZ) çözeltisi ve 

20 mmol/L ferrik klorür ile 10:1:1 (h:h:h) oranında birleştirilir. Daha sonra, 20 μL numuneler 280 μL çözelti 

ile birleştirilir ve 96-kuyucuklu bir plakada 37°C'de 10 dakika inkübe edilir. Absorbans 593 nm'de ölçülür. 

Standart ölçü eğrisini oluşturmak için 0 ila 100 μg/mL konsantrasyon aralığındaki Trolox kullanılır. IC50 

değerleri, GraphPad Prism sürüm 10.16 kullanılarak belirlenirlenecektir [10]. Çalışma 3 paralel ile 

gerçekleştirilir. 

Antioksidan aktiviteler DPPH, ABTS ve FRAP yöntemleri kullanılarak belirlenmiştir.DPPH ve ABTS 

yöntemlerinde serbest radikal giderme kapasitesi ölçülmüş, FRAP yönteminde ise demir indirgeme gücü 

belirlenmiştir. Absorbans değerleri ilgili dalga boylarında ölçülmüş ve sonuçlar Trolox eşdeğeri (mg TE/g 

ekstrakt) olarak hesaplanmıştır. Tüm deneyler üç tekrarlı yürütülmüştür. 

 

2.4.2 Enzim İnhibisyon Testleri 

Antikolinesteraz Aktivitelerin Saptanması 

Ekstrelerin antikolinesteraz aktivite tayini 96 kuyucuklu mikroplaka okuyucu kullanılarak, Ellman 

yöntemine göre gerçekleştirilir (Ellman vd. 1961). Ekstreler fosfat tamponu ile 0.001-1000 mg/mL 

konsantrasyon aralığına seyreltilir. Daha sonra 0.25 U/mL enzim ilave edilerek 30 dakika inkübüsyona 

bırakılır. Substrat olarak 0.24 mM asetiltiyokolin iodid/bütiriltiyokolin iodid çözeltisi ve 0.2 mM Ellman 

reaktifi (5,5- dithiobis-2-nitrobenzoic acid) (DTNB) eklenir ve 405 nm’de absorbans değerleri ölçülür. 

Pozitif standart olarak galantamin kullanılır. IC50 değerleri, GraphPad Prism sürüm 10.16 kullanılarak 

belirlenirlenecektir [11].. Çalışma 3 paralel ile gerçekleştirilir. 

 

Antitirozinaz Aktivitenin Saptanması 

Antitirozinaz aktivite deneyi modifiye dopakrom yöntemine göre ve 96 kuyucuklu mikroplaka okuyucu ile 

yapılır. % 5 DMSO içeren 1/15 M potasyum fosfat tamponu ile 1-1000 μg/mL aralığında seyreltilen 

ekstrelere 46 U/mL tirozinaz enzimi eklenir ve 25°C' de 10 dakika inkübe edilir. Ardından 2.5 mM L-Dopa 

substrat çözeltisi eklenir ve tekrar 25°C' de 20 dakika inkübe edilir. Pozitif standart olarak α-kojik asit 

kullanılır ve absorbans değerleri 475 nm' de ölçülür. IC50 değerleri, GraphPad Prism sürüm 10.16 

kullanılarak belirlenirlenecektir [11]. Çalışma 3 paralel ile gerçekleştirilir. 

 

α-Amilaz İnhibisyon Aktivitenin Saptanması 

Enzim olarak domuz pankreasından elde edilen PBS içerisinde çözündürülerek hazırlanan α-amilaz enzimi 

(0,5 mg/mL) kullanılır (Sigma-Aldrich, Type VI-B, Liyofilize toz, E.C.3.2.1.1). Tampon olarak 0.006 M 

NaCl içeren ve pH’ı 6.9 olan 0.02 M sodyum fosfat tamponu hazırlanır. Substrat olarak, %1’lik patates 

nişastası, reaktif olarak 3,5-dinitrosalisilik asit (DNS) çözeltisi kullanılır. Pozitif standart olarak akarboz 

kullanılır. Ekstreler 1000, 500, 250, 100, 50, 10, 1 ppm; akarboz 100, 50, 10, 5, 1, 0.5, ve 0.1 ppm olacak 

şekilde PBS ile seyreltilir. DNS reaktifi, 1 g DNSA’nın 50 mL distile suda çözülmesinin ardından 20 mL 

2 M NaOH ve 28.2 g Rochelle tuzu olarak da bilinen Sodyum-Potasyum tartarat tetrahidrat maddesinin 

ilave edilip 100 mL’ye distile su ile tamamlanmasıyla hazırlanır. Oluşturulan protokole göre, 100 μL nişasta 

solüsyonu ve 100 μL örnek/standart oda sıcaklığında 10 dk inkübasyona bırakılır. Üzerine 100 μL enzim 

çözeltisinden eklenip tekrar aynı sürede ve sıcaklıkta inkübasyon gerçekleştirilir. 200 μL DNS reaktifi ilave 

edilip 5 dk 100°C’ye getirilmiş çalkalayıcı cihazında (Thermo shaker) enzimin nişastayı parçalaması 

sağlanır. Hemen sonrasında oda sıcaklığında bir süre bekletilerek soğutulur. Bu karışımdan 50 μl alınıp 200 



International Journal of Advanced Natural Sciences and Engineering Researches 

 

45 

μl distile su ile seyreltilerek 540 nm’de ölçümler gerçekleştirilir. IC50 değerleri, GraphPad Prism sürüm 

10.16 kullanılarak belirlenirlenecektir [11]. Çalışma 3 paralel ile gerçekleştirilir. 

 

α-Glukozidaz İnhibisyon Aktivitenin Saptanması 

Enzim olarak Saccharomyces cerevisiae’den elde edilen α-glukozidaz enzimi kullanılır (Sigma-Aldrich, 

100U, Type I, Liyofilize toz, E.C.3.2.1.20). 0.01 M ve 0.1 M konsantrasyon değerlerinde pH’ı 6.8 olan 

potasyum fosfat tamponu (PBS) hazırlanır. Substrat olarak p-nitrofenil-α-D-glukopiranozid (PNPG) 5 mM, 

sonlandırıcı olarak 0.2 M sodyum karbonat, pozitif standart ise akarboz kullanılır. Öncelikle enzim her bir 

kuyucukta 0.1 U/mL olacak şekilde 0.01 M PBS içerisinde çözülerek hazırlanır. PNPG çözeltisi ve stop 

solüsyonu için 0.1 M PBS kullanılır. Ekstre örnekleri 1000, 500, 250, 100, 50, 10, 1 ppm; akarboz 1000, 

750, 500, 250, 100, 10 ve 1 ppm olacak şekilde 0.01 M PBS ile seyreltilir. Deney protokolüne göre 96-

kuyucuklu mikroplate içine 20 μL enzim çözeltisi ve 120 μL akarboz/ekstre eklenir; 37 ºC’de 15 dakika 

inkübasyona bırakılır. Ardından 20 μL PNPG substrat solüsyonu ilave edilip tekrar 37 ºC’de 15 dakika 

inkübasyona bırakılır. Son olarak 80 μL sodyum karbonat ile reaksiyon durdurulur. Oluşan sarı renkli p-

nitrofenolün absorbansı 405 nm’de mikroplaka okuyucuda ölçümler yapılır. IC50 değerleri, GraphPad Prism 

sürüm 10.16 kullanılarak belirlenirlenecektir [11]. Çalışma 3 paralel ile gerçekleştirilir. 

Alzheimer hastalığı ile ilişkili asetilkolinesteraz (AChE) inhibisyon aktiviteleri Ellman yöntemi ile 

belirlenmiştir. Tirozinaz inhibisyonu modifiye dopakrom yöntemi ile, α-amilaz inhibisyonu DNS yöntemi 

ile, α-glukosidaz inhibisyonu ise p-nitrofenil-β-D-glukopiranozid substratı kullanılarak kolorimetrik olarak 

ölçülmüştür. 

 

III. BULGULAR  

Bu çalışmada Stachys euadenia ve Stachys longiflora türlerinden metanol, etil asetat ve dietil eter 

kullanılarak hazırlanan ekstraktların verimleri karşılaştırılmıştır. Her iki türde de en yüksek ekstraksiyon 

verimi metanol ekstraktlarında elde edilmiştir. S. longiflora metanol ekstraktı %14,99 ekstraksiyon verimi 

ile en yüksek değeri gösterirken, bunu S. euadenia metanol ekstraktı (%12,55) izlemiştir. Buna karşılık her 

iki türde de en düşük ekstraksiyon verimi etil asetat ekstraktlarında belirlenmiş olup, S. longiflora için 

%7,55, S. euadenia için ise %8,20 olarak hesaplanmıştır. (Tab.1.)  
 

Tablo 1. Ekstratların kuru madde ağırlığı (mg) ve verimleri (%) 

Tür Çözücü Kuru Ekstrakt (mg) % Verim 

S. longiflora Metanol 149,9 mg 14.99% 

S. longiflora Dietil eter 91,3 mg 9.13% 

S. longiflora Etil asetat 75,51 mg 7.55% 

S. euadenia Metanol 125,5 mg 12.55% 

S. euadenia Dietil eter 83,2 mg 8.32% 

S. euadenia Etil asetat 82 mg 8.20% 

 

Toplam fenolik madde (TPC) ve toplam flavonoid madde (TFC) analizleri sonucunda, her iki Stachys 

türünde de metanol ekstraktlarının en yüksek değerlere sahip olduğu belirlenmiştir. Stachys euadenia 

metanol ekstraktında toplam fenolik madde miktarı 72,36 ± 1,82 mg GAE/g ekstrakt, toplam flavonoid 

madde miktarı ise 35,47 ± 1,37 mg QE/g ekstrakt olarak belirlenirken, S. longiflora metanol ekstraktında 

bu değerler sırasıyla 67,91 ± 1,63 mg GAE/g ekstrakt ve 33,86 ± 1,12 mg QE/g ekstrakt olarak tespit 
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edilmiştir. Her iki türde de etil asetat ekstraktları orta düzeyde fenolik ve flavonoid içerik gösterirken, dietil 

eter ekstraktları en düşük TPC ve TFC değerlerine sahip olmuştur. (Tab.2.) 

 
Tablo 2. Toplam fenolik miktarı (TPC total phenolic content) ve toplam flavonoid miktarı (TFC total flavonoid content) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

LC-MS/MS analizleri, her iki türün metanol ekstraktlarında klorojenik asit ve verbaskozitin baskın 

bileşikler olduğunu ortaya koymuştur. S. longiflora metanol ekstraktında 130638 µg/mL, S. euadenia 

metanol ekstraktında ise 62842,6 µg/mL klorojenik asit belirlenmiş olup, her iki türde de bu bileşik en 

yüksek miktarda tespit edilen fenolik bileşik olmuştur. Aynı şekilde verbaskozit miktarları da metanol 

ekstraktlarında sırasıyla 5711,367 ve 2985,753 µg/mL  olarak belirlenmiş, etil asetat ve dietil eter 

ekstraktlarında ise daha düşük seviyelerde bulunmuştur. (Tab.3.) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

 TPC (mg GAE/g) TFC (mg QE/g) 

Stachys euadenia (methanol) 72.36 ± 1.82 35.47 ± 1.37 

Stachys euadenia (etil asetat) 50.73 ± 1.17 25.82 ± 0.86 

Stacyhs euadenia (eter) 24.48 ± 0.73 10.65 ± 0.52 

Stacyhs longiflora (methanol) 67.91 ± 1.63 33.86 ± 1.12 

Stachys longiflora (etil asetat) 45.62 ± 1.08 22.94 ± 0.81 

Stachys longiflora  (eter) 20.37 ± 0.66 8.74 ± 0.48 
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Tablo 3.  Stachys euadenia ve Stachys longiflora Ekstraktlarının seçilen bileşiklerin miktarı LC-MS/MS (µg/mL) 

Bileşik m/z 

RT 

(min) 

Stachys 

euadenia    

(Methanol) 

Stachys 

euadenia 

(Etil 

Asetat) 

Stachys 

euadenia 

(Eter) 

Stachys 

longiflora 

(Methanol) 

Stachys 

longiflora 

(Etil 

Asetat ) 

Stachys 

longiflora 

(Eter) 

Kateşin 289,0718 6,952 - 0,8127 0,47289 2,67017 0,38594 - 

Epikateşin 289,0718 7,064 - 1,76945 0,85923 - - 0,769477097 

hesperidin 609,1819 7,064 13,1792 9,0048 1,23959 60,7221 87,7008 5,043481469 

Vitexin 431,0978 7,235 232,987 57,4997 1,66524 83,2531 25,4414 2,04136103 

tanik asit 940,099 7,289 - - - - - - 

4-

hidroksibenzoik 
asit 137,0239 7,347 186,984 595,073 164,094 153,511 390,111 202,3385889 

Siringik asit 
 

197,45 7,401 407,86 440,952 - 12,9901 45,5525 - 

Vanilik asit 
 

167,0344 7,457 15,4031 32,5638 8,92706 - - - 

rutin 609,1456 7,457 5,19149 1,6279 0,17556 12,1911 9,56218 0,175810123 

3-
hidroksibenzoik 

asid 137,0239 7,572 - - - - - - 

Katekol 109,0289 7,682 1,78113 1,91108 0,74199 6,32499 5,5768 0,287136732 

p-kumarik asit 163,0395 7,796 10,3951 10,5338 8,74564 12,2314 30,1797 10,97314031 

Ferulik asit 
 

193,0501 7,853 43,2758 58,0967 - 40,3868 51,6903 11,36319116 

Mirisetin 
 

317,0303 7,962 3,98015 4,70747 6,74272 1,76442 4,04366 3,616796731 

fisetin 285,0399 8,019 - - - 4,12472 8,19335 6,910891887 

morin 301,0348 8,243 - 5,0669 1,35014 0,65881 1,36793 1,615193838 

galangin 269,045 8,243 8,40217 19,8396 12,8053 8,01665 6,21924 - 

daidzein 253,0501 8,355 - - - 3,42606 5,32905 3,992548046 

luteolin 285,0399 8,412 130,048 199,931 204,085 13,9624 16,8508 20,34443154 

kuersetin 301,0348 8,468 - 5,38052 9,22896 8,5522 3,12544 13,49454669 

Benzoik Asit 121,0295 8,58 78,8902 116,014 101,136 361,374 395,021 244,8627094 

İzoramnetin 
 

315,0505 8,58 12,5151 2,49739 - 37,4291 46,7136 83,47078754 

genistein 269,045 8,861 26,9083 34,2227 23,3762 27,9889 33,0961 25,2275504 

naringenin 271,0606 8,917 20,4908 26,183 50,7767 19,5328 29,5459 14,55393912 

kaempherol 285,0399 8,973 - 19,0577 2,86409 3,24456 10,1588 8,809134369 

3-o-

metilkuersetin 315,0505 9,085 3,862 11,0332 5,66057 3,27431 2,04564 3,82491235 

K 
risin 253,0501 10,376 4,08389 3,89627 3,96081 3,95008 7,13327 5,816418754 

apigenin 269,045 10,488 3,18491 2,48841 3,21267 3,955 1,18964 1,877911141 

Klorojenik asit 353,0878 6,791 62842,6 32416,2 1523,35 130638 98629,4 3824,77554 

Verbaskozit 623,1975 7,69 5711,367 3785,104 1099,326 2985,753 1955,674 955,357 

 

Stachys euadenia ve Stachys longiflora ekstraktlarının antioksidan kapasiteleri DPPH, ABTS, FRAP ve 

CUPRAC yöntemleri kullanılarak değerlendirilmiştir. Analiz sonuçları incelendiğinde dört yöntemin 

tamamında da en yüksek antioksidan aktivitenin metanol ekstraktlarında elde edildiği belirlenmiştir. 

Özellikle S. euadenia metanol ekstraktı DPPH (74,65 ± 1,35 mg TE/g), ABTS (104,95 ± 1,92 mg TE/g), 

FRAP (54,92 ± 1,15 mg TE/g) ve CUPRAC (94,62 ± 1,68 mg TE/g) analizlerinin tamamında en yüksek 

değerlere ulaşmıştır. Aynı şekilde S. longiflora metanol ekstraktı da ikinci en yüksek antioksidan kapasiteyi 

göstermiştir. (Tab. 4.) 
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Tablo 4. Ekstratların antioksidant aktiveteleri (mgTE/g) 

Örnek DPPH (mg TE/g) ABTS (mg TE/g) FRAP (mg TE/g) CUPRAC (mg TE/g) 

Stachys 

euadenia 

(methanol) 

74.65 ± 1.35 104.95 ± 1.92 54.92 ± 1.15 94.62 ± 1.68 

Stachys 

euadenia 

(etil 

asetat) 

58.10 ± 0.98 82.90 ± 1.46 42.38 ± 0.81 74.58 ± 1.24 

Stacyhs 

euadenia 

(eter) 

42.98 ± 0.69 63.67 ± 1.11 29.20 ± 0.58 56.15 ± 0.93 

Stacyhs 

longiflora 

(methanol) 

70.38 ± 1.51 99.35 ± 1.78 51.90 ± 1.03 89.92 ± 1.36 

Stachys 

longiflora 

(etil 

asetat) 

54.17 ± 1.06 77.95 ± 1.34 39.48 ± 0.76 70.38 ± 1.12 

Stachys 

longiflora  

(eter) 

39.60 ± 0.62 59.65 ± 0.97 26.32 ± 0.54 52.95 ± 0.85 

 

Stachys euadenia ve Stachys longiflora ekstraktlarının AChE, BuChE, tirozinaz, α-glukozidaz ve α-amilaz 

enzimleri üzerindeki inhibitör etkileri değerlendirilmiştir. Sonuçlar incelendiğinde antioksidan 

analizlerinden farklı olarak en yüksek inhibitör aktivitelerin çoğunlukla etil asetat ekstraktlarında elde 

edildiği görülmüştür. Özellikle S. euadenia etil asetat ekstraktı AChE (92,91 µg/mL), BuChE (187,10 mg 

µg/mL), tirozinaz (240 µg/mL) ve α-glukozidaz (170,88 µg/mL) analizlerinde en yüksek aktiviteyi 

göstermiştir. Buna karşılık S. longiflora etil asetat ekstraktı ise α-amilaz inhibisyonunda (294,45 µg/mL) 

en yüksek değere ulaşmıştır. (Tab.5.) 
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Tablo 5. Ekstratların enzim inhibasyon aktiviteleri (µg/mL) 

Örnek 
AChE 

(µg/mL) 

BuChE 

(µg/mL) 

Tyrosinase 

(µg/mL) 

α-

Glucosidase 

µg/mL 

α-Amylase 

(µg/mL) 

Stachys 

euadenia(Methanol) 
- - 

390.18 ± 

1.02 
- 

351.31 ± 

1.82 

Stachys euadenia 

(Etil Asetat) 

92.91 ± 

2.52 

187.10 ± 

1.29 

240.00 ± 

1.50 

170.88 ± 

2.42 

310.13 ± 

1.78 

Stachys euadenia 

(Eter) 

121.09 ± 

2.21 
- 

367.88 ± 

2.17 

229.04 ± 

2.73 
- 

Stachys longiflora 

(Methanol) 

107.64 ± 

2.17 

200.00 ± 

1.44 

361.07 ± 

1.50 

198.48 ± 

2.42 

303.41 ± 

1.78 

Stachys longiflora ( 

Etil Asetat ) 

104.73 ± 

2.21 

193.10 ± 

2.10 

329.61 ± 

2.17 

193.84 ± 

2.73 

294.45 ± 

1.72 

Stachys longiflora 

(Eter) 

119.27 ± 

0.58 

224.30 ± 

2.39 
- 

211.92 ± 

2.55 

346.29 ± 

1.95 

Galantamin 
0.106 ± 

0.02 

1.048 ± 

0.01 
- - - 

Kojik Asit - - 7.9 ± 0.06 - - 

Akarboz - - - 
300.56 ± 

6.65 
8.75 ± 0.97 

 

IV. TARTIŞMA  

4.1 Ekstraksiyon verimi 

Bitkisel ekstraktların biyolojik aktivitesi ve fitokimyasal kompozisyonu üzerinde en önemli faktörlerden 

biri ekstraksiyonda kullanılan çözücünün özellikleridir. Çözücü polaritesi yalnızca ekstraksiyon verimini 

değil, aynı zamanda ekstrakte edilen sekonder metabolitlerin türünü ve miktarını da doğrudan 

etkilemektedir. Bu nedenle farklı polariteye sahip çözücülerin kullanılması, bitki materyalinin fitokimyasal 

profilinin daha kapsamlı şekilde ortaya konulmasına olanak sağlamaktadır [4,20,21,28,40].  

Bu çalışmada Stachys euadenia ve Stachys longiflora türlerinden metanol, etil asetat ve dietil eter 

kullanılarak hazırlanan ekstraktların verimleri karşılaştırılmıştır. Her iki türde de en yüksek ekstraksiyon 

verimi metanol ekstraktlarında elde edilmiştir. S. longiflora metanol ekstraktı %14,99 ekstraksiyon verimi 

ile en yüksek değeri gösterirken, bunu S. euadenia metanol ekstraktı (%12,55) izlemiştir. Buna karşılık her 

iki türde de en düşük ekstraksiyon verimi etil asetat ekstraktlarında belirlenmiş olup, S. longiflora için 

%7,55, S. euadenia için ise %8,20 olarak hesaplanmıştır. (Tab.1.) Dietil eter ekstraktları ise her iki çözücü 

arasında orta düzeyde ekstraksiyon verimi göstermiştir. Bu sonuçlar, bitki dokusunda bulunan bileşiklerin 

önemli bir bölümünün yüksek polariteli çözücüler tarafından daha etkin şekilde ekstrakte edildiğini 

göstermektedir. 

Benzer şekilde S. germanica subsp. heldreichii üzerinde gerçekleştirilen fitokimyasal araştırmada da 

çözücü polaritesi arttıkça ekstrakte edilen bileşik miktarının arttığı, metanol ekstraktının fenolik madde 

bakımından en zengin fraksiyonu oluşturduğu, bunu su ve etil asetat ekstraktlarının izlediği bildirilmiştir 

[33]. Stachys cretica subsp. anatolica üzerinde gerçekleştirdikleri çalışmada metanol ekstraktının su 

ekstraktına göre daha fazla fenolik bileşik içerdiğini ve çözücü polaritesinin ekstrakte edilen bileşik miktarı 

üzerinde belirleyici olduğunu bildirmiştir. Araştırmacılar özellikle klorojenik asit, apigenin-7-glikozit ve 

verbaskozitin metanol ekstraktında daha yüksek miktarlarda bulunduğunu ve bunun ekstraksiyon 

etkinliğini artırdığını ifade etmişlerdir [7]. 

Metanolün yüksek ekstraksiyon verimi sağlaması, çözücünün fenolik asitler, flavonoid glikozitleri, 

feniletanoid glikozitler ve diğer polar sekonder metabolitleri çözebilme kapasitesinin yüksek olmasıyla 

açıklanabilir. Buna karşılık etil asetat ve özellikle dietil eter gibi daha düşük polariteli çözücüler yalnızca 

belirli bileşik gruplarını seçici olarak ekstrakte etmekte ve bu nedenle toplam ekstraksiyon verimi daha 

düşük kalmaktadır. Bununla birlikte düşük ekstraksiyon verimi, ekstraktın biyolojik aktivitesinin de düşük 

olacağı anlamına gelmemektedir. Nitekim orta polariteli çözücüler, biyolojik aktiviteden sorumlu spesifik 
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bileşikleri daha seçici biçimde ekstrakte edebilmektedir. Metanol ekstraktlarının hem toplam fenolik hem 

de toplam flavonoid madde bakımından diğer çözücülerden daha yüksek değerlere ulaşması, Stachys cinsi 

üzerine yapılan çalışmalarla doğrular niteliktedir. Stachys cinsi metanol ve hidroalkolik ekstraktların 

fenolik asitler, flavonoidler ve feniletanoid glikozitler bakımından en zengin fraksiyonları oluşturduğu 

bildirilmektedir. klorojenik asit, verbaskozit, luteolin türevleri, kaempferol ve naringenin gibi fenolik 

bileşiklerin Stachys türlerinde yaygın olarak bulunduğu ve bu bileşiklerin toplam fenolik içeriğe önemli 

katkı sağladığı belirtilir. [5,33,38].  

 

4.2 Toplam fenolik ve Toplam flavonoid madde 

Toplam fenolik madde (TPC) ve toplam flavonoid madde (TFC) analizleri sonucunda, her iki Stachys 

türünde de metanol ekstraktlarının en yüksek değerlere sahip olduğu belirlenmiştir. Stachys euadenia 

metanol ekstraktında toplam fenolik madde miktarı 72,36 ± 1,82 mg GAE/g ekstrakt, toplam flavonoid 

madde miktarı ise 35,47 ± 1,37 mg QE/g ekstrakt olarak belirlenirken, S. longiflora metanol ekstraktında 

bu değerler sırasıyla 67,91 ± 1,63 mg GAE/g ekstrakt ve 33,86 ± 1,12 mg QE/g ekstrakt olarak tespit 

edilmiştir(Tab.2.). Her iki türde de etil asetat ekstraktları orta düzeyde fenolik ve flavonoid içerik 

gösterirken, dietil eter ekstraktları en düşük TPC ve TFC değerlerine sahip olmuştur. Bu sonuçlar, fenolik 

ve flavonoid bileşiklerin büyük ölçüde polar karakter göstermesi nedeniyle metanol gibi yüksek polariteli 

çözücülerle daha etkin ekstrakte edildiğini ortaya koymaktadır. 

Benzer şekilde Stachys germanica subsp. heldreichii üzerinde gerçekleştirilen çalışmada da toplam fenolik 
39.47±2.43  ve toplam flavonoid 18.72±0.22 içerik bakımından en zengin ekstraktın metanol ekstraktı 

olduğu, bunu su ve etil asetat ekstraktlarının izlediği bildirilmiştir. Aynı çalışmada spektrofotometrik analiz 

sonuçlarının LC-MS/MS bulgularıyla uyumlu olduğu, ekstraktların başlıca fenolik bileşiklerini 

verbaskozit, klorojenik asit, 4-hidroksibenzoik asit ve vanilik asidin oluşturduğu ifade edilmiştir [33]. 

 

4.3 LC-MS/MS Sonuçlarının Tartışılması 

LC-MS/MS analizleri, her iki türün metanol ekstraktlarında klorojenik asit ve verbaskozitin baskın 

bileşikler olduğunu ortaya koymuştur. Özellikle S. longiflora metanol ekstraktında 130638 birim, S. 

euadenia metanol ekstraktında ise 62842,6 birim klorojenik asit belirlenmiş olup, her iki türde de bu bileşik 

en yüksek miktarda tespit edilen fenolik bileşik olmuştur. Aynı şekilde verbaskozit miktarları da metanol 

ekstraktlarında sırasıyla 5711,367 ve 2985,753 olarak belirlenmiş, etil asetat ve dietil eter ekstraktlarında 

ise daha düşük seviyelerde bulunmuştur(Table.3.). Bu durum, yüksek toplam fenolik ve flavonoid içerik 

ile LC-MS/MS analizlerinde belirlenen baskın fenolik bileşikler arasında güçlü bir ilişki bulunduğunu 

göstermektedir. 

Stachys euadenia metanol ekstraktının hem toplam fenolik hem de toplam flavonoid içeriğinin S. longiflora 

metanol ekstraktından daha yüksek olması, iki tür arasında fitokimyasal kompozisyon bakımından belirgin 

farklılıklar bulunduğunu göstermektedir. LC-MS/MS analizlerinde S. euadenia ekstraktlarında özellikle 

luteolin, siringik asit, 4-hidroksibenzoik asit ve verbaskozit miktarlarının daha yüksek belirlenmesi bu 

sonucu desteklemektedir. Aynı cins içerisinde yer alan türlerde fenolik bileşik miktarlarının genetik yapı, 

çevresel koşullar, rakım, iklim, toprak özellikleri ve bitkinin gelişim dönemine bağlı olarak önemli 

farklılıklar gösterebildiği daha önce de bildirilmiştir [33,38]. 

Toplam fenolik ve flavonoid madde miktarları ile LC-MS/MS analizleri birlikte değerlendirildiğinde, her 

iki Stachys türünün fenolik asitler, flavonoidler ve feniletanoid glikozitler bakımından oldukça zengin 

olduğu görülmektedir. Özellikle metanol ekstraktlarında belirlenen yüksek TPC ve TFC değerlerinin, 

klorojenik asit ve verbaskozit başta olmak üzere yüksek miktarda bulunan fenolik bileşiklerden 

kaynaklandığı düşünülmektedir. Bu durum yalnızca ekstraktların fitokimyasal zenginliğini ortaya 

koymakla kalmamakta, aynı zamanda antioksidan ve enzim inhibitör aktivitelerinin değerlendirilmesinde 

de önemli bir temel oluşturmaktadır. 

LC-MS/MS analizleri, bitkisel ekstraktların kimyasal bileşiminin ayrıntılı olarak ortaya konulmasını 

sağlayan en güvenilir analitik yöntemlerden biri olup, biyolojik aktiviteden sorumlu sekonder 

metabolitlerin tanımlanmasında yaygın olarak kullanılmaktadır. Özellikle Lamiaceae familyasına ait 

türlerde fenolik asitler, flavonoidler ve feniletanoid glikozitlerin belirlenmesi, ekstraktların antioksidan ve 

enzim inhibitör potansiyellerinin değerlendirilmesinde büyük önem taşımaktadır. Bu nedenle son yıllarda 
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Stachys türlerinin fitokimyasal profillerinin LC-MS/MS yöntemleriyle ayrıntılı olarak incelendiği 

çalışmaların sayısı önemli ölçüde artmıştır [4,20,21,39,].  

Bu çalışmada gerçekleştirilen LC-MS/MS analizleri sonucunda Stachys euadenia ve Stachys longiflora 

ekstraktlarında fenolik asitler, flavonoidler ve feniletanoid glikozitlerden oluşan zengin bir fitokimyasal 

profil belirlenmiştir. Analizlerde kateşin, epikateşin, hesperidin, vitexin, rutin, 4-hidroksibenzoik asit, 

siringik asit, vanilik asit, p-kumarik asit, ferulik asit, luteolin, kuersetin, izoramnetin, genistein, naringenin, 

kaempferol, apigenin, galangin, klorojenik asit ve verbaskozit başta olmak üzere çok sayıda biyolojik 

aktivitesi kanıtlanmış fenolik bileşik tespit edilmiştir. Bu sonuçlar, her iki türün fenolik bileşikler 

bakımından oldukça zengin olduğunu ve doğal biyolojik aktif bileşik kaynağı olarak 

değerlendirilebileceğini göstermektedir. 

Her iki türde de klorojenik asidin açık ara en yüksek miktarda belirlenen bileşik olmasıdır. Özellikle S. 

longiflora metanol ekstraktında klorojenik asit miktarı 130637,67 olarak belirlenirken, S. euadenia metanol 

ekstraktında bu değer 62842,589 olarak tespit edilmiştir. Etil asetat ekstraktlarında da yüksek miktarlarda 

klorojenik asit bulunmasına rağmen dietil eter ekstraktlarında bu bileşiğin miktarının belirgin şekilde 

azaldığı görülmüştür. Bu durum, klorojenik asidin yüksek polariteli bir fenolik asit olması nedeniyle 

metanol gibi polar çözücüler tarafından daha etkin ekstrakte edildiğini göstermektedir. 

Araştırmacılar, daha önce incelenen birçok Stachys türünde de klorojenik asidin baskın fenolik bileşik 

olarak rapor edildiğini ve miktarının 95,55–35372 µg/g arasında değiştiğini belirtmişlerdir. Ayrıca 

klorojenik asidin antioksidan, nöroprotektif, hepatoprotektif, kardiyoprotektif, antiviral ve antiinflamatuvar 

özellikleri nedeniyle farmasötik ve kozmetik uygulamalarda önemli bir doğal bileşik olduğu vurgulanmıştır 

[26,44]. Çalışmamızda yüksek miktarda belirlenen bir diğer önemli bileşik ise verbaskozit olmuştur. 

Özellikle metanol ekstraktlarında verbaskozit miktarının etil asetat ve dietil eter ekstraktlarına göre belirgin 

şekilde yüksek olduğu belirlenmiştir. Verbaskozit, Lamiaceae familyasında yaygın olarak bulunan 

feniletanoid glikozitlerden biri olup güçlü antioksidan, nöroprotektif, antimikrobiyal ve antiinflamatuvar 

özelliklere sahip olduğu bildirilmektedir [27]. S. cretica subsp. Kutayhensis’te verbaskozitin baskın 

bileşiklerden 48056.04 ± 1577.59  µg/g  olduğunu bildirirken [7]., S. germanica subsp. heldreichii metanol 

ekstraktında verbaskozitin 3791.36±143.65 µg/g en yüksek bulunan bileşiklerden biri olduğunu rapor 

etmişlerdir. Çalışmamızda elde edilen sonuçlar bu bulgularla uyum göstermektedir [33]. 

LC-MS/MS analizlerinde vitexin, hesperidin ve luteolin gibi flavonoidlerin özellikle metanol ve etil asetat 

ekstraktlarında yüksek miktarlarda belirlenmeştir S. euadenia metanol ekstraktında vitexin miktarının 

232,987, luteolin miktarının ise 130,048 olarak belirlenmesi, bu türün flavonoid bakımından zengin 

olduğunu göstermektedir. Buna karşılık S. longiflora etil asetat ekstraktında hesperidin miktarının oldukça 

yüksek (87,7008) olması, iki tür arasında flavonoid dağılımı bakımından önemli farklılıklar bulunduğunu 

ortaya koymaktadır. Bu farklılıkların türlerin genetik özellikleri ile birlikte yetişme ortamı, rakım, iklim ve 

çevresel faktörlerden kaynaklanabileceği düşünülmektedir [39]. aynı cins içerisinde yer alan türlerde 

sekonder metabolit profillerinin önemli ölçüde değişebileceğini ve bu durumun kemotaksonomik açıdan da 

değerli bilgiler sağladığını bildirmiştir.  

Çalışmamızda ayrıca 4-hidroksibenzoik asit, ferulik asit, p-kumarik asit, vanilik asit ve siringik asit gibi 

fenolik asitlerin her iki türde de farklı miktarlarda bulunduğu belirlenmiştir.. S. germanica üzerinde 

gerçekleştirilen çalışmada da başlıca fenolik asitler olarak ferulik asit 25.57±1.29 µg/g , p-kumarik asit 

28.50±0.21 µg/g  ve kafeik asit 33.78±0.11 µg/g olarak  bildirilmiş, flavonoidler arasında ise methanol 

ekstratında en yüksek olarak hesperetin 20.72±0.46 µg/g  olarak öne çıktığı rapor edilmiştir [33]. 

 

4.4. Antioksidant aktivite 

Fenolik bileşiklerin dağılımı ile toplam fenolik ve flavonoid analizleri birlikte değerlendirildiğinde, 

spektrofotometrik sonuçların LC-MS/MS analizlerini büyük ölçüde doğruladığı görülmektedir. Özellikle 

metanol ekstraktlarında belirlenen yüksek TPC ve TFC değerlerinin, klorojenik asit, verbaskozit, luteolin, 

vitexin ve diğer fenolik bileşiklerin yüksek konsantrasyonlarından kaynaklandığı anlaşılmaktadır. Bu 

durum, çalışmamızda metanol ekstraktlarının antioksidan analizlerinde en yüksek aktivite göstermesinin 

temel nedenlerinden biri olarak değerlendirilebilir. 

Bununla birlikte LC-MS/MS sonuçları yalnızca antioksidan aktiviteyi açıklamamakta, aynı zamanda enzim 

inhibitör aktiviteleri hakkında da önemli ipuçları vermektedir. Literatürde klorojenik asit, luteolin, 
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apigenin, naringenin, ferulik asit, kuersetin ve verbaskozitin asetilkolinesteraz, tirozinaz, α-glukozidaz ve 

α-amilaz enzimleri üzerinde inhibitör etkiye sahip olduğu bildirilmektedir [27,28,37,45]. Çalışmamızda bu 

bileşiklerin önemli bir kısmının özellikle metanol ve etil asetat ekstraktlarında birlikte bulunması, gözlenen 

biyolojik aktivitelerin tek bir bileşikten değil, ekstrakt içerisindeki çok sayıda fenolik bileşiğin sinerjik 

etkisinden kaynaklandığını düşündürmektedir.  

Bitkisel ekstraktların antioksidan aktiviteleri, içerdiği fenolik bileşiklerin serbest radikalleri nötralize etme, 

elektron veya hidrojen atomu bağışlama, metal iyonlarını şelatlama ve oksidatif stresi azaltma kapasiteleri 

ile doğrudan ilişkilidir. Fenolik asitler ve flavonoidler, reaktif oksijen türlerini (ROS) etkisiz hale getirerek 

lipid peroksidasyonu, protein oksidasyonu ve DNA hasarı gibi oksidatif süreçleri baskılayabilmektedir. Bu 

nedenle toplam fenolik ve flavonoid içeriği yüksek olan bitki ekstraktlarının genellikle daha güçlü 

antioksidan aktivite sergilediği bildirilmektedir [8,19,34]. 

Bu çalışmada Stachys euadenia ve Stachys longiflora ekstraktlarının antioksidan kapasiteleri DPPH, ABTS, 

FRAP ve CUPRAC yöntemleri kullanılarak değerlendirilmiştir. Analiz sonuçları incelendiğinde dört 

yöntemin tamamında da en yüksek antioksidan aktivitenin metanol ekstraktlarında elde edildiği 

belirlenmiştir. Özellikle S. euadenia metanol ekstraktı DPPH (74,65 ± 1,35 mg TE/g), ABTS (104,95 ± 

1,92 mg TE/g), FRAP (54,92 ± 1,15 mg TE/g) ve CUPRAC (94,62 ± 1,68 mg TE/g) analizlerinin 

tamamında en yüksek değerlere ulaşmıştır (Tab.4.). Aynı şekilde S. longiflora metanol ekstraktı da ikinci 

en yüksek antioksidan kapasiteyi göstermiştir. Buna karşılık her iki türde dietil eter ekstraktları bütün 

testlerde en düşük aktiviteyi sergilemiştir. Bu sonuçlar, metanol ekstraktlarında belirlenen yüksek toplam 

fenolik ve flavonoid içeriklerinin antioksidan kapasiteye doğrudan katkı sağladığını göstermektedir. 

Toplam fenolik ve flavonoid analizleri ile antioksidan aktivite sonuçlarının paralellik göstermesi, 

çalışmamızın en önemli bulgularından biridir. Nitekim S. euadenia metanol ekstraktı hem toplam fenolik 

(72,36 mg GAE/g) hem toplam flavonoid (35,47 mg QE/g) bakımından en yüksek değerlere sahip olurken, 

aynı ekstraktın dört farklı antioksidan analizinde de en yüksek aktiviteyi göstermesi fenolik bileşiklerin 

antioksidan mekanizmadaki temel rolünü açıkça ortaya koymaktadır. S. longiflora metanol ekstraktında da 

gözlenmiştir. Buna karşılık dietil eter ekstraktlarında hem TPC ve TFC değerlerinin hem de antioksidan 

aktivitelerin düşük bulunması, fenolik bileşik miktarı ile antioksidan kapasite arasındaki güçlü ilişkiyi 

desteklemektedir. 

S. germanica subsp. heldreichii üzerinde gerçekleştirilen çalışmada analizleri sonucunda ekstraktların 

antioksidan kapasitesi metanol > su > etil asetat şeklinde sıralanmış, DPPH, ABTS ve CUPRAC , FRAP 

sırasıyla IC50 mg/mL olarak 3.11±0.01 2.26±0.08 ve EC50 mg/mL olarak 1.35±0.03 , 0.75±0.01 analizlerle 

en yüksek aktivitenin metanol ekstraktında belirlendiği bildirilmiştir. Araştırmacılar, bu sonucun metanol 

ekstraktlarında bulunan yüksek fenolik ve flavonoid içeriği ile doğrudan ilişkili olduğunu ifade etmişlerdir. 

Ayrıca Pearson korelasyon analizleri, toplam fenolik ve flavonoid miktarlarının antioksidan kapasiteyi 

önemli ölçüde etkilediğini göstermiştir [33]. 

Stachys annua var. annua üzerinde gerçekleştirilen çalışmada da metanol ekstraktlarının DPPH 

30.46 ± 3.69 mg TEs/g  ABTS 115.14 ± 1.30 mg TEs/g CUPRAC 82.32 ± 0.40 mg TEs/g FRAP 

54.75 ± 1.65 mg TEs/g analizlerinde en yüksek antioksidan kapasiteyi gösterdiği bildirilmiştir. Aynı 

araştırmada metanol ekstraktlarında klorojenik asit, benzoik asit ve diğer fenolik bileşiklerin yüksek 

miktarlarda bulunduğu belirtilmiş ve antioksidan aktivitenin yalnızca toplam fenolik miktarından değil, 

fenolik bileşiklerin kimyasal kompozisyonundan da etkilendiği vurgulanmıştır [21]. Çalışmamızda LC-

MS/MS analizlerinde klorojenik asit ve verbaskozitin baskın bileşikler olarak belirlenmesi, bu literatür 

bulgularını desteklemektedir.  

Çalışmamızda metanol ekstraktlarında belirlenen yüksek antioksidan kapasitenin temel nedenlerinden biri, 

LC-MS/MS analizlerinde oldukça yüksek miktarlarda tespit edilen klorojenik asit ve verbaskozit olabilir. 

Klorojenik asit, hidroksil gruplarınca zengin yapısı sayesinde serbest radikalleri etkili şekilde nötralize 

edebilen güçlü bir antioksidandır. Aynı zamanda verbaskozitin de elektron transfer mekanizmasına dayalı 

antioksidan testlerde önemli katkı sağladığı birçok çalışmada gösterilmiştir. [19,26,44]. Çalışmamızda bu 

iki bileşiğin özellikle metanol ekstraktlarında yüksek miktarlarda belirlenmiş olması, DPPH, ABTS, FRAP 

ve CUPRAC analizlerinde gözlenen yüksek aktiviteyi açıklamaktadır.  

DPPH ve ABTS analizleri serbest radikal giderme kapasitesini ölçerken, FRAP ve CUPRAC analizleri 

elektron transferine dayalı indirgeme gücünü değerlendirmektedir. Çalışmamızda dört farklı yöntemin 
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tamamında benzer sıralamanın elde edilmesi, ekstraktların antioksidan kapasitesinin yalnızca belirli bir 

mekanizmaya bağlı olmadığını, farklı antioksidan mekanizmaları üzerinden de etkili olduğunu 

göstermektedir. Bu durum, ekstraktlarda bulunan fenolik bileşiklerin hem radikal süpürücü hem de 

indirgeme ajanı olarak görev yapabildiğini düşündürmektedir. Literatürde de farklı antioksidan testlerinin 

birlikte değerlendirilmesinin bitkisel ekstraktların biyolojik potansiyelinin daha güvenilir şekilde ortaya 

konulmasını sağladığı bildirilmektedir [3]. 

 

4.5. Enzim inhibisyon aktivitesi 

Çalışmamızın en dikkat çekici sonuçlarından biri, antioksidan kapasite bakımından en başarılı ekstraktların 

metanol ekstraktları olmasına rağmen, enzim inhibisyon analizlerinde birçok enzime karşı en güçlü 

aktivitenin etil asetat ekstraktlarında belirlenmesidir. Bu durum, antioksidan aktivitenin büyük ölçüde 

toplam fenolik içerik tarafından belirlenmesine karşın, enzim inhibisyonunun daha çok belirli fenolik 

bileşiklerin yapısı, konsantrasyonu ve enzimle etkileşim özelliklerine bağlı olduğunu göstermektedir. 

Dolayısıyla toplam fenolik içerik ile antioksidan kapasite arasında güçlü bir ilişki bulunurken, aynı ilişki 

enzim inhibitör aktiviteleri için her zaman geçerli değildir. 

Çalışmamızda metanol ekstraktlarının daha yüksek ekstraksiyon verimine sahip olmasına rağmen, en 

yüksek biyolojik aktivitelerin. Özellikle enzim inhibisyon analizlerinde etil asetat ekstraktlarının birçok 

enzim üzerinde daha güçlü aktivite göstermesi, ekstraksiyon veriminin tek başına biyolojik etkinliği 

açıklamak için yeterli olmadığını göstermektedir. Bu durum, biyolojik aktivitenin ekstraktın toplam 

miktarından çok içerdiği spesifik fitokimyasal bileşiklerin türü, konsantrasyonu ve bu bileşikler arasındaki 

sinerjik etkileşimlerle ilişkili olduğunu düşündürmektedir. Benzer şekilde S. annua var. annua ve S. 

germanica subsp. heldreichii üzerinde gerçekleştirilen çalışmalarda da metanol ekstraktları fenolik içerik 

bakımından zengin bulunmasına rağmen bazı enzim inhibisyon testlerinde etil asetat ekstraktlarının daha 

yüksek aktivite gösterdiği bildirilmiş ve bu durum orta polariteli fenolik bileşiklerin seçici ekstraksiyonu 

ile açıklanmıştır [21,33]. . 

Sonuç olarak antioksidan analizleri, S. euadenia ve S. longiflora türlerinin özellikle metanol ekstraktlarının 

yüksek antioksidan potansiyele sahip olduğunu göstermektedir. Bu yüksek aktivitenin, LC-MS/MS 

analizlerinde belirlenen klorojenik asit, verbaskozit, luteolin, vitexin, hesperidin ve diğer fenolik 

bileşiklerin birlikte oluşturduğu zengin fitokimyasal profilden kaynaklandığı düşünülmektedir. Ayrıca elde 

edilen bulgular, Stachys cinsi üzerinde daha önce gerçekleştirilen çalışmalarla büyük ölçüde uyumlu olup, 

her iki türün doğal antioksidan kaynağı olarak değerlendirilme potansiyelini ortaya koymaktadır [39]. 

Enzim inhibisyonu, Alzheimer hastalığı, diyabet ve hiperpigmentasyon gibi birçok kronik hastalığın 

tedavisinde kullanılan temel farmakolojik yaklaşımlardan biridir. Özellikle asetilkolinesteraz (AChE) ve 

bütirilkolinesteraz (BuChE) inhibitörleri nörodejeneratif hastalıkların tedavisinde; tirozinaz inhibitörleri 

hiperpigmentasyon ve kozmetik uygulamalarda; α-glukozidaz ve α-amilaz inhibitörleri ise tip 2 diyabet 

tedavisinde önemli hedefler olarak kabul edilmektedir. Son yıllarda sentetik inhibitörlerin yan etkileri 

nedeniyle doğal kaynaklı inhibitörlere olan ilgi artmış ve özellikle Lamiaceae familyasına ait türler bu 

açıdan yoğun şekilde araştırılmaya başlanmıştır [8,19,34]. 

Stachys euadenia ve Stachys longiflora ekstraktlarının AChE, BuChE, tirozinaz, α-glukozidaz ve α-amilaz 

enzimleri üzerindeki inhibitör etkileri değerlendirilmiştir. Sonuçlar incelendiğinde antioksidan 

analizlerinden farklı olarak en yüksek inhibitör aktivitelerin çoğunlukla etil asetat ekstraktlarında elde 

edildiği görülmüştür. Özellikle S. euadenia etil asetat ekstraktı AChE (92,91 µg/mL), BuChE (187,10 mg 

µg/mL), tirozinaz (240 µg/mL) ve α-glukozidaz (170,88 µg/mL) analizlerinde en yüksek aktiviteyi 

göstermiştir. Buna karşılık S. longiflora etil asetat ekstraktı ise α-amilaz inhibisyonunda (294,45 µg/mL) 

en yüksek değere ulaşmıştır (Tab.5.). 

Stachys annua var. annua üzerinde gerçekleştirilen çalışmada da AChE, BuChE ve tirozinaz 

inhibisyonunda en yüksek aktivitenin etil asetat ekstraktlarında belirlendiği sırasıyla 1.89 ± 0.01 

mg GALAEs/g , 6.32 ± 0.08 mg GALAEs/g , 23.95 ± 1.34 mg KAEs/g buna karşılık metanol 

ekstraktlarının daha yüksek toplam fenolik içeriğe sahip olduğu bildirilmiştir. Araştırmacılar bu durumu, 

orta polariteli flavonoidler ile fenolik asit türevlerinin etil asetat içerisinde daha seçici olarak 

yoğunlaşmasına bağlamışlardır [21]. S. germanica subsp. heldreichii üzerinde gerçekleştirilen çalışmada 

da metanol ekstraktları antioksidan testlerde öne çıkarken, α -amilaz IC50: mg/mL olarak 2.24±0.11  ve 
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tirozinaz 44.76±7.75 inhibisyonunda etil asetat ekstraktlarının daha güçlü aktivite gösterdiği bildirilmiştir 
[33]. 

LC-MS/MS analizleri, çalışmamızda gözlenen enzim inhibitör aktivitelerini açıklayabilecek önemli 

bulgular sunmaktadır. Özellikle etil asetat ekstraktlarında belirlenen luteolin, apigenin, naringenin, 

hesperidin, ferulik asit, p-kumarik asit, kuersetin ve verbaskozit gibi bileşiklerin literatürde kolinesteraz, 

tirozinaz ve karbonhidrat hidrolize eden enzimler üzerinde inhibitör etki gösterdiği bildirilmektedir. Bu 

bileşiklerin hidroksil grupları, aromatik halkaları ve konjuge yapıları sayesinde enzimlerin aktif 

bölgelerindeki aminoasit kalıntıları ile hidrojen bağları, π-π etkileşimleri ve hidrofobik etkileşimler 

kurabildiği, bunun da inhibitör aktiviteyi artırdığı ifade edilmektedir [27,37,40,45].  

S. euadenia etil asetat ekstraktının AChE ve BuChE inhibisyonunda en yüksek aktiviteyi göstermesi, bu 

türün nörodejeneratif hastalıklar açısından dikkat çekici bir potansiyele sahip olabileceğini 

düşündürmektedir. Alzheimer hastalığında yalnızca asetilkolinesteraz değil, özellikle hastalığın ilerleyen 

evrelerinde bütirilkolinesteraz aktivitesinin de arttığı bilinmektedir. Bu nedenle her iki enzimi birlikte 

inhibe edebilen doğal ürünler son yıllarda ilaç geliştirme çalışmalarında önemli adaylar arasında 

değerlendirilmektedir. Literatürde Stachys türlerinden elde edilen fenolik bileşiklerin kolinerjik sistem 

üzerinde etkili olabileceği bildirilmiş olup, çalışmamızda elde edilen sonuçlar bu görüşü desteklemektedir 

[10,39]. 

Tirozinaz inhibisyonunda da S. euadenia etil asetat ekstraktının en yüksek aktiviteyi göstermesi dikkat 

çekicidir. Tirozinaz, melanin sentezinin hız kısıtlayıcı enzimi olup aşırı aktivitesi melazma, yaşlılık lekeleri 

ve postinflamatuvar hiperpigmentasyon gibi birçok dermatolojik probleme neden olabilmektedir. Bu 

nedenle doğal tirozinaz inhibitörleri kozmetik ve dermatolojik ürün geliştirme çalışmalarında önemli yer 

tutmaktadır. Literatürde özellikle luteolin, apigenin, kuersetin ve ferulik asit gibi flavonoidlerin tirozinaz 

enzimine yüksek afinite gösterdiği bildirilmektedir. Çalışmamızda bu bileşiklerin etil asetat ekstraktlarında 

bulunması, gözlenen yüksek tirozinaz inhibitör aktivitesini açıklayabilecek önemli bir 

faktördür.Karbonhidrat hidrolizinden sorumlu α-glukozidaz ve α-amilaz enzimleri üzerindeki inhibitör 

etkiler de diyabet tedavisi açısından önem taşımaktadır. Çalışmamızda S. euadenia etil asetat ekstraktı α-

glukozidaz inhibisyonunda, S. longiflora etil asetat ekstraktı ise α-amilaz inhibisyonunda en yüksek 

aktiviteyi göstermiştir. Literatürde klorojenik asit, luteolin, naringenin, hesperidin ve verbaskozitin 

karbonhidrat sindirim enzimlerini inhibe ederek postprandiyal glukoz artışını azaltabildiği bildirilmektedir. 

Bu nedenle çalışmamızda gözlenen inhibitör etkinin tek bir bileşikten değil, bu fenolik bileşiklerin sinerjik 

etkisinden kaynaklandığı düşünülmektedir [19,39].  

Genel olarak değerlendirildiğinde, antioksidan analizlerinde metanol ekstraktlarının öne çıkmasına karşın 

enzim inhibitör analizlerinde etil asetat ekstraktlarının daha başarılı olması, farklı biyolojik aktivitelerin 

farklı fitokimyasal profiller tarafından yönlendirildiğini göstermektedir. Dolayısıyla bir ekstraktın yüksek 

toplam fenolik içeriğe sahip olması, her zaman en yüksek enzim inhibitör aktiviteyi göstereceği anlamına 

gelmemektedir. Bu durum, doğal ürün araştırmalarında biyolojik aktivitenin yalnızca toplam fenolik 

miktarı ile değil, ayrıntılı fitokimyasal kompozisyonun birlikte değerlendirilmesi gerektiğini açıkça ortaya 

koymaktadır. 

Sonuç olarak, S. euadenia ve S. longiflora ekstraktları özellikle kolinesteraz, tirozinaz ve karbonhidrat 

hidroliz enzimleri üzerinde umut verici inhibitör etkiler göstermiştir. Elde edilen bulgular, bu iki endemik 

türün nörodejeneratif hastalıklar, diyabet ve hiperpigmentasyon tedavisine yönelik doğal inhibitör 

geliştirilmesi açısından önemli bir potansiyele sahip olduğunu göstermektedir. Bununla birlikte, bu etkinin 

moleküler mekanizmalarının ortaya konulabilmesi için moleküler docking, enzim kinetiği ve in vivo 

çalışmalarla desteklenmesi gerekmektedir. 

 

V. SONUÇLAR 

Bu çalışmada, Stachys euadenia ve Stachys longiflora türlerinden metanol, etil asetat ve dietil eter 

kullanılarak elde edilen ekstraktların fitokimyasal içerikleri ile biyolojik aktiviteleri kapsamlı olarak 

araştırılmıştır. Ekstraksiyon verimleri incelendiğinde her iki türde de en yüksek verimin metanol 

ekstraktlarından elde edildiği belirlenmiştir. En yüksek ekstraksiyon verimi S. longiflora metanol 

ekstraktında (%14,99), bunu S. euadenia metanol ekstraktı (%12,55) takip etmiş, en düşük verimler ise etil 
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asetat ekstraktlarında saptanmıştır. Bu durum, her iki türde de polar bileşiklerin daha yüksek oranda 

bulunduğunu göstermektedir. 

Toplam fenolik madde (TPC) ve toplam flavonoid madde (TFC) analizlerinde de benzer şekilde metanol 

ekstraktlarının diğer çözücülere göre daha yüksek değerlere sahip olduğu belirlenmiştir. En yüksek toplam 

fenolik (72,36 mg GAE/g) ve toplam flavonoid (35,47 mg QE/g) içeriği S. euadenia metanol ekstraktında 

tespit edilirken, bunu S. longiflora metanol ekstraktı izlemiştir. Eter ekstraktları ise her iki parametrede de 

en düşük değerlere sahip olmuştur. 

LC-MS/MS analizleri sonucunda her iki türde çok sayıda fenolik asit ve flavonoid tanımlanmıştır. Özellikle 

klorojenik asit ve verbaskozit her iki türde de en yüksek miktarda bulunan bileşikler olarak belirlenmiştir. 

Bunun yanında vitexin, luteolin, hesperidin, 4-hidroksibenzoik asit, siringik asit, ferulik asit, p-kumarik 

asit, rutin, izoramnetin ve diğer flavonoidlerin varlığı, bu türlerin fenolik bileşikler bakımından oldukça 

zengin bir kimyasal profile sahip olduğunu ortaya koymuştur. 

Enzim inhibisyon analizlerinde ekstraktların biyolojik aktivitelerinin çözücü ve türe bağlı olarak değiştiği 

görülmüştür. S. euadenia etil asetat ekstraktı, asetilkolinesteraz, bütirilkolinesteraz, tirozinaz ve α-

glukozidaz enzimlerine karşı en güçlü inhibitör etkiyi göstermiştir. Buna karşılık α-amilaz inhibisyonunda 

en düşük IC₅₀ değeri S. longiflora etil asetat ekstraktında (294,45 µg/mL) belirlenmiştir. Bununla birlikte 

ekstraktların inhibitör etkileri pozitif kontroller olan galantamin, kojik asit ve akarbozdan daha düşük 

düzeyde kalmıştır. 

Antioksidan aktivite analizlerinde tüm yöntemlerde (DPPH, ABTS, FRAP ve CUPRAC) metanol 

ekstraktlarının en yüksek aktiviteyi gösterdiği belirlenmiştir. En yüksek antioksidan kapasite S. euadenia 

metanol ekstraktında (DPPH: 74,65 mg TE/g, ABTS: 104,95 mg TE/g, FRAP: 54,92 mg TE/g, CUPRAC: 

94,62 mg TE/g) elde edilirken, bunu S. longiflora metanol ekstraktı takip etmiştir. Antioksidan aktivite 

sonuçları, toplam fenolik ve flavonoid içerikleriyle paralellik göstermiş ve fenolik bileşiklerin antioksidan 

kapasite üzerindeki önemli rolünü desteklemiştir. 

Sonuç olarak, bu çalışma Stachys euadenia ve Stachys longiflora türlerinin fenolik bileşikler bakımından 

zengin olduğunu, özellikle metanol ekstraktlarının yüksek fenolik ve flavonoid içerikleri sayesinde güçlü 

antioksidan özellik gösterdiğini ve bazı ekstraktların dikkat çekici enzim inhibitör aktivitelerine sahip 

olduğunu ortaya koymuştur. Buna karşın sitotoksik etkinin gözlenmemesi, bu türlerin antikanser ajanlardan 

ziyade antioksidan, antidiyabetik, antialzheimer ve antitirozinaz potansiyeli taşıyan doğal biyoaktif 

kaynaklar olarak değerlendirilmesinin daha uygun olduğunu göstermektedir. Elde edilen bulgular, bu iki 

endemik Stachys türünün fitokimyasal özelliklerine ilişkin literatüre önemli katkılar sunmakta olup, 

gelecekte yapılacak izolasyon, etki mekanizması ve in vivo çalışmalar için bilimsel bir temel 

oluşturmaktadır. 
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