T.C.
BALIKESIR UNIVERSITESI
FEN BILIMLERI ENSTITUSU
KiMYA ANABILIM DALI

CUHA CIiCEGININ YAG BIiLESENLERININ TESPIiTi VE BAZI
BiYOLOJIK OZELLIKLERININ INCELENMESI

MEHMET OGUZ iPEKCI

YUKSEK LiSANS TEZI

Jiiri Uyeleri :  Prof. Dr. Baki CICEK.........c.ccccvvunennens (Tez Damismani)
Ogr. Gor. Dr. Umit CALISIR............ (Es Danmisman)
Prof. Dr. Umit CAKIR
Prof. Dr. Gani KOZA

BALIKESIR, HAZIRAN - 2024



ETiK BEYAN

Balikesir Universitesi Fen Bilimleri Enstitiisii Tez Yazim Kurallarina uygun olarak tarafimca
hazirlanan “Cuha Ciceginin Yag Bilesenlerinin Tespiti ve Baz1 Biyolojik Ozelliklerinin
incelenmesi” baslikl tezde;

- Tiim bilgi ve belgeleri akademik kurallar ¢ergevesinde elde ettigimi,

- Kullanilan veriler ve sonuglarda herhangi bir degisiklik yapmadigimu,

- Tim bilgi ve sonuglar1 bilimsel aragtirma ve etik ilkelere uygun sekilde sundugumu,

- Yararlandigim eserlere atifta bulunarak kaynak gosterdigimi,

beyan eder, aksinin ortaya ¢ikmasi durumunda her tiirlii yasal sonucu kabul ederim.

Mehmet Oguz IPEKCI



OZET

CUHA CiCEGININ YAG BIiLESENLERININ TESPiTi VE BAZI BiYOLOJiK
OZELLIKLERININ INCELENMESI
YUKSEK LiSANS TEZi
MEHMET OGUZ iPEKCi
BALIKESIR UNIVERSITESI FEN BiLIMLERIi ENSTITUSU
KIiIMYA ANABILIM DALI

(TEZ DANISMANI: PROF. DR. BAKI CiCEK)
(ES DANISMAN: OGR. GOR. DR. UMIT CALISIR)

BALIKESIR, HAZIRAN - 2024

Bitkilerden elde edilen ve fitokimyasallar olarak adlandirilan kimyasallari inceleyen bilim
dalina fitokimya denir. Cuha ¢igegi latince Primula vulgaris ismiyle bilinir ve Primulaceae
familyasina ait ¢ok yillik bir bitkidir. Cuha ¢icegi sabit yaglarinin antioksidan ozellikleri
sayesinde bircok medikal ve kozmetikte kullanim alanina sahiptir. Bu yaglar kozmetik
alanlarinda yaygin olarak kullanildigi bilinmektedir. Bu ¢aligmada kullanilan ¢uha ¢igegi
numuneleri Corum’un iskilip ilgesine bagl Yalak K&yii civarinda bulunan Yalak Yaylas
bolgesinden 11 Mart 2023 tarihinde hasat edildi. Cuha ¢igeginin kok, yaprak ve ¢igek
kismindan elde edilen sabit yaglar hegzan kullanilarak Soxhlet ekstraksiyonu ile elde
edilmistir. Kok, yaprak ve ¢igek kisimlarinda elde edilen sabit yaglarin antioksidan
Ozellikleri DPPH analizi, CUPRAC tayini, toplam fenolik madde analizi ve toplam
flavonoid analizi ile belirlenmistir. Ayrica DNA koruma aktivitesi tiim bilesenler i¢in tespit
edilmistir. Son olarak GC-MS kullanilarak kimyasal yag bilesimi belirlenmistir. GC-MS’le
yapilan kimyasal bilesim analizinde kok yag numunesinde %58,85 oleik asit metil esteri,
%27,74 palmitik asit metil esteri ve %6,03 cis-10-heptadekenoik asit metil esteri; yaprak
yag numunesinde %48,71 stearik asit metil esteri, %23,91 oleik asit metil esteri, %15,12
palmitik asit metil esteri ve ¢icek yag numunesinde %26,57 y-linolenik asit metil esteri,
%25,18 oleik asit metil esteri, %19,63 palmitik asit metil esteri tespit edilmistir. Elde
edilen yag numunelerinin FTIR ile yapi-fonksiyonel grup analizleri gergeklestirilmistir.
DPPH yontemine gore antioksidan aktiviteleri kok sabit yagi igin 0,0407 pg troloks
esdegeri/pl, CUPRAC tayinine gore antioksidan aktiviteleri kok sabit yagi i¢in 0,2309 pg
askorbik asit esdegeri/ul, toplam fenolik madde analizine gore antioksidan aktiviteleri kok
sabit yag1 i¢in 0,0099 pg gallik asit esdegeri/ pl, toplam flavonoid analizi yontemine gore
antioksidan aktiviteleri yaprak sabit yagi i¢in 0,2327 pg kuersetin esdegeri/ul olarak
belirlenmistir. Elde edilen yag numunelerinin DNA koruma aktivitesi tayini
gerceklestirilmistir ve DNA plazmite herhangi bir etki olusturmadigi ve DNA plazmitin
fenton tarafindan kirmimima da herhangi bir koruma aktivitesi gostermedigi tespit
edilmistir.

ANAHTAR KELIMELER: Primula vulgaris, Sabit yag, Hegzan, Soxhlet ekstraksiyonu,
DNA koruma aktivitesi, Antioksidan, GC-MS.
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ABSTRACT

DETERMINATION OF OIL COMPONENTS OF PRIMRISE AND
INVESTIGATION OF SOME BIOLOGICAL PROPERTIES
MSC THESIS
MEHMET OGUZ iPEKCi
BALIKESIR UNIVERSITY INSTITUTE OF SCIENCE

CHEMISTRY

(SUPERVISOR: PROF. DR. BAKI CiCEK)
(CO-SUPERVISOR: LECTURER DR. UMIT CALISIR)

BALIKESIR, JUNE - 2024

The branch of science that studies chemicals obtained from plants and called
phytochemicals is called phytochemistry. Primrose is known as Primula vulgaris in Latin
and is a perennial plant belonging to the Primulaceae family. Thanks to the antioxidant
properties of primrose essential oils, it has many uses in medicine and cosmetics. These
oils are known to be widely used in cosmetic fields. The primrose samples used in this
study were harvested on March 11, 2023, from the Yalak Plateau region located around
Yalak Village in Iskilip district of Corum. Essential oils obtained from the root, leaf and
flower parts of primrose were obtained by Soxhlet extraction using hexane. Antioxidant
properties of essential oils obtained from root, leaf and flower parts were determined by
DPPH analysis, CUPRAC determination, total phenolic substance analysis and total
flavonoid analysis. Additionally, DNA protection activity was detected for all components.
Finally, the chemical oil composition was determined using GC-MS. In the chemical
composition analysis performed by GC-MS, the root oil sample contained 58,85% oleic
acid methyl ester, 27,74% palmitic acid methyl ester and 6,03% cis-10-heptadecenoic acid
methyl ester; 48,71% stearic acid methyl ester, 23,91% oleic acid methyl ester, 15,12%
palmitic acid methyl ester in the leaf oil sample and 26,57% y-linolenic acid methyl ester,
25,18% oleic acid methyl ester, 19.63% palmitic acid methyl ester in the flower oil sample
were detected. Structure-functional group analyzes of the obtained oil samples were carried
out with FTIR. According to the DPPH method, the antioxidant activities for the root
essential oil are 0.0407 pg trolox equivalent/ul, according to the CUPRAC determination,
the antioxidant activities are 0.2309 pg ascorbic acid equivalent/ul for the root essential
oil, according to the total phenolic substance analysis, the antioxidant activities are 0 for
the root essential oil, According to the total flavonoid analysis method, antioxidant
activities were determined as 0.2327 pg quercetin equivalent/ul for leaf essential oil. The
DNA protection activity of the oil samples obtained was determined and it was determined
that it did not have any effect on the DNA plasmid and did not show any protection
activity on the breaking of the DNA plasmid by Fenton.

KEYWORDS: Primula vulgaris, Essential oil, Hexane, Soxhlet extraction, DNA
protection activity, Antioxidant, GC-MS.
Science Code / Codes : 20114, 20107 Page Number : 96
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1. GIRIS

Insanoglu, ilk zamanlarda bitkileri korunma ve beslenme gibi yasam faaliyetlerini devam
ettirme ve temel gereksinimlerini giderme amaciyla kullanmigsalar da zamanla estetik ve
gorsel duygulara hitap etmek amaciyla da bitkileri yetistirmeye baglamislardir. 15.

yiizyildan itibaren saraylari ve bahgeleri siisleme amaciyla bitkileri kullanmiglardir [1].

Insanlar, yara iyilestirme ve hastaliklar1 tedavi etme amaciyla bitkilerden faydalanma
yoluna gitmislerdir. M.O. 5000’lerde tedavi amaciyla kullanilan 250 farkli bitkinin var
oldugu belirlenmistir. Misirlilar, Asurlar, Siimerler, Hititler ve Mezopotamya bolgesinde
yasayan insanlar yillar boyu bitkiler vasitasiyla tedavi yolunu segmislerdir. Zaman gegtikce
ilaglarin dretilmesi, tibbi aromatik bitkilerin kullaniminin azalmasina sebep olmustur.
1900’li yillardan sonra, insanlar sentetik ilaglarin yan etkilerini kesfetmis ve gidalarda
bulunan sentetik maddelerin insan sagligina vermis oldugu zararlarin farkindaligina varmis

ve dogal iiriinlere olan talep yiikselis gostermistir [2].

Tibbi ve aromatik 6zellik gosteren bitkiler, yiizyillarca biitiin diinyada kiiltiiriin ve giinliik
yasamin vazgecilmez bir unsuru haline gelmistir. Besin halinde tiiketilen aromatik ve tibbi
bitkilerin, diinya ¢apinda 10.000’i askin sayida oldugu belirlenmistir. Bu bitkiler
eczacilikta, attarcilikta, kozmetikte ve son zamanlarda antioksidan goreviyle gida
teknolojisinde yer almaktadir. Aromatik ve tibbi bitkilerin ekim ve hasad: ¢aglar boyunca

devam etmistir [3].

Primula vulgaris (Cuha ¢igegi), narin ve canli ¢igekleriyle taninan ¢ok yillik otsu bir
bitkidir. Cesitli geleneklere dayanan bu tiir, sifa ile iligkili kiiltiirel 6neme sahiptir. Tarih
boyunca antiinflamatuar etkileri, cilt sagligina faydalari ve hormonal dengeyi desteklemesi
gibi potansiyel tibbi 6zellikleri nedeniyle geleneksel tipta kullanilmistir. Son bilimsel
aragtirmalar, ¢uha ¢igegi bitkisinin fitokimyasal bilesimini ve tedavi edici potansiyelini

kesfetmeye odaklanmistir [4].

Biitiin diinyada oldugu gibi {ilkemizde de dogal florasinda bulunan bitkilerin halk arasinda
tedavi maksatli, insektisit, hayvan hastaliklarinin tedavisi, baharat, boya, ¢ay, gida, regine,
zamk, mesrubat, ugucu sabit yaglarindan yararlanma ve kozmetik sanayinde kullanilmasi
uzun yillar boyu siiregelmis kiiltiirel ve geleneksel zenginligimizin bir parcasi haline
gelmistir [5]. Siis bitkisi olarak da kullanilan ¢uha g¢igegi iilkemizde de hem dogal
alanlarindan toplanan hem de tarimsal iiretimi yapilabilen bitkilere rnektir [6]. Ozellikle

Primula veris L., Primula elatior (L.) Hill ve Primula vulgaris Huds. tiirlerinin
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yapraklarinda ve rizomlarindan elde edilmis oziitler antispazmodik, diiiretik, agr1 kesici,
ates dustirticii, okstirtik giderici, balgam sokiicii, sakinlestirici, uykusuzluk rahatsizliklarini
iyilestirici olarak ve soguk alginligiyla akut ve kronik bronsit rahatsizliklarinin tedavisinde

eski zamanlardan beri yaygin sekilde kullanildig1 bilinmektedir [7].

1.1 Cuha Cicegi
1.1.1 Genel Bilgi
Primula vulgaris ¢ok genis bir cografyaya sahip, ¢ok yillik endemik bir bitkidir. Cuha
cicegi ova bolgeleriyle birlikte ormanlik alanlari tercih eden bir tiirdiir. Dagilimi toprak
nemi ve atmosferik nem ile baglantilidir. Golgeye dayaniklidir, ancak en ¢ok golgelik

bosluklarinda ¢i¢ek acar.

Primula vulgaris, esas olarak tohumlar yoluyla ¢ogalan bir hemikriptofittir. Bitkisel
yayillma smirhdir ve ana bitkiden yalnizca ¢ok kisa mesafelerde yeni bitkiler meydana

gelir. Ilk ciceklenmenin gergeklesmesi icin gegen siire yaklasik 20 aydir [8].

Primula vulgaris Huds. iliman kislar ve erken ilkbahar dikimleri igin gigekli saks1 bitkisi
olarak popiilerdir. P. vulgaris'te ¢icek agma donemi, 4-10 °C'de birka¢ hafta kadar
stirmektedir [9].

Primula L. cinsi, Primulaceae ailesinin en biiyiikk cinsi olmakla birlikte, diinya ¢apinda
Primula cinsine ait tiirlerde siis bitkisi olarak kullanilmasi igin kiiltiirii de yapilmaktadir
[10]. Cogunlukla ¢ok yillik bitkiler olan Primulaceae familyasinin 22 cins ve 1000 tiirii
diinya ¢apinda dagilmistir [11]. Cesitlilik merkezi Himalayalar ve Cin’in batisinda olmak

tizere, Avrasya'nin kuzey yiiksek enlemleri boyunca yaygin olarak dagilmistir [12].

Sekil 1.1: Primula vulgaris (Cuha gigegi).



1.1.2 Cuha Cicegi Uzerine Cahismalar

Bazi caligmalarda Primula cinsine ait tiirlerin flavonoid kompozisyonu tanimlanmistir.
Cuha ¢igeginin toprak iistii kisimlar1 flavonoidler agisindan zengindir. Cuha ¢icegi
Anadolu Halk Hekimliginde yaprak ve kokleri cilt hasarlarini ve iltihaplar tedavi etmek

i¢in kullaniliyordu [13].

Cuha c¢icegi yaginin anti-enzim aktivitesiyle ilgili bir calisma bulunmaktadir. Bu ¢alismada
enzim aktivitesi tizerine ¢uha ¢igegi yaginin etkilerinin ne olabilecegi arastirilmistir.
Kullanilan enzimler asetilkolinesteraz ve I-1l izoenzimleridir. Bu iki enzimin de
inhibitorleri, ila¢ olarak kullanilma potansiyeli barindirmaktadir. Bu nedenle guha ¢igegi

yaginin inhibisyon etkisi bu ¢alismayla arastirilmistir [14].

Cuha ¢icegi yagmin, multiple skleroz (kireglenme) modeli gergeklestirilmis farelerdeki
JAK/STAT sinyal yolaklar tizerine etkisi ile ilgili bir ¢calisma yapilmigtir. Multipl skleroz,
merkezi sinir sistemi i¢inde inflamatuar infiltrasyonlarla devam eden otoimmiin
demiyelinizan bir rahatsizliktir. JAK-STAT sinyal yolunun diizensiz olmasi, otoimmiin
ensefalomiyelitle indiiklenmis olan multipl skleroz modellerinin patogenezinde son derece
onemli bir rol oynamaktadir. Gergeklestirilen bu ¢alismada amag, ¢uha ¢igegi yaginin
tiiketilmesinin, JAK-STAT sinyal yolu iizerinde terapétik etkilerini gostermektir [15].

Cuha ¢igegi tlizerine gergeklestirilen ¢aligmalar bitki ekstresi, sabit yaglar, ugucu yaglar

olarak siniflandirilmistir.

1.1.2.1 Cuha Ciceginin Ekstraktinin Kullanildig1 Bazi Calismalar

Ekstrakt, en basit sekliyle bakildiginda bitkinin 6zii anlamimi tagir. Kurutulmus bitkilerin
farkli ekstraksiyon metotlarin1 kullanarak elde edilmis bitki 6zlerine ekstrakt denmektedir
[16].

Bitkilerin 6zleri ve ekstraktlar1 lizerinde bazi caligmalara imza atilmis; bitkilerin, ¢esitli
hastaliklarin tedavisini saglayan, gesitli biyolojik aktivitelere sahip ¢esitli iiriinlerin dogal
kaynagi oldugu vurgulanmis ve bitki ekstraktlarinin, antioksidan, antibiyotik, antiviral,
antikanser, antiparazitik, antifungal, hipoglisemik, antihipertansif ve bocek o6ldiiriici

ozelliklere sahip olabilen bilesiklerin karmasik bir karigim1 olduguna deginilmistir [17].

HelLa hiicresi, transfer edilmesi ve saklanmasi kolay, hava vasitasiyla taginabilen, oldukga
direngli ve ¢alismak i¢in en ideal hiicreler olarak bilinir [18]. HeLa epitel hiicrelerinden ve

adenokarsinomalardan tiirevlenmis insan servikal kanser hiicre hattidir [19]. Primula



vulgaris ekstrakti iizerinde yiikli giimiis nanopartikiillerin BCL2, MDR1 ve p53 gen
ekspresyon seviyeleri {lizerine etkileri arastirnlmigtir. Sonugta, yikli glimis
nanopartikiillerin HeLa hiicre hatt1 {izerinde bir dozla orantili sekilde hiicre 6limlerine
sebep oldugu anlasilmistir. Primula vulgaris bitkisinin c¢icek ekstrakti yiiklii giimiis
nanopartikiillerin dozundaki artisla orantili sekilde MDR1 ve BCL2 gen ekspresyon

seviyelerindeki yiikselisler ila¢ direncinin gelisimi yoniinden degerlendirilmelidir [20].

Primula vulgaris ekstraktinin HeLa hiicreleri tizerindeki sitotoksik etkisini, MTT tahlili
kullanilarak ortaya c¢ikarilan bir ¢alisma da mevcuttur. Ekstraktin sitotoksik etkisinde
bulunan mekanizmalar ardindan florometrik yontemler kullanilarak mitokondriyal
membran potansiyeli, apoptoz ve hiicre dongiisii yoniinden aragtirtlmigtir. Bu ¢alisma ile
birlikte P. vulgaris ekstraktinin, hiicre dongiisiinii S fazindayken durdurarak ve
mitokondriyal membran potansiyelini konsantrasyona bagli bir sekilde diisiirerek normal
fibroblast hiicrelerine kiyasla apoptotik hiicrelerin sayisini indiikleyerek HeLa hiicrelerine

kars1 segici sitotoksik etkiler sergiledigi goriilmistiir [21].

1.1.2.2 Cuha Cicegi Sabit Yag Calismalari

Tiirkiye'de yetistirilen Primula vulgaris'e ait iki alt tiiriiniin sabit yaglar, yag asidi metil
esterleri ve antimikrobiyal aktivitelerinin bilesimindeki yiikseklik etkisinin arastirildigi bir
calismada Soxhlet ekstraktorii ve dietil eter esliginde ekstraksiyon islemi
gerceklestirilmistir. P. vulgaris subsp. vulgaris bitkisinin 300, 600, 700, 1100, 1600, 1700,
1900 ve 2100 m rakimdaki en yiiksek bilesen miktar1 Tablo 1.1’de verilmistir [22].

Tablo 1.1: P. vulgaris subsp. vulgaris sabit yaglarinda tanimlanmis bilesenler.

Bilesen Rakim (m) Yiizde (%)
Metil-4-metoksi salisilat 300 35,3
(Z,2,2)-7,10,13-Hegzadekatrienal 600 18,6
Metil-4-metoksi salisilat 700 21,6
Metil-4-metoksi salisilat 1100 24,1
Tetrakosan 1600 15,0
Dokosan 1700 18,9
(Z2,2,2)-7,10,13-Hegzadekatrienal 1900 21,8
Metil-4-metoksi salisilat 2100 35,2

P. vulgaris subsp. vulgaris bitkisinin 300, 600, 700, 1100, 1600, 1700, 1900 ve 2100 m
rakimdaki en yiiksek bilesen miktar1 Tablo 1.2°de verilmistir [22].



Tablo 1.2: P. vulgaris subsp. sibthorpii'nin sabit yaglarinda tanimlanmis bilesenler.

Bilesen Rakim (m) Yiizde (%)
Metil-4-metoksi salisilat 100 21,0
Metil-4-metoksi salisilat 300 37,2
Metil-4-metoksi salisilat 700 30,8

Flavon 1200 18,0

Flavon 1300 13,1

1.1.2.3 Cuha Cicegi Ucucu Yag Cahsmalari

Primula veris var.'in sabit yag bilesimi ile ilgili bir ¢alisma yiiriitiilmiistiir. Bu cins i¢indeki
sabit yag bilesimine iliskin sonuglar, GC ve GC/MS analizleri ile belirlenmis, toplam yagin
%87, 7'sini temsil eden 28 bilesik tanimlanmistir. Toplam yag verimi, numunelerin kuru
agirligina dayali olarak %0,03’tlir. Yag, yliksek konsantrasyonda pentakozan (%42,9),
metil 4-metoksisalisilat (%17,2) ve benzoik asit, 2-hidroksimetil ester (%6,7) ile
karakterize edildi (Tablo 1.3) [23].

Tablo 1.3: Primula veris var. esansiyel yagmin fitokimyasal bilesimi (%).

Bilesen RI % Bilesen RI %

a-Tujen 924 0,8 | Spathunelol 1578 0,8
a-Pinen 935 0,2 | Karyofilen oksit 1582 0,7
Linalool oksit 991 0,9 | Hegzadekanoik asit 1959 3,7
Sabinen hidrat 1065 0,2 | Eikosan 2000 0,2
Metil benzoat 1088 3,8 | Heptadekanoik asit 2054 0,5
Linalool 1097 0,1 | Heneikosan 2100 04
Allo-ocimen 1128  Tr. | Dokosan 2200 0,1
Borneol 1165 3,0 | Trikosan 2300 0,5
Terpinen-4-ol 1174 2,1 | Tetrakosan 2400 0,2
Metil 4-metoksisalisilat 1191 17,2 | Pentakosan 2500 42,9
Mrytenol 1194 0,8 | Hegzakosan 2600 0,2
Eujenol 1370 0,3 | Heptakosan 2700 0,3
Aromadendren 1439 0,4 | Oktakosan 2800 0,1
Benzoik asit, 2-hidroksimetil esteri 1455 6,7 | Toplam 87,7
d-kadinen 1522 05




Orta Cin'deki Primula obconica ugucu yagimnin bilesimi ile ilgili bir ¢alisma ytirtitilmiistiir.
Yagin %93,49'unu olusturan toplam 43 bilesigin tanimlanmast GC ve GC-MS kullanilarak
yapilmistir. Baslica bilesikler metil 2,4-dihidroksi-5-metil benzoat (%30,41), metil 2,6-
dihidroksi-4-metil benzoat (%29,27) ve hipnon (%8,92) olarak belirlenmistir (Tablo 1.4)
[24].

Tablo 1.4: Orta Cin'deki P. obconica ugucu yaginin kimyasal bilesimi.

Sl. Bilesen Pik Bolgesi (%) Tanilama
1 1,3-dimetil benzen 0,0056 MS
2 a-pinen 0,0218 MS RI
3 Benzaldehit 0,1429 MS RI
4 Sabinen 0,0109 MS RI
5 Limonen 0,0056 MS RI
6 1-metil-3-izopropil benzen 0,0160 MS
7 B-tujien 0,0056 MS RI
8 Sineol 0,3574 MS RI
9 [3-osimen 0,0065 MS RI
10 Salisiladehit 3,3844 MS RI
11 Hipnon 8,9219 MS RI
12 Linalool 0,0372 MS RI
13 Nonaldehit 0,0898 MS RI
14 1,3,4-Trietilsiklohegzan 0,1041 MS
15 Benzoik asit 0,1617 MS RI
16 4-hidroksi hipnon 4,8307 MS RI
17 a-terpineol 0,0268 MS RI
18 Naftalen 0,1074 MS RI
19 Metil salisilat 3,0441 MS
20 Siklohegzil etanol 0,0542 MS
21 3-hidroksi-4-metoksibenzaldehit 0,0234 MS
22 4-metoksi hipnon 0,0321 MS
23 Asetik asit desil ester 0,0861 MS
24 1,2-dimetoksi-4-(2-propentil)-benzen 0,0851 MS
25 B-karyofilen 1,0083 MS
26 Metil 2,4-dihidroksi-6-metil benzoate 30,4121 MS
27 2-hidroksi-4-metil hipnon 0,4350 MS
28 Metil 2,6-dihidroksi-4-metil benzoate 29,2671 MS
29 Tridekanoik asit 0,1503 MS RI
30 (-)-Elemol 0,1869 MS RI
31 (+)-Elemol 0,4017 MS RI
32 Metilelemol 0,2655 MS
33 3-pentil tetrahidropiran 0,1008 MS
34 Oktadekan 0,4320 MS RI
35 Difenil diketon 1,0367 MS
36 Diisobiitil ftalat 0,1700 MS
37 Nonadekan 0,0628 MS
38 Dibutil ftalat 0,1614 MS
39 Hegzadekanoik asit 0,4002 MS
40 Biitil siklohegzil ftalat 0,3257 MS
41 Hegzadekanoik asit etil esteri 0,0181 MS
42 Eikosan 0,0505 MS
43 2-bromo-1,3-difenil-1,3-propandion 7,0453 MS




2. SABIT YAGLAR ve UCUCU YAGLAR
2.1 Sabit Yaglar

Esansiyel yaglar, diger bitki bilesenlerinden veya membrandz dokulardan fiziksel olarak
ayrilabilen, molekiiler agirligi 300'in altinda olan, lipofilik ikincil bitki metabolitlerinden

olusur [25].

Sabit yaglar hidroliz oldugunda yapilarindaki yag asitlerine ve gliserole parcalanirlar [26].
Bitkilerin ¢igcek, meyve, yaprak, tohum, kabuk, dal ve kok kisimlart sabit yag agisindan
zengindir. Sabit yaglarin iiretim metotlar1 genellikle ekstraksiyon ve soguk preslemedir
[27].

Soxhlet ekstraksiyonu, analitin bir biitiin olarak matristen konsantre edildigi veya belirli
miidahale edici maddelerden ayrildig1 hazirlik amaglari i¢in ¢ok yararli bir aragtir. Yaygin
olarak kati-sivi ekstraksiyonu (ayn1 zamanda fizikokimyasal terminolojinin daha dogru
kullaniminda li¢ olarak da anilir) olarak bilinen kati numunelerin solvent ekstraksiyonu,
kati numune 6n islemine yonelik en eski yontemlerden biridir [28]. Solvent ekstraksiyonu
olarak da bilinen Soxhlet ekstraksiyonu, yagli tohumlarin sivi bir solventle temas
ettirilmesi yoluyla yagin tercihli ¢6zlinmesini ifade eder. Bu, yagh tohumlardan yagin geri

kazanilmasi i¢in en etkili yontemdir [29].

Soxhlet yontemiyle yag ekstraksiyonu, diger yontemlere kiyasla daha fazla miktarda yag
saglar. Clinkii numune, buharlasma ve yogunlasma yoluyla solvent ile temas halinde kalir.
Bu yontem, matrisi temas halinde olan bir solvent (hegzan veya petrol eteri) i¢in inert bir
malzemenin ¢0zlniir bilesenlerinin (yag) transferini saglar. Bu islem tamamen fizikseldir.
Ciinkii ¢oziiciiye aktarilan yag herhangi bir kimyasal reaksiyon olmadan geri kazanilir
[30]. Ekstraksiyon kapali kapta gerceklestirilir. Bu sekilde basing artig gosterir ve solvent,
kaynama noktasiin tizerindeki sicakliklara kadar isitilabilir. Birgok solvent igin (aseton,
diklorometan-aseton, aseton-hegzan gibi) kap icindeki sicaklik, solventin kaynama
sicakliginin 2 ila 3 katidir [31]. Konsantre bir ekstrakt elde etmek igin kloroform, petrol

eteri ve etanol de kullanilabilir [32].



Sekil 2.1: Soxhlet ekstraktorii.

Esansiyel yaglar temel olarak iki bilesen igerirler. Bunlar terpenler ve fenilpropenlerdir.
Fenilprofenler simik yolak vasitasiyla sentezlenirken, terpenler mevalonik yolak vasitasi

sayesinde sentezlenir [33].

2.1.1 Sabit Yaglarin Genel Ozellikleri

Sabit yaglar hem igilerek hem de siiriilerek kullanilabilir. Sabit yaglar buharlasmazlar ve
ana bilesenlerinden bazilar1 yag asitleri, vakslar gibi yaglar ve A, D, E ve K vitamini gibi
yagda ¢Oziinen vitaminlerdir. Sabit yaglar cilde siiriildiiglinde uzun siireli kalici etki

yaratir. Besleyici ve iyilestirici 6zellige sahiptir [34].

2.1.2 Sabit Yaglarin Kullanim Alanlar:
Sabit yaglarin uygulamalar g¢esitlidir. Kozmetik ve parfimlerde yaygin olarak kullanilan
bu maddeler, antimikrobiyal ve antioksidan etkileri nedeniyle tarimsal-gida kullanimlariin

yani sira tedavi edici 6zellikleri nedeniyle tibbi uygulamalara da sahiptir

Sabit yaglar diinyanin tamaminda farkli alanlarda kullanilmaktadir ve insanlarin giinliik
yasantilarinda ayrilmaz bir parca haline gelmis dogal malzemelerdir. Esansiyel yaglara
olan talep artiyor ve bu da tagsis vakalariyla sonuglaniyor. Kimlik dogrulama bu nedenle

tiiketiciler ve kimya sirketleri igin son derece kritik 6neme sahip bir konudur [35].



Esansiyel yaglar bitkilerin yapisinin yalnizca kiigiik bir kismini olusturur; ancak aromatik
bitkilerin 6nemli 6zelliklerini belirlerler. Esansiyel yaglar, birkag ila birka¢ yiiz bilesene,
Ozellikle hidrokarbonlara (terpenler ve seskiterpenler) ve oksijenli bilesiklere (aldehitler,
asitler, alkoller, fenoller, ketonlar, asetaller, laktonlar, oksitler, eterler ve esterler) sahip
olan karmagik bilesimlerinden dolayr bilinmektedir [36]. Avrupa Birligi'nde (AB)
esansiyel yaglarin en biiyiikk kullanimi gida (tatlandiric1 olarak), parfim (koku ve tiras
sonrasi) ve farmasoétik triinlerdir (fonksiyonel 6zellikleri nedeniyle) [37]. Esansiyel yaglar,
tim diinyada geleneksel tip sistemleri tarafindan cesitli saglik sorunlar1 i¢in regete
edilmektedir. Bunlara antifungal, antibakteriyel, antimutajenik, antikanser, antiviral,
antidiyabetik, antiprotozoal ve antiinflamatuar 6zellikler gibi ¢esitli farmasétik ve biyolojik
aktiviteler atanir [38].

Glinlimiizde ana akim tip ile birlikte alternatif ve tamamlayici tedavilerin kullanimi ivme
kazanmistir. Aromaterapi, ¢esitli hastaliklarin tedavisinde temel terapotik ajanlar olarak
esansiyel yaglarin kullanildigi tamamlayic1 tedavilerden biridir [39]. Dogal kokenli
bilesikler arasinda, aromatik ve tibbi bitkilerden elde edilmis esansiyel yaglarin biyolojik
aktiviteleri gosterilmis ve radikal temizleyici 6zelliklerinden dolay1 6zel ilgi gormiistiir
[40]. Bitkiler ile diger tiim dogal kaynaklar ¢ok ¢esitli karmasik ve yapisal bakimdan ¢esitli
bilesikler saglayabilir. Bitki ozleriyle yaglar, antiviral, antifungal ve antibakteriyel
ozelliklere sahiptir ve yeni antimikrobiyal bilesiklerin potansiyel kaynaklari, gidanin
korunmasini tesvik eden maddeler ve bulasici hastaliklarin tedavisinde alternatifler olarak
kiiresel Olgekte taranmustir [41, 42]. Esansiyel yaglarin 6nemli antifungal, antiseptik,
antiparazitik, antibakteriyel, antiviral, antioksidan ve bocek oldiiriicii aktivitelere sahip

oldugu rapor edilmistir [37, 43].

Cuha ¢igegi tohumlarindan elde edilen yag, omega-6 (»-6) serisinin esansiyel yag asitlerini
igerir. Saglikli bir denge ve kadin hastaliklarinin yonetimi ile bagisiklik hiicrelerini tesvik
ettigi iyi bilinmektedir [44]. Cuha ¢icegi yag1 yaygin sekilde kullanilmakta olan alternatif
bir terapidir ve zengin bir omega-6 esansiyel yag asitleri kaynagidir. Romatoid artrit ve
atopik dermatit gibi kronik inflamasyonla isaretlenen sistemik hastaliklarin tedavisinde
kullanilmastyla bilinir. Genellikle meme agrisi, menopozal ve adet oncesi semptomlar,
servikal olgunlasma ve dogum indiiksiyonu dahil olmak iizere c¢esitli kadin saglig

durumlarinda kullanilir [45].



2.1.3 Sabit Yaglarin Elde Edilme Yontemleri

Esansiyel yaglar, bitkilerden farkli metotlarla elde edilebilir. Farkli yontemlerin
kullaniliyor ~ olmasmin nedeniyse, bitkilerin  kullanilan  bdliimlerinin,  bitkilerin
hassasiyetlerinin ve elde edilecek yagin miktarinin degisken olmasindan ileri gelmektedir.
Bu sebeple calisilacak bitkinin barindirdigi 6zelliklere gore asagida gosterilen yontemler

icerisinden en uygun olan1 segilebilir [46].

2.1.3.1 Soguk Baski

Soguk baski ekstraksiyonu, diisiik enerji ihtiyacina sahip oldugundan ekonomik ve basit,
solvent icermediginden 6tiirii cevre dostu, 1s1l islem olmadan yiiksek kalitede yaglarin elde
edilebilecegi mekanik ekstraksiyon yontemlerinden biridir [47]. Soguk baski
ekstraksiyonunda iiriin igerinde kimyasal Kirletici 6zellik gosterecek organik ¢oziiciiler
kullanilmamaktadir. Uretim teknigi olarak ele alindiginda, yagli tohum ham maddesinin
icindeki yabanci maddelerin temizlenmesinin ardindan ¢ok fazla yiiksek derecede isiya
maruz kalmadan (en ¢ok 40 °C) preslerde sikim islemi gergeklesir ve ardindan basit bir

filtrasyon islemi yapilarak yaglar satisa sevk edilir [48].

Soguk presle yag eldesini igeren bir ¢aligmada, domates (Lycopersicon esculentum L.)
tohum yaglarmin duyusal ve fizikokimyasal o6zellikleri arastirilmistir. Bu arastirmada;
soguk sikim teknigi laboratuvar terazili (12 kg tohum/saat kapasiteli, tek kafali, 2 hp, 1,5
kW giiclinde) soguk pres makinasi ile uygulanmistir. Soguk presleme prosediirii 10 mm'lik
bir ¢ikig kalib1 ile ayarlanmis ve iki irlinti elde etmek igin 40 °C ¢ikis sicakligiyla beraber
40 rpm vida doniis hiz1 kullanilmistir: Soguk pres yagi (sivi kisim) ve tohum pres keki
veya kiispesi (kat1 kisim). Preslemeden sonra, soguk preslenmis yag, askida kalan
malzemeler olmadan berrak goriiniimlii yag elde etmek amaciyla 10 °C'de 10 dakika

boyunca 6797g'de santrifiijlenmistir [49].

2.1.3.2 Coziicii Ekstraksiyonu

Yagl tohumlardan yag elde etmek i¢in geleneksel olarak kullanilmakta olan presleme
metotlarinin baslica eksikligi olan diisiik seviyedeki ekstraksiyon verimini artirmak igin
giniimiizde ¢ogunlukla ¢06ziicii ekstraksiyonu ya da ¢oziicii destekli presleme
kullaniimaktadir. Diger metotlara nazaran, ¢oziicii destekli ekstraksiyon, yag elde etme
daha verimli gerceklesmektedir. Bundan dolayi, teknolojinin de gelismesiyle birlikte yeni

ekstraksiyon metotlar1 gelistirilmis olsa da, ¢oziicii destekli ekstraksiyon (Soxhlet vb.) gibi
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geleneksel uygulamalar sagladigi yiiksek verimle, yeni metotlarin ne kadar basarili
olabildiginin gostergesi olmustur [50].

Coziicii ekstraksiyonu, agirlik¢a %30'dan az yag igeren yagli malzemelerden yagin nihai
olarak ayrilmasi i¢in tercih edilen yontemdir. Soya fasulyesi, pamuk tohumu, kuru islem
misir tohumu ve piring kepegi gibi agirlikca %30'dan az yag iceren yagli malzemeler igin
malzeme mekanik ve termal olarak hazirlanir ve ardindan yagm ayrilmasi igin solvent
ekstraksiyon islemine gonderilir. Bu yaklagima genellikle dogrudan solvent ekstraksiyonu

ad1 verilir [51].

Cay tohumu yaginin siiperkritik sivi ekstraksiyonu ve bunun solvent (¢oziicii)
ekstraksiyonuyla karsilagtirllmasiyla ilgili bir ¢alisma yiritilmistir. Bu c¢alismada,
Soxhlet ekstraksiyonu igin 2 g Ogiitiilmiis ¢ay tohumu tartilmis ve daha sonra 103 °C
sicakliktaki bir firinda kurutulmustur. Kurutulan numune bir ekstraksiyon yiiksiigiine
yerlestirilmis ve daha sonra Soxhlet, 150 ml petrol benzeni (50-70 °C) kullanilarak 7,5 saat
stireyle ekstrakte edilmistir. Ekstraksiyondan sonra solvent buharlastirilmis ve ekstrakt,
kalan solventi uzaklastirmak i¢in 103 °C'de kurutulmustur. Ardindan desikator igerisinde
30 dakika siiresince sogutulmus ve sonrasinda tartilmistir. Bu prosediir sabit bir ekstrakt

agirligi elde edilene kadar tekrarlanmistir [52].

2.1.3.3 Anfloraj (Yag Ekstraksiyonu)

Soguk yag ile 6ziitleme islemine anfloraj adi verilmektedir. Yaglar yiiksek absorpsiyon
gliciine sahip olmakla birlikte, koku maddesi ihtiva eden yaglarla temas ettirildiginde
igerigi kolayca absorplama yetenegine sahiptirler [53]. Bu uygulamada, yagi ¢ikarilmasi
istenen cigegin yapraklari, kokusuz halde olan hayvansal ya da bitkisel yagin {izerine
yerlestirilir. Bu yaglar, ¢icegin i¢indeki sabit yagi absorblamaktadir. Yaglarin, sabit yagi
miimkiin oldugunca absorplamasimin ardindan islem gérmiis yapraklarin yerine yenisi
koyulur. Bu islem, yaglarin sabit yag ile doymasina dek devam eder. Anfloraj karigimina
alkol ilave edilmesi, yagi kullanilan yagdan ayirir. Sonrasinda alkol uzaklastirilir ve yag
elde edilir [54].

Anfloraj yontemi ile ekstrakte edilen Michelia alba ¢igegi yagindaki kimyasal bilesenlerin
tespiti ile ilgili bir ¢alisma yiritilmistiir. Bu ¢alismada, 6ncesinde anfloraj yoluyla elde
edilen toplam 100 g ekstrakte edilmis buffalo yag: tartilmig ve daha sonra iki cam cam
siseye (20 santimetre ¢capinda) yayilmistir. Ik cam siseye 100 g taze Michelia alba ¢igegi

konulduktan sonra ardindan diger cam sise ilk cam sisenin tlizerini kapatacak sekilde ters
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cevrilmistir. Anfloraj cam siseleri gece boyunca birakilmistir. Ertesi sabah eskilerin yerine
yeni bir dizi taze Michelie alba ¢igcegi (100 g) yerlestirilmis ve ayn1 iglem art arda 14 giin
tekrarlanmistir. Ekstraksiyon isleminin sonunda buffalo yagi kokuya doyurulmus; daha
sonra kazinmis ve temiz bir siseye aktarilmistir. Daha sonra siseye 100 ml sogutulmus
etanol ilave edilmistir ve gece boyunca birakilmistir. Daha sonra etanol ekstraktinin
yagdan ayrilmasi i¢in siiziilme islemi gergeklestirilmistir. Buffalo yaginda koku
kalmayincaya kadar yukarida belirtilen yontem tekrarlanmistir. Birlestirilen etanol filtrati
daha sonra doner bir buharlastiric1 kullanilarak buharlastiriimistir. Konsantre ekstrakt daha

sonra santrifiijlenip, tist katman, kimyasal bilesiminin analizi i¢in tutulmustur [55].

2.1.3.4 Maserasyon

Maserasyon yontemi, numunenin uygun boyutlara kiigiiltiilmesinin ardindan ¢ogunlukla
oda sicakliginda, uygun ¢oziicide ve uygun kapali kapta belirli bir zaman bekletilmek ve
karistirilmasi suretiyle ekstrakte edilmesini temel alir [56]. Masere yaglar elde edildikleri
bitkinin 6zelliklerini tasirlar. Bu yaglarin elde edilmesi ucuzdur. Ekstraktlarin aksine oral
olarak tedavi ve gida amagh kullanilabilirler. Bunun yani sira topikal kullanimlarda
herhangi bir tahris edici 6zellikleri yoktur. Toksik ozellikleri ve istenmeyen yan etkileri
yoktur. Geleneksel olarak kullanilagelen maserasyon yaglar bitkilerin sayisiz biyolojik
aktif maddelerini igermektedir [57].

Soguk maserasyon ve soguk sikma yontemleriyle elde edilen bitki ekstraktlarinin yaygin
patojenler iizerindeki etkilerinin arastirildigi bir ¢alisma yiiriitilmistiir. Bu calismada,
presleme metoduyla ekstrakti elde edilemeyen bitkilerin ekstraktlari, maserasyon
metodunda birka¢ degisiklik yapilarak elde edilebilmistir. Bitkilerin, degirmen ya da
ogiitiicii yardimi ile parcalanmasinin ardindan, bitkilerin tizerine bitki/¢6zgen orani, 1:3
(w/v) olacak bigimde ¢esitli ¢ozgenler ilave edilerek oda sicakliginda 1s1ksiz bir ortamda 5
ila 7 giin bekletilmiglerdir. Maserasyon isleminin sonrasinda karisim, kaba filtre kagidi
yardimuiyla siiziilmesinin ardindan, ¢dzgenler uygun sicaklikta, doner evaporatdr vasitasiyla
ucurularak elde edilmis saf ekstraktlar, antimikrobiyel etki denemesi amaciyla 0,45 pm
capl steril filtreden gegirilmis, steril edildikten sonra ise -18 °C’de muhafaza edilmistir
[58].

2.2 Ugucu Yaglar
Ugucu yaglar; bitkilerin kabuk, meyve, yaprak, cicek, tohum ve koklerinden, destilasyon

metotlartyla elde edilen, oda sicakliginda cogunlukla sivi halde bulunan, kolay
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kristallenebilen, genelde renksiz aromatik hidrokarbon karigimlardir [59]. Ugucu yaglar,
bitkilerin yag hiicrelerinden, salgi kanallarindan veya salgi tiiylerinden salgilanabilen ve
karakteristik bir koku veren maddelerdir. Bu tiir yaglar parfiimlerde, kozmetiklerde ve
yiyeceklerde olduk¢a yaygin bir sekilde kullanilmaktadir. Bunun disinda karminatif,
antiseptik, antispazmodik, inhalan ve analjezik etkiler gibi cesitli farmakolojik etkilere de
sahiptirler [60]. Bunlar ayrica bulundugu bitkiye karakteristik 6zellik saglayan, bitkiye ait
lezzet ve koku veren, birgok kimyasal bilesikten meydana gelen, oda sicakliginda ugucu
Ozellik gosteren Ve suyla siiriiklenme yetenegine sahip yagimsi karigimlardir. En belirgin
ozellikleriyse kokulu ve ugucu olmalaridir. Sabit yaglardan farkli olarak sulu etanolde

¢ozlinebilirler [61].

Ucgucu yaglar, ¢ogunlukla minimum yan etkileriyle kullanimi giivenli kabul edilmis
sekonder metabolitlerdir. Aromaterapi uygulamalar1 harici olarak gergeklestirilmekle
beraber ugucu yaglar bu tedavi seklinde dahilen kullanilmamaktadirlar. Ciltte dermatit ya
da iritasyona yol acabileceginden bir sabit yag vasitasiyla seyreltilmeden, direkt olarak cilt

lizerine uygulanmazlar [62].

Ucgucu yag ekstraksiyonu iki islemi igerir: Ekstraksiyon ve toplama. Ekstraksiyonun bir
parcast olarak genellikle elektrikli 1sitma ile hidrodistilasyon kullanilir. Geleneksel
Clevenger (TC) ve tescilli damitma cihazindan (PDD) olusan Clevenger aparati,
buharlagan ugucu yaglari toplamak i¢in kullanilir [63]. Geleneksel olarak hidrodistilasyon,
ucucu yag: ¢ikarilmak istenen bitkinin suya daldirildig1 ve buharin dogrudan bir 1s1 kaynagi
(yani bir 1sitma mantosu) tarafindan olusturuldugu bir Clevenger aparat1 (CA) tarafindan
gergeklestirilir [64]. Esansiyel yagin ekstraksiyonu igin bir miktar kurutulmus bitki
numunesi atmosferik basing altinda 1000 ml'lik Clevenger aparatina yerlestirilir.

Ekstraksiyon siiresi tiirlere gore degismekte olup 3-4 saat arasinda siirmektedir [65].
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Sekil 2.2: Clevenger ekstraktorii.

2.2.1 Ucucu Yaglarin Genel Ozellikleri

Ugucu yaglar1 sabit yaglardan ayrilan bazi 6zellikler vardir. Ugucu yaglar su buhari
vasitasiyla siiriiklenebilirler, slizge¢ kagidinin istiinde leke birakmamaktadirlar. Tam
tersine sabit yaglar su buharinda siiriiklenmemektedirler ve siizge¢ kagidi iistiinde kalici
leke birakirlar. Yag asitleri trigliserit yapisinda olmayan ugucu yaglar, hava ile 1s1k
karsisinda siire¢ igerisinde oksitlenirler ve reginelesirler. Ugucu yaglarin, sabit yaglardan
ayrilan bir diger 6nemli farki ise ugucu yaglarin sulu etanolde ¢6ziinebilme yetenegidir
[59]. Kaynama noktalar1 sabit yaglara nazaran disik oldugu ve oda sicakliginda
buharlasmaya meyilli olduklarindan ugucu yaglar olarak isimlendirilirler. Ugucu yaglar,
sabit yaglarla benzer olarak organik ¢oziiciilerde ¢oziinebilmektedirler ve hidrofobiktirler.
Polariteleri degiskenlik gostermektedir ve apolar yapida olabilmektedirler [66]. Kimyasal
yapilarinda ise en biiyiik grubu terpenler olusturmaktadir. Ayrica diisiik miktarda fenoller,
alkoller, aldehitler, esterler, kiikiirt ve azot i¢eren bilesenler de bulunmaktadir. Terpenlerin
oksitlenmesiyle meydana gelen oksijenli tirevler tat, koku ve terapik 06zellikteki
maddelerdir [67].
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2.2.2 Ugucu Yaglarin Kullanim Alanlari

Ucucu yaglar ile iiretilen iirlinler parfiim iiretiminden aromaterapiye, fitoterapiden gida
endiistrisine varincaya kadar birgok alanda kullanilmaktadir. Bunlarin disinda gida
kaynakli hastaliklara neden olan bakteri, kiif ve mayalar lizerinde de Onemli etkileri
bulunmaktadir. Bilesimlerinde hidrokarbonlar ve azotlu tiirevleri olan, monoterpenler,
seskiterpenler ve diterpenler bulunmaktadir. Ayrica bilesimlerinde fenil propanoidler, yag
asitleri ve esterler de bulunabilir [68]. Ayrica baz1 aromatik ve tibbi bitki ugucu yaglarinin
hiicreleri yenileme 6zelligi giiniimiizde kullanilmakta olan cilt bakim iriinlerinde yer

almaktadir [69].

2.2.3 Ugucu Yaglarin Elde Edilme Yontemleri

2.2.3.1 Buhar Distilasyonu

iki ya da daha fazla sivi bilesenin, kaynama noktalar1 ya da ucuculuk farkindan
yararlanilarak bir karisim iginden ayirma islemine destilasyon denir. Uguculuklarinin
arasinda biyiik fark bulunan bilesenler, bir karisimin iginden destilasyonla kolaylikla
ayrilabilir [70].

Ugucu yaglar solvent ekstraksiyonu, ekspresyon ve kritik sivi ekstraksiyonu gibi farkli
yontemlerle iiretilse de ¢ogu buhar distilasyonuyla iiretilmektedir. Buhar distilasyonu ile
ekstrakte edilen farkli ugucu yaglarin oran1 %93 olup geri kalan %7 diger yontemlerle
ekstrakte edilmektedir [71]. Buhar destilasyonu yonteminde, cam bir kap igine yerlestirilen
taze bitkiye basing yardim ile uygulanan buhar, yag damlaciklari1i da biinyesinde
stirikleyerek toplama kabina tagimakta ve yag bu noktada yogunlastirilarak suyun iginden

ayrigtirtlmaktadir [72].

Distilasyon yontemlerinin, siirelerinin ve fraksiyonlarinin ugucu yag oranlariyla bilesenleri
iizerine etkisini arastiran bir ¢alisma mevcuttur. Bu calismada Izmir kekigi (Origanum
onites L.) tiriiniin ¢igeklenme zamaninda bigilerek golgelik alanda dogal sekilde
kurutulmus yapraklar1 kullanilmistir. Kurutulmus Yyaprak numuneler buhar ve su
distilasyonu olacak sekilde iki farkli bigimde damitilmistir. Damitma stireci, buhar ve su
damitma sistemine uygun pilot tip kazanda gerceklestirilmistir. Damitma kazanina 2,5 kg
kekik konulmus ve {izerine 10 L kadar su ilave edilerek su distilasyonu, yine ayni miktar
kekik yapragindan sicak su buhar1 gegirilerek buhar distilasyonu gergeklestirilmistir. Su
distilasyonu ig¢in kuru yapraklar su ile beraber 100 °C sicaklikta kaynatilirken, buhar

distilasyonunda damitma kazaninin alt kisminda su ceketi meydana getirilerek delikli
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1zgaranin istiine konulan kuru yapraklara direkt olarak sicak buhar verilmistir. ki
yontemde de buharla beraber siiriiklenen kondenserde yogunlasmis ugucu yaglar florentin
kabimin i¢inde aromatik suyun iizerinde toplanmis ve tst faz kisminda bulunan kekik
yagmin miktar1 % (v/w) seklinde belirlenmistir. Iki damitma yénteminde de 15’er, 30ar,
60’ar, 90’ar, 120’ser ve 150°ser dakika olarak toplamda 6 farkli distilasyon siiresi
uygulanmistir. Toplamda 150 dakika boyunca uygulanan damitma siiresince 0-15, 16-30,
31-60, 61-90, 91-120 ve 121-150 dakika araliklarinda kazanilmig ucucu yaglar
ayristirilarak birbirinden farkli toplamda 6 fraksiyon dilimi elde edilmistir. Ugucu yaglar,

bilesenleri belirleninceye kadar 4 °C sicakliktaki karanlik ortamda depolanmistir [73].

2.2.3.2 Hidrodiifiizyon

Hidrodiflizyon sanayide, buharin bitkisel materyallerle dolu bir kazana iistten verilmesi ve
ardindan alttan ¢ikan buharin sogutucuda yogunlastirilmasi seklinde uygulanir. Bu yontem
ile elde edilen ugucu yag miktar1 yiiksektir; ancak suda ¢6ziinen maddelerin veya sabit

yaglarin ugucu yaga ge¢mesi nedeniyle endiistriyel alanda kullanimi pek yaygin degildir
[74].

Zencefilden ugucu yag cikarilmasi i¢cin mikrodalga destekli hidrodifiizyon yonteminin
kullanildigi bir ¢alisma mevcuttur. Ugucu yagm mikrodalga hidrodistilasyonu ile
ekstraksiyonu, c¢ok modlu bir mikrodalga firin kullanilarak bu c¢alismada
gerceklestirilmistir. Taze bitki materyalleri (200 g kiyilmis zencefil rizomlar1 ve 100 g
preslenmis hamur), 10 ml'lik dereceli bir tiiple donatilmis Neo Clevenger tipi bir aparat
kullanilarak mikrodalga destekli hidrodistilasyon iinitesine gonderilmistir. Ugucu yag 105
dakika boyunca ekstre edilmistir. Kiyilmig zencefil rizomlar1 i¢in bitkiye 2/1 oraninda su

kullanilmis ve preslenmis hamur i¢in sirasiyla 3/1 orani kullanilmistir [75].

2.2.3.3 Mikrodalga Ekstraksiyonu

Mikrodalga enerjisi yaygin olarak ekstraksiyon uygulamalarinda kullaniimaktadir.
Mikrodalga 1sinlar1 gida maddeleri ile direk etkilesime girmekte ve olusan 1s1 1ginlanmis
ortam igerisinde hacimsel olarak dagilmaktadir. Mikrodalga 1sitma mekanizmasinin
prensibi dipolar donmeye ve iyonik iletime dayanmaktadir. Mikrodalga 1sitmanin ana
avantajlart hizli, basit ve ekonomik olmasi ayni zamanda yiiksek ekstraksiyon verimi
saglamas1 olarak sOylenmektedir. Mikrodalga destekli hidrodistilasyon (MAHD) ve
¢oziiclisiiz mikrodalga ekstraksiyon teknikleri (SFME) mikrodalga enerjiyi baz1 degisik

uygulamalarda kullanan yontemlerdir. SFME, mikrodalga 1sitma ve kuru distilasyonun
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atmosferik basingta birlikte uygulandigi bir tekniktir. Bu metotla taze materyale kurutma
uygulanmadan ugucu yag elde edilmesi miimkiindiir. MAHD ise, mikrodalga enerjinin
1sitma isleminde kullanildigi, hidrodistilasyona dayanan bir tekniktir. Bu yontemlerle elde
edilen ugucu yaglarin 6zellikleri hidrodistilasyon yontemiyle elde edilen ugucu yaglarla
karsilagtirildiginda, ugucu yaglarin oksijenle yiikseltgenmis bilesikleri daha fazla miktarda
icerdigi, yag veriminin yiiksek oldugu ve uygulama siiresinin ciddi anlamda azaldig

bildirilmistir [76].

Bitkilerden ugucu yaglarin mikrodalga destekli ekstraksiyonu feslegen ve epazot
bitkilerine uygulanmistir. Bu c¢alismada hammaddeler, Meksikanin Puebla yerel
pazarindan satin alman feslegen (Ocimum basilicum L.) ve epazot (Chenopodium
ambrosioides L.) bitkileridir. Yapraklarin ayrilmasindan sonra ugucu yaglari ekstrakte
edilecek bitkiler oda sicakliginda kurutulmustur. Ugucu yaglarin ekstraksiyonu, ev tipi bir
mikrodalga firin kullanilarak gerceklestirilmistir (600 W, Daewoo, Cin). On testler sonucu,
diisiik gii¢ seviyelerinin (maksimum giiciin %20 ila %60'1) uzun ekstraksiyon siirelerine
yol agtig1, yiiksek giiclerin ise yapraklar1 hafifce yaktigi bulunmustur. Firin su sekilde
uyarlanmistir: 100 g numune (kurutulmus yaprak) 1000 mL'lik diiz dipli bir siseye
yerlestirilmis ve analiz edilecek solvent miktar1 (damitilmis su) ilave edilmistir (400 veya
500 mL); numuneyi iceren sise mikrodalga firina yerlestirilmis ve soguk su devridaim
sistemine bagli bir yogunlastiriciya ayarlanmistir. Ardindan mikrodalga firin agilmis ve
istenen siire (20 veya 30 dakika) ve gilic (%70 veya 80) kosullari, bitki-su karisiminin
1sitilmasina ve bunun sonucunda buhar olusumuna izin verecek sekilde ayarlanmistir. Sise
icinde hicbir karistirma veya dondiirme miimkiin olmamistir; ancak su miktar1 kabul
edilebilir konveksiyona izin verdiginden yeterli homojenlik elde edilmistir. Buharlar,
sogutulduklar1 yogunlastiriciya ulasana kadar sisenin boynuna dogru yiikselmeye baslamas,
cikarilan sivi bir kapana alinmis; ugucu yaglar geri kazanilmistir. Sonrasinda hacmi bir
mikropipet kullanilarak belirlenmis, yaglarda kalan su, ilave edilen susuz sodyum siilfat ile
cikarilmistir. Verimler ylizde (kurutulmus bitkinin agirligi basina ekstrakte edilen yagin

hacmi) olarak hesaplanmistir [77].

2.3 Esansiyel Yaglarin ve Ucucu Yaglarin Bilesenleri:

2.3.1 Terpenler

Terpenoidler olarak da adlandirilan terpenler, dogal olarak meydana gelen bilesiklerin en
cesitli ve en biiyiik grubudur. Barindirdiklari izopren birimlerinin sayisina bakilarak mono,

di, tri, tetra ve seskiterpenler olarak siniflandirilirlar [78]. Terpenler ¢ok ¢esitli bitki ve
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hayvanlar tarafindan {iiretilen dogal olarak olusan maddelerdir. Terpenoidlerin kanser
kemopreventif etkileri, antimikrobiyal, antifungal, antiviral, antihiperglisemik, anti-
inflamatuar ve antiparaziter aktiviteleri de dahil olmak kaydiyla genis biyolojik 6zellikleri
aciklanmaktadir [79]. Terpenlerin koku ve aroma olarak ana uygulamasi bilesiklerin
mutlak konfigiirasyonuna baglidir ¢iinkii enantiyomerler farkli organoleptik ozellikler
sunar [80]. Terpenler, bugiine kadar izole edilmis 55.000'den fazla iiyeyle, ikincil
metabolitlerin en biiyiik ve en ¢esitli siniflarindan birini temsil eder. Dogada kullanilan
terpen siklaz enzimleri, basit, dogrusal hidrokarbon fosfatlar1 egzotik bir dizi kiral,
karbosiklik iskelete doniistiirir. Daha fazla oksidasyon ve yeniden diizenleme, neredeyse
sonsuz sayida akla gelebilecek yapiyla sonuglanir [81]. Esansiyel yaglarda bulunan
biyoaktif bilesikler, ozellikle terpenler ve terpenoidler, antikanser, antimikrobiyal,
antiinflamatuar, antialerjik ve antioksidan olmak iizere ¢ok ¢esitli biyolojik aktiviteler
sunmaktadir [82].

2.3.2 Oksijenli Bilesikler

2.3.2.1 Aldehitler

Karbonil grubuna bagli olarak bulunan bir hidrojen atomu, bir radikal yap1 tasiyan ve yap1
olarak (R-CHO) seklindeki bilesiklere aldehit denilmektedir. Yapisinda bulunan radikaller
aromatik, sikloalifatik, heterosiklik veya alifatik yapida olabilir [83]. Reaktif aldehitlerin
enzimatik olmayan serbest radikal iiretiminin, romatoid artrit, ateroskleroz,
norodejenerasyon ve bir takim karaciger hastaliklar1 dahil olmak tizere stirekli oksidatif
stres hastaliklarima katkida bulundugu bilinmektedir. Ayn1 zamanda, lipit elektrofil
birikiminin, hiicresel homeostazis i¢in kritik olan proteinlerin modifikasyonu yoluyla hiicre

sinyalleme olaylarinda rol oynadig gosterilmistir [84].

2.3.2.2 Esansiyel Yag Asitleri

Doymus yag asitleriyle birlikte tiim yaglarin viicutta 6nemli rolleri vardir. Ancak en
onemli yaglar viicudun iiretemedigi ve dolayisiyla yedigimiz yiyeceklerden almamiz
gereken yaglardir. Bu esansiyel yag asitleri ise a-linolenik asit (omega-3 grubu) ve linoleik

asit (omega-6 grubu) bazlidir [85].
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Sekil 2.3: Linoleik asidin ag¢ik formiil gosterimi.

O
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CHg

Sekil 2.4: Alfa-linolenik asidin agik formiil gosterimi.

Doymamis yag asitlerinden birisi olan ve vitamin F olarak da adlandirilan linoleik,
linolenik ve arahidonik asit esansiyel yag asitleri olarak da bilinmektedir. Bu yag asitleri,
hayvan organizmalar tarafindan sentezlenemediklerinden gidalar vasitasiyla disaridan
alinmalar1 gerekir. Doymamis yag asitleri genellikle omega-3 ile omega-6 yag asitleri
formundadir [86]. Doymamis yag asitleri findik, misir, kanola, zeytin, aygicegi, soya yagi
gibi bitkisel yaglarla birlikte 6zellikle soguk sularda yasamakta olan ton, uskumru, somon
gibi baliklarda da bol miktarda mevcuttur [87].

H3C

Sekil 2.5: Oleik asidin agik formiil gosterimi.
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Sekil 2.6: Petroselinik asidin agik formiil gosterimi.
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Sekil 2.7: Linoleik asidin ag¢ik formiil gosterimi.

2.3.2.3 Alkoller

Alkoller, doymus bir C atomuna baglanmis hidroksil (-OH) grubu tasirlar [88]. Kisnis, ¢cay
agaci ve tibbi nane gibi yaglar ise biinyelerinde terpen yapisina bagli bir hidroksil grubu (-
OH) tasiyan alkolleri barindirir (linalool, terpinen-4-ol ve mentol) [89]. Alkol grubuna
dahil olan menthol, 4-terpineol ve geraniol, antimikrobiyal ve sterilize edicidir [90].

HyC_ _OH
CH,
\
HyC™  CHj

Sekil 2.8: Linalooliin acik formiil gosterimi

H5;C
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Sekil 2.9: Terpinen-4-oliin agik formiil gosterimi
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Sekil 2.10: Timoliin ac¢ik formiil gésterimi.
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Sekil 2.11: B-Sitronelloliin a¢ik formiil gosterimi.

2.3.2.4 Ketonlar

Yag asitleri viicut tarafindan, kan dolagiminda yer alan ve keton olarak adlandirilmis,
enerji bakimindan oldukga zengin bir yapiya donistiiriilmektedir. Ketonlar, bir karbonil
grubu barindiran, yapilart RC(=O)R’ seklinde gosterilen yapilardir. R ve R' gruplari, farkli
karbon igeren ikame edicilerdir. Ketonlar insan viicudunda esasen hepatositlerdeki
mitokondrilerce meydana getirilmektedir. Insan viicudundaki bircok doku, ketonlari

alternatif enerji kaynagi olarak degerlendirme yetisine sahiptir [91].

2.3.2.5 Fenoller

Icerdikleri yapisal unsurlara ve halka sayilarina bakilarak adlandirilan polifenolik maddeler
cogunlukla alkol ve fenolik asitlerde oldugu gibi bir fenol halkasina sahiptirler.
Polifenollerin ana gruplari ise taninler, fenolik asitler, flavonoidler, stilbenler (resveratrol)

ve lignanlardir [92].

Sekil 2.12: Flavon omurgasinin agik formiil gosterimi (2-fenil-1,4-benzopiron).
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Flavonoidler insan diyetinde en ¢ok bulunan polifenolik bilesik grubudur ve hemen her
bitkide bulunurlar [93]. Bitkilerdeki mavi, kirmizi ve sari renkli pigmentlerin baslica
kaynagi olan flavonoidler; sebze ve meyve gibi gidalar ile, sarap ve ¢ay gibi i¢ceceklerde de
dogal olarak bulunabilen 2-fenil-benzo-a-piron yapisindaki polifenolik bilesiklerdir [94].
Flavonoidler, bitkilerde sekonder metabolit goreviyle bitki yasaminda birgok islevden
sorumludur. Insan diyetindeki en yaygm bulunan fenolik bilesiklerdir ve simdiye dek

5000’den fazla ¢esitli flavonoid tanimlanmistir [95].

O

Sekil 2.13: Bir flavonoid tiirii olan Chalcone’un agik formiil yapist.

2.4 Ugucu Yag ve Sabit Yaglarda GC-MS Kullanimi

Esansiyel yaglar, dogal kaynaklardan damitma yoluyla veya turunggil yaglari gibi uygun
bir soguk presleme yontemiyle elde edilen ugucu ve yar1 ugucu bilesiklerin karisimlaridir.
Esansiyel yag bilesenlerinin karmasik ve ugucu dogasi nedeniyle, kiitle spektrometrisiyle
birlestirilmis gaz kromatografisi, bunlarin karakterizasyonu i¢in en yaygin olarak
uygulanan analitik tekniktir [96]. Gaz kromatografisi ve kiitle spektroskopisi (GC-MS),
yaygin olarak kullanilan bir merkezi analitik teknolojidir [97]. Kiitle spektrometrisiyle
birlestirilmis gaz kromatografisi, cok faktorlii sistemlerde analitlerin tanimlanmasi ve
miktarimin belirlenmesi igin dnemli bir tekniktir [98]. Gaz kromatografisinin ¢ok genis bir
uygulama alan1 vardir. Ancak ilk ve asil kullanim alani ugucu yaglar, hidrokarbonlar ve
solventler gibi ¢ok bilesenli karisimlarin ayrilmasi ve analizidir. Oziinde, alev iyonizasyon
detektorii ve elektron yakalama detektoriiniin (cok yiiksek hassasiyete sahip olan)
kullannmiyla gaz kromatografisi, ¢ok diisilk konsantrasyonlarda bulunan malzemeleri

niceliksel olarak belirleyebilir [99].

Gaz kromatografisi elektron darbeli iyonizasyon kiitle spektrometresi (GC-EI-MS), ugucu
yaglarin metabolomik ¢alismalari i¢in en yaygin olarak uygulanan analitik teknik olmustur
ve olmaya devam etmektedir [100]. GC-MS bazli hedeflenmemis metabolomikler,

karmasik numunelerdeki masif yar1 ugucu ve ugucu bilesiklerin yiiksek diizeyde ayrintili
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bir sekilde karakterize edilmesi igin bir¢cok laboratuvarda yaygin olarak kullanilmaktadir

[101].

Yapilan bir ¢alismaya gore, ugucu yag, C. camphora'nin yapraklarindan hidrodistilasyon
yoluyla izole edildikten sonra ve ugucu yagin kimyasal bilesimleri, gaz kromatografisi-

kiitle spektrometrisi (GC-MS) ile analiz edilmistir.

C. camphora yapraklarindan izole edilmis ugucu yagin ana bilesenlerinin %26,6 oraninda
linalool, %16,8 oraninda okaliptol, %8,7 oraninda a-terpineol, %8,1 oraninda izoborneol,
%S5,1 oraninda B-phellandrene oldugu belirlenmistir. Veriler, Tablo 2.7°de siralanmistir

[102].

Gergeklestirilen bir diger ¢aligmada, Citrus reticulata’nin ugucu yag bilesenlerinin GC-MS
analizi ile kimyasal karakterizasyonu belirlenmistir. Cigek kisimlarindaki ugucu

maddelerle ilgili yapilan tanimlamada; ugucu yagin yiiksek miktarda;

e Monoterpen bilesenleri (%68,1),

e Monoterpenik hidrokarbonlar; a-tujen (%3,1), a-pinen (%4,2), a-kamfen (%1,8), B-
pinen (%10,8) ile sabinen (%0,9)

e Monoterpenik alkol; a-terpineol (%0,8), monoterpenik ketonlar yani kafur (%9,0),
izomer (%1,4),

e Monoterpenik eter; 0-metil 6jenol (%1,6),

e Monoterpenik ester; bornil asetat (%14,5),

e Monoterpenik aldehit; mirtenal (%4,1), a-Selinen (%5,9), t-karyofililen (%5,5),
bisiklogermasen (%2,8) igeren seskiterpen hidrokarbonlar barindirdigi tespit
edilmistir.

e Terpenik olmayan bilesenler (%11,7); etil sikloheksenal keton (%7,1), n-biitil
benzoat (%4,6) vb. igerir [103].

Primula vulgaris subs. sibthorpii bitkisinin toprak {istii boliimlerinin ugucu yag ve ¢oziicii
ekstraktinin GC-MS analiziyle ilgili bir ¢alisma mevcuttur. Bu ¢alismada Primula vulgaris
HUDS. subsp. sibthorpii bitkisinin yaprak ve ¢i¢ek kisimlarindan ekstraksiyon ve
destilasyonla elde edilmis esansiyel yag ve kloroform ekstraktlarnin kimyasal bilesim
analizi gergeklestirilmistir. Yapist aydinlatilmig 69 adet dogal bilesikten; Flavon (%48,45)
bilesigi yaprak kloroform ekstraktinin, hekzadekanoik asit (%27,63) bilesigi yaprak
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esansiyel yagmin, trikosan (%16,69) bilesigi ¢igek kloroform ekstraktinin, trikosan
(%37,03) bilesigi ¢igek esansiyel yaginin, ana bilesenleri olarak tespit edilmistir [104].

Ruta graveolens ugucu yagindan elde edilen potansiyel allelokimyasallarla ilgili yapilan bir
aragtirma mevcuttur. Bu arastirmada Ruta graveolens'in toprak istii kisimlarinin ugucu
yagi, kuru agirlik bazinda %0,74 verimle hidrodistilasyonla elde edilmis, GC ve GC-MS
analizleriyle otuz sekiz bilesen tanimlanmistir. Temel bilesenler olarak undekan-2-on
(%46,8) ve nonan-2-on (%18,8) olmak iizere, ugucu yagda 2-ketonlarin baskin oldugu

anlagilmigtir [105].

O

ch/\/\/\)LCH

Sekil 2.14: Nonan-2-on’un agik formiil gosterimi.

3

Cuha c¢icegi yagindan elde edilen potansiyel nutrasotik bilesenlerin fitokimyasal
karakterizasyonuyla ilgili bir ¢alisma da bulunmaktadir. Fonksiyonel gida bilesenleri
kaynagi olarak potansiyelini anlamak igin gergeklestirilen bu ¢alismada amag, ¢uha ¢igegi
yagmin farkl bilesenlerini farkli tekniklerle (GC-MS ve HPLC) tanimlamak ve 6lgmektir.
Lipid profili, oleik (%7), linoleik (%74) ve y-linolenik (%9)'in en bol yag asitleri oldugunu
gostermistir (Tablo 2.1) [106].

Tablo 2.1: Cuha cicegi yagindaki yag asidi profili.

Bilesen ismi Yiizde ve Standart Sapma
Palmitik Asit 6,31+0,14
Stearik Asit 1,88+0,02
Oleik Asit 6,93+0,02
Vaksenik Asit 0,81+0,03
Linoleik Asit 73,88+0,09
Eikosanoik Asit 0,31+0,03
y-Linolenik Asit 9,24+0,05
Eikosenoik Asit 0,55+0,01
Dokozanoik Asit 0,10+0,01
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2.5 Antioksidanlar

Gliniimiizde bitki kokenli gidalarin tiiketiminden kaynaklanan saglik etkilerinden fenolik
bilesiklerin baslica sorumlu oldugu bilinmektedir. Hidroksil ikame edicilerinin varligi ve
serbest radikalleri temizleyebilmelerini saglayan aromatik yapilari sebebiyle antioksidanlar
olarak onemli bir rol alirlar [107]. Biitiin biyolojik organizmalar oksidatif strese karsi
bircok cesit antioksidandan olusan bir savunma sistemi gelistirmistir. Antioksidanlar
fonksiyonlarina gore dort kategoriye ayrilir; onleyici antioksidanlar; radikal temizleyici
antioksidanlar; onarim ve de novo antioksidanlar; ve adaptasyon. Radikal temizleyici
antioksidanlar en biiyiik avantaja sahiptir. Radikal temizleyici antioksidanlarin aktiviteleri
cesitli faktorler tarafindan belirlense de kimyasal yapilar1 anahtar 6neme sahiptir. Ayrica
radikal temizleyici antioksidanlarin, hiicrenin gen ekspresyonunu diizenleyen yeni bir

fonksiyona sahip oldugu kesfedilmistir [108].

Son yillarda serbest radikal kimyas1 alanina biiylik ilgi duyulmaktadir. Serbest radikaller
reaktif oksijen tiirleri ile reaktif nitrojen tiirleri viicudumuzca farkli endojen sistemler,
farkli fizikokimyasal kosullara veya patolojik durumlara maruz kalma yoluyla iiretilir.
Uygun fizyolojik fonksiyon i¢in antioksidanlar ile serbest radikaller arasinda bir denge
olmalidir. Serbest radikaller viicudun bunlari dengeleme yetenegini baskilarsa oksidatif
stres olarak tanmimlanan bir durum meydana gelir. Serbest radikaller boylece lipitleri,
proteinleri ve DNA'y1 olumsuz yonde degisiklige ugratir ve bazi hastaliklart tetikler. Bu
nedenle harici antioksidan kaynaginin uygulanmasi bu oksidatif stresle basa ¢ikmada
yardimer olabilir [109]. Oksidatif stres, merkezi sinir sisteminin biitiinliigiinii tehlikeye
atarak biligsel yetenegi etkileyebilir. Antioksidanlar a¢isindan zengin bitkisel gidalarin

tilketimi bu sayede bilisi koruyabilir [110].

2.5.1 Sabit Yaglarda Antioksidanlar

Corek otu tohumlarinin esansiyel yagimin (Nigella sativa L.), olasi bir antioksidan
aktivitesinin test edildigi bir ¢alisma mevcuttur. Bu ¢alismada antioksidanlar i¢in iki TLC
tarama yontemi kullanilarak yapilan hizli bir degerlendirmede, timokinon ve karvakrol, t-
anetol ve 4-terpineol bilesenlerinin saygin radikal temizleme Ozelligi gosterdigi
gozlemlenmistir. Bu dort bilesen ve esansiyel yag, spesifik olmayan hidrojen atomu veya
elektron bagiglama aktivitesi agisindan difenilpikrilhidrasil tahlilinde test edildiginde
degisken antioksidan aktiviteye sahiptir [111].
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Primula veris'in farkli bitki kisimlarinin fenolik igerigi ve antioksidan aktivitesindeki
farkliliklarla ilgili bir arastirma da mevcuttur. Bu arastirmada Romanya'nin bati1 kismindaki
iki farkli yerden toplanan Primula veris'in g¢igekleri, yapraklari ve kokleri
karsilastirilmistir.  Fenolik igerigi, antioksidan aktiviteyi ve kimyasal bilesimi
degerlendirmek amaciyla etanollii ekstraktlar 7 giin siireyle maserasyon yoluyla elde
edilmistir. Elde edilen sonuglara gore, Primula veris'in etanolik ekstraktlarinin, yapraklar
igin 136 ila 159 mg GAE/L, kokler i¢in 131 ila 168 mg GAE/L ve ¢igekler i¢in 133 ila 219
mg GAE/L arasinda degisen yiiksek fenolik igerik sundugunu gostermistir. Tiim bitki
kisimlarinda dikkate deger bir DPPH inhibisyonu yiizdesi elde edilmistir (kokler %16,4-
23,2, yapraklar %16,0-17 ve gigekler %14,9-24,7) [112].

2.5.2 Ugucu Yaglarda Antioksidanlar

Balikesir dolaylarinda dogal olarak biiyiiyen feslegen (Occimum basillicum L.) ve biberiye
(Rosmarinus officinalis L.) bitkilerine ait ugucu yaglarin antioksidan ozelliklerinin
tespitiyle ilgili bir ¢alisma mevcuttur. Ugucu yaglarin antioksidan ozelliklerini saptamak
amaciyla toplam antioksidan yakalama kapasitesi tayini ve toplam fenolik madde analizi
gerceklestirilmistir. Yapilan bu ¢alisma, Balikesir yoresinde yetistirilen feslegen (Occimum
basillicum L.) ve biberiye (Rosmarinus officinalis L.) bitkilerinin degisen yiizdelerde
antioksidan Ozellik gosterdigini ortaya koymustur. Calisma sirasinda DPPH siipiiriicii
antioksidan aktivite tayin yontemi kullanilmistir. Calisma sonucunda, fenolik madde
iceriklerinin yani sira antioksidan 6zellik sonuglar1 da laboratuvar ortaminda elde edilen
ucucu yaglarin muadillerinden ¢ok daha yiiksek degerlere sahip oldugunu kanitlamistir

[113].

Primula veris subsp. columnae ugucu yaginin kimyasal igeriginin incelendigi bir ¢alisma
da mevcuttur. Primula veris subsp. columnae'nin ¢igek ve yapraklarindaki ugucu yaglarin
oranlar1 ve bilesenleri belirlenerek, metanol ekstraktlarinin antioksidan ve antimikrobiyal
(antibakteriyel ve antifungal) 6zellikleri arastirildi. Dogal olarak yetisen Primula veris
subsp. columnae bitkisinin yaprak ve ¢icek ugucu yaglari ekstrakte edilerek yiizde oranlari
ve ana bilesenleri tespit edildi. Ucgucu yagin bilesenleri Gaz Kromatografi Kiitle
Dedektérii-Alev Iyonizasyon Dedektdrii (GC-MS/FID) ile tanimlandi. Cicek ugucu
yaginda toplam 62 bilesik tanimlanmis olup, ana bilesik olarak metil 4-metoksisalisilat
(%37,1) belirlenmistir. Yaprak esansiyel yagindaki 50 bilesigin yapisi tanimlanirken ana
bilesik olarak linoleik asit (%40,1) tespit edilmistir. Cicek ve yapraklarin metanol ile

ekstraksiyonu sonucunda ¢iceklerde %34,5, yapraklarda ise %28,8 oraninda ekstraksiyon
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maddesi elde edilmistir. Primula veris subsp. columnae bitkisinin metanol ekstraksiyonu

ve antioksidan 6zellikleri oldukga yiiksek bulunmustur [114].

2.6 DNA Koruma Aktivitesi

Karmagik bir makromolekiil olan deoksiriboniikleik asit (DNA), canli organizmanin
onemli genetik 6zelliklerini kontrol eder. Genler, hiicresel sistem i¢in temel bir yap1 gorevi
goren proteinlerin kodlanmasinda dolayli olarak rol oynayan DNA'nin o6nemli bir
boliimii/boliimleridir. Genetik bilgilerin, kusurlarin ve hastaliklarin ¢ogunlugu DNA
tirlerine, yapilarina ve insan viicudunda gergeklestirdigi islevlere baghidir [115]. Kanser,
apoptozun azalmasi ve/veya hiicre donglisii kontrol mekanizmalarinin kaybmin neden
oldugu asir1 hiicre ¢ogalmasidir. Cogu kanserin tedavisi genellikle kemoterapi ve
radyoterapinin kullanimini igerir. Sisplatin (CDDP), kat1 tiimdrlerin tedavisinde kullanilan
onemli bir farmasétik ajan olmasimna ragmen nefrotoksisite gibi yan etkiler kullanimin
sinirlamaktadir.  CDDP'nin neden oldugu nefrotoksisitede yer alan mekanizmalar
karmasiktir ve CDDP'nin indiikledigi epitel hiicre o6liimii, mitokondriyal fonksiyon
bozuklugu, DNA hasari, apoptoz, inflamasyon ve oksidatif stres gibi ¢esitli siiregleri igerir
[116]. Serbest radikaller esas olarak insan viicudundaki metabolik siiregler tarafindan
tiretilir ve bazi radikaller, noral sinyal iletimi gibi normal hiicre siire¢lerinde 6nemli rollere
sahiptir. Ote yandan ¢ok onemli hastaliklara neden olan asir1 serbest radikal saldirisi,
DNA, proteinler ve lipitler dahil hiicrenin tiim bilesenlerine zarar verebilir [117]. Oksidatif
stres, antioksidan savunmasiyla oksijen olusumu arasindaki dengenin oksidanlar tarafina
dogru bozulmasi ve hiicresel hasara yol agmasi durumudur. DNA oksidatif saldirinin
onemli bir hedefidir ve reaktif oksijen tiirlerinin (ROS) sebep oldugu DNA hasarinin kalp
hastaliklari, diyabet ve kanser gibi bir¢ok patolojik tabloyla yakin iliskisi vardir. Bitkiler
polifenolik bilesikler gibi bir¢ok antioksidan bilesen igerir ve bu bilesikler hiicreleri

ROS'un zararl etkilerine kars1 korur [118].

Pelargonium quercetorum Agnew ekstraktinin asetilkolinesteraz (AChE) ve karbonik
anhidraz I-11 enzimlerinin (hCA I-II) aktivitelerini etkilediginin in vitro kosullar altinda
arastirildigi bir calisma da mevcuttur. Yaprak ve ¢icek dokularindan elde edilen ekstraktlar
kullanilarak DNA'nin plazmid DNA iizerindeki koruyucu etkisi agiga ¢ikartilmistir. Sonug
olarak, mevcut ¢alismanin bulgularina dayanarak P. quercetorum Agnew ile ilgili klinik
calismalarin tamamlanabilecegi ve bitkinin farmakolojik olarak kullanilabilecegi

Ongorilmistiir [119].
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Asetoguanamin tag eterlerin mikrodalga yontemi sentezi ve karakterizasyonuyla ilgili bir
arastirma mevcuttur. Bu arastirmada; triazin sinifi heterosiklik bilesiklerinden olan, birgok
farmasotiklerin ara iriinii asetoguanamin (2,4-diamino-6-metil-1,3,5-triazin) tag eter
tirevleri, 2,4-diamino-6-metil-1,3,5-triazin ve poli(etilen) glikol dihalojeniirlerin Sy2
mekanizmasina gore sentezlenmistir. Reaksiyonda bazik bir katalizor (Cs,COs) ve
mikrodalga destekli sentez metodu kullanilmistir. Mikrodalga destekli sentez yontemi,
yesil kimya teknikleri kullanilarak hedeflenen asetoguanamin tag¢ eter tiirevleri
sentezlenmistir. Sentezlenen makrohalkali 2,4-diamino-6-metil-1,3,5-triazin ta¢ eter
tirevlerini saflagtirdiktan sonra yapisal karakterizasyonlar1 FTIR, NMR ve MS
yontemleriyle gergeklestirilmistir. Bu bilesiklerin DPPH radikal siipiirme etkisi ve DNA

koruma aktivitesi deneysel olarak test edilmistir [120].
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3. DENEYSEL CALISMALAR

3.1 Materyaller
3.1.1 Kimyasal Maddeler

Primula vulgaris’in kok, yaprak ve cicek kisimlarinin sabit yagini ¢ikarmak i¢in Panreac

marka, %95°lik n-hegzan kullanilmistir.

3.1.2 Kullanilan Alet ve Cihazlar

Maddelerin 6giitiilmesi, yaginin elde edilmesi, evapore edilmesi ve analizi i¢in kullanilan

asagidaki alet ve cihazlar kullanilmistir.

Ogiitme Cihazi: RETSCH ZM200

Hassas Terazi: SARTORIUS TE214S

Evaporatér: HEIDOLPH LABOROTA 4001
Mantolu Isitict: ISOTEX HEATING MANTLES
Etiv: MEMMERT

Soxhlet Cihazi: ILDAM N.S 45/40 250 ml BORO 3.3
FTIR Spektroskopisi: PERKIN ELMER BX 2 FTIR
GC-MS: THERMO, Triplus RSH Trace1310-1SQ LT
Elisa Okuyucu: Multiskan Go

Jel Goriintiileme Sistemi: Sony Major Science

Kiil Firini: Carbolite

Azot Tayin Cihazi: LECO FP-528

Ekstraksiyon Sistemi: ANKOM XT15

Cizim Programi: ChemSketch Deneme Siiriimii

3.2 Cuha Ciceginin Toplanmasi ve Familyasinin Belirlenmesi

Primula vulgaris bitkisi, Corum ili Iskilip ilgesi Yalak Koyii civarinda bulunan Yalak

Yaylas1 bolgesinden 11 Mart 2023 tarihinde hasat edildi. Primula vulgaris’e ait gigek,

yaprak ve kokler, 10 giin boyunca, kapali alanda kurutuldu. Primula vulgaris ¢uha ¢igegi

tiirii Balikesir Universitesi Necatibey Egitim Fakiiltesi Matematik ve Fen Bilimleri Egitim
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Boliimii Biyoloji Anabilim Dali Ogretim Uyesi Dog¢. Dr. Taner OZCAN tarafindan
belirlendi [121, 122].

Sekil 3.1: Kurutulmus Primula vulgaris yapraklari.

Sekil 3.3: Kurutulmus Primula vulgaris gigekleri.
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Kurutulan kok, yaprak ve gigek ornekleri (Sekil 3.1, 3.2, 3.3), RETSCH ZM200 marka
oglitme cihazinda (Sekil 3.4) ogiitiildi ve yag ¢ikarimi i¢in uygun boyuta (Sekil 3.5, 3.6,
3.7) getirildi.

Sekil 3.4: RETSCH ZM200 marka 6giitme cihazi.

Sekil 3.5: Ogiitiilmiis Primula vulgaris yaprag.
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Sekil 3.6: Ogiitiilmiis Primula vulgaris kokii.

Sekil 3.7: Ogiitiilmiis Primula vulgaris gigekleri.

3.3 Sabit Yaglarin Eldesi
Orneklerin sabit yaglarini ¢ikarmak icin Soxhlet diizenegi (Sekil 3.8) kullanildi.
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Sekil 3.8: Hazirlanan Soxhlet cihaz1 diizenegi.

Her ekstraksiyon islemi i¢in asagidaki tabloda verilen (Tablo 3.1) miktarlarda ¢igek, kok
ve yaprak numuneleri tartilarak siizge¢ kagidi icerisine alindi. Hazirlanan numuneler,
Soxhlet cihazinin igine yerlestirildi. Her bir numune i¢in ¢dziicii olarak 500 ml n-hegzan
kullanildi. 250 mI’lik kismi, Soxhlet cihazina baglanmis 500 ml’lik balona ilave edilirken,
diger 250 ml’lik kismi ise, siizge¢ kagidini 1slatmak amaciyla Soxhlet cihazinin tepe
kismindan ilave edilmistir. Soxhlet cihazinin geri sogutma kisimlarinin da baglanmasiyla
birlikte, mantolu 1sitic1 yaklasik olarak 75 °C’de sabitlendi. Soxhlet cihaziyla sabit yag
elde etme islemi, her bir numune i¢in 2 saatte tamamlandi. Ekstraksiyon tamamlandiktan
sonra elde edilen ekstrakt, Soxhlet cihazina bagli olan 500 ml’lik balondan alindi ve
evaporasyon islemi i¢in evaporatore baglandi. 150 rpm doniis hiziyla, 45 °C sicaklikla ve
indirgenmis basingla evaporasyon islemine baslandi. FElde edilen sabit yagi tartmada
kullanilacak olan 50 ml’lik balon, bos halde tartilarak daralar1 not edildi. Yaklasik 5
dakikalik siire¢ sonunda, tartim kolaylig1 elde etmek icin, ¢oziiciisiiniin biiylik boliimii
evapore edilmis kalan ekstrakte kisim, daha oncesi darasi not edilmis 50 ml’lik cam
balonlara aktarildi ve evaporasyon islemine devam edildi. Coziiciinlin tamami evapore
edildikten sonra, iginde sabit yag kalan 50 ml’lik balonlar, hassas terazi ile yeniden tartildu.
Briit kisim ile daranin farki alinarak, elde edilen sabit yagin miktar1 kaydedildi. Ekstrakt

yaglar 151k almayan kapali alanda muhafaza edildi.
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Tablo 3.1: Numunelerden elde edilen yaglarin miktarlari.

Numune Numune Coziicii Balon Briit Balon Yag
Miktar Miktar Darasi Agirhg Miktan
Cigekq 5,1722 g 500 ml 59,3016 g 59,5070 g 0,2054 g
Cigeky 4,9996 g 500 ml 73,8712 g 74,0116 g 0,1404 g
Kok 5,1424 g 500 ml 54,9975 g 55,1116 g 0,1141¢
Kok; 5,0145¢g 500 ml 73,6303 g 73,7230 g 0,0927 g
Koks 5,0300 g 500 ml 57,2930 g 57,3588 ¢ 0,0658 g
Kok 542719 500 ml 62,0893 g 62,2384 g 0,1491 ¢
Yaprak; 5,0778 g 500 ml 35,9102 g 36,1397 g 0,2295 g
Yaprak; 5,0002 g 500 ml 40,9412 ¢ 41,1624 ¢ 0,2212 g
Yapraks 5,0953 g 500 ml 40,1440 ¢ 40,4262 ¢ 028129

Farkli numunelerden elde edilen yaglarin verimlilik hesabt ise formiil 3.1 ile

hesaplanmustir.

% Yag =

Elde Edilen Yag Miktar:
Tartilan Numune Miktar

(3.1)

Buna gore her bir numune i¢in % verim asagida verilen oranlar seklinde gerceklesmistir.

Birinci ¢igek numunesi igin verim (Cigek;):

% Yag = ‘;ijﬁ:g X 100 = %3,97

Ikinci ¢icek numunesi igin verim (Cigeky):

% Yag = j;‘;ggg X 100 = %2,81

Birinci kok numunesi igin verim (Kok;):

% Yag = 9 x 100 = %2,21

51424 g

Ikinci kék numunesi igin verim (Kok,):

% Yap = 22279 ¥ 100 = %1,84

50145 g

Uciincii kok numunesi igin verim (Koks):

0,0658 g

% Yag = X 100 = %1,30

5,0300 g

Dordiincii kok numunesi igin verim (Koka):
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% Yag = (5’1‘2‘219 X 100 = %2,74

e Birinci yaprak numunesi igin verim (Yaprak;):

0,2295 g
50778 g

% Yag = X 100 = %4,51

e Ikinci yaprak numunesi i¢in verim (Yaprak,):

% Yag = gizézg X 100 = %4,42

e Ugiincii yaprak numunesi icin verim (Yapraks):

% Yag = 252;29 X 100 = %5,51

3.4 Ucucu Yaglarin Eldesi

Cuha cicegi ugucu yaginin eldesi icin bir Clevenger diizenegi hazirlanmistir. Mantolu
isiticinin igine yerlestirilen 1000 ml’lik balon saf suyla doldurulduktan sonra 11,40 g
kurutulmus ¢uha ¢igegi yaprak numunesi balon igerisindeki suyun iizerine ilave edilmistir.
Clevenger diizeneginin geri sogutma sistemi de baglandiktan sonra, ugucu yag elde islemi
mantolu 1siticinin 110 °C’ye getirilmesiyle baglamistir. 2 saat boyunca isleme devam

edilmistir.

3.5 % Azot, % Kiil ve % Toplam Yag Tayini

% Azot Tayini: Kjeldahl yonteminin uzun, zahmetli ve asit ile ¢alisma ylkimliligi
getirmesi LECO-FP 528 gibi azot-protein cihazlarina olan ilgiyi artirmigtir. DUMAS
yontemi de denilen bu yontem ile yaklasik 3 dakika igerisinde dogrulugu ve
tekrarlanabilirligi  yiiksek sonuglar elde edilebilmektedir. Kok, c¢icek ve yaprak
numunelerinden % azot tayini amaciyla kok, yaprak ve ¢icek numunelerinden 0,25’er gram

tartilarak LECO FP-528 cihazina uygun bir sekilde yiiklendi.

%Kil Tayini: Kiil miktar1 belirlenecek kok, cicek ve yaprak numunelerinden, darasi
alinmis bir kroze igerisine 3 gram tartildi. Numune iceren kroze, 550 °C kiil firininda 5 saat
boyunca yakildi. 5 saat sonunda kroze, kiil firinindan alind1 ve desikatorde yaklasik 20
dakika boyunca sogutuldu. Soguyan kroze tekrar tartildi. Bos kroze darasi da dikkate

alinarak kiil yilizdesi hesaplandi (3.2).

% Kiil = Son Kroze Tartimi — Bos Kroze Darast ¥ 100 3.2
o= Tartilan Numune Miktart (3:2)

35



% Toplam Yag Tayini: Kok, yaprak ve ¢igek numunelerinin yag oranlarinin belirlenmesi
icin ANKOM XT15 marka cihaz kullanilmistir. % yag oranlarin1 belirlemek i¢in kok,
yaprak ve ¢igek numunelerinden 1,5 gram tartildi. Tartilan numuneler, filtre kagitlarina
yerlestirilerek ANKOM XT15 cihazinin i¢ine uygun bir bigimde yerlestirildi. Coziicii
olarak petrol eteri ilave edilerek ekstraksiyon islemine basland: (90 °C, 40 dakika). Islem
sonunda siizgec kagitlart ¢ikarilarak etiivde kurutuldu. Kuruyan siizgeg kagitlart desikatore
alinarak sogumasi beklendi. Soguyan siizge¢ kagitlar1 tartilarak baslangic agirligindan

cikarilir ve % yag miktar1 hesaplandi (3.3).

% Yab = ilk Tartilan Filtre Kagidi — Son Tartilan Filtre Kagidt ¥ 100 13
0ras = Tartilan Numune Miktart (3:3)

3.6 GC-MS (Gaz Kromatografisi-Kiitle Spektroskopisi) Analizi

Tiirevlendirme: Gaz kromatografisi ile yag asitlerinin tayin edilebilmesi i¢in bilesenlerin
ucucu forma doniistiiriilmesi, yani metil ester tiirevlerine doniistiiriilmesi gerekmektedir.
Bu sebeple, analizi gercgeklestirilecek sabit yag numuneleri, metilasyon reaksiyonu ile
ucucu forma getirilmistir. 0,1-0,3 ml yag numunesi, 15 ml’lik cam kapakli deney tiipiine
alinmig, tizerine 10 ml n-hegzan ilave edilmistir. Deney tiipii vorteks ile kuvvetlice
karistirilmistir. Deney tiipii icerisine metanol i¢erisinde hazirlanmig 2M potasyum hidroksit
¢ozeltisinden yaklasik 0,5 ml ilave edilmistir. Deney tiipli vorteks ile siddetli bir sekilde
karistirillarak 2 faz olusumu beklenmistir. Tiipiin igerisinde olusan {ist organik fazdan 0,5
ml alinarak 1,5 ml hegzan igeren 2 ml viale alinmistir. Vorteks ile iyice karistirilan vial

GC-MS cihazina (THERMO, Triplus RSH Trace1310-1SQ LT) yiiklenmistir [121].

Analiz, “Thermo Trace 1310 GC ISQ Single quadrapol kiitle spektroskopisi (Thermo
Fisher Scientific, Austin, TX)” ile gerceklestirilmistir. Ornekleme Parametreleri: Ornek
hacmi (uL): 3,000, piston vuruslari: 2, hava ve dolum hacmi: otomatik. Enjeksiyon Oncesi
yikama parametreleri: Coziicii dongiileri: 3 ve ¢dziicii hacmi (uL): 3,500. Ornek yikama
parametreleri: Durulama dongiileri: 3, Durulama hacmi (puL): 3,000, GC firin sicaklik
programi: 80 °C'de 2 dakika bekletildikten sonra sicaklik dakikada 4 °C artirilarak 240
°C'ye ¢ikarildi. 240 °C’de 45 dakika beklenerek analiz sonlandirildi. Akis hizi: Helyum 1,2
ml/dak. Kolon bilgisi: Thermo TG-WAXMS GC kolonu (60m x 0,25mm ID x 0,25um).
MS kosullari: Iyon kaynagi ve dedektdr sicakhign 250 °C, kiitle tarama araligi 55-550
(amu). Analizden elde edilen zirveleri belirlemek icin Ulusal Standartlar ve Teknoloji

Enstitiisii (NIST), Wiley 9, Redlip, Mainlip ve WinRI kiitiiphaneleri kullanildz.
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3.7 FTIR ile Yaglarin Karakterizasyonu

ATR yontemi ile yag numunelerinin FTIR spektrumlar1 kaydedilmistir. Cicek yag
numunesi i¢in elde edilen sonuglar sunlardir:

1-3314 cm™ -OH gerilmesi, Karboksilli asit gerilmesi,

2-3070 cm™ Alken (C(sp%)-H) gerilmesi,

3-3956 cm™ -CHs asimetrik gerilmesi,

4-3921 cm™ -CH, asimetrik gerilmesi,

5-3851 cm™ -CHs asimetrik gerilmesi ve CH, simetrik gerilmesi,
6-1739 cm™ Karbonil (C=0) gerilmesi,

7-1651 cm™ Alken (C=C) gerilmesi,

8-1464 cm™ CHj3 asimetrik egilmesi,

9-1377 cm™ CHjs egilmesi (Semsiye),

10-1227 cm™ COOH gerilmesi/egilmesi (O-C-C asimetrik gerilmesi ve OH egilmesi
kombinasyonu),

11-1096 cm™ C-O gerilmesi,

12-719 cm™ -(CHy)4- gruplari sallanma hareketi.

Yaprak yag numunesi i¢in elde edilen sonuglar sunlardir:
1-3376 cm™ -OH gerilmesi, Karboksilli asit gerilmesi,
2-3010 cm™ Alken (C(sp®)-H) gerilmesi,

3-3955 cm™ -CH; asimetrik gerilmesi,

4-3920 cm™ -CH, asimetrik gerilmesi,

5-3850 cm™ -CHs asimetrik gerilmesi ve CH, simetrik gerilmesi,
6-1739 cm™ Karbonil (C=0) gerilmesi,

7-1645 cm™ Alken (C=C) gerilmesi,

8-1465 cm™ CHj3 asimetrik egilmesi,

9-1371 cm™ CHjs egilmesi (Semsiye),

10-1252 cm™ COOH gerilmesi/egilmesi (O-C-C asimetrik gerilmesi ve OH egilmesi
kombinasyonu),

11-1058 cm™ C-O gerilmesi,

12-720 cm™ -(CH2)4- gruplar sallanma hareketi.

Kok yag numunesi icin elde edilen sonuglar sunlardir:
1-3072 cm™ Alken (C(sp?)-H) gerilmesi,

2-3957 cm™* -CHj asimetrik gerilmesi,
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3-3923 cm™ —CH, asimetrik gerilmesi,

4-3855 cm™ -CH; asimetrik gerilmesi ve CH, simetrik gerilmesi,

5-1727 cm™ Karbonil (C=0) gerilmesi,

6-1680 cm™ Alken (C=C) gerilmesi,

7-1462 cm™ CHjs asimetrik egilmesi,

8-1379 cm™ CHs egilmesi (Semsiye),

9-1270 cm™ O-C(O)-C gerilmesi,

10-1071 cm™ C-O gerilmesi,

11-741 cm™ -(CH2)4- gruplar sallanma hareketi.

3.8 Toplam Antioksidan Tayini

3.8.1 Toplam Antioksidan Aktivitesi (DPPH)

DPPH aktivitesi Villana ve arkadaglarinin yontemi kullanilarak belirlenmistir. Her bir
numunenin 1 mg/ml dimetil siilfoksit igerisinde ¢ozeltileri hazirlanmistir. Bu ¢ozeltiler
seyreltilerek farkli konsantrasyonlardaki aktiviteleri ¢calisilmistir. Numune ¢ozeltisinden 50
ul ve 0,01 mM DPPH'den 250 ul (metanol iginde ¢oziinmiis) karistirildi. 30 dakika
boyunca karanlikta inkiibe edildi. Karigim bir mikropipet yardimiyla 96’lik plate igerisine
alindi. Ayrica numune icermeyen kor numune hazirlandi. Referans amacli da troloks ve
askorbik asit de benzer islemlerden gecirilerek plate igerisine alindi. Karigimlarin
absorbans1 bir Multiscan Go Elisa okuyucu spektrofotometre ile 517 nm'de olgiildii.
Standart c¢ozeltiler i¢cin 0,2; 0,5; 1; 2; 4 pg askorbik asit ve troloks igeren c¢ozeltiler
hazirlandi. Asagida DPPHe radikalinin indirgenmesi ile serbest radikal gideriminin

reaksiyon semasi verilmistir.

2,2-difenil-1-pikrilhidrazil (DPPH-) 2,2-difenilpikril hidrazin (DPPHH)
(Mor renkli) (Sari renkli)

Sekil 3.9: DPPHe radikalinin indirgenmesi ile serbest radikal giderimi.

3.8.2 Cu (IT) Iyonu Indirgeyici Antioksidan Kapasite (CUPRAC) Yéntemi

Deney tiiptine bakir (I1) kloriir ¢ozeltisi (2 x 107 M), Neocuproine (Nc¢) ¢ozeltisi (1,5 x 10

2 M) ve amonyum asetat tampon c¢ozeltisi (pH=7) aktarildi. Yag numunesi (40 pl)
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eklenerek son hacim 500 pl olacak kadar saf su eklendi. Tiipler kapatilarak 1 saat
bekletildi. Kuartz kiivetler kullanilarak, 450 nm’de absorbansi spektroskopik olarak
Olctildii. Her antioksidan bilesiginin standart kalibrasyon egrisi, 0,3; 0,6; 1; 1,4; 1,8; 2,4; 3;
6 ng/ul askorbik asit ve troloks standart maddeleri ile absorbans-konsantrasyon seklinde

olusturuldu. Her bir analiz iki tekrarl olarak gergeklestirildi [122].

3.8.3 Toplam Flavonoid Miktari

Her bir yag numunesinde toplam flavonoid miktarlar1 Giil¢in ve calisma arkadaslari
tarafindan Onerilen yontem modifiye edilerek kullanilmistir [123]. Sabit yag ¢ozeltileri (1
mg/ml’lik ¢ozeltiden 25 pl), %10 aliminyum kloriir ve %5°lik sulu sodyum nitrit ve 1 N
sodyum hidroksit iceren ¢ozelti karigimi reaksiyon ortaminda hazirlandi. Oda sicakliginda
40 dakika inkiibasyonun ardindan absorbans, 415 nm'de spektrofotometrik olarak
belirlendi. Toplam flavonoid konsantrasyonu, standart olarak kuersetin kullanilarak
hesaplandi. Yag numunelerindeki toplam flavonoid igerikleri, kuersetin kullanilarak
hazirlanan ve kuersetin esdegerlerinin mikrogramlar1 olarak ifade edilen standart egriden
hesaplandi. Hazirlanan kuersetin standart ¢ozeltileri, 1; 2,5; 5; 10; 20; 40; 60; 80 pg

kuersetin icermektedir.

3.8.4 Toplam Fenolik Bilesik Analizi

Fenolik bilesik icerigi i¢in Folin-Ciocalteau yontemi modifiye edilerek kullanildi [124].
Toplam fenolik icerik deneyleri i¢in reaksiyon ortamina, 10 ul numune (0,5 mg/ml)
eklendi. Sirasiyla 133,3’er ul FCR (0,5 N) reaktifi ve Na,COj3 (%10) ilave edildi ve son
hacim 500 pl’ye saf su ile tamamlandi. Daha sonra karanlikta oda sicakliginda 30 dakika
inkiibasyona birakildi. 760 nm'deki absorbans spektroskopik olarak kaydedildi. Kor ¢ozelti
igin 133,3 ul FCR +133,3 pul %10 Na,CO; eklendi ve son hacim 500 ul’ye saf su ile
tamamlandi. Standart ¢ozeltiler icin 0,1; 0,25; 0,5; 1; 2; 4; 6; 8 ug gallik asit igeren

¢oOzeltiler hazirlandi. Tiim 6rnekler 2 tekrarli analiz edildi.

3.9 DNA Koruma Aktivitesi Tayini

DNA koruma aktivitesi, Akkemik ve arkadaslari tarafindan kullanilan yonteme gore
gerceklestirilmistir. pBR322 plazmid DNA's1, Fenton ¢6zeltisinin zararl etkilerini ve ¢uha
cicegi sabit yaglar1 (kok, yaprak ve cicek) DNA konformasyonu iizerindeki koruyucu
etkisini tespit edilmesi amaciyla kullamilmisti. Her bir bilesigin 1 mg ml™lik
dimetilsiilfoksit ¢ozeltileri hazirlandi. Her bir bilesik i¢in iki farkli konsantrasyon (1 mg

ml™ ve 0,5 mg ml™) uygulanarak deney tasarimi icin negatif (sadece plazmid DNA) ve
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pozitif kontrol (Fenton + plazmid DNA) gruplar olusturuldu. Karsilastirilan sonuglara ek
olarak, biyolojik aktiviteleri bilinen, kuersetin bilesigi ticari olarak satin alindi ve 1 mg ml’
! konsantrasyonda kullanildi. Buna gore inkiibe edilecek reaksiyon karigimlart 3 pl
pBR322 plazmid DNA, 5 ul Fenton soliisyonu (30 mM H,0,, 50 mM askorbik asit ve 80
mM FeCls) ve farkli konsantrasyonlardan 5 pl (1000 mg/L ve 10 mg/L) sentezlenen bilesik
¢ozeltisi alinarak son hacim distile su ile 20 pl’ye tamamlandi. Daha sonra bu karigim 37
°C'de 30 dakika inkiibe edildi. inkiibasyonun ardindan reaksiyon karisimma 5 pl 6X
yiikkleme boyasi ilave edildi. Karistmin 10 pl'si alindi ve EtBr (Etidium Bromiir) ile
lekelenmis %0,8 agaroz jeline yiiklendi. Agaroz jeli 100 voltta 60 dakika calistirildi. Daha

sonra jel goriintiileme cihazi ile jel goriintiisii alindi [120].
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4, BULGULAR
4.1 Cuha Cicegi Materyalinden Elde Edilen Sabit Yaglar

Tablo 4.1: Yiizde Yag verimi.

Numune Yag Miktan % Yag

Numune Miktarn Miktarn
Cigeks 51722 g 0,2054 g 3,97
Cigeky 4,9996 g 0,1404 g 2,81
Kok; 5,1424 g 0,1141¢g 2,21
Kok, 5,0145¢ 0,0927 g 1,84
Koks 5,0300 g 0,0658 g 1,30
Koky 54271¢g 0,1491 g 2,74
Yaprak; 50778 g 0,2295¢g 4,51
Yaprak; 5,0002 g 0,2212 g 4,42
Yapraks 5,0953 g 0,2812 g 5,51

4.2 % Azot, % Kiil ve % Toplam Yag Tayini

LECO FP-528 cihazindan kdk numunesi i¢in %1,40, yaprak numunesi i¢in %3,64 ve ¢igek
numunesi i¢in %1,97 azot oran1 belirlenmistir (Tablo 4.2).

Tablo 4.2: Yiizde azot oranlari.

Numune (g) % Azot Oram
0,25 g Kok Numunesi %1,40
0,25 g Yaprak Numunesi %3,64
0,25 g Cicek Numunesi %1,97

Yiizde kiil miktari tayini deneyi sonucunda kok numunesi i¢in %8,44, yaprak numunesi
icin %7,98 ve ¢icek numunesi i¢in %8,91 kiil oran1 belirlenmistir (Tablo 4.3).

Tablo 4.3: Yizde kiil miktar oranlar.

Numune (g) % Kiil Miktar:
3 g Kok Numunesi %38,44
3 g Yaprak Numunesi %7,98
3 g Cicek Numunesi %8,91

ANKOM XT15 cihazindan elde edilen verilere gore kok numunesi i¢in %0,66, yaprak
numunesi i¢in %2,87 ve ¢igek numunesi i¢in %1,84 yag orani belirlenmistir.
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Tablo 4.4: Yiizde yag oranlari.

Numune (g) % Yag Oram
1,5 g Kok Numunesi 90,66
1,5 g Yaprak Numunesi %2,87
1,5 g Cigek Numunesi %1,84

4.3 GC-MS Analizi

4.3.1 Primula vulgaris Cicek Numunesi Hegzan Ekstrakti GC-MS Kromatogramlari

RT: 0.00 - 87.09
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J TIC MS
907 cicek
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o

Sekil 4.1: Primula vulgaris ¢igek numunesi hegzan ekstrakti GC-MS kromatogramu.
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Sekil 4.2: Primula vulgaris ¢igek numunesi hegzan ekstrakti 3-Hegzanol bileseni GC-MS

kromatogrami.
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Sekil 4.3: Primula vulgaris ¢igek numunesi hegzan ekstrakti dodekanoik asit metil esteri

bileseni GC-MS kromatogramu.
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Sekil 4.4: Primula vulgaris ¢igek numunesi hegzan ekstrakti tetradekanoik asit metil esteri
bileseni GC-MS kromatogramia.
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Sekil 4.5: Primula vulgaris ¢igek numunesi hegzan ekstrakti dokosan ya da 3-metileikosan
bileseni GC-MS kromatogramiu.
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RT: 36.65-38.30 SM: 1G
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Sekil 4.6: Primula vulgaris ¢igek numunesi hegzan ekstrakti trikosan bileseni GC-MS

kromatogrami.
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Sekil 4.7: Primula vulgaris ¢igek numunesi hegzan ekstrakti tetrakosan bileseni GC-MS
kromatogrami.
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Sekil 4.8: Primula vulgaris ¢igek numunesi hegzan ekstrakti 10-oktadekanoik asit metil
esteri bileseni GC-MS kromatogrami.
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Sekil 4.9: Primula vulgaris ¢igek numunesi hegzan ekstrakti oleik asit metil esteri bileseni
GC-MS kromatogrami.
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Sekil 4.10: Primula vulgaris ¢igek numunesi hegzan ekstrakti y-Linolenik asit metil esteri

bileseni GC-MS kromatogramia.

4.3.2 Primula vulgaris Yaprak Numunesi Hegzan Ekstrakti GC-MS

Kromatogramlari
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Sekil 4.11: Primula vulgaris yaprak numunesi hegzan ekstrakti GC-MS kromatogramu.
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Sekil 4.12: Primula vulgaris yaprak numunesi hegzan ekstrakti 3-hegzanol bileseni GC-
MS kromatogrami.
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Sekil 4.13: Primula vulgaris yaprak numunesi hegzan ekstrakti palmitik asit metil esteri
bileseni GC-MS kromatogramia.
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Sekil 4.14: Primula vulgaris yaprak numunesi hegzan ekstrakti palmitoleik asit metil esteri
bileseni GC-MS kromatogramiu.
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Sekil 4.15: Primula vulgaris yaprak numunesi hegzan ekstrakti 2-hegzadekenoik asit metil
esteri bileseni GC-MS kromatogrami.
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Sekil 4.16: Primula vulgaris yaprak numunesi hegzan ekstrakti Cis-10-heptadekenoik asit
metil esteri bileseni GC-MS kromatogramiu.
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Sekil 4.17: Primula vulgaris yaprak numunesi hegzan ekstrakti oleik asit metil esteri
bileseni GC-MS kromatogramia.
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Sekil 4.18: Primula vulgaris yaprak numunesi hegzan ekstrakti linoleik asit metil esteri
bileseni GC-MS kromatogramia.
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4.19: Primula vulgaris yaprak numunesi hegzan ekstrakti stearik asit metil esteri
bileseni GC-MS kromatograma.

4.3.3 Primula vulgaris Kok Numunesi Hegzan Ekstrakti GC-MS Kromatogramlari
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Sekil 4.20: Primula vulgaris kok numunesi hegzan ekstrakti GC-MS kromatogramu.
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Sekil 4.21: Primula vulgaris kok numunesi hegzan ekstrakti 3-hegzanol bileseni GC-MS
kromatogrami.

59



RT: 24.56 - 25.88 SM: 1G
RT: 25.14

4 = 2 B
T

@

=

w

25.59

e

25.75
24.63 24.80 24.89 25.44

Relative Abundance
=
RERTES AT (RRI dETEN CYTL SHUTN (RPN (OUT) (PR

TT T T T T T T T T T T T T T T T T T T [ T T T T [ T T T T [ T T T T [ T T T T [ T T T T [ T T T T [ T T T T [ T T T T [ T T 11
25.4 25.7 25.8

24.6 24.7 248 24.9 25.0 251 252 25.3
Time (min)

kok #5540 RT: 25.14 AV: 1 NL: 1.79E7
F: + ¢ El Full ms [50.00-550.00]

100 72
90
80—
70
60 87.2
50

40

Relative Abundance

30+

20+
143.2

10 1012 1202 1713

NL:

6.41E7
TICF:+cEl
Full ms
[50.00-
550.00] MS
Genesis kok

157.3

|“ .‘\H Dl ‘ i ‘ I 214.3 249.1 2812 3051 3271 3552 3853 4152 4341 4551 473.1 5032
L e s e R [ A S mos Sy S s Sy B S B S S e B S B B S S E R B m s S B m e
50

100 150 200 250 300 350 400 450 500
miz

532.4
L —

Sekil 4.22: Primula vulgaris kok numunesi hegzan ekstrakti dodekanoik asit metil esteri

bileseni GC-MS kromatograma.
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Sekil 4.23: Primula vulgaris kék numunesi hegzan ekstrakti palmitik asit metil esteri
bileseni GC-MS kromatograma.
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Sekil 4.24: Primula vulgaris kok numunesi hegzan ekstrakti palmitoleik asit metil esteri
bileseni GC-MS kromatograma.
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Sekil 4.25: Primula vulgaris kok numunesi hegzan ekstrakti Cis-10-heptadekenoik asit
metil esteri bileseni GC-MS kromatogramiu.
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Sekil 4.26: Primula vulgaris kok numunesi hegzan ekstrakti oleik asit metil esteri bileseni
GC-MS kromatogrami.
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Sekil 4.27: Primula vulgaris kok numunesi hegzan ekstrakti arasidik asit metil esteri
bileseni GC-MS kromatogramia.

4.3.4 Primula vulgaris Cicek, Yaprak ve Kok Numuneleri Hegzan Ekstrakti (Sabit
Yag) GC-MS Bilesenleri
Primula vulgaris ¢igek, yaprak ve kok numuneleri hegzan ekstraktlarinin (sabit yag) GC-

MS bilesenleri Tablo 4.5°te verilmistir.
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Tablo 4.5: Primula vulgaris gigek, yaprak ve kok numuneleri hegzan ekstrakti (sabit yag) GC-MS bilesenleri.

. Yaprak Cicek Kok
Number RT Bilesen Adu Area Area % Area Area% Area Area%
1 7,42 3-Hegzanol (CAS) 647961487,5 1,42 568815411,3 4.3 580241468,1 1,65
2 25,14 Dodekanoik asit metil esteri (CAS) - - 261470569,9 1,98 511893176,3 1,46
3 31,00  Tetradekanoik asit metil esteri (CAS) - - 161499051,5 1,22 - -
4 34,45  Dokosan - - 339180865,2 2,56 - -
S 34,65  Palmitik asit methyl esteri (C16:0) 6896978269 15,12 2598201715 19,63 9736571703 27,74
6 36,33  Palmitoleik asit metil esteri (C16:1) 512918388,6 1,12 - - 541046073,7 1,54
7 37,23 Trikosan (CAS) - - 1017317026 7,69 - -
8 37,50  2-Hegzadekenoik asit metil esteri, (E)- 717893726,4 1,57 - - - -
9 38,82  Tetrakosan (CAS) - - 421849313,9 3,19 - -
10 39,56  Cis-10-Heptadekenoik asit metil esteri (C17:1) 1135861313 2,49 - - 2115972741 6,03
11 40,01  10-Oktadekenoik asit metil esteri (CAS) - - 1016680830 7,68 - -
12 40,60  Oleik asit metil esteri (18:1n9c) 10905891071 23,91 3332806953 25,18 20655282650 58,85
13 41,24 Linoleik asit metil esteri (18:2n6c) 1221974950 2,68 - - - -
14 42,46 y-Linolenik asit metil esteri (18:3n6) - - 3516897575 26,57 - -
15 42,68  Stearik asit metil esteri (C18:0) 22216831481 48,71 - - 958254890,8 2,73
16 42,90  Arasidik asit metil esteri (C20:0) - - - - 958254890,8 2,73
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CH3
H3C/\(\/

OH

Sekil 4.28: 3-hegzanoliin agik formiil gosterimi.

~CH3
HsC o

Sekil 4.29: Dodekanoik asit metil esterinin agik formiil gosterimi.

o CH

O

Sekil 4.30: Tetradekanoik asit metil esterinin agik formiil gésterimi.

CH

Sekil 4.31: Dokosanin agik formiil gésterimi.

Sekil 4.32: 3-metileikosanin agik formiil gosterimi.

o CH
ch/ W 3

o

Sekil 4.33: Palmitik asit metil esterinin agik formiil gosterimi.
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H,C

Sekil 4.34: Palmitoleik asit metil esterinin agik formiil gosterimi.

S SV Ve S
H3C CHgy

Sekil 4.35: Trikosanin acik formiil gésterimi.

H3C

Sekil 4.36: 2-Hegzadekenoik asit metil esterinin agik formiil gosterimi.

I VN e V2 S a2 VN g g
HsC s

Sekil 4.37: Tetrakosanin agik formiil gosterimi.

68



CHj3

Sekil 4.38: Cis-10-heptadekenoik asit metil esterinin agik formiil gésterimi.
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Sekil 4.39: 10-oktadekenoik asit metil esterinin agik formiil gosterimi.

CHj4

.0 =
H,C
O

Sekil 4.40: Oleik asit metil esterinin agik formiil gosterimi.
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CHg,

Sekil 4.41: Linoleik asit metil esterinin a¢ik formiil gosterimi.
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Sekil 4.42: y-Linolenik asit metil esterinin agik formiil gosterimi.

CHg

Sekil 4.44: Metil aragidonatin agik formiil gésterimi.
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4.4 FTIR Analizi
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Sekil 4.45: Primula vulgaris gigek yag numunesi FTIR kromatogrami.
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Sekil 4.46: Primula vulgaris yaprak yag numunesi FTIR kromatogrami.
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Sekil 4.47: Primula vulgaris kok yag numunesi FTIR kromatogrami.

4.5 DPPH Analizi
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Sekil 4.48: DPPH antioksidan analizinde kullanilan askorbik asit ve troloks i¢in standart
kalibrasyon egrileri.

Tablo 4.6: Orneklerin DPPH yontemi ile elde edilen antioksidan miktarlar1.

Kod ng/ul Askorbik Asit  ng Troloks esdegeri/pl
Cigek 0,0149 0,0326
Yaprak 0,0156 0,0272

Kok 0,0166 0,0407
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4.6 Cu (II) iyonu indirgeyici Antioksidan Kapasite (CUPRAC) Tayini
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Sekil 4.49: CUPRAC yontemi: Toplam antioksidan analizi askorbik asit ve troloks
kalibrasyon egrisi.

Tablo 4.7: Orneklerin antioksidan aktivitesi (Cu (II) Iyonu Indirgeyici Antioksidan
Kapasite, CUPRAC).

Kod ng Askorbik Asit Esdegeri/nl ng Troloks Esdegeri/pl
Cigek 0,2054 0,0005
Yaprak 0,1917 0,0005
Kok 0,2309 0,0006

4.7 Toplam Fenolik Madde Analizi
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Sekil 4.50: Toplam fenolik madde analizi gallik asit standart kalibrasyon egrisi.
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Tablo 4.8: Orneklerin toplam fenolik madde miktar1, antioksidan miktari.

Kod png Gallik Asit Esdegeri/pLL
Cicek 0,0085531
Yaprak 0,0093781
Kok 0,0099231

4.8 Toplam Flavonoid Analizi
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Sekil 4.51: Toplam flavonoid analizi kuersetin standart kalibrasyon egrisi.

Tablo 4.9: Orneklerin toplam flavonoid miktari, antioksidan miktari.

Kod ng Kuersetin Esdegeri/uL
Cicek 0,1674
Yaprak 0,2327
Kok 0,1831
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4.9 Elde Edilen Kok, Yaprak ve Cicek Sabit Yag Numunelerinin DNA Koruma

Etkilerinin Bulgular

14-~.—
8 9 10 11 12 13 14 15 16

Sekil 4.52: Agaroz jel elektroforezi ile H,O, kaynakli Plazmid DNA hasari analizinde
cuha cicegi kok, yaprak ve ¢igek sabit yaglariin etkisi (1; 1 mg ml™? ¢icek, 2; 0.5 mg ml™?
¢igek, 3; 1 mg ml™ yaprak, 4; 0.5 mg ml™ yaprak, 5; 1 mg mI™ kék, 6; 0.5 mg mL™ kok, 7;
1 mg ml™ gigek + fenton, 8; 0.5 mg ml™ ¢igek + fenton, 9; 1 mg ml™ yaprak + fenton, 10;
0.5 mg ml™ yaprak + fenton, 11; 1 mg ml™ kék + fenton, 12; 0.5 mg ml™ kok + fenton, 13;
negatif (plazmit + su), 14; pozitif (plazmit + su + fenton), 15; 1 mg mI™ kuersetin, 16; 1
mg ml™ kuersetin + fenton).
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5. SONUC ve TARTISMA

Bu yiiksek lisans ¢alismasi fitokimya alaninda yapilan c¢alismalardan biridir. Corum ili
Iskilip ilcesi Yalak Kdyii civarindaki Yalak Yaylas1 bolgesinden toplanan Primula vulgaris
bitkisinin sabit yaglarmin eldesi, elde edilen ekstraktlarin FTIR, GC-MS ile kimyasal
bilesiminin belirlenmesi, azot-protein tayin yontemiyle bilesenlerinin analizi, antioksidan

aktivitesi ve DNA kirmnimi ¢alismalar1 gergeklestirilmistir.

Cuha ¢icegi orneklerinin ¢icek, yaprak ve koklerinin Soxhlet ekstraksiyonu ile yapilan
analizlerinden elde edilen sabit yag oranlar1 Tablo 4.1’de verilmistir. Cigek numunesinden
%3,97 verimle, kok numunesinden %2,74 verimle ve yaprak numunesinden %5,51 verimle

sabit yag elde edilmistir.

LECO FP-529 marka cihazla, cuha cicegi kok, yaprak ve c¢icek numunelerinin % azot
miktarlar1 belirlenmistir. Buna gore, ¢uha c¢icegi kok numunesinde % azot orani %1,39,
cuha cigegi yaprak numunesinde % azot orant %3,64 ve ¢uha ¢icegi ¢icek numunesinde %

azot oran1 %1,96 olarak tespit edilmistir.

ANKOM XT50 marka cihazin vermis oldugu % yag sonuglar1 ve Soxhlet ekstraktdriinden
elde edilen % yag sonuglar1 karsilastirilmigtir. % yag oranlari, ANKOM XT50 cihazinda
petrol eteri, Soxhlet ekstraktoriinde n-hegzan kullanilarak tespit edilmigtir. Primula
vulgaris ¢icek numunesiyle gergeklestirilen Soxhlet deneyinde, ortalama % yag orani
%3,39 olarak hesaplanmigtir. ANKOM XT50 cihazinin vermis oldugu Primula vulgaris
cicek % yag verimi ise %1,84’tlir. Primula vulgaris kok numunesiyle gerceklestirilen dort
farkli Soxhlet deneyinde, ortalama % yag orani %?2,02 olarak hesaplanmistir. ANKOM
XT50 cihazinin vermis oldugu Primula vulgaris kok % yag miktart ise %0,66’dir. Primula
vulgaris yaprak numunesiyle gerceklestirilen ii¢ farkli Soxhlet deneyinde, ortalama % yag
orant %4,81 olarak hesaplanmistir. ANKOM XT50 cihazinin vermis oldugu Primula
vulgaris yaprak % yag miktar1 ise %2,87’dir. Dolayisiyla n-hegzan kullanilarak Soxhlet
cihaziyla elde edilen yaprak, kok ve ¢icek numuneleri % yag verimi, petrol eteri
kullanilarak ANKOM XT50 marka cihazinin vermis oldugu % yag verimlerinden daha

fazla oldugu gézlenmistir.

Carbolite marka kiil firin1 ile gergeklestirilen % kiil miktar1 tayinine gore, Primula vulgaris
kok numunesinde %8,44, Primula vulgaris yaprak numunesinde %7,98 ve Primula

vulgaris ¢igek numunesinde %8,91 oraninda % kiil miktar1 tespit edilmistir.
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Clevenger diizenegi ile ugucu yag elde etme denemesi yapilmigsa da basarili
olunamamustir. Clinkii yaprak, cicek ve kok numunelerinden yeterli miktarda hasat

edilememistir.

GC-MS ile sabit yaglarin (hegzan ekstresi) bilesenlerinin tayini gerceklestirilmistir.
Yaprak, kok ve ¢icek Primula vulgaris materyallerinden elde edilen yag numuneleri metil
tiirevlendirmesi islemine tabi tutulmustur. Islem sonras1 hegzan i¢eren numuneler GC-MS
cihazinda tek tek analiz edilmis ve cihaz kiitiiphaneleri ile bilesenleri tanimlanmustir. Sekil
4.1-4.10 arasinda verilen GC-MS kromatogramlari ¢igek yag numunesine ve bilesenlerine
aittir. Bu kromatogramlarda tespit edilen bilesenler Tablo 4.5’te verilmistir. Tablo 4.2°de
verilen GC-MS bilesenleri incelendiginde ¢igek numunesinde %26,57 y-linolenic asit metil
esteri, %25,18 oleik asit metil esteri, %19,63 palmitik asit metil esteri, %7,69 trikosan,
%7,68 10-oktadekenoik asit metil esteri, %4,3 3-hegzanol, %3,19 tetrakosan, %2,56
dokosan ya da 3-metileikosan, %1,98 dodekanoik asit metil esteri ve %1,22 tetradekanoik

asit tespit edilmistir.

Sekil 4.11-4.19 arasinda verilen GC-MS kromatogramlari yaprak yag numunesine ve
bilesenlerine aittir. Bu kromatogramlarda tespit edilen bilesenler Tablo 4.5’te verilmistir.
Tablo 4.2’de verilen GC-MS bilesenleri incelendiginde yaprak numunesinde %48,71 metil
stearidonat, %23,91 oleik asit metil esteri, %15,12 palmitik asit metil esteri, %2,68 linoleik
asit metil esteri, %2,49 cis-10-heptadekenoik asit metil esteri, %1,57 2-hegzadekenoik asit

metil esteri, %1,42 3-hegzanol ve %1,12 palmitoleik asit metil esteri tespit edilmistir.

Sekil 4.20-4.27 arasinda verilen GC-MS kromatogramlari koék yag numunesine ve
bilesenlerine aittir. Bu kromatogramlarda tespit edilen bilesenler Tablo 4.5’te verilmistir.
Tablo 4.2°de verilen GC-MS bilesenleri incelendiginde kék numunesinde %58,85 oleik
asit metil esteri, %27,74 palmitik asit metil esteri, %6,03 cis-10-heptadekenoik asit metil
esteri, %2,73 stearik asit metil esteri, %2,73 metil arasidik asit metil esteri, %1,65 3-
hegzanol, %1,54 palmitoleik asit metil esteri, %1,46 dodekanoik asit metil esteri tespit

edilmistir.

Tablo 4.5’e gore 3-hegzanol bileseni, palmitik asit metil esteri, oleik asit metil esteri ¢igek,
kok ve yaprak yag numunelerinde ortak tespit edilen bilesenlerdir. Bu bilesenlerin oranlar1
kiyaslandiginda 3-hegzanoliin %4,3 oranla ¢icek yag numunesinde, kok ve yaprak yag
numunelerinden yaklasik 3 kat daha fazla oldugu tespit edilmistir. Palmitik asit metil esteri

oranlar1 kiyaslandiginda kok yag numunesinde %27,74 ile en yiiksek degere sahip oldugu
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tespit edilmistir. Cigek ve yaprak yag numunelerinde sirasiyla %19,63 ve %15,12 palmitik
asit metil esteri tespit edilmistir. Oleik asit metil esteri her bir numunede tespit edilen en
yiiksek oranli bilesen olup %58,85 ile kok yag numunesinde diger ¢igek ve yaprak yag
numunelerinde tespit edilen miktarin yaklasik 2 kat daha fazladir. Bu bilesenlerin yani sira
dodekanoik metil ester ¢igek ve yag numunelerinde tespit edilen ortak bilesenlerdir.
Tetradekanoik asit metil ester, dokosan, trikosan, tetrakosan, 10-oktadekenoik asit metil
esteri ve y-linolenik asit metil esteri bilesenleri ise sadece gigek yag numunesinde tespit

edilmistir.

Palmitoleik metil ester bileseni yaprak ve kok yag numunelerinde sirasiyla %1,12 ve
%1,54 oranlarla tespit edilmistir. Cis-10-heptadekenoik asit metil esteri, kok yag
numunesinde ve yaprak numunesinde tespit edilmesine ragmen kok yag numunesinde,
yaprak yag numunesine gore yaklasik 3 kat daha fazla oldugu gozlenmistir. Metil
stearidonat bileseni yaprak numunesinde %48,71 oranla tespit edilmis en yiiksek
bilesenken kok yag numunesinde sadece %2,73 oranla tespit edilmistir. Dodekanoik asit

metil esteri sadece ¢icek ve kok yag numunesinde tespit edilmistir.

Bu bilesenlerin yani sira 2-hegzadekenoik asit metil esteri sadece yaprak yag numunesinde
(%1,57), linoleik asit metil esteri sadece yaprak yag numunesinde (%2,68) ve arasidik asit

metil esteri sadece kok yag numunesinde (%2,73) tespit edilmistir.

Elde edilen GC-MS bilesen analizi sonuglari literatiir verileri ile kiyaslanmistir. Literatiire
gore ¢uha cicegi tohumundan elde edilen sabit yagda %73,88 linoleik asit, %9,24 v-
linolenik asit, %6,93 oleik asit ve %6,31 palmitik asit tespit edilmistir [106]. Bu ¢alismada
ise ¢uha ¢igegi yaprak numunesinde %2,68 linoleik asit, %23,91 oleik asit, %15,12
palmitik asit esteri; ¢uha ¢igegi ¢igek numunesinde %26,57 y-linolenik, %25,18 oleik asit,
%19,63 palmitik asit; cuha cicegi kok numunesinde %58,85 oleik asit, %27,74 palmitik

asit tespit edilmistir.

Cicek yag numunesi FTIR spektrumunda (Sekil 4.45) siwrasiyla 3314 cm™'de -OH
gerilmesi, Karboksilli asit gerilmesi; 3070 cm™de Alken (C(sp®)-H) gerilmesi; 3956 cm
de -CHj; asimetrik gerilmesi, 3921 cm™de -CH, asimetrik gerilmesi, 3851 cm™de -CHj
asimetrik gerilmesi ve CH, simetrik gerilmesi, 1739 cm™de Karbonil (C=0) gerilmesi,
1651 cm™de Alken (C=C) gerilmesi, 1464 cm™de CH3 asimetrik egilmesi, 1377 cm™de
CHs egilmesi (Semsiye), 1227 cm™de COOH gerilmesi/egilmesi (O-C-C asimetrik
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gerilmesi ve OH egilmesi kombinasyonu), 1096 cm™de C-O gerilmesi ve son olarak 719

cm™de -(CH,)s- gruplari sallanma hareketi gozlenmistir.

Yaprak yag numunesi FTIR spektrumunda (Sekil 4.46) sirasiyla 3376 cm™de -OH
gerilmesi, Karboksilli asit gerilmesi; 3010 cm™*de alken (C(sp?)-H) gerilmesi; 3955 cm"
L de -CHj; asimetrik gerilmesi; 3920 cm™ de -CH, asimetrik gerilmesi; 3850 cm™*de -CHj
asimetrik gerilmesi ve CH, simetrik gerilmesi; 1739 cm™de Karbonil (C=0) gerilmesi;
1645 cm™de alken (C=C) gerilmesi; 1465 cm™*>de CH3 asimetrik egilmesi; 1371 cm™’de
CHs egilmesi (Semsiye); 1252 cm™de COOH gerilmesi/egilmesi (O-C-C asimetrik
gerilmesi ve OH egilmesi kombinasyonu); 1058 cm™’de C-O gerilmesi ve son olarak 720

cm™*de -(CHy)4- gruplari sallanma hareketi gozlenmistir.

K6k yag numunesi FTIR spektrumunda (Sekil 4.47) sirastyla 3072 cm™ de Alken (C(sp?)-
H) gerilmesi; 3957 cm™*’de -CH; asimetrik gerilmesi; 3923 cm™’de —CH, asimetrik
gerilmesi; 3855 cm™*de -CHs asimetrik gerilmesi ve CH, simetrik gerilmesi; 1727 cm™’de
Karbonil (C=0) gerilmesi; 1680 cm™de alken (C=C) gerilmesi, 1462 cm™’de CHjs
asimetrik egilmesi; 1379 cm™’de CHs egilmesi (Semsiye); 1270 cm™’de O-C(O)-C
gerilmesi, 1071 cm™ C-O gerilmesi ve son olarak 741 cm™de -(CH,)4- gruplar: sallanma

hareketi gozlenmistir.

Corum’un Iskilip ilgesine bagl Yalak Yaylasi mevkisinin rakimi yaklasik 1100 m civaridir
ve bu calismanin gergeklestirildigi bitkiler Yalak Yaylasi’ndan toplanmustir. Literatiire
gore 1100 m rakimda toplanan Primula vulgaris Huds. Subsp. vulgaris bitkisinin sabit yag
orant %0,48’ken, 1200 m rakimda toplanan Primula vulgaris Huds. Subsp. sibthorpii
bitkisinin sabit yag orani %0,58 olarak belirlenmis ve Soxhlet cihazindan dietil eter
¢oziictiliiginde bu ekstraksiyon islemi gergeklestirilmistir [22]. Bu ¢alismada ise 1100 m
rakimda toplanan Primula vulgaris bitkisinin yiizde yag verimleri kok numunesi igin

%2,74, yaprak numunesi i¢in %5,51 ve ¢igek numunesi i¢in %3,97 olarak gerceklesmistir.

Son yillarda en cok arastirilan konular arasinda niikleik asitlerle etkilesime giren yeni
molekiillerin arastirilmasi ve tasarlanmasi, kemoterapide DNA'ya baglanabilen yeni kanser
ilaglarinin gelistirilmesi yer almaktadir. Bu genetik ve kanser hastaliklari kendiliginden
ortaya ¢ikan mutasyonlardan kaynaklansa da dis kimyasal ve fiziksel faktorlerin, ¢evrenin
etkisi oldukca biiyiliktiir. Bu nedenle mutajenlerin etkilerini tersine c¢evirebilecek,
hastaliklar1 Onleyebilecek ve bu hastaliklar1 tedavi edebilecek yeni mutajenlerin

sentezlenmesi i¢in daha fazla 6nem arz etmektedir.

79



Sentezlenen bilesiklerin DNA koruma aktivitesi tayini gergeklestirilmistir. Sabit yag
bilesiklerinin konsantrasyonlari 1 ve 0,5 mg/ml olacak sekilde sulu ¢ozeltileri hazirlandi.
Thermo Scientific pPBR322, en yaygin kullanilan E.coli klonlama vektorlerinden biridir. Bu
sebeple DNA materyeli, E. coli’den izole edilen Thermo Fisher, pBR322 DNA
kullanilmistir. E. coli DNA’st ile sentezlenen bilesiklerin etkilesimleri, UV-VIS
spektroskopisi ve agaroz jel elektroforezi ile karakterize edildi. Sony marka jel yazicisi
kullanilarak sonuglar elde edilmistir. Bu calismada kontrol olarak 1 mg/ml kuarsetin

¢Ozeltisi kullanilmustir.

Sekil 4.52 incelendiginde 1-6 kuyucuklarina fenton igermeyen plazmit DNA ve kok-
yaprak-cicek ¢uha ¢icegi materyalinden elde edilen sabit yaglar igeren ¢ozeltiler ilave
edilmigtir. Numunelerin, Plazmit DNA’y1 pargalamamasi olduk¢a 6nemlidir. Sirasiyla
kuyucuklara 11 mg/ml ve 0,5 mg/ml ¢ozeltileri ¢igek, yaprak, kok seklinde uygulanmustir.
1-6 kuyucuklarindan elde edilen jel goriintiisii incelendiginde bilesiklerin varliginin DNA

hasarina yol agmadigi tespit edilmistir.

7-12 kuyucuklarina da kok-yaprak-¢igek ¢uha ¢icegi materyalinden elde edilen sabit yaglar
iceren ¢ozeltiler ve DNA plazmitin yan1 sira DNA’y1 parcalayan fenton cozeltisi ilave
edilmistir. Burada ama¢ yag numunelerinin bu hasar1 durdurmas: ya da engellemesidir.
Sirastyla kuyucuklara fenton, plazmit ile 1 mg/ml ve 0,5 mg/ml ¢igek, yaprak, kok seklinde
uygulanmistir. 7-12 kuyucuklarindan elde edilen jel goriintiisiinde 2 bant goriilmesi (form |
ve form II) ortamda bulunan g¢igek, yaprak ve kok numunelerine ragmen DNA hasarinin
olustugunu gostermektedir. Negatif kontrolde DNA hasar1 gozlenmemistir. Fentonlu
pozitif kontrolde de DNA hasar1 tespit edilmistir. Kontrol amaciyla 15-16 kuyucuklarina
uygulanan fentonsuz (15) kuersetinin DNA hasarina yol agmadigi ve fentonlu (16)
kuersetinin de ¢icek, yaprak ve kok ¢uha gigegi yag materyallerinin benzer olarak DNA

koruma saglamadig: tespit edilmistir.

Bu sonuglar 1s181inda c¢igek, yaprak ve kok ¢uha ¢icegi yag materyallerinin varliginin
biyolojik sistemlerde DNA hasarina yol agmadigi ve aymi zamanda da olusan DNA

hasarlarina kars1 da koruyucu etki gostermedigi, yani duyarsiz oldugu tespit edilmistir.

Serbest radikaller ile meydana gelebilecek hasarlarin Oniine gecilebilmesi amaciyla
antioksidan bilesiklere bagvurulmaktadir. Sentetik veya dogal bir¢ok antioksidan bilesigi
radikal giderme ajani olarak kullanima sahiptir [120]. Bir bilesigin antioksidan radikal

siiptirme etkisi tayini in vitro olarak uygulanan yontemlerle belirlenmektedir. Bu
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yontemlerin basinda da DPPHe radikalini siipirme yontemi kullanilmaktadir. DPPH
yonteminde mor renge sahip kararli bir bilesik olan DPPHe radikali islem sonrasi
indirgenerek rengi sariya donlismektedir. Bu renk donilisiimi ise 517 nm’de
spektrofotometrik olarak tespit edilmektedir. Koyu mor renkli DPPHe radikali i¢eren
cozelti, antioksidan aktiviteye sahip bir bilesik ile karigtirildiginda kullanilan bilesik
ortama bir hidrojen atomu vermekte ve radikal igceren DPPHe, radikal icermeyen DPPHH
formuna donlismektedir. Bu indirgeme islemi esnasinda mor renk sar1 renge

doniismektedir (Sekil 3.9).

Primula vulgaris bitkisinden elde edilen kok, yaprak ve ¢igek sabit yaglarinin dimetil
stilfoksit igerisinde hazirlanan 1 mg/ml ¢ozeltilerinden 50 pl alinarak DPPHe radikalini
siiptirme etkisi incelenmistir. Bu amagla troloks ve askorbik asit standart materyali
kullanilarak Sekil 4.48’de verilen standart kalibrasyon egrileri olusturulmustur. Primula
vulgaris bitkisinden elde edilen kok, yaprak ve ¢icek sabit yaglarmin DPPHe radikalini
siiptirme etkisi spektrofotometrik olarak standart kalibrasyon egrilerinin kullanilmasiyla
belirlenmistir. Tablo 4.6’da verilen ¢icek, yaprak ve kok numunelerinin antioksidan
miktarlar1 askorbik asit ve troloks esdegeri olarak hesaplanmistir. Elde edilen sonuglara
gore ¢icek yag numunesinde antioksidan miktart troloks esdegeri (0,0326 pg/ul) askorbik
asidin esdegerinden (0,0149 pg/ul) yiiksek oldugu tespit edilmistir. Yaprak yag
numunesinde antioksidan miktar1 troloks esdegeri (0,0272 pg/ul) askorbik asidin
esdegerinden (0,0156 pg/ul) yiiksek oldugu tespit edilmistir. Kok yag numunesinde ise
antioksidan miktar1 troloks esdegeri (0,0407 pg/ul) askorbik asidin esdegerinden (0,0166
ug/ul) yiiksek oldugu tespit edilmistir. Bu sonuglara gére DPPH radikalini siipiirme

etkisinin, troloks esdegerinin tiim yag numunelerinde daha fazla oldugu tespit edilmistir.

Apak ve arkadaslar1 tarafindan gelistirilen CUPRAC yontemi antioksidan aktivite
analizlerinde bagarili bir sekilde uygulanmaktadir. CUPRAC ydnteminde temel olarak 2,9-
dimetil-1, 10-fenantrolin (Neokuproin Nc¢)’in Cu (II) ile olusturdugu bakir (II)-neokuproin
kompleksinin (Cu(ll)-Nc), 450 nm’ de maksimumu absorbans veren bakir (I)- neokuproin
(Cu()-Nc) selatina indirgenme yeteneginden yararlanilarak antioksidan kapasite
hesaplanmaktadir [122]. CUPRAC metodunun toplam antioksidan kapasite (TAC)
analizinde diger elektron transferi (ET) yontemlerinden ayirict avantaji pH’in kolay
ayarlanabilmesi, reajanlarin kolay kullanilabilmesi ve stabil olmasi, basit, diisiik maliyetli
olmasi1 ve hidrofilik antioksidanlarin yaninda lipofilik antioksidanlara uygulanabilmesidir

[125]. Cu (I1) iyonu indirgeyici antioksidan kapasite (CUPRAC) tayini yontemi igin
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askorbik asit ve troloks standart referans maddeleri kullanilarak Sekil 4.49°da verilen
kalibrasyon egrileri elde edilmistir. Elde edilen sonuglara gére (Tablo 4.7), Cu (11) iyonunu
indirgeyici antioksidan aktivite askorbik asit esdegeri c¢icek, yaprak ve kok yag
numunelerinde sirasiyla 0,2054 pg/ul, 0,1917 ug/ul ve 0,2309 pg/ul olarak belirlenmistir.
Cu (I) iyonunu indirgeyici antioksidan aktivite troloks esdegeri ¢icek, yaprak ve kok yag
numunelerinde sirasiyla 0,0005 pg/ul, 0,0005 pg/ul ve 0,0006 pg/ul olarak belirlenmistir.

Primula vulgaris bitkisinden elde edilen kok, yaprak ve ¢igek sabit yaglarinin dimetil
stilfoksit icerisinde hazirlanan 0,5 mg/ml ¢ozeltilerinden 10 pl alinarak Folin-Ciocalteau
(FCR) yontemine gore toplam fenolik bilesik analizi gergeklestirilmistir. Bu amagla Sekil
4.50°de verilen gallik asit standart kalibrasyon egrisi olusturulmus ve kok, yaprak ve cigcek
sabit yaglarinin toplam fenolik madde miktarlar1 belirlenmistir. Tablo 4.8’de gallik asit
esdegeri olarak verilen toplam fenolik madde miktarlar1 incelendiginde kok, yaprak ve

cigek sabit yaglarinin sirasiyla 0,0099 ug/ul, 0,0094 pg/ul ve 0,0086 pg/ul belirlenmistir.

Son olarak toplam flavonoid igerikleri tespit edilmistir. Kuersetin standart referans
maddesi kullanilarak standart kalibrasyon egrisi (Sekil 4.51) olusturulmus ve toplam
flavonoid igerikleri kuersetin esdegerligi olarak hesaplanmistir. Tablo 4.9’da verilen
toplam flavonoid miktarlarina goére cicek, yaprak ve kok yag numunelerinde sirasiyla

0,1674 pglul, 0,2327 pg/ul ve 0,1831 pg/ul olarak tespit edilmistir.

Kullanilan toplam fenolik madde, toplam flavonoid miktari, DPPH radikali siipiirme etkisi
ve Cu (II) indirgeyici antioksidan kapasite yontemleriyle elde edilen antioksidan 6zellikler
degerlendirildiginde DPPH yontemi ile kok yag numunesinde antioksidan miktari troloks
esdegeri 0,0407 ug/ul, toplam fenolik madde antioksidan miktar1 gallik asit esdegeri kok
yag numunesinde 0,0099 pg/ul, toplam flavonoid antioksidan miktar1 kuersetin esdegeri
yaprak yag numunesi 0,2327 pg/ul ve CUPRAC antioksidan kapasite kok yag
numunesinde 0,2309 pg/ul olarak maksimum antioksidan aktiviteler tespit edilmistir. Tim
yontemler kiyaslandiginda 0,2327 pg/ul kuersetin esdegeri ile toplam flavonoid miktari

analizinde en yiiksek antioksidan aktivite tespit edilmistir.
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