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Biberiye Orta Cagdan giiniimiize basta tip olmak iizere parfiim, gida, ilag, vb. bir¢ok
alanda kullanildig1 tarihi kaynaklardan bilinmektedir. Ozellikle tipta antioksidan,
antikanser, antidiyabetik, antiinflamatuar, antimikrobiyal, antifungal, yara iyilestirici, vb.
birgok kullanim1 mevcuttur. Biberiyenin bir¢cok kullanimi antioksidan &zelliklerinin
sayesinde gerceklesmektedir. Antioksidan o6zelliklerinin kaynaklari arasinda ise igerdigi,
karnosik asit, karnosol, kafeik asit, rosmarinik asit sebebiyle gergeklesmektedir.
Biberiyenin yaglari ise oldukga popiiler olup, baslica antioksidan olarak kullanima sahiptir.
Bu calisma kapsaminda Bandirma- Balikesir yoresinden Eyliil ay1 icerisinde toplanan
biberiye Orneklerinin sabit yaglari ve ugucu yaglart soxhlet ve Clevenger ekstraksiyon
sistemleri kullanilarak elde edilmistir. Elde edilen yaglarin karekterizasyonu GC-MS
yontemleri ile gergeklestirilmistir. Biyolojik 6zelliklerinin incelenmesi ise DNA koruma
aktivitesi tespiti, antioksidan analizleri; DPPH yontemi, toplam fenolik madde, toplam
flavonoid miktari, CUPRAC yontemi ile belirlenmistir. Bu ¢alisma, Fitokimya literatiirtine
bircok konuda yararl katkilar saglamistir.

ANAHTAR KELIMELER: Biberiye, Sabit yag, Ucucu yag, Soxhlet ekstraksiyonu, DNA
Koruma Aktivitesi, GC-MS, Antioksidan

Bilim Kod / Kodlar1 : 20114, 20107 Sayfa Sayisi : 65



ABSTRACT

DETERMINATION OF OIL COMPONENTS OF ROSEMARY AND
EXAMINATION OF SOME BIOLOGICAL PROPERTIES
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CHEMISTRY
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Rosemary has been used in medicine, perfume, food, medicine, etc. from the Middle Ages
to the present day. It is known from historical sources that it is used in many areas.
Especially in medicine, it is used as antioxidant, anticancer, antidiabetic, anti-
inflammatory, antimicrobial, antifungal, wound healing, etc. It has many uses. Many uses
of rosemary are thanks to its antioxidant properties. Among the sources of its antioxidant
properties are the carnosic acid, carnosol, caffeic acid and rosmarinic acid it contains.
Rosemary oils are very popular and are used primarily as antioxidants. Within the scope of
this study, volatile oils and essential oils of rosemary samples collected from Bandirma-
Balikesir region in September were obtained using soxhlet and Clevenger extraction
systems. Characterization of the obtained oils was carried out by GC-MS methods.
Examination of biological properties includes DNA protection activity detection,
antioxidant analysis; The amount of total phenolic substances total flavonoids, DPPH
radical assay and the CUPRAC method. This study has made useful contributions to the
Phytochemistry literature on many subjects.

KEYWORDS: Rosemary, Essential oil, VVolatile oil, Soxhlet extraction, DNA Protection
Activity, GC-MS, Antioxidant.
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1. GIRIS

Insanlik tarihi boyunca yapisinda ugucu yag bulunan bitkiler genel olarak gidalarin raf
Omriinii uzatmak ve saklamak icin tercih edilmistir. Son zamanlarda ise gidalara tat ve
koku vermesi agisindan kullanilmistir. Bilim gelistikcede saklama kosullari, gidalarin raf
Omiirlerini uzatma konular1 arastirilmistir [1]. Bitki 6zleri ve baharatlar, antikanser,
antioksidan ve antiinflamatuar Ozellikleriyle insan yasam Kkalitesini ve saghigini
iyilestirmesinde 6nemli bir rol oynamaktadir. Gida sektoriinde, koruyucu etkilerinden
dolay1 her gegen giin ilgi odagi olmaktadir. Bitkilerden elde edilen ugucu yaglarin ¢ogunun
bocek oldiiriicii, antifungal 6zelliklere sahip oldugu bilinmektedir. Bu nedenle farmakoloji,
farmasotik botanik, tibbi ve klinik mikrobiyoloji, fitopatoloji ve gida muhafaza alanlarinda
yogun bir sekilde uygulanmaktadir [2]. Biberiye yogun, aromatik ve yaprak dokmeyen ¢ok
yillik kiigiik bir ¢alidir. Anavatan1 Akdeniz bolgeleridir. Anaromatik bir tiir olan biberiye,
kullanilan kisimlar arasinda yapraklar ve ugucu yag bulunur [3]. Biberiye sifali bitki
olarak, etkinligi biiyilk Olgiide kabul edilen ve aslinda birgok iilkenin resmi
Farmakopesi'nde listelenen sifali bitkiler havuzunda yer almaktadir. Biberiye; hafizayi
iyilestirici bir arag, nérodejeneratif hastaliklara [4] ve hipertansiyona karsi bir ajan [5],
antidepresan [6], antikanser, antiinflamatuar [7], antimikrobiyal [3, 8, 9, 10], antioksidan
[11, 12], vb. gesitli farmakolojik 6zellikler sergilemektedir. Bu son 6zellige iliskin olarak,
biberiye, Avrupa ve Amerika Birlesik Devletlerinde yag ve suyla karigabilen
formiilasyonlar halinde pazarlanan, ticari antioksidan tiirevlerinin kaynagi olarak

kullanilan tek bitki tirtdiir [13].



2. BIBERIYE (ROSMARINUS OFFICINALIS) VE OZELLIKLERI
2.1 Biberiye Bitkisi ve Ozellikleri

Latince adi: Rosmarinus officinalis
Ingilizce adi: Rosemary leaf
Familyasi: Laminaceae (Ballibabagiller)

Orijin iilke: Anayurdu Akdeniz Bolgesidir. Portekiz, Fransa ve bazi1 Avrupa iilkelerinde
bulunur.Lamiaceae/Labiatae familyasinin 6nemli bir tiirii olan biberiye (Rosmarinus
officinalis L.) bitkisi, Akdeniz bolgesinde dogal olarak yetisen tibbi ve aromatik bir bitkidir
[14, 15].Rosmarinus cinsi diinyanin farkli yerlerinde yayilis gosteren R. officinalis, R.
laxiflorus, R. eriocalyx ve R. lavandulaceus tiirlerine sahiptir. R. officinalis’in erectus,
humilis ve albiflorus cesitleri vardir [16]. Biberiye, giiglii bir ana kok ve 50-100 cm bitki
boyu, igne seklinde yapraklar1 ve soluk mavi ¢icekleri olan, her zaman yesil kalan, ¢cok
yillik, ¢ali formunda ve g¢apraz déllenme bitkisidir [17]. Biberiye bitkisinin yapraklari
baharat ve bitkisel ¢ay karisimlar1 olarak kullanilmaktadir. Ayn1 zamanda biberiyeden elde
edilen ugucu yag parfiim, gida ve ila¢ sanayinde kullanilmaktadir [18]. Ayrica biberiye
aromaterapi ve halk hekimliginde yaygin olarak kullanilmasinin yani sira diinyanin farkl
bolgelerinde siis bitkisi olarak da kullanilmaktadir [19, 20]. Biberiye, farmakolojik
ozellikleri iyi tespit edilmis tibbi bir bitkidir. Antioksidan, anti-kanser, antidiyabetik,
antiinflamatuar, antimikrobiyal, antifungal, antimutajenik, antispazmodik, yara iyilestirici,
sa¢ kilcal damarlari1 giliglendiren ve Kkaracigeri koruyan bir maddedir [18, 21].
Yunanistan, Portekiz, Ispanya, Fransa gibi iilkelerde, ugucu yaglarm gida, parfiim,
kozmetik ve ila¢ endistrilerinde kullanim talebini karsilamak amaciyla biberiye
yetistirilmektedir [18]. Pek c¢ok iilke biberiye ihtiyacin1 dogal bitkilerden toplayarak
karsilamaktadir. Tiirkiye'de Mersin ve Adana'nin dogal bitki Ortiisiinden toplanan biberiye
i¢ ve dis pazara sunulmaktadir. Biberiye, bitkiden elde edilen ucucu yaga yonelik
endiistriyel talep nedeniyle son yillarda 6nemli bir tibbi ve aromatik bitki olarak dikkat
cekmektedir. Biberiyenin hem ugucu yagina hem de ilagl yapraklarma olan bu talebin
karsilanmasi amaciyla bitkinin tarla kosullarinda yetistirilmesi giderek Gnem
kazanmaktadir. Geleneksel tipta biberiye, uyarici ve hafif bir analjezik olarak kullanilmig
olup, bas agrisi, zayif kan dolasimu, iltihabi hastaliklar ve iltihaplarin tedavisinde en etkili
bitkilerden biri olarak kabul edilmistir. Biberiye ayn1 zamanda halk hekimliginde koleretik
ve hepotoprotektif bir ajan olarak ampirik olarak da kullanilmistir [22].



2.2 Biberiye Yag ve Ozellikleri
Biberiyenin farmakolojik etkilerinin ¢ogu, karnosol, karnosik asit, ursolik asit, rosmarinik
asit ve kafeik asit gibi ana kimyasal bilesenlerinin yiiksek antioksidan aktivitesinin

sonucudur.

Biberiye esansiyel yagi, antioksidan ve antimikrobiyal aktivitesi nedeniyle, gida
tirtinlerinin raf 6mriinii uzatabilir ve depolama sirasinda kalitesini koruyabilir. Bu nedenle

gida endiistrisinde biyokoruyucu olarak halihazirda kullanilmaktadir [23].

2.2.1 Biberiye Yag Bilesenleri

Biberiye esansiyel yaglarinin kimyasal bilesiminde cografi kokene bagli olarak onemli
farkliliklar oldugu rapor edilmistir [24]. Ayrica, dogal popiilasyonlardan elde edilen
biberiye yaglarmin antioksidan ve antimikrobiyal oOzelliklerinde de farkliliklar tespit
edilmistir. Son varyasyonlarin bolgesel, ¢evresel ve tarimsal kosullara, hasat zamanina,
bitkilerin gelisim asamasina, ekstraksiyon yontemine ve bunlarin degerlendirilmesinde

kullanilan metodolojilere bagli oldugu bulunmustur [25, 26, 27].

Biberiyenin farmakolojik olarak onaylanmis tibbi 6zellikleri arasinda antibakteriyel ve
antioksidan [28, 29], antiviral, antiinflamatuar [30], antifungal, antidepresan [31] ve kanser
hiicrelerine karsi antiproliferatif etkiler, genotoksisitenin olmamasi ve trombin siiresini
uzatma yetenegi yer alir [32]. Spesifik olarak esansiyel yaglarin eklenmesi, salam ve taze
tavuk gibi et Uriinlerinin islenmesinde ve depolanmasinda oksidatif siirecleri etkili bir
sekilde engelleyebilir ve iriiniin organoleptik 6zelliklerini koruyabilmektedir [33].
Biberiye ekstraktlarina gelince, antimikrobiyal ve antioksidan aktiviteler; fenolik asitler,
flavonoidler ve terpenoidler ve 6zellikle karnosik asit ve rosmarinik asitler igermektedir
[34, 35].

Biberiye yag1 igerisinde, sinematoliferum (1,8-sineolde yiiksek igerik), kamforiferum
(kafur; %20) ve verbenoni-ferum (verbenon; %15) baslica bilesenleri igermektedir. Diger
bilesenler ise a-pinen, mirsen, vb. olarak verilebilir [36, 37]. Biberiye esansiyel yagi
(REO), bitkinin karakteristik kokusuna sahip, soluk sari veya renksiz bir sividir ve

genellikle kafur, 1,8-sineol ve a-pinen gibi monoterpenlerden olugmaktadir [38].

Ucgucu yaglarin elde edilmesi su buhari distilasyonu ve ekstraksiyon islemi ile saglanir.
Bitkilerin ¢esitli bolgelerinden iiretilen karigimlardir. Ugucu yaglar, oda kosullarinda sivi,

genelde agik sar1 renkli, keskin kokulu dogal yaglardir. Su ile karistiklarinda suyun tst



kisminda bir tabaka olustururlar. Su ile hareket edebilir. Sulu etanolde ¢oziilebilmeleri

sebebiyle diger yaglardan ayrilan bir 6zelliktedir [39].

Esansiyel yag eldesinde kullanilan yontemler Tablo 2.1°de verilmistir [40, 41].

Tablo 2.1: Yag eldesinde kullanilan yontemler.

1. Damitma (destilasyon) a)Su ile damitma(Hydro distillation)
yontemi: Bilesenleri b)Su buharinda damitma (Steam distillation)
kaynama noktalar1 ¢)Vakum altinda damitma (Vacuum distillation)

arasindaki farklardan
yararlanarak ayirma

islemidir.

2. Ekstraksiyon yOntemi: a) Coziict ekstraksiyonu (Solvent extraction)

Yagin bir ¢oziicli igerisinde b) Siiperkritik sivi ekstraksiyonu (Supercritical fluid
¢ozlindiiriilerek alinmas1 extraction)

islemidir. ¢) Mikrodalga yardimiyla ekstraksiyon (Microwave-

assisted extraction)

d) Sikistinlmig ¢oziicii ekstraksiyonu (Pressurised
solvent extraction)

e) Kati faz mikro ekstraksiyon (Solid phase
microextraction)

f) Cok yonlii ekstraksiyon (Simultaneous distillation
extraction)

3. Presleme yontemi (mekanik ekstraksiyon): Uriiniin bez torba igerisinde hidrolik pres

altinda sikilmasiyla yaglarinin alinmasi islemidir.

2.2.2 Ucucu Yag Bilesenleri

Bitkiler enfeksiyonlardan ve parazitlerden korunmak ve strese yanit olarak karigimina
ucucu yaglar adi verilen diisiik molekiiler ucucu terpenoidleri sentezler. Bir¢ok bitkinin
ugucu yaglar giiglii ve hos bir aromaya sahiptir ve biyolojik olarak aktiftir [42, 43]. Bu
Ozelliklerinden dolayr ugucu yaglar tip ve ilag endistrilerinde, aromaterapi ve
kozmetolojide ve kozmetikte aktif olarak kullanilmaktadir. Dogal gida aromalarinin
tiretimi kural olarak, ugucu yaglar, basta terpenoidler olmak {izere farkli fonksiyonel
gruplara sahip organik maddelerin karmasik bir karisimidir [44]. Esansiyel yaglarin
bilesimi onlarin organoleptik ozelliklerini ve antioksidan dahil biyolojik aktivitelerini
belirler [45, 46]. Farkli ugucu yaglarin bireysel bilesenlerinin incelenmesi, birgok terpenin
antiradikal ve antioksidan aktiviteye (AOA) sahip oldugunu ve iki ¢ift baga sahip siklik

monoterpen hidrokarbonlarin  aktivitesinin, fenol ve a-tokoferolin AOA's1 ile



karsilastirilabilir oldugunu gostermistir [47, 48]. Boylece, a- ve y-terpinenler ve karyofillen
dahil seskiterpen hidrokarbonlar, metil linoleatin oksidasyonunu inhibe etmistir [49, 50]. a-
terpinolen, Sabinen, a- ve y-terpinenler ve antiradikal aktivitenin tahmininde kullanilan
2,2-difenil-1-pikrilhidrazil radikaline goére aktif hidrojen donoérleridir [51]. Birgok ugucu

yagda bulunan sitronelal, neral ve sardunya antiradikal aktiviteye sahiptir.

Son zamanlarda ugucu yaglar ve bunlarin aktif bilesikleri, farmakolojik 6zelliklerinden
dolay1 biiyiik ilgi gormektedir. Esansiyel yaglar, ¢esitli bitki organlarinda sentezlenen ve

cesitli ekolojik islevlere sahip, gii¢lii kokuya sahip ugucu bilesiklerin karigimlaridir [16].

Biyolojik aktivitelerinden dolay1 ucucu yaglarin gida muhafazasinda, koku endiistrisinde

ve aromaterapide faydali oldugu rapor edilmistir [52].

Biberiye esansiyel yagi (REO), bitkinin karakteristik kokusuna sahip, renksiz veya soluk
sart bir sividir ve ¢ogunlukla 1,8-sineol, kafur ve a-pinen gibi monoterpenlerden olusur

[22].

Bir¢ok c¢alisma, ucgucu yaglarin antioksidan ve antimikrobiyal aktivitelerini ele almis
olmasina ragmen, belirli bilesiklerin varlig1 ve igerigi ile bunlarin aktiviteleri ve etki
mekanizmalar1 arasindaki iliski arastirtlmamistir [53, 54]. Biberiyenin gii¢lii antioksidan
ozellikleri temel olarak i¢indeki temel diterpenlere, karnosol ve karnosik asitin yani sira

ugucu yag bilesenlerine atfedilmektedir [55].

Biberiye bitkisinde morfogenetik ve ontogenetik varyabilitenin ugucu yag ve antioksidan
icerigi lizerine etkisini belirlemek amaciyla ylriitilmiistiir. Denemede bitkinin herba,
yaprak, sap ve ¢igek ornekleri ii¢ farkli donemde (sonbahar, ¢iceklenme baglangici ve tam
ciceklenme) hasat edilmislerdir. Denemede en yiiksek ucucu yag orani sonbahar
doneminde alinan yaprak orneklerinde %0,78 olarak belirlenmistir. Bu oranm1 %0,58 ile
ciceklenme baslangict ve %0,49 ile tam cigeklenme donemi yaprak ucucu yag oranlari
izlemistir. Ugucu yagin temel bilesenleri genel olarak borneol, 1,8 cineole ve kafur olarak
bulunmustur. En yiiksek borneol oran1 %23,52 ile tam ¢iceklenme déneminde ¢iceklerden
elde edilen hasadindan elde ugucu yagda bulunurken, bunu %20,91 ile tam ciceklenme
donemi ve %20,45 ile sonbahar donemi herba ugucu yaglar izlemistir. En yliksek
antioksidan igerigi 25,29 mmol Fe*’/kg ile sonbahar déneminde hasat edilen bitkilerin

yapraklarindan elde edilmistir [56].



Yang ve ark (2011), biberiye ugucu yaginin bilesikleri i¢in yapilan arastirmada yagda 27
bilesigin %97,41°1 karakterize edilmistir. Ugucu yagin en yiiksek bilesikleri %26,54 1,8-

sineol ve %26,54 a-pinen oldugu saptanmistir [57].

Salido ve ark (2003), biberiyeden olusan ugucu yag bilesenleri mevsimlere gore degistigini
belirten arastirmada 12 numune arastirilmigtir. En fazla yag veriminin (%1,6-1,8) yaz
aylarinda toplanan biberiyeden elde edilmistir. Ayrica diger donemlerde toplanan yaglarin
bilesiklerin kafur (%17,2-34), a-pinen (%10,2-21,6), 1,8-sineol (%12,1-14,4), kamfen
(%5,2-8,6), borneol (%3,2-7,7), B-pinen (%2,3- 7,5), verbenon (%2,2-5,8), B-karyofilen
(%1,8-5,1), limonen (%2-3,8), a-terpineol (%1,2-2,5), mirsen (%0,9-4,5), p-simen (%0,2-
3,4), bornil asetat (%0,2-2,3), linalol (%0,3-1) ve terpinen-4-ol (%0,4-0,9) olarak
saptanmigtir. Bu durumun farkli donemlerde toplanmalarindan dolayr oldugunu

bildirmislerdir [58].

Conde-Hernandez ve ark (2017), biberiye yagiin verimine baktiklarinda en diistik verimi
%0,35 ile su distilasyonundan oldugu en fazla verimi %2,35 ile buhar distilasyonundan
oldugunu belirtmislerdir. Biberiye yagi’nin en ¢ok bilesikleri olan 1,8-sineol siiper kritik
karbondioksit kosullarinda %10,60 iken buharli distilasyonda %15,36, su buhart
distilasyonun da ise %12,59 oldugunu belirtmislerdir [59].

Boutekedjiret ve ark (1999), Buharli distilasyon ile %1,2 verim, su buhari distilasyonu ile
%0,44 verim oldugunu belirtmislerdir. Buharli distilasyonda sirayla % 52,4 1,8-sineol,
%12,6 kafur, %2,1 a-terpineol tespit edilirken, su buhari distilasyonunda sirayla %31,9
1,8-sineol, % 19,7 kafur, %12,18 a-terpineol oldugunu belirtmislerdir [60].

Ugucu yaglarin igerik bakimindan 4 gruba ayrilabilir. Bunlar terpenik maddeler (%90),

aromatik maddeler, diiz zincirli hidrokarbonlar, kiikiirt ve azot i¢eren bilesiklerdir.

2.3 Biberiyenin Antioksidan Etken Bilesenleri

Biberiye bitkisinden elde edilen esansiyel yag ve ekstresinin kimyasal bilesenleri farklilik
gostermektedir. Yapilan aragtirmalarda biberiye esansiyel yaginin ana bilesenleri verbenon,
kafur, 1,8-sineol, a-pinen, sabinen, kamfen, borneol, B-karyofilen, a-terpineol, karnosol,
karnosik asit, bornil asetat, linalol, limonen, [61]; biberiye ekstresinin ise isorosmanol,
rosmadial, rosmanol epirosmanol, rosmaridifenol, rosmariquino ve rosmarinik asit olarak
bulunmustur [62]. Biberiye ekstresindeki 9 fenolik bilesik antioksidatif etkide olup
kimyasal bilesen yapilar1 Sekil 2.1°deki gibidir [63]. Bazi arastirmacilar tarafindan biberiye



esansiyel yaginin antioksidatif etki 6zellikleri belirlenmis olmasina ragmen Kkafur, a-pinen,
1,8-sineol ve verbenon gibi esansiyel yag kimyasal bilesenlerinin antimikrobiyal
aktivitesinin fazla oldugunu sdéylemislerdir [17]. Biberiye bitkisinden elde edilen esansiyel
yag ve metanol ekstrelerinin antimikrobiyal etki 6zelliklerinin incelendigi arastirmalarda,
metanol ekstresinin esansiyel yaga gore daha az antimikrobiyal etki 6zelligi gosterdigini

belirtilmistir.
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Sekil 2.1: Biberiyenin antioksidan etkili bilesenleri.

Biberiye bitkisinin farmakolojik etmenlerinin ¢ogunlugu, rosmarinik asit, karnosol, ursolik

asit, karnosik asit ve kafeik asit gibi ana kimyasal bilesiklerinin yiiksek antioksidatif



etkisinin sonucudur. Biberiyenin giiclii antioksidan 6zellikleri temel olarak i¢indeki ana
diterpenlere, karnosol ve karnosik asitin yani sira ugucu yag bilesenlerine de
atfedilmektedir. DNA koruyucu etkisi 6nemli farmakolojik etkilerdendir [64]. Biberiye
metanol ekstrakti, karbon tetrakloriiriin (CCls) neden oldugu akut karaciger hasaria karsi
etkili olmustur [65] ve biberiye suyu ekstrakti, siganlarda azatioprin kaynakli akut
karaciger hasarmi 6nleyebilmektedir. Biberiyenin metanol ekstrakti ayn1 zamanda CCl,’{in
neden oldugu karaciger sirozunun hem onlenmesi hem de geri dondiriilmesi deneysel

modellerinde hepatotoksisiteyi 6nleyebilmektedir [66].

2.3.1 Biberiyenin Antioksidan Aktivitesi Uzerine Yapilan Cahsmalar

Bir¢ok diterpen molekiilii ve tiirevlerini igeren biberiye ekstrakti, yiyecek ve iceceklerde,
kisisel bakim {iriinlerinde ve hayvan yemlerinde sivi ve kat1 yaglar stabilize etmek i¢in
siklikla kullanilmaktadir. Bitki metabolitleri arasinda karnosik asit ana aktif bilesik olarak
kabul edilmektedir [67]. Alt1 biberiye klonal soyundan elde edilen farkli bitki metabolit
havuzlari, karnosik asit iceriginin belirleyici etken oldugunu arastirmak ig¢in
degerlendirilmistir. Ek olarak, biberiye ekstraktindan karnosik asidin secici olarak
uzaklagtirllmasiyla, karnosik asitten ve biberiye ekstraktinin karnosik asit igermeyen
kismindan gelen bireysel katkilar ayr1 ayri degerlendirilmistir. Bitki ekstraktlarinin
antioksidan aktivitelerini degerlendirmek amaciyla bir¢ok in vitro metod gelistirilmistir. In
vitro yontemler, yeni antioksidan igerikleri taramak ve ilk fonksiyonel bilgileri elde etmek
icin harika araglar olsa da, bu yontemler normalde bilesenlerin gidalardaki lipit
oksidasyonunu yavaglatma yetenekleriyle iyi bir korelasyona sahip degildir [68]. Belirli bir
gida sistemindeki bilesenlerin ¢oziiniirliigii, bilesenlerin oksidasyona yatkin bolgelerdeki
yerel konsantrasyonlari, bilesen etkilesimleri, 1s18a/oksijene maruz kalma seviyeleri ve
kotii kosullar altinda kimyasal stabilite gibi diger faktorlerin tiimii performansi
etkileyeceginden biberiye ekstrakti ve karnosik asidin antioksidan aktiviteleri bu amagla
kullanilmigtir [69]. Dogal antioksidan iiriinler, ozellikle fitokimyasallar, etkinlikleri ve
giivenlikleri nedeniyle diinya ¢apinda popiilerlik kazanmis ve ¢esitli patolojik karaciger

durumlarini tedavi etmek i¢in daha yaygin kullanilmaya baglanmistir [70].
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Sekil 2.2: Biberiye yapraklarinda bulunan ana bilesiklerin kimyasal yapilari, antioksidanlar
(rosmarinik asit, karnosik asit ve karnosol) ve ugucu yaglara (kafur, 1,8-sineol, a-pinen,
borneol ve a-terpineol) boliinmistiir. @) Antioksidan, b) Esansiyel yag
Antioksidanlar (AO), lipitlerin ve diger biyomolekiillerin oksidasyonunu inhibe edebilen
veya geciktirebilen bilesiklerdir. Radikaller tarafindan oksitleyici bir zincir reaksiyonunun
baslatilmasini engeller veya yayilmay1 sondiiriirler. Bu reaksiyonlar insan viicudunda
kanser veya kardiyovaskiiler hastaliklar gibi fonksiyonel hasarlara neden olabilir.
Antioksidanlar indirgeyici davraniglari, hidrojen verici veya singlet oksijenin sondiiriilmesi
gibi redoks ozelliklerinden dolayr bu siireci 6nleyebilmektedir [71]. Karnosol (CA) ve
rosmanol, karnosik asidin oksidatif parcalanmasiyla olusur ve baglangigta yapraklarda
bulunmaz. Dolayisiyla bu bilesikler ekstraksiyon siirecinin yapay frlnleridir. Bu
antioksidanlarin kimyasal yapilar1 Sekil 2.2'de gosterilmektedir [72]. Yapraklardaki bu
antioksidanlarin icerigi mevsimsel degisikliklere, cevresel etkilere, tiirlere ve biiyiime
kokenine gore degisiklik gostermektedir. Literatiirde karnosik asit igerigi 1 g biberiyede 4
ile 30 mg arasinda degismektedir. Yapraklardaki rosmarinik asitin kiitle konsantrasyonu 2
ile 25 mg/g arasindadir [73]. Ancak bu bilesikler sadece antioksidan aktivite gostermezler.
Rosmarinik asit ayrica antiviral, antibakteriyel, antiinflamatuar ve kemo-koruyucu
ozellikleriyle de bilinir. 2010 yilindan bu yana biberiye ekstraktlar1 Avrupa Komisyonunca
gida katki maddesi olarak siniflandirilmakta ve E392 numarasi verilmektedir. Gida katki
maddeleri agisindan kismen kisitlanan yapay antioksidanlara alternatif olabilirler.
Butillenmis hidroksianizol (BHA; E320) ve butillenmis hidroksitoluen (BHT; E321) gibi

sentetik antioksidanlar zararlidir ve potansiyel kanserojenlerdir [74]. Bu nedenle dogal



bitki ekstraktlariin gida endiistrisinde dogal antioksidan olarak kullanilmasi énem teskil

etmektedir.

Maddelerin toplam antioksidan aktivitesini belirlemek i¢in ¢esitli prosediirler vardir.
Ornegin; DPPH tahlilleri [75], Folin-Ciolteau tahlilleri [76] ve digerleri gibi
spektrofotometrik yontemler. Toplam antioksidan siipiirme aktivitesini aragtirmak i¢in hizli
ve kolay bir yontem olmasi nedeniyle 2,2-difenil-1-pikrilhidrazil (DPPH) analizleri
secilmistir. Ayrica deneysel prosediir, analiz deneylerine gore kolayca ve hizli bir sekilde
ayarlanabilir ve 6zellestirilebilir. ilk olarak Blois tarafindan bilesiklerin toplam antioksidan
aktivitesini belirlemek igin gelistirilmistir. DPPH, metanol veya etanolde ¢oziinebilen,
serbest radikal molekiillerinden meydana gelen koyu renkte bir tozdur. Eslenmemis bir
elektronun varligindan dolay1 515 nm civarinda bir dalga boyunda giiclii bir absorpsiyon
maksimumuna sahiptir. Bu elektron bir antioksidanin (hidrojen dondrii) varliginda
eslestiginde emilim giicii azalir. Mordan saritya dogru bir renk degisimi gozlemlenebilir
(Sekil 2.3). Absorbanstaki degisime bagl olarak olusan bu renk degisimi, bilesiklerin
antioksidan aktivitesini belirlemek i¢in kullanilabilir [77]. Tekrarlanabilir sonuglar elde
etmek i¢cin DPPH ve antioksidanin reaksiyon kinetigini arastirmak 6nemlidir. Reaksiyonun

kararli duruma ulagmasi igin gegen siire antioksidan bilesige baglidir [75].
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Sekil 2.3: DPPH radikali (mor) ile nétrlestirilmis DPPH molekiiliinii (turuncu) veren bir
antioksidan arasindaki reaksiyon. Karsilik gelen UV/VIS spektrumlari da gosterilmektedir.
Reaksiyon sirasinda 518 nm'de absorbansta dnemli bir azalma goriiliir ve reaksiyonu takip

etmek i¢in kullanilabilir [78].

2.4 DNA Koruma Aktivitesi Ile Ilgili Yapilan Cahsmalar

Canli hiicrelerde, hiicre i¢i reaktif oksijen tiirlerinin olusumu, hiicrelerin antioksidan
kapasitesini agtiginda oksidatif stres ortaya ¢ikabilir ve bunun sonucunda proteinler, lipitler
ve DNA gibi hiicresel makromolekiiller zarar gorebilir [79]. DNA, hiicresel homeostazi
bozabilecek kiimiilatif mutasyonlar yaratma potansiyeli nedeniyle 6zellikle hassas bir
hiicresel hedeftir. Bu durumda reaktif oksijen cinsleri tek ve cift zincir kirilmalarinin
olugsmasina neden olabilecegi gibi piirin ve pirimidin bazlarinda ve ayrica 2-deoksiribozda
kimyasal ve yapisal modifikasyonlara neden olabilir [80, 81]. Oksidatif DNA hasari,
normal yaslanma siirecinde rol oynamasinin yani sira, kanserin 6nemli bir tetikleyicisi
olarak kabul edilmektedir [82]. Rosmarinik asit, biberiye gibi bir¢ok bitkide bulunur ve
tedavi edici degeri, antioksidan, antiinflamatuar, anti-bakteriyel ve anti-viral 6zelliklerine
atfedilmektedir [83]. Bu bilesiklerin tiimii i¢in noroprotektif etkiler aragtirilmistir [84]. Bu
durum fitokimyasallarin potansiyel koruyucu rollerini aciga g¢ikarmaktadir. Ayrica, bu
bilesiklerin bazilarin1 kullanan c¢alismalar, bunlarin farkli hiicre tiplerini oksidatif DNA
hasarina karsi koruma yeteneklerini ortaya koymustur [85]. Bununla birlikte, DNA

onarimint giiclendirerek mi yoksa sadece oksidatif DNA hasarin1 6nleyerek mi hareket
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ettikleri hala bilinmemektedir. Comet tahlilini kullanarak bu polifenolik bilesiklerin PC12

hiicrelerini oksidatif DNA hasarina karsi koruma potansiyeli degerlendirilmistir [86].

2.6 GC-MS (Gaz Kromatografisi-Kiitle Spektroskopisi) Analiz Metodu

GC-MS sivi, gaz veya kati numuneleri incelemek i¢in kullanilabilir. Analiz, numunenin
etkili bir sekilde gaz fazina buharlastirildigi ve sabit (s1v1 veya kati) bir fazla kaplanmig bir
kilcal kolon kullanilarak ¢esitli bilesenlerine ayrildigi gaz kromatografi ile baglar.
Bilesikler helyum, hidrojen veya nitrojen gibi inert bir tasiyict gaz tarafindan itilir.
Karisimin bilesenleri ayrilirken her bilesik, kaynama noktas1 ve polaritesine bagli olarak
kolondan farkli bir zamanda ayrilir. Eliisyon siiresi bir bilesigin alikonma siiresi olarak
anilir. GC, yiizlerce bilesik igceren karmagik karisimlar1 veya ornek ekstraktlart ¢ozme
kapasitesine sahiptir. Bilesenler GC kolonunu terk ettikten sonra, elektron veya kimyasal
iyonizasyon kaynaklar1 kullanilarak kiitle spektrometresi tarafindan iyonize edilir ve
pargalanir. Iyonize molekiiller ve parcalar daha sonra cihazin genellikle dért kutuplu veya
iyon tuza@: olan kiitle analizorii araciligryla hizlandirilir. Iyonlarin farkli kiitle-yiik (m/z)
oranlarina gore ayrildigi yer burasidir. GC-MS veri toplama, genis bir m/z orani araligini
kapsayacak sekilde tam tarama modunda veya belirli ilgilenilen kitleler i¢in veri toplamak
amactyla secilmis iyon izleme (SIM) modunda gergeklestirilebilir. Siirecin son adimlari,
m/z oranlarinin bir fonksiyonu olarak ortaya ¢ikan pargalanmig iyonlarla iyon tespitini ve
analizini igerir. Bu arada pik alanlan karsilik gelen bilesigin miktariyla orantilidir.
Karmagik bir numune GC-MS ile ayrildiginda, gaz kromatograminda bircok farkli tepe
noktasi tUiretilecek ve her tepe noktasi, bilesigin tanimlanmasi i¢in kullanilan benzersiz bir
kiitle spektrumu {tretecektir. Ticari olarak temin edilebilen kapsamli kiitle spektrumu
kiitiphaneleri kullanilarak, bilinmeyen bilesikler ve hedef analitler belirlenebilir ve
olgiilebilir. Ornek hazirlanmasi, GC-MS analizlerine yonelik numunelerin genellikle gaz
kromatografina yerlestirilmeden dnce karmagik ve kirli matrislerden ayrilmasi gerekir. Gaz
kromatografisinden once siklikla farkli manuel ve otomatik numune ekstraksiyon islemleri
kullanilir. Bu islemler numune matrisine, gereken segicilik derecesine ve numunelerin
baslangictaki temizligine bagli olarak farklilik gésterir. Bir GC-MS’e numune enjeksiyonu
ile otomatik ¢evrimi¢i numune hazirlama, birgok temel ve daha karmasik manuel numune
isleme operasyonunun yerini alabilecek robotik otomatik numune alma cihazlar
araciligiyla miimkiindiir. Gaz kromatografi kolonu, GC siitunlari, bir gaz kromatografi
analizinin sabit fazin1 ve ayirma aracini temsil eder. Sabit faz, farkl bilesiklerin kolondan

farkli zamanlarda yeterli sekilde ayrilmasini ve eliisyonunu saglar. Ucgucu organik
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bilesiklerin (VOC’ler) veya dioksinlerin belirlenmesi gibi farkli uygulamalar i¢in farkl
sabit fazlara sahip farkli tipte kolonlar kullanilabilir. Polar veya polar olmayan bilesikleri
ayirmak veya numuneleri farkli hizlarda islemek i¢in tasarlanabilirler. Siitunlarin sabit faz
bilesiklerini salmamasi1 6nemlidir, bu nedenle ortaya ¢ikan kromatogramda bazen diisiik
sizint1 olarak anilan minimum arka plan sinyali saglanir. GC kolon malzemesinin inertligi
de numuneyle istenmeyen kimyasal etkilesimleri onlemek amaciyla dikkate alinmasi
gereken kritik bir faktordiir. Gaz kromatografi uygulama alanlari, GC-MS, gidalardaki
potansiyel toksik kimyasallarin tespitinden sudaki organik kirletici maddelerin miktarinin
belirlenmesine veya petrol isleme sirasinda petrol iirlinlerinin analizine kadar g¢esitli
uygulamalar i¢in kullanilabilir. GC-MS analizi, yedigimiz yiyeceklerin ve igtigimiz
iceceklerin giivenligini ve orijinalligini saglamanin ayrilmaz bir parcasidir. Sekil 2.4’te gaz

kromatografisi ekipmanlar1 gosterilmistir [87].
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Sekil 2.4: Gaz kromatografisinin bolimleri [87].

2.7 Ucucu Yaglarin Bilesenlerin Analizinde GC-MS Yoéntemi

GC-MS yontemi kromatografik bir analiz metodudur. Kromatografi, karisik kimyasal
bilesimlerin bibirinden ayrilmasi, tespiti ve taninmasinda ¢ok kullanilan bir metodtur. Bu
metodlar GC-MS yontemi uygunluk, duyarlilik, tekrarlilik ve sonuglarin hizli elde
edilebilmesi gibi, diger metodlara gore iistiin yanlar1 vardir. Ayrica nanogram seviyesinde
bile miktar analizi yapilabilmesinden dolayr hem farmasétik preparatlarda hem de

biyolojik ortamlarda miktar tayinlerinde kullanilmaktadir. Gaz kromatografisi metodu,
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ucucu olan maddelerin belirli bir sicaklikta, tasiyici bir gaz ile sabit faz icinde ayrilmalari
esasina dayanir. Hareketli fazin amaci sadece maddeleri tasimaktir. Sabit faz ise bir kati

veya bir kat1 yilizeyine adsorplanmis sivi olabilir [87].
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3. MATERYAL VE YONTEM
3.1 Materyal

3.1.1 Cahsmada  Kullamlan Bitkilerin = Numunelerinin  Hazirlanmasi  ve

Karakterizasyonu

Balikesir’in Bandirma ilgesinde eyliil ay1 2023 yilinda dogal olarak yetisen biberiye bitkisi

toplanmustir. Rosmarinus officinalis biberiye bitkisi tiirii Balikesir Universitesi Necatibey
Egitim Fakiiltesi Matematik ve Fen Bilimleri Egitim Boliimii Biyoloji Anabilim Dali
Ogretim Uyesi Dog. Dr. Taner OZCAN tarafindan belirlenmistir [88]. Toplama islemi
sirasinda bitkinin siirdiiriilebilirlik ilkesi geregince floraya hasar vermeden yapilmis ve
biberiyenin kullanacagimiz kisimlarinin zarar gérmemesi adina dikkatli davranilmistir. Her
bolgede toplanan biberiye numuneleri 100-200 gr arasindadir. Toplanan biberiyeler kok
kismindaki topraklar temizlendikten sonra zemine yayilarak uygun kosullarda (oda
sicakliginda ve golgede) kurumaya birakilmistir (Sekil 3.1). Kurutulan biberiye numuneleri
yapilacak laboratuvar arastirmalarina kadar agzi klipsli seffaf numune posetlerinde
muhafaza edilmistir. Bitki materyallerinin toplandig1 yerde GPS yardimu ile yerin enlem ve
boylami1 40.27952, 28.05145 olarak Slgiilmiistiir.

Sekil 3.1: Toplanan biberiye numuneleri.

3.1.2 Cahsmada Kullanilan Kimyasallar ve Alet EKipmanlar

Calismada kullanilan tiim kimyasallar analitik safliktadir. Hegzan, kloroform, DPPH (1,1-
difenil 2-pikril hidrazil), vb. Sigma Aldrich Co. firmasindan temin edilmistir. Clevenger ve
sokslet cihazi (Ildam N.S 45/40 250 M1 Boro 3.3), yiiksek hizli rotorlu dgiitiicii (RETSCH
ZM 200), Rotary Evaporatdr (heidolph Laborota 4001), Infrared (IR) spektroskopisi
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(Perkin Elmer Bx 2 Ftir), Elisa okuyucu (multiskan go), GC-MS kromatografi cihazi
(THERMO, Triplus RSH Trace1310-1SQ LT), Agaroz Kromatografisi (Major Science), jel
yazicisi(Sony), Etiiv (Memmert), Hassas Terazi (Sartorius Te214s).

3.2 Yontem

3.2.1 Bitkisel Materyalin Hidrodistilasyonu

Kurutulan bitki ornekleri yiiksek hizli rotorlu 6giitiicii (RETSCH ZM 200) yardimu ile
12000 rpm de daha kiiciik pargalar haline getirilmistir (Sekil 3.2). Toz biberiye numuneleri
1000 ml hacimli cam balona alinip iizerine saf su eklenmis ve biberiye numunesinin saf sui
le daha 1iyi karigsmasi amaciyla balon iyice calkalanmis ve clevenger cihazina
yerlestirilmistir (Sekil 3.3). Toz biberiye numunelerine eklenen saf su miktarlar1 Tablo
3.1’de verilmistir. Cam balonun yerlestirildigi 1sitict mantonun (Isolab, Wertheim,
Almanya) sicaklik degeri 250°C’ye ayarlanmigtir. Ortalama 5 saat boyunca su buhari
distilasyon teknigi ile oziitlenerek, ucucu yaglarin elde edilmesi saglanmistir. Distilasyon
islemi sonlandiktan sonra Clevenger aparatinin bdlmesinde biriken ugucu yaglar eppendorf
tiiplerine alinmistir ve Kalsiyum kloriir ile kurutulmustur. Elde edilen ugucu yag tiipiin {ist
kisminda toplanmis ve bir pasteur pipet yardimi ile baska bir eppendorf tiipiine
aktarilmugtir. In vitro ortamda kimyasal bilesiminin, karakterizasyonunun ve bazi biyolojik

ozelliklerinin incelenmesi amaciyla +4°C’de saklanmustir.

Sekil 3.2: Toplanan biberiyenin 6giitiilmesi.

16



Sekil 3.3: Clevenger cihazinda safsu ile biberiye 6rnegi.

Tablo 3.1: Biberiye bitkisi miktarina gore kullanilan saf su miktari.

Biberiye Bitkisi Ugucu Yag Eldesinde
Miktari (g) Kullanilan Safsu Miktari(ml)
112¢ 560 ml
82¢ 415 ml
88 ¢ 440 ml
98 ¢g 490 ml
105 g 525 ml
102 g 510 ml

3.2.2 Bitkisel Materyalin Ekstraksiyonu

Kurutulmus ve ogiitiilerek ¢ok kiiciik parcalar haline getirilen biberiye 6rnekleri belirli
miktarlarda tartilarak siizge¢ kagidi 40x40cm ile sarilmigtir. Stizge¢ kagidinin iist ve alt
kisimlar siki bir sekilde katlanarak sokslet cihazina yerlestirilmistir. Cam balona 250 ml
¢oziicii (hegzan, kloroform) eklenerek 1sitict mantonun (Isolab, Wertheim-Almanya)
sicaklik degeri 250°C’ye getirilmistir. Yaklasik 5 saat boyunca ekstraksiyon yontemi ile
Oziitlenerek, sabit yaglar elde edilmistir (Sekil 3.4).
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Sekil 3.4: Sokslet ekstraktoriinde sabit yaglarin eldesi.

Cam balonda toplanan sabit yag-¢oziicii karigimi evaporasyon islemine tabi tutularak

¢oziiciisii buharlastirilmustir (Sekil 3.5).

Sekil 3.5: Biberiye sabit yagi-hegzan karigimi evaporasyon islemi.
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3.2.3 GC-MS Analizi

3.2.3.1 Ucucu Yag Bilesenleri Tayini

Ugucu yag numunesi kalsiyum kloriir kurutucu ajan igeren siringa igerisinden
diklorometan ile gegirildi. Son hacim 2 ml’ye tamamlanarak GC-MS cihazina (THERMO,
Triplus RSH Tracel310-I1SQ LT) yiiklendi.

Analiz, “Thermo Trace 1310 GC ISQ Single quadrapol kiitle spektroskopisi (Thermo
Fisher Scientific, Austin, TX) ile gergeklestirilmistir. Ornekleme Parametreleri: Ornek
hacmi (ul): 1,000, piston vuruslart: 2, hava ve dolum hacmi: otomatik. Enjeksiyon oncesi
yikama parametreleri: Coziicii dongiileri: 3 ve ¢dziicii hacmi (ul): 1,700. Ornek yikama
parametreleri: Durulama dongiileri: 3, Durulama hacmi (ul): 1,700, GC firin sicaklik
programi: 80 °C'de 2 dakika bekletildikten sonra sicaklik dakikada 4 °C artirilarak 240
°C'ye ¢ikarildi. 240°C’de 50 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 sicakligi 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 kullanildu.

3.2.3.2 Sabit Yag Bilesenleri Tayini

Tiirevlendirme: Gaz kromatografisi ile yag asitlerinin tayin edilebilmesi i¢in bilesenlerin
ucucu forma doniistiiriilmesi, yani metil ester tiirevlerine doniistiiriilmesi gerekmektedir.
Bu sebeple, analizi gergeklestirilecek sabit yag numuneleri, metilasyon reaksiyonu ile
ucucu forma getirilmistir. 0,1-0,3 ml yag numunesi, 15 ml’lik cam kapakli deney tiipiine
alinmis, lizerine 10 ml n-hekzan ilave edilmistir. Deney tlipii vorteks ile kuvvetlice
karistirllmistir. Deney tiipii igerisine metanol igerisinde hazirlanmis 2M potasyum hidroksit
cozeltisinden yaklasik 0,5 ml ilave edilmistir. Deney tiipli vorteks ile siddetli bir sekilde
karistirilarak 2 faz olusumu beklenmistir. Tiipilin i¢erisinde 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-ISQ LT) yiiklenmistir.

Analiz, “Thermo Trace 1310 GC ISQ Single quadrapol kiitle spektroskopisi (Thermo
Fisher Scientific, Austin, TX) ile gerceklestirilmistir. Ornekleme Parametreleri: Ornek
hacmi (pl): 3,000, piston vuruslari: 2, hava ve dolum hacmi: otomatik. Enjeksiyon Oncesi
yikama parametreleri: Coziicii dongiileri: 3 ve ¢dziicii hacmi (pl): 3,500. Ornek yikama

parametreleri: Durulama dongiileri: 3, Durulama hacmi (ul): 3,000, GC firin sicaklik
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programi: 80 °C'de 2 dakika bekletildikten sonra sicaklik dakikada 4 °C artirilarak 240
°C'ye cikarildi. 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 kosullart: Iyon kaynagi ve dedektdr sicakligi 250 °C, kiitle tarama aralign 55-550
(amu). Analizden elde edilen zirveleri belirlemek i¢in Ulusal Standartlar ve Teknoloji

Enstitiisii (NIST), Wiley 9, Redlip, Mainlip ve WinRI kiitiiphaneleri kullanildi.

3.2.4 DNA Koruma Aktivitesi Tayini

DNA koruma aktivitesi, Akkemik ve arkadaslar1 tarafindan kullanilan yonteme gore
gerceklestirilmistir. pPBR322 plazmid DNA’s1, Fenton ¢ozeltisinin zararl etkilerini ve
biberiye sabit yaglarinin ve ugucu yaglarinin DNA konformasyonu iizerindeki koruyucu
etkisini tespit edilmesi amaciyla kullamlmustir. Her bir yag numunesinin 1 mg ml™’lik
dimetilsiilfoksit ¢ozeltileri hazirlandi. Her bir yag numunesi i¢in tek farkli konsantrasyon
(1 mg ml™") uygulanarak deney tasarimi igin negatif (sadece plazmid DNA) ve pozitif
kontrol (Fenton + plazmid DNA) gruplar1 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 ul 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/1) biberiye sabit yaglarmnin
ve ucucu yaglarinin ¢dzeltisi alinarak son hacim distile su ile 20 pl’ye tamamlandi. Daha
sonra bu karigim 37 °C'de 30 dakika inkiibe edildi. Inkiibasyonun ardindan reaksiyon
karisimina 5 ul 6x yiikleme boyasi ilave edildi. Karisimin 10 pl'si alind1 ve EtBr (etidyum
bromiir) ile lekelenmis %0,8 agaroz jeline yiiklendi. Agaroz jeli 100 voltta 60 dakika

calistirildi. Daha sonra jel goriintiileme cihaz ile jel goriintiisii alind1 [89].

3.2.5 Antioksidan Aktivitesi Tayin Yontemleri

3.2.5.1 DPPH Radikalini Radikal Siipiirme Yoéntemi

DPPH aktivitesi Villana ve arkadaslarinin yontemi kullanilarak belirlenmistir. Her bir
numunenin  (mono-di-tri-tetra) 1 mg/ml ¢o6zeltileri hazirlanmistir. Bu  ¢ozeltiler
seyreltilerek farkli konsantrasyonlardaki aktiviteleri ¢alisilmistir. Numune ¢ozeltisinden 50
ul ve 0,01 mM DPPH'den 250 pl (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.
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Standart ¢ozeltiler i¢in 0,2; 0,5; 1; 2; 4 ng askorbik asit ve troloks igeren cozeltiler
hazirlandi. Asagida DPPHe radikalinin indirgenmesi ile serbest radikal gideriminin

reaksiyon semasi verilmistir.

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

Sekil 3.6: DPPHe radikalinin indirgenmesi ile serbest radikal giderimi.

3.2.5.2 Toplam Fenolik Madde Analizi

Fenolik bilesik igerigi i¢in Folin-Ciocalteau (FCR) yontemi modifiye edilerek kullanildi
[90]. Toplam fenolik igerik deneyleri igin 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
icin 133,3 pul FCR +133,3 pul %10 Na,COs eklendi ve son hacim 500 pl’ye saf su ile
tamamlandi. Standart c¢ozeltiler icin 0,1; 0,25; 0,5; 1; 2; 4; 6; 8 pg gallik asit igeren

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

3.2.5.3 Toplam Flavonoid Analizi

Bu teknik; Singleton ve arkadaslari tarafindan toplam fenoldeki antioksidanlarin seviyesini
6lgmek amaciyla olusturulmustur [91]. Yontemin temel fikri, elektronlarin fenolik ve diger
indirgeyici kimyasallardan molibdene taginmasidir. 750—-765 nm'de mavi kompleks tiretimi
spektrofotometrik olarak oOlgiiliir [92]. Son ¢alismalar gallik asit yerine tannik asit,
Klorojenik asit, kafeik asit, protokatesik asit, vanilik asit ve ferulik asit ikame etmistir; buna
ragmen gallik asit siklikla referans bilesen olarak kullanilmakta ve sonuglar gallik asit
esdegeri olarak verilmektedir [76]. FCR yOntemi, bir gidanin veya bitki ekstraktinin

antioksidan igerigini degerlendirmenin basit, giivenilir ve tekrarlanabilir bir yoludur. Ticari
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FCR reaktifine erisilebilir. Rutin uygulamalarda zorluk oraninin yavas olmasi, sulu fazda
bulunmasi nedeniyle lipofilik bilesiklere uygulanamamasi ve fenolik bilesiklerin sadece

bazik ortamda reaksiyona girmesi yontemin dezavantajlaridir [93].

Herbir yag numunesinde toplam flavonoid miktarlari Giilgin vd. tarafindan Onerilen
yontem modifiye edilerek kullanilmistir [94]. Sabit ve ugucu yag ¢ozeltileri (1 mg/ml’lik
¢ozeltiden 25 ul), %10 aliiminyum kloriir ve %5°lik sulu sodyum nitrit ve 1 N sodyum
hidroksit igeren ¢ozelti karisimi reaksiyon ortaminda hazirlandi. Oda sicakliginda 40
dakika inkiibasyonun ardindan absorbans, 415 nm'de spektrofotometrik olarak belirlendi.
Toplam flavonoid konsantrasyonu, standart olarak kuarsetin 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 igermektedir.

3.2.5.4 Cu (II) Iyonu indirgeyici Antioksidan Kapasite (CUPRAC) Yéntemi

Ik olarak Apak ve arkadaslar: tarafindan gelistirilen bu ydntem 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(l)-Nc¢) ¢elatina indirgenme yeteneginden yararlanilarak antioksidan kapasite
hesaplanmaktadir [177]. CUPRAC metodunun toplam antioksidan kapasite (TAC)
analizinde diger elektron transferi (ET) yOntemlerinden ayirici avantaji pH’in kolay
ayarlanabilmesi, reajanlarin kolay kullanilabilmesi ve stabil olmasi, basit, diisiik maliyetli

olmasi ve hidrofilik antioksidanlarin yaninda lipofilik antioksidanlara uygulanabilmesidir

[95].

Deney tiipiine bakir (I1) kloriir ¢ozeltisi (2 x 10? M), Neocuproine (Nc) ¢ozeltisi; (1,5 x 107
2 M) ve amonyum asetat tampon c¢ozeltisi (pH=7) aktarildi. Yag numunesi (40 pl)
eklenerek son hacim 500 pl olacak kadar saf su eklendi. Tiipler kapatilarak 1 saat
bekletildi. Kuartz kiivetler kullanilarak, 450 nm’de absorbansi spektroskopik olarak
Olciildii. Her antioksidan bilesiginin standart kalibrasyon egrisi, 0,3; 0,6; 1; 1,4; 1,8; 2,4; 3;
6 png/ul askorbik asit ve troloks standart maddeleri ile absorbans-konsantrasyon seklinde

bu sekilde olusturuldu. Her bir analiz iki tekrarli olarak gergeklestirildi [96].
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4. BULGULAR
4.1 Elde Edilen Ucucu Yag Ve Sabit Yag Miktarlari

Tablo 4.1: Biberiye bitkisi miktarina gore elde edilen sabit yag miktar1 ve kullanilan

¢oziicil.
Biberiye Bitkisi Elde Edilen Sabit Kullanilan % Yag
Miktari (g) Yag Miktari (g) Coziici
478 ¢ 45¢g Hegzan 94
42,59 3,29 Hegzan 7,5
4459 3449 Hegzan 7,6
452 ¢ 2,89 Kloroform 6,1

4.1.1 Ucucu Yag Verimi

Tablo 4.2: Biberiye bitkisi miktarina gore elde edilen ugucu yag miktari.

Biberiye Bitkisi Elde Edilen Ugucu % Ugucu Yag
Miktar1 (g) Yag Miktari (g)
112 g 0,879 0,77
829 0,64 g 0,77
88 ¢ 0,68 g 0,77
98 ¢ 0,799 0,80
1059 0,87¢ 0,82
1029 0,929 0,89
127 g 1,219 0,95
208 ¢g 2,229 1,06
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4.2 GC-MS ANALIZI
4.2.1 Ucucu Yag Bilesenleri Analizi

RT: 0.00 - 92.12

NL:
1007 1.77E9
] TIC MS
90’: ucucuyag?2
80
70—
60—
50
40—
30 16.49
] 21.42
20
104 46.69
- L h 009 se67 A0 ge1p
0\\\\\\\\‘\'\‘\‘\\'\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\
0 10 20 30 40 50 60 70 80 90
Time (min)
Sekil 4.1: Biberiye ugucu yag GC-MS kromatogrami.
RT: 6.04-7.15 SM: 1G
100+ RT:6.48 ;I]:BEB
= [50.00-550.00]
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= ucucuyag?
e '
g oo
£ =0
& 3 6.72 710
E 402 |"I{\'. -'n'\
o [ I"-. I." )
2\11)E |II "-\ I|' '\.I
0;—--____ ez em ) 863 /” \\_ _ pan sss 103/
L R L

Time {min)
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ucucuyag2 #134 RT: 640 AV 1 NL: Q14E7
F. + ¢ ElFull ms [50.00-550.00]
032

100
B
8+
o TH
g
3 o
a
g s
x
F 4N
£ | @2
20
) 121.2
o 107.2
) W] frera vma o072 men 2400 2812 3123 3335 382 3705 4140 4324 4503 4787 5021 5370
e e e R e e I R e e B I S e e e
0 100 150 200 250 300 350 400 450 500

miz

Sekil 4.2: Biberiye ugucu yag1 igerisinde bulunan a-pinen bileseninin GC-MS
kromatogrami.

RT: 6.18-7.32 SM: 1G
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Sekil 4.3: Biberiye ugucu yagi igerisinde bulunan 2,4(10)-Thujadien bileseninin GC-MS

kromatograma.
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ucucuyag2 #3368 RT: 7.18 AV: 1 NL: 8.21E7
F: + ¢ El Full ms [50.00-550.00]

100+ 932

3
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Sekil 4.4: Biberiye ugucu yagi igerisinde bulunan p-Pinen ve B-Mirsen bileseninin GC-MS
kromatogrami.

RT: 7.11-824

SM: 1G
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[ERN
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ucucuyag2 #473 RT: 7.65 AV: 1 MNL: 1.23E7
F: + c El Full ms [50.00-550.00]
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Sekil 4.5: Biberiye ugucu yagi i¢erisinde bulunan a-terpinen ve a-terpineol bileseninin

GC-MS kromatogrami.

T749-935 SM:1G
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Sekil 4.6: Biberiye ugucu yagi igerisinde bulunan 1,8-sineol bileseninin GC-MS
kromatogrami.
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RT: 9.03-10.92 SM: 1G

RT:9.58 ML:
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Sekil 4.7: Biberiye ugucu yag1 i¢erisinde bulunan o-simen ve p-simen bileseninin GC-MS

kromatogrami.
RT:1591-17.52 SM:1G
RT. 16.49 NL:
1005 5.25E8
] TICF:+cEl
a0 Full ms
= [50.00-550.00]
80 MS Genesis
3 ucucuyag2
70
@ g
g 3
§ o0]
2
2 _ 3
2 stJ
s 3
= 3
B 404
L
30
203
3 17.39%
' 5 _ Az T ——
q 1595 g07 ®n @ & —
L LA o o e o e e ) s e s L s e A B LA e e e
16 16.1 162 16.3 16.4 165 166 167 168 168 170 171 172 173 174 175
Time (min)

28



©16.49 AV 1 NL: 937E7
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Sekil 4.8: Biberiye ugucu yagi igerisinde bulunan kafur bileseninin GC-MS kromatogrami.
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Sekil 4.9: Biberiye ugucu yagi igerisinde bulunan karyofilen bileseninin GC-MS

kromatograma.
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RT: 20.86-22.15 SM: 16
RT:21.42 NL:
100 3.84E8
E TICF:+cEl
90; Full ms
E [50.00-550.00]
80 MS Genesis
3 ucucuyag2
70
3 =
£ 3
8§ 6oy
7
B =
2 50
<
4 |
& 40
¢ 7
307
21}5 - 2185 2203 .-'/
105 T -
§_ 2083 2109 2119 2126 4
L e e e e e L e o T o o e et e e T o T T T e e S
209 210 211 212 213 214 215 218 217 218 219 220 224
Time (min)
ucucuyag2 #4524 RT: 21.42 AV: 1 NL: 1.43E8
F: + ¢ El Full ms [50.00-550.00]
100 952
a0
80
» TH
£
8 60+
B
5
2 s
2
5 4
[
© a0
20 1102
67.2
10| ‘ 792 | 1212
||. Ml “ a1l 1842 1893 2191 2491 2812 3054 3273 3561 38414021 4292 4548 4810 5021 5226 5499
L s e e s ey N S S Sy S S B B S B B S ey S ey S S B s By S N S Ee B s S B B S E B e
50 100 150 200 250 300 350 400 450 500
miz
Sekil 4.10: Biberiye ugucu yagi icerisinde bulunan borneol bileseninin GC-MS
kromatogrami.
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ucucuyag2 #4747 RT: 22.18 AV: 1 NL: 9.57E6
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Sekil 4.11: Biberiye ucucu yag icerisinde bulunan levoverbenon bileseninin GC-MS
kromatogrami.
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Tablo 4.3: Biberiye bitkisinin u¢ucu yag GC-MS bilesenleri.

Number RT Compound Name CAS Number Formula MV(\)IIeeierj]ltar Area Area % RI (deneysel)  RI (literatiir)  Literatiir
1 6,49 a-Pinen 80-56-8 C10H16 136,2340 8348174175 2,9 1085 1020 [97]
2 6,72 2,4(10)-Thujadien 36262-09-6 C10H14 134,2182 346305824,5 12 1104 1135 [98]
3 7,18 B-Pinen 127-91-3 C10H16 136,2340 876365793,4 3,04 1132 1108 [97]
4 7,18 B-Mirsen 123-35-3 C10H16 136,2340 876365793,4 3,04 1132 1165 [99]
5 7,65 a-terpinen 99-86-5 C10H16 136,2340 185533076,7 0,64 1159 1159 [100]
6 7,65 a-Terpinolen 586-62-9 C10H16 136,2340 185533076,7 0,64 1159 1278 [101]
7 8,32 1,8-Sineol 470-82-6 C10H180 154,2493 15157180849 52,64 1194 1209 [99]
8 9,58 0-Simen 527-84-4 C10H14 134,2182 1314601221 4,57 1252 1248 [102]
9 9,58 p-Simen 99-87-6 C10H14 134,2182 1314601221 4,57 1252 1265 [103]
10 16,49 Kafur 76-22-2 C10H160 152,2334 4275083479 14,85 1497 1492 [104]
11 19,3 Karyofilen 87-44-5 C15H24 204,3511 1395943237 4,85 1593 1585 [103]
12 21,42 Borneol 507-70-0 C10H180 154,2493 2706045043 9,4 1667 1672 [104]
13 22,18 Levoverbenon 1196-01-6 C10H140 150,2176 1699986524 59 1693 1723 [105]
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Tablo 4.4: Ugucu yag kimyasal bilesenleri molekiil sekilleri.

CH,
~=CH,
HsC. CHs
HaC HsC
3 $ CHs He O
a-Pinen o i
2,4(10)-Thujadien B-Pinen
CHg
CH, CH, CHg 7
‘ ~
N Pk -
HaC H3C HaC
B-Mirsen o-Terpinen a-Terpinolen
CHg CH; CHj GHs
CH
s CHs CHa
(0]
H3C
H3C ’
1,8-Sineol 0-Simen p-Simen
H3C
HiC
H3C
OH
H
Kafur Karyofilen Borneol

HyC  CHg

Levoverbenon
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4.2.2 Sabit Yag Bilesenleri Analizi
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Sekil 4.12: Biberiye sabit yagi igerisinde bulunan a-terpinen bileseninin GC-MS
kromatogrami.
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Sekil 4.13: Biberiye sabit yagi igerisinde bulunan 1,8-sineol bileseninin GC-MS
kromatogrami.
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Sekil 4.14:Biberiye sabit yagi igerisinde bulunan p-simen bileseninin GC-MS
kromatogrami.
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Sekil 4.15: Biberiye sabit yagi icerisinde bulunan kafur bilegeninin GC-MS kromatogrami.
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Sekil 4.16: Biberiye sabit yagi icerisinde bulunan karyofilen bileseninin GC-MS
kromatogrami.
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Sekil 4.17: Biberiye sabit yagi igerisinde bulunan dokosan bileseninin GC-MS
kromatograma.
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288

a7
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Sekil 4.18: Biberiye sabit yagi icerisinde bulunan palmitik asit metil ester (C16:0)
bileseninin GC-MS kromatograma.
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872
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Sekil 4.19: Biberiye sabit yagi igerisinde bulunan palmitoleik asit metil ester (C16:1)
bileseninin GC-MS kromatograma.
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Sekil 4.20: Biberiye sabit yagi igerisinde bulunan oleik asit metil ester bileseninin GC-MS
kromatogramiu.
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Sekil 4.21: Biberiye sabit yagi icerisinde bulunan linoleik asit ester bileseninin GC-MS
kromatograma.

43



RT. 4207-.4381 SM 1G
100

0 MOT0 RT A2T6 AV 1 NL: T 1IET
F: « ¢ B3 Full ms §50 00550 0]
%2

aoz: q: 213 224 7

*vvvr&!vv'ﬁr 2
vz

+

351 3853 4152 8335 4519 4347 %033 535

Keltve Abundance
RELALEEEEERE

Sekil 4.22: Biberiye sabit yagi icerisinde bulunan y-linolenik asit metil ester bileseninin
GC-MS kromatogrami.
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Sekil 4.23: Biberiye sabit yagi igerisinde bulunan heptakosan bileseninin GC-MS
kromatogrami.
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Tablo 4.5: Biberiye bitkisinin sabit yag GC-MS bilesenleri.

No RT Compound Name Area Area %
1 7,83 o-terpinen 543354259,1 35
2 8,08 1,8-sineol 1402053671 9,04
3 9,4  p-simen 1034266863 6,67
4 16,3 Kafur 134016510,8 0,86
5 18,5 Karyofilen 338735257,9 2,18
6 34,2 Dokosan 196733439 1,27
7 35,7 Palmitik asit metil ester (C16:0) 1315306916 8,48
8 38,5 Palmitoleik asit metil ester (C16:1) 100414675,8 0,65
9 40,4 Oleik asit metil ester 1590803441 10,25

10 41,4 Linoleik asit metil ester (18:2n6c) 1115483984 7,19

11 42,8 y-Linolenik asit metil ester(18:3n6) 1293741200 8,34

12 46,1 Heptakosan (CAS) 257681553,5 1,66

Toplam 60,09

4.3 Elde Edilen Sabit Yag ve Ucucu Yag Numunelerinin DNA Koruma Etkisi

B o« B o B & B -
| R S Ao 6o 8

Sekil 4.24: Agaroz jel elektroforezi ile H,O, kaynakli Plazmid DNA hasari analizinde
biberiye sabit yaglarinin ve ucucu yaglarmin etkisi (1; negatif (plazmit + su), 2; pozitif
(plazmit + su + fenton), 3; 1 mg mI™ kuersetin, 4; 1 mg ml™ kuersetin + fenton, 5; 1 mg mI’
Y ugucu yag, 6; 1 mg ml™ ugucu yag + fenton, 7; 1 mg ml™ sabit yag, 8; 1 mg ml™ sabit yag
+ fenton.
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4.4 Antioksidan Aktivite Tayini
4.4.1 DPPH Yontemi

__ 1,900 __ 1,400

£ 1,700 E 1,200

: 1,500 < -0,4216x + 2,1543 = 1,000 d/:-o’§4sgxg+ 19[3599

B 1,300 1 0,300 R=0,955

2 1,100 2 0,600

2 0,900 2 0,400

S S .

2 0,700 2 0,200

] Q2

< 0,500 < 0,000 . . . .
0,75 1,75 2,75 3,75 0 1 2 3 4

Askorbik Asit (ug/ul) Troloks (pg/ul)

Sekil 4.25: DPPH antioksidan analizinde kullanilan askorbik asit ve troloks i¢in standart
kalibrasyon egrileri.

Tablo 4.6: Orneklerin DPPH yéntemi ile elde edilen antioksidan miktarlari.

ug/ul Askorbik Asit

Kod Esdegeri Troloks esdegeri pg /ul
Sabit Yag 0,0404 0,0742
Ugucu Yag 0,0185 0,0227
4.4.2 Toplam Flavonoid Analizi
0,550 -
y=0,0117x + 0,04
0,450 1 R? = 0,9809

0,350 H
0,250 H

0,150 H

Absorbans (415 nm)

0,050 A

00509 5 10 15 20 25 30 35 40
Kuersetin (ng/pL)

Sekil 4.26: Toplam flavonoid analizi kuersetin standart kalibrasyon egrisi.

Tablo 4.7: Orneklerin toplam flavonoid miktari, antioksidan miktari.

Kod pg/ul Kuersetin Esdegeri
Sabit Yag 0,0964
Ucgucu Yag Tespit Edilmedi
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4.4.3 Cu (II) iyonu Indirgeyici Antioksidan Kapasite (CUPRAC) Tayini
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Sekil 4.27: CUPRAC yontemi: Toplam antioksidan analizi askorbik asit ve troloks
kalibrasyon egrisi.

Tablo 4.8: Orneklerin antioksidan aktivitesi (Cu (II) Iyonu Indirgeyici antioksidan
kapasite, CUPRAC).

ng/ul Askorbik Asit

Kod Esdegeri Troloks esdegeri pg /ul
Sabit Yag 0,3516 0,0004
Ucgucu Yag 0,0167 Tespit Edilmedi
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4.4.4 Toplam Fenolik Madde Analizi
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Sekil 4.28: Toplam fenolik madde analizi gallik asit standart kalibrasyon egrisi.

Tablo 4.9: Orneklerin toplam fenolik madde miktari, antioksidan miktar.

Kod ug/ul Gallik Asit Esdegeri
Sabit Yag 0,0201
Ugucu Yag 0,0003
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5. SONUC VE TARTISMA

Rosmary officinalis (biberiye), Balikesir ile bandirma ilgesi, 600 evler mevkiinden eyliil
2023’te toplanmustir. Tiir belirleme calismasi Balikesir Universitesi Necatibey Egitim
Fakiiltesi Matematik ve Fen Bilimleri Egitim Béliimii Biyoloji Anabilim Dali Ogretim
Uyesi Dog. Dr. Taner OZCAN tarafindan belirlenmistir [88]. Fitokimya kapsaminda GC-
MS ile kimyasal bilesenleri tespit edilmis ve FTIR ile genel fonksiyonel gruplar tespit
edilmistir. DNA kirnim etkisi hem biberiye ugucu yagina hem sabit yagi ile incelenmistir.
Ayrica antioksidan 6zellikleri; DPPH y6ntemi, toplam flavonoid, Cu (11) iyonu indirgeyici
antioksidan kapasite (CUPRAC) ve toplam fenolik madde yontemleri ile tespit edilmistir.

Biberiyenin antioksidatif aktivite kaynaklari, aktif etken bilesenlerinin (karnosik asit,
karnosol ve rosmarinik asit) ve antioksidatif etkilerinin farkli mevsimlere gore degisiklik
gosterdigi ve Eyliil ayinda toplanan biberiye bitkisinden elde edilen ekstreler antioksidatif
etki bilesenlerinin ve antioksidan aktivitelerinin fazla oldugu bildirilmistir [106]. Bu

calisma kapsaminda biberiye bitki materyeli bu sebeple eyliil ayinda hasat edilmistir.

Literatiir aragtirmalarina goére 100 g biberiye i¢in sabit yag verimi %5 olarak verilmistir
[107]. Tablo 4.1°de goriildiigi gibi hegzan ¢oziiciistiniin kullanildigi numunelerde sabit
yag verimi sirasiyla % 9.4, %7,5 ve %7,6 olurken kloroform ¢oziiciisii kullanilan
numunenin yag verimi % 6,1 olarak bulunmustur. Hegzan ¢oziiciisii kullanilan 3 adet
deneysel calismanin ortalamas1 %8,1 dir. Bu ¢alisma kapsaminda elde edilen sabit yaglarin

verimi literatiir verilerine gore daha fazladir (% 8,1> % 5).

Literatlir aragtirmalarma gore 100 g biberiye orneginde ugucu yag verimi % 0,3-0,5
arasindadir [108]. Tablo 4.2° de verilen ugucu yag verimi degerleri incelendiginde en
diisiik ugucu yag verimi % 0,77 iken elde edilen en yiiksek ugucu yag verimi % 1,06 dir.
Gergeklestirilen deneylerde 8 adet deneyde elde edilen ve ugucu yag verimi ortalamasi ise
% 0,85 olarak belirlenmistir. Bu calisma kapsaminda elde edilen ugucu yaglarin verimi

literatiir verilerine gore daha fazladir (% 1,06 > % 0,5).

Biberiye bitkisinin ugucu yag bilesenleri GC-MS ile belirlenmistir. Sekil 4.1°de verilen
biberiye ugucu yag GC-MS kromatogrami, cihazin igerisinde yer alan kiitiiphaneler ve
cihaza tanitilan standartlarla analiz edildi. Yapilan ¢alismada tespit edilen bilesenlerin

kromatogramlar1 Sekil 4.2-4.11 arasinda verilmistir. Biberiye ucucu yag numunesinin
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icerdigi bilesenler, alikonma zamani (RT), CAS numarasi, formiilii, molekiil agirhigi,
bilesen yiizdesi, cihazdan ve literatiirden elde edilen alikonma indeksi (RI) degerleri Tablo
4.2’de verilmistir. Tablo 4.2 incelendiginde %52,64 1,8-sineol, %14,85 kafur, %9,4
borneol, %5,9 levoverbenon, %4,85 karyofilen, %4,57 o-simen ve p-simen, %3,04 B-pinen
ve B-mirsen, %2,9 a-pinen, %1,2 2,4(10)-tujadien, %0,64 a-terpinolen ve a-terpinen tespit
edilmistir. Bilesiklerin deneysel ve literatiir RI degerlerinin birbirine yakin oldugu tespit
edilmistir. Ugucu yag numunesinde en fazla %52,64 1,8-sineol tespit edilmistir. Literatiir
verileri incelendiginde Yang ve arkadaslart (2011) ugucu yagin major bileseninin % 26,54
oranla 1,8-sineol oldugunu, ikinci bilesenin ise %26,54 a-pinen oldugunu rapor etmislerdir
[57].Ayrica Salido ve g¢alisma grubu (2003), kafur (%17,2-34), a-pinen (%10,2-21,6), 1,8-
sineol (%12,1-14,4), kamfen (%5,2-8,6), borneol (%3,2-7,7), B-pinen (%2,3- 7,5),
verbenon (%2,2-5,8), B-karyofililen (%1,8-5,1), limonen (%2-3,8), a-terpineol (%1,2-2,5),
mirsen (%0,9-4,5), p-simen (%0,2-3,4), bornil asetat (%0,2-2,3), linalol (%0,3-1) ve
terpinen-4-ol (%0,4-0,9) olarak analiz etmislerdir [89]. Boutekedjiret ve arkadaslar
(1999), buharl distilasyonda sirasiyla % 52,4 1,8-sineol, %12,6 kafur, %2,1 a-terpineol
bulunurken, Su buhar distilasyonunda sirasiyla %31,9 1,8-sineol, % 19,7 kafur, %12,18 a-
terpineol bulundugunu bildirmislerdir [109]. Literatiir verileri ile kiyaslandiginda bu
calismada elde edilen biberiye ugucu yagmin %52,64 1,8-sineol icerdigi ve literatiir
verilerine gore 1,8-sineol igeriginin maksimum %52,4 oldugu tespit edilmistir. a-pinene
bilesegi, bu ¢alisma kapsaminda %2,9 oranla tespit edilmis olup bazi literatiir verilerine
gore daha az (%26,54) ancak bazi literatiir verilerine gore es degerdir (%2,9). Kafur
bilesigi, %14,85 oranla tespit edilmis ve literatiir verileri ile uyumlu oldugu
gbzlemlenmistir. p-cymene bileseni literatiire gére %0,2-3,4 oraninda tespit edilirken bu
caligmada daha yiiksek oranda (%4,57) tespit edilmistir. Borneol bileseni literatiire gore
%3,2-7,7 oraninda rapor edilirken elde edilen ugucu yagda %9.,4 oraninda belirlenmistir.
%3,04 B-pinen bilesigi literatiire gore %2,3- 7,5 oraninda rapor edilirken bu ¢alismada
%3,04 oraninda belirlenmistir. Son olarak bu ¢alismada elde edilen ugucu yagin p-simen,
B-pinen, borneol, 1,8-sineol bileseni literatiire gore daha yiiksek oldugu tespit edilmistir.

Ayn1 zamanda a-pinen bilesenide literatiire gore daha diisiik oranda tespit edilmistir.

Yiiksek lisans c¢alismamizin ikinci boliimi elde ettigimiz ugucu yag ve sabit yaglarin
biyolojik 6zelliklerinin incelenmesini igermektedir. Son zamanlarda bilim insanlarinin
yiiksek ilgisini ¢eken konular arasinda niikleik asitlerle etkilesime giren yeni molekiillerin

arastirilmasi, kemoterapide DNA'ya baglanabilen yeni kanser ilaglarinin gelistirilmesi yer
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almaktadir. Bu genetik ve kanser hastaliklar1 kendiliginden ortaya ¢ikan mutasyonlardan
kaynaklansa da dis kimyasal ve fiziksel etmenlerin, ¢evrenin etkisi oldukg¢a biiyiiktiir. Bu
sebeple mutajenlerin etkilerini tersine ¢evirebilecek, hastaliklar1 onleyebilecek ve bu
hastaliklar1 tedavi edebilecek yeni mutajenlerin sentezlenmesi i¢in daha fazla onem arz
etmektedir. Biberiye yag bilesenleri de miikemmel inhibitorler ve aktivatorler olduklar

bir¢ok ¢alismada rapor edilmistir.

Elde edilen biberiye ugucu yag ve sabit yaglarmin DNA koruma aktivitesi tayini
gerceklestirilmistir. Biberiye sabit yaglarinin ve ugucu yaglarinin konsantrasyonu 1 mg/ml
olacak sekilde dimetil siilfoksit ¢ozeltileri hazirlanmistir. Thermo Scientific pBR322, 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’s1 ile yag
numunelerinin etkilesimleri, UV-VIS spektroskopisi ve agaroz jel elektroforezi ile
karakterize edilmistir. Sony marka jel yazicist kullanilarak sonuglar elde edilmistir. Bu

calismada kontrol olarak 1 mg/ml kuarsetin ¢ozeltisi kullanilmistir.

Sekil 4.12 incelendiginde 5 ve 7 kuyucuklarina fenton igermeyen plazmit DNA ve biberiye
sabit yag ve ugucu yag materyelinden elde edilen ¢ozeltiler ilave edilmistir. Numunelerin,
Plazmit DNA’y1 pargalamamasi olduk¢a dnemlidir. Kuyucuklara sirasiyla biberiye ugucu
yag1 ve sabit yagi 1 mg/ml ¢ozeltileri seklinde uygulanmistir. 5 ve 7 kuyucuklarindan elde
edilen jel goriintiisii incelendiginde biberiye ugucu yaglarinin ve sabit yaglarinin varliginin

DNA hasarina yol agmadigi tespit edilmistir (tek bant; form II).

6 ve 8 kuyucuklarina da ugucu yag ve sabit yag materyellerinden hazirlanan ¢ozeltiler ve
DNA plazmitin yan1 sira DNA’y1 parcalayan fenton ¢ozeltisi ilave edilmistir. Burada amag
yag numunelerinin bu hasar1 durdurmasi ya da engellemesidir. Sirastyla kuyucuklara
fenton, plazmit ile 1 mg/ml ugucu yag ve sabit yag seklinde uygulanmistir. 6 ve 8
kuyucuklarindan elde edilen jel goriintiisiinde; 6 no’lu kuyucukta iki bant gdzlenmesi
(form I ve form II) ve 8 no’lu kuyucukta {i¢ bant gozlenmesi (form I, form II ve form III)
ortamda bulunan ugucu ve sabit yag numunelerine ragmen DNA hasarmin olustugunu
gostermektedir. Negatif kontrolde DNA hasar1 gézlenmemistir (kuyucuk 1). Fentonlu
pozitif kontrolde de DNA hasar tespit edilmistir (kuyucuk 2). Kontrol amaciyla 3-4
kuyucuklarina uygulanan fentonsuz (kuyucuk 3) kuersetinin DNA hasarma yol agmadigi
ve fentonlu (kuyucuk 4) kuersetinin de ugucu ve sabit yag materyallerine benzer olarak

DNA koruma saglayamadigi tespit edilmistir.
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Sekil 4.12 incelendiginde fentonlu kuyucuklarda iki ya da ii¢ bant gdzlendigi tespit
edilmistir. Olusan bantlar yukaridan asagiya plazmit DNA’ nin form I, form III ve form II
bigimi godzlenmistir. Form I plazmit DNA’sima ait siiper sarmal bigimi, form II gevsek
sarmal bi¢imi ve form III de dogrusal (lineer) bigimi gostermektedir. Plazmit DNA islem
oncesi form I bicimindedir. Fenton reaktifinin etkisiyle form I big¢imindeki plazmit

DNA'’lardan bazilar1 hasar gorerek form II ve form III bigimlerine doniismektedir.

Bu sonuglar 1s181nda biberiye ugucu yag ve sabit yag materyallerinin varliginin biyolojik
sistemlerde DNA hasarina yol agmadigi ve ayn1 zamanda da olusan DNA hasarlarina karsi

da koruyucu etki gostermedigi, yani duyarsiz oldugu tespit edilmistir.

Bitki metabolitleri arasinda karnosik asit ana aktif bilesik olarak kabul edilmektedir [110,
111, 112, 113]. Ancak biberiye 6ziitii, antioksidan O6zelliklere sahip olduguna inanilan
bircok baska bitki metabolitini de igerir. Ornegin, karnosik asidin bozunma iiriinlerinin
(yani karnosol ve rosmanol) 6nemli antioksidan aktivitelere sahip oldugu gosterilmistir
[114]. Bu nedenle belirli bir biberiye ekstraktinin antioksidan performansini yalnizca
karnosik asit igerigine dayanarak tahmin etmek dogru degildir. Ayrica bitki ekstrakti
birden fazla bilesen igerdiginden, antioksidanlar arasindaki olasi sinerjistik etkilesimi
belirlemek icin bitki ekstraktlarinin antioksidan aktivitelerinin bireysel saf antioksidanlarla
karsilastirilmasi onemlidir [115]. Bu sebeple bu ¢alismada 4 farkli yontemle antioksidan
aktivite tayini gerceklestirilmistir. Bu yontemlerde; DPPH yontemi, toplam flavonoid, Cu
(1) iyonu indirgeyici antioksidan kapasite (CUPRAC) ve toplam fenolik madde tespit

edilmistir.

Biberiyeden elde edilen sabit ve ugucu yaglarin DPPHe radikalini siiplirme etkisi
incelenmistir. Bu amagla Sekil 4.4 te verilen askorbik asit ve troloks referans standart
materyalleri kullanilarak standart kalibrasyon egrileri elde edilmistir. Biberiyeden elde
edilen sabit ve ugucu yaglarin DPPHe radikalini siipiirme etkisi bu sebeple askorbik asit ve
troloks esdegeri olarak verilmistir. Tablo 4.3 incelendiginde sabit yag numunesinde DPPHe
radikalini siipirme etkisi, troloks esdegeri askorbik asit esdegerinden daha yiliksek oldugu
tespit edilmistir (0,0742 pg troloks esdegeri/ul > 0,0404 npg/ul askorbik asit). Sabit
yaglarin DPPHe radikalini siiplirme etkisi ugucu yaglardan yaklasik 4 kat daha yiiksek
oldugu belirlenmistir. Ugucu yaglarin DPPHe radikalini siipiirme etkisi 0,0185 pg/ul
askorbik asit esdegeri, 0,0404 pug/ul troloks esdegeri olarak belirlenmistir.
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Sabit yag ve ucucu yaglarin toplam flavonoid icerigi Giilgin vd. tarafindan onerilen yontem
modifiye edilerek kullanilmistir [116]. Herbir yag numunesinin toplam flavonoid igerigi ug
kuersetin esdegeri/ul olarak verilmistir. Bu amagla kuersetin standart maddesi kullanilarak
kalibrasyon egrisi olusturulmus (Sekil 4.5), sabit yaglarda 0,0964 ug kuersetin esdegeri/pl

olarak tespit edilirken ugucu yaglarda flavonoid tespit edilememistir ( Tablo 4.4).

Biberiye bitkisinden elde edilen hegzan ekstresi (sabit yag) ve ugucu yag numunelerinin
Cu (Il) iyonu indirgeyici antioksidan kapasite (CUPRAC) tayini gergeklestirilmistir.
CUPRAC yontemi olarak bilinen bu yontemde askorbik asit ve troloks standart referans
maddeleri kullanilarak standart kalibrasyon egrisi kullanilmigtir (Sekil 4.6) [12]. Sabit yag
numunesinin Cu (I1) iyonu indirgeyici antioksidan kapasitesi 0,3516 pg askorbik asit
esdegeri/pl ve 0,0004 pg troloks esdegeri/pl olarak tespit edilmistir. Ugucu yagda 0,0167
ug askorbik asit esdegeri/uL Cu (Il) iyonu indirgeyici antioksidan kapasitesi tespit
edilirken troloks esdegeri tespit edilememistir. Sabit yagda askorbik asit esdegerinin

troloks esdegerinden ¢ok yiiksek oldugu tespit edilmistir (Sekil 4.5).

Toplam fenolik madde analizi bitki ekstreleri gibi biyolojik 6neme sahip materyallerin
antioksidan kapasitesinin belirlenmesinde olduk¢a Onemlidir. Biberiye bitkisi sabit ve
ucucu yaglarinin toplam fenolik madde miktar1 gallik asit esdegeri olarak verilmistir. Sekil
4.7°de verilen gallik asit standart kalibrasyon egrisi kullanilarak Tablo 4.6’da verilen
toplam fenolik madde miktarlart tespit edilmistir. Sabit yaglarda 0,0201 pg gallik asit
esdegeri/ul ve ugucu yaglarda 0,0003 pg gallik asit esdegeri/ul toplam fenolik madde
tespit edilmistir.

Elde edilen sonuclara gore sabit yaglarda daha fazla antioksidan madde oldugu tespit
edilmistir. Ayrica maksimum antioksidan kapasiteler, sabit yaglarda Cu (Il) iyonu
indirgeyici antioksidan kapasite, 0,3516 pg askorbik asit esdegeri/ul ve ugucu yaglarda
DPPH?e radikalini siipiirme etkisi 0,0227 pg troloks esdegeri/pl olarak tespit edilmistir.
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