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ETiK BEYAN

Balikesir Universitesi Fen Bilimleri Enstitiisi Tez Yazim Kurallarina uygun olarak
tarafimca hazirlanan “Inula viscosa (L.) Aiton Bitkisinin Fitokimyasal Analizi ve
Biyolojik Aktivitelerinin Arastirilmas1” baslikl tezde;

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

- Kullanilan veriler ve sonuglarda herhangi bir degisiklik yapmadigimu,

- Tim bilgi ve sonuclart bilimsel arastirma ve etik ilkelere uygun sekilde

sundugumu,
- Yararlandigim eserlere atifta bulunarak kaynak gosterdigimi,

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

Cigdem BERBER



OZET

INULA VISCOSA (L.) AITON BITKISININ FITOKIMYASAL ANALIZi VE
BiYOLOJIiK AKTiVITELERININ ARASTIRILMASI
DOKTORA TEZI
CIGDEM BERBER
BALIKESIR UNIiVERSITESI FEN BILIMLERI ENSTITUSU

KiMYA ANABILIM DALI
(TEZ DANISMANI: PROF. DR. TURGUT KILIC

BALIKESIR, TEMMUZ - 2026

Bu calisma, lnula viscosa (L.) Aiton bitkisinin toprak iistii kisimlarinin fitokimyasal
incelenmesini; bitki ekstrelerindeki toplam fenolik/antosiyanin igerikleri, fenolik
bilesenleri, antioksidan ve  antimikrobiyal aktivitelerinin  degerlendirilmesini
amaclamaktadir.

GC-MS yontemiyle analiz edilen /. viscosa ugucu yaginda toplam 74 bilesen tespit edilmis,
en baskin ana bilesenin %10,60 orani ile bir oksijenli seskiterpen olan (Z)-o-trans-
bergamotol olarak belirlenmistir. Hazirlanan hekzan (IVH), aseton (IVA), metanol (IVM)
ile direkt petrol eteri (DIVPE), direkt aseton (DIVA), direkt metanol (DIVM), dekoksiyon
(IV-def) ve infiizyon (IV-inf) ekstrelerinin sekonder metabolit profilleri LC-MS/MS
yontemi ile analiz edilerek toplam 33 bilesen tanimlanmistir. Tiim ekstrelerde baskin
bilesenlerin ramnositrin (%60-86) ve nepetin-7-glikozit (%5-15) oldugu saptanmistir.
Ayrica, toplam fenolik madde igerigi en zengin ekstrenin IVA (3838,16 mg/kg) oldugu
belirlenmistir. Toplam fenolik madde miktar1 Folin-Ciocalteu yoOntemiyle, toplam
antosiyanin igerigi ise pH-diferansiyel metoduyla belirlenmistir. Analizler sonucunda,
toplam fenolik igerigi en zengin ekstrenin IVM (702,2 + 0,12 mg GAE/g) oldugu, toplam
antosiyanin miktar1 en yiiksek icerigin ise IVA ekstresi (0.465+ 0.001 siyanidin-3-glukozit
esdegeri) oldugu saptanmistir. Ayrica bitkiden toplam 4 bilesik (inuviskolit, tomentosin,
karabron ve pulisalkonoit C) izole edilmis ve yapilart NMR (1H-NMR, 13C-NMR, COSY,
HMQC, HMBC) teknikleri ile aydinlatilmistir.

Ekstrelerin antioksidan kapasiteleri DPPH (2,2-difenil-1-pikrilhidrazil) radikal giderme,
bakir (II) iyonu indirgeme antioksidan kapasitesi (CUPRAC) ve demir (III) indirgeyici
antioksidan gii¢ tayini (FRAP) yontemleriyle degerlendirilmistir. DPPH ve CUPRAC
testlerinde en yliksek antioksidan aktiviteyi [VM ekstresi, FRAP testinde ise [V-def ve IV-
inf Ornekleri gostermistir. Ekstrelerin antioksidan potansiyellerinin toplam fenolik
iceriklerigle dogru orantili oldugu saptanmistir. Antimikrobiyal calismalar; ekstrelerin
gram-pozitif bakteri ve fungal tiirlere kars1 etkili, gram-negatif bakterilere kars1 ise direng
gosterdigini kanitlamistir. Ozellikle orta ve yiiksek polariteli ekstrelerin daha yiiksek
inhibitor aktivite sergiledigi goriilmiistiir. Sonug olarak, /. viscosa ekstrelerinin zengin
fenolik igerikleriyle giiclii antioksidan ve antimikrobiyal potansiyel tagidig1 saptanmistir.

ANAHTAR KELIMELER: Antimikrobiyal aktivite, antioksidan aktivite, flavonoid,
Inula viscosa, LC/MS-MS

Bilim Kod / Kodlar1 : 20114, 20123 Sayfa Sayisi : 169



ABSTRACT

INVESTIGATION OF PHYTOCHEMICAL ANALYSIS AND BIOLOGICAL
ACTIVITIES OF INULA VISCOSA (L.) AITON
PH.D THESIS
CIGDEM BERBER
BALIKESIR UNIVERSITY INSTITUTE OF SCIENCE

CHEMISTRY
(SUPERVISOR: PROF.DR. TURGUT KILIC )
BALIKESIR, JUNE - 2026

This study aims to investigate the phytochemical profile of the aerial parts of nula viscosa,
determine total phenolic and anthocyanin contents, analyze phenolic components, and
comprehensively evaluate the antioxidant and antimicrobial activities of these extracts.

Seventy-four components were identified in the 1. viscosa essential oil analyzed by GC-
MS, with (Z)-a-trans-bergamotol, an oxygenated sesquiterpene, being determined as the
most dominant main component at a rate of 10.60%. Secondary metabolite profiles of
hexane (IVH), acetone (IVA), methanol (IVM), direct petroleum ether (DIVPE), direct
acetone (DIVA), direct methanol (DIVM), decoction (IV-def) and infusion (IV-inf)
extracts were analyzed via LC-MS/MS, identifying 33 components. Rhamnocitrin (60-
86%) and nepetin-7-glucoside (5-15%) were the dominant compounds in all extracts. IVA
(3838.16 mg/kg) had the highest phenolic content by LC-MS/MS. Spectrophotometric
analyses showed the highest total phenolic content in [VM (182.64 + 0.03 mg GAE/g) and
the highest total anthocyanin content in IVA (0.465 = 0.001 cyanidin-3-glucoside
equivalent).Additionally, four compounds (inuviscolide, tomentosin, carabrone, and
pulichalconite C) were isolated from the plant, and their structures were elucidated using
NMR (H-NMR, *C-NMR, COSY, HMQC, HMBC) techniques.

Antioxidant capacities were evaluated using DPPH (2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl) radical
scavenging, CUPRAC (Cupric Ion Reducing Antioxidant Capacity), and FRAP (Ferric
Reducing Antioxidant Power) assays The IVM extract showed the highest antioxidant
activity in DPPH and CUPRAC assays, while the IV-dek (decoction) and IV-inf (infusion)
samples showed the highest activity in the FRAP assay. Overall, antioxidant potential
correlated positively with total phenolic content. Antimicrobial assays proved that the
extracts were effective against gram-positive bacteria and fungi, while gram-negative
bacteria showed resistance. Extracts with medium to high polarity exhibited superior
inhibitory activity. In conclusion, /. viscosa extracts possess significant antioxidant and
species-specific antimicrobial potential due to their rich phenolic content.

KEYWORDS: Antimicrobial activity, antioxidant activity, flavonoids, /nula viscosa, LC-
MS/MS

Science Code / Codes : 20114, 20123 Page Number : 169
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Balikesir, 2026 Cigdem Berber



1. GIRiS

Tibbi ve aromatik bitkiler; kozmetik, baharat, gida ve ilag endiistrileri basta olmak {izere
pek ¢ok alanda yaygin kullanim potansiyeline sahiptir. Bitkilerin en dikkat ¢ekici ve
aragtirmalara en fazla konu olan yonii, tedavi amacgh kullanim potansiyelleridir. Fitoterapi,
ozellikle gelismekte olan iilkeler basta olmak iizere, diinyanin bir¢ok bdlgesinde yaygin
olarak uygulanmaktadir. Diinya Saglik Orgiiti (DSO) verilerine gore, gelismemis
iilkelerde niifusun yaklasik %80’1 tedavi siirecinde geleneksel ilaglara bagvururken, bu
oran gelismis llkelerde %40 civarindadir. Ayrica, gelecekte tibbi bitkilerin kullanim
oranmin kiiresel Olcekte artis gosterecegi Ongdriilmektedir. DSO verilerine gore
giiniimiizde kullanilan farmasotik ilaglarin  yaklasik  %25°1 tibbi  bitkilerden elde
edilmektedir (Acibuca ve Budak, 2018). Bununla birlikte, DSO’niin 6ngdériilerine gore
bitkisel ila¢ endiistrisinin kiiresel pazar degerinin 2050 yilina kadar 62 milyar dolardan 5
trilyon dolara ulagsmasi beklenmektedir. Bu durum, dogal tedavi yontemlerine yonelik

talebin hizla arttigini agikca ortaya koymaktadir (Simsek, 2025).

Son calismalarin 15181nda fitokimyasal igerikleri ve biyolojik 6zellikleri nedeniyle tibbi ve
aromatik bitkiler, olasi terapotik ajanlar olarak bilimsel arastirmalarin ilgi odagi olmaya
devam etmektedir. Yapilan ¢aligmalar, aromatik ve tibbi bitkilerin antioksidan,
antiinflamatuar, antifungal, antibakteriyel, antidiyabetik ve hipolipidemik etkilere sahip
cesitli bilesenler barindirdigini ortaya koymustur. Bu nedenle, s6z konusu bitkilerin
karakterizasyonu ve igeriklerindeki biyoaktif bilesiklerin belirlenmesi, biyolojik
aktivitelerinin anlasilmasi agisindan biiylik 6nem tasimaktadir. Ayrica, bu bilesiklerin bir
kismu saglik tlizerindeki faydali etkilerinin yanmi sira dogal renklendirici ve antioksidan
ozellikleri sebebiyle gida katki maddesi olarak da kullanilabilmekte ve bu durum,

arastirmacilarin dikkatini artirmaktadir (Kheyar-Kraouche et al., 2018).

Gilintimiizde ozellikle gelismis iilkelerde, toplum bilincinin insan ve c¢evre sagligina
yonelmesiyle birlikte dogal iirlinlerin kullanimina ilgi artmis ve giivenilir gida iiretimi

onemli bir konu haline gelmistir (Selamoglu ve Arict, 2025).

Gliney Avrupa ve Giineybati Asya floralar1 arasinda bir gegis bolgesi olan Tiirkiye,
terapotik amaclarla kullanilan endemik tiirler agisindan oldukga zengin bir floraya sahiptir

(Faydaoglu ve Siiriictioglu, 2011). Asterce familyasina ait /nula cinsinin diinya genelinde



yaklagik 100 tiirii bulundugu, Tiirkiye’de ise yedisi endemik olmak {izere toplam 27 tiiriin
yetistigi bilinmektedir. Bu cins diinya genelinde genis bir yayilisa sahip olmasinin yani
sira, Turkiye’de de birgok tiiriiniin geleneksel halk hekimliginde kullanildig1 bilinmektedir.
Halk arasinda Andizotu kokii olarak adlandirilan Inula helenium L. tiiriiniin kurutulmus
kokleri; safra artirici, idrar soktiiriicli, oksiiriik kesici, balgam yumusatici, tonik (kuvvet
verici) ve antiparaziter (kurt diisiiriicii) etkileriyle 6ne ¢ikmaktadir. Kaya andizi olarak
bilinen /nula heterolepis Boiss. tiirliniin yaprakli dallarinin infiizyon halinde istah agic1 ve
hemoroid tedavisinde; toprak iistii kisimlarindan hazirlanan dekoksiyonun ise soguk
alginlig1, bronsit ve mide rahatsizliklarinin tedavisinde kullanildig: rapor edilmistir. Ayrica
taze yapraklarinin yara iizerine uygulanarak yara iyilestirici amacgla degerlendirildigi

bilinmektedir (Gokbulut, 2011).

Son yillarda Inula tiirleri 6zellikle biyolojik aktiviteleri nedeniyle bilim diinyasinda dikkat
cekmis; yapilan fitokimyasal analizlerde bu tiirlerin yapisinda pek ¢ok 6nemli biyoaktif
bilesigin yer aldig1 ortaya konmustur (Erdal vd., 2022). [lnula tirlerinin kimyasal
bilesimleri incelendiginde; terpenik bilesikler (monoterpenler, seskiterpenler, diterpenler,
triterpenler), flavonoidler, glikolipitler ve antranilik asit tiirevi bilesiklerin yer aldig
goriilmektedir. Ozellikle seskiterpen yapisindaki 6desmanlar, makrofilik asitler, elemanlar,
germakranlar ve guayanlar, bu cins igerisinde en dikkat cekici ve baskin bilesik grubu

olarak one ¢ikmaktadir (Gokbulut, 2011).

Tim bu veriler, Inula tiirlerinin yalnizca etnobotanik ag¢idan degil, aym1 zamanda
farmakolojik ve endiistriyel potansiyelleri bakimindan da dikkat cekici bir konumda
oldugunu gdstermektedir. Bu tiirlerin igerdigi zengin biyoaktif bilesiklerin tanimlanmasi ve
biyolojik aktivitelerinin aydinlatilmas1 hem yeni terapdtik ajanlarin gelistirilmesine hem de
gida, kozmetik ve ila¢ endiistrilerine yonelik dogal kaynaklarin ¢esitlendirilmesine dnemli
katkilar saglayacaktir. Dolayisiyla, /nula cinsine ait tiirlerin kapsamli bir sekilde
incelenmesi hem halk sagliginin desteklenmesi hem de siirdiiriilebilir biyoteknolojik

uygulamalara temel olusturmasi agisindan bilimsel bir gereklilik arz etmektedir.

Bu caligsma ile son yillarda igerdigi zengin biyoaktif bilesikler nedeniyle 6nemli bir dogal
kaynak olarak dikkat ¢eken /nula viscosa tiriiniin fitokimyasal bilesimlerinin ve biyolojik
potansiyellerinin ortaya konulmasi amaglanmakta olup, elde edilecek verilerin hem

bilimsel literatiire katki saglamasi hem de yeni terapotik ajanlarin gelistirilmesine yonelik
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caligmalara 151k tutmasi beklenmektedir. Ayrica, bu tiirlerin degerlendirilmesi; dogal,
giivenilir ve siirdiiriilebilir kaynaklarin kullanimi agisindan da onemli bir adim niteligi

tasimaktadir.

1.1 Inula Viscosa (L.) Aiton Bitkisi Hakkinda Genel Bilgi

Inula viscosa (L.) Aiton [Dittrichia viscosa (L.)], Asteraceae familyasina ait olup Akdeniz
bolgesinde yayilis gosteren, zorlu ¢evresel kosullara yiiksek adaptasyon yetenegiyle bilinen
cok yillik otsu bir bitkidir (Amrouche vd.,2020). Bitkinin dogal yayilim alani; Tiirkiye ve
Orta Dogu (Israil, Urdiin ve Suriye) basta olmak iizere, Giiney Avrupa kiyilarmi (Fransa,
Ispanya, Yunanistan, Italya, Bulgaristan) ve Kuzey Afrika’y1 (Cezayir, Misir, Libya)
kapsamaktadir (Parolin et al., 2014).

Insan faaliyetleri nedeniyle dogal yapisi bozulmus ancak sonrasinda kendi haline
birakilmis ruderal ortamlarda yetisen /nula viscosa, bu alanlarin en yaygin tiirlerinden
biridir. Bu bitki tiirli, olumsuz kosullara kars1 son derece direncli oldugundan ve bozulmus
ortamlarda yetistiginden, istilaci bir yabanci ot olma ozelligi tasiyan karakterlere de

sahiptir (Parolin et al., 2014).

L. viscosa’nin tipik habitatlari; kurumus nehir yataklar, terk edilmis tarim arazileri, yol
kenarlar, yliriiylis yollari, karayolu sevleri ve dolgu alanlar1 gibi antropojenik alanlardir.
Isik istegi oldukga yiiksek olan bu tiir; topragin si1g oldugu tasli ve kayalik zeminlerden
egimli yamaclara, killi ve kumlu topraklardan kentsel alanlara kadar ¢ok genis bir yayilim
gosterir (Sekil 1.1). Bitki, bu kurak habitatlarin yan1 sira dogal batakliklar ve diger sulak
alanlarda da gelisim gosterebilecek yiiksek bir adaptasyon yetenegine sahiptir (Parolin et

al., 2014).



Sekil 1.1: Inula viscosa'nin dogal yayilim gosterdigi tipik habitat 6rnekleri

Bitkinin gdvde kismu odunsu yapida olup, govdesinin {ist kisimlarinda ¢ok sayida sari
renkli cicek basi tasir (Amrouche et al.,2020). Kiiciik bitkilerde bile kokler oldukca
dayanikli olabilir. Bitki, govdenin alt kisimlarindan itibaren dallanmaya baslayan dik
govdelere sahiptir. Dallar1 ¢ok sayidadir, yayilicidir ve diizensiz agilidir. Kanopisi (bitki

ortiisti) oldukca yogundur. 150 cm yiikseklige ulasabilir. Tim bitki salgi tiiyleri (glandiiler



tiiyler) ile kaplidir. Ince tiiylii yapraklarmin sekli uzundur, kenarlar1 ise ince testere disli

veya kiiclik diglidir. (Parolin et al., 2014).

I viscosa (L.) Aiton, Tirk¢e’de yaygin olarak “yalanci saribas”, “yapiskan inula”,
“aromatik inula” veya “yapiskan andiz (anduz) otu” olarak adlandirilmaktadir. Giiglii bir
kokuya sahip bir tiirdiir (Ozkan vd., 2019). Yapraklar yapiskandir ve "viscosa" ismi de
buradan gelmektedir (Parolin et al., 2014). Sert kafurumsu bir kokuya sahip olmasi,
bitkinin dogal ortamda kolaylikla taninmasini saglamaktadir (Aboujanah, 2019).

Sekil 1.2: Inula viscosa (L.)

Tirkiye florasindaki /nula cinsinin taksonomik agidan kapsamli revizyonu 1975 yilinda
Grierson tarafindan gerceklestirilmistir. S6z konusu ¢alismada cins biinyesinde 26 tiir ve
toplamda 31 taksonun kaydi yapilmistir. Ancak gilincel floristik veriler 151831nda,

Tirkiye'deki /nula cinsine ait takson sayisinin 33'e ulastig1 goriilmektedir (Sevindik,2014).

Binlerce yildir ¢esitli farmakolojik etkileri nedeniyle en onemli tibbi bitkiler arasinda

degerlendirilmektedir (Amrouche et al.,2020). Geleneksel halk hekimliginde 7. viscosa,



yaralarin iyilestirilmesi, cilt rahatsizliklarinin giderilmesi, romatizmal agrilarin azaltilmasi,
solunum yolu rahatsizliklariin tedavisi, diyabet, gastroduodenal sorunlar, hipertansiyon,
kanser, bronsit, tiiberkiiloz ve kisirlik gibi cesitli saglik problemlerinde kullanilmaktadir.
Ayrica, bitki antelmintik, ates diisliriicli, antiseptik, iltihap Onleyici, balzamik, balgam
soktiiriicli, uyuz oOnleyici, idrar soktiiriicli, kansizlik dnleyici ve kas gevsetici 6zellikler de
gostermektedir. Kimyasal agidan 1. viscosa, guaianolitler, seskiterpenler, seskiterpen
asitler, triterpenoitler, azulenler, laktonlar, flavonoitler, kostik asit ve ugucu yaglar gibi
cesitli biyoaktif bilesenleri igermektedir (Ozkan vd., 2019). Yaprak ve ¢i¢eklerinde 80'den
fazla ucucu yag tamimlanmistir. Toprak tstii kisimlardan elde edilen ugucu yag ile
koklerden izole edilen yag arasinda belirgin farklar mevcuttur (Pérez-Alonso et al.,1996).
Toprak tstli kisimlar1 serbest alkoller, asetatlar veya yagl esterler halinde triterpenoidler
icerir (Grande et al., 1992). Yaprak ekstraktlar1 yiiksek oranda oksijenli seskiterpen
bilesikleri ve antioksidan etkilerden sorumlu flavonoidler igerir (De Laurentis et al., 2002;
Schinella et al., 2002). Cicek ekstraktlar1 ise Ozellikle yiiksek miktarda monoterpen,
seskiterpen hidrokarbonlar, oksijenli aromatik bilesikler ve yag asidi esterleri igermektedir
(De Laurentis et al., 2002). Bunun yan1 sira bazi aragtirmalar, /. viscosa bitkisinin bahge
bitkilerinde kullanilan ev yapimi mantar 6ldiiriicii maddelerin iiretimi agisindan degerli bir
kaynak oldugunu gostermistir (Aboujanah, 2019; Mueller-Riebau et al., 1995; Yegen vd.,
1992).

1.2 Asteraceae Familyasinin Ozellikleri

Asteraceae, Compositae veya ay¢icegi bitki ailesi olarak da bilinir, tahmini 25.000-35.000
tiir sayistyla tlim ¢igekli bitkilerin yaklasik %10'unu olustur. Orkideler (Orchidaceae) ve
baklagiller (Fabaceae) ile birlikte Asteraceae, 16 alt familya ve 50 kabile ile tiir acisindan
en zengin aileyi temsil eder. Diinyanin her yerine, Arktik'ten tropiklere kadar farkli yasam
alanlarina, cok cesitli yliksekliklere yayilir ve biiyiik agaclardan ¢alilara ve otlara ve hatta
suda yasayan tiirlere kadar uzanan gelisimsel Ozellikler, sekonder metabolitler, yasam
Oykiileri ve biiylime bi¢imleri acisindan muazzam ¢esitlilik gosterir. (Zhang and Elomaa,
2024). Sahip oldugu 1209 tiir ile Tiirkiye florasinda baskin bir konumda yer alan bu
familya, tiir zenginligi acgisindan ilk sirada yer alir (Sevindik 2014). Bu tiirlerin 447’s1
endemiktir ve %37’lik endemizm oraniyla en fazla endemik tiire sahip bitki familyasi

oldugu bilinmektedir (Albayrak, 2022).



Asteraceae familyasi genellikle otsu bitkilerden olugmakla birlikte, bir yillik veya iki y1llik
monokarpik tiirler ile ¢ok yillik polikarpik calilar ve nadiren agaclar1 da kapsamaktadir.
Yapraklar alternat veya karsilikli dizilis gosterir ve bazen dairesel sekiller de igerir.
Nadiren stipiiller bulunur; yaprak ayasi ise bazen basit ve parcalanmamis olup, cogunlukla
loblu veya digli sekilde parcalanmistir. Stomalar anizositik veya anomositik tiptedir.
Asteraceae iiyelerinin ¢igek dizilisi familyaya 6zgii karakteristik bir 6zelliktir. Genislemis
reseptakulum iizerinde ¢ok sayida ¢igek bulunur ve bu ¢igek durumu kapitulum olarak
adlandirilir. Her kapitulumda 1-500 adet veya daha fazla, sapsiz ya da kismen sapsiz
cicekler yer alir. Cigekler radyal veya zygomorfik (tek simetrili) olabilir ve kapitulumlarda
genellikle iki tip ¢icek bulunur (Albayrak, 2022).

1.3 Inula Tiirlerinde Ikincil Metabolitler (Sekonder Metabolitler)

Ikincil metabolitler, bitkilerde bulunan dogal bilesiklerdir. Bu molekiiller, bitkilerin
cevreye adaptasyonu, korunmasi, taginmasi ve tremesi gibi kritik faaliyetlerden
sorumludur. Giinlimiizde bir¢ok sektorde hammadde olarak kullanilan sekonder
metabolitler, bitkinin temel yasamsal islevleriyle dogrudan iliskisi olmamasina karsilik
farmakolojik potansiyelleri acisindan biiyiik énem tagimaktadir (Yilmaz, 2012). ikincil
metabolitler, boyalar, lifler, yapistiricilar, yaglar, mumlar, tatlandirici maddeler, ilaglar ve
parfiimler olarak kullanimlar1 nedeniyle de ilgi ¢ekicidir ve yeni dogal ilaglar,
antibiyotikler, bocek oldiiriiciiler ve herbisitler i¢in potansiyel kaynaklar olarak
goriilmektedir. Son yillarda, bazi sekonder metabolitlerin koruyucu diyet bilesenleri olarak
rolii, insan beslenmesi arastirmalarinda giderek daha Onemli bir alan haline gelmistir
(Crozier et al., 2006). Ikincil metabolitlerin karmasik biyolojik islevleri ve dzellikle insan
sagligina olan faydalarinin giderek daha fazla anlagilmasi, bu bilesiklerin elde edilme
metotlarint gelistirme ve etki mekanizmalarini aydinlatmaya yonelik arastirmalarin son

yillarda yogunlasmasina neden olmustur (Yilmaz, 2012).

Inula tiirlerinin, yapilan kimyasal arastirmalar sonucunda zengin bir metabolit ¢esitliligi
icerdigi tespit edilmistir. Bu cinse ait dnemli biyoaktif bilesenler sunlardir: ugucu yaglar,
terpenik bilesikler (monoterpenler, seskiterpenler, diterpenler, triterpenler), fenolik
bilesikler (flavonoid ve fenolik asitler), glukolipitler, glikozidazlar, antranilik asit tiirevi

bilesikler mevcuttur (Gokbulut, 2011; Sevindik vd.,2020).



1.3.1 Ucgucu Yaglar

"Esansiyel yag" veya "eterik yag" olarak da bilinen ugucu yaglar, bitkilerin farkli
boliimlerinden (yaprak, kok, kabuk, meyve) elde edilen, kendine has gii¢lii kokulariyla
karakterize edilen ugucu dogal bilesenlerdir. Bu giiclii aromatik tiriinler, oda sicakliginda
genellikle sivi formda bulunur, ancak bazen kristallesme egilimi gdsterir ve tipik olarak

renksiz veya soluk sar1 bir goriiniime sahiptir (Cellat, 2011).

Suyla karigmadiklari i¢in yag kategorisinde sayilsalar da kimyasal yapilar1 sabit yaglardan
tamamen farklidir. Sabit yaglarin aksine, ugucu yaglar su buhar ile siiriiklenebilir ve
stizgec kagidina uygulandiginda kalic1 yag lekesi birakmazlar. Buna karsilik, sabit yaglar
buharla siiriiklenemez ve kalic1 yagh bir leke olusturur. Coziiniirlik agisindan ugucu
yaglar; petrol eteri, etanol, benzen, eter gibi cogu organik c¢oziiciide kolayca ¢oziintirken,
sabit yaglar sulu alkollerde ¢oziinmez. Her ne kadar ugucu yaglar su ile karigsmasalar da
tasidiklar1 aromatik bilesenlerin suya niifuz etmesi mimkiindiir; bu kismi ¢oziiniirliik,

kokularmin kullanildig: aromatik sularin temelini olusturur (Madencioglu, 2023).

Ucgucu yaglar; antimikrobiyal (mikroorganizmalara kars1), antioksidan (serbest radikallerin
olumsuz etkilerini giderici), analjezik (agr1 dindiren), antiseptik (mikroplarin tiremesini
Onleyen), antifungal (mantara kars1), antiviral (viriisiin etkisini 6nleyen), stimulan (uyarici)
veya sedatif (sakinlestirici) gibi genis bir biyolojik etki alanina sahiptir. Igerdikleri aktif
bilesikler sayesinde sergiledikleri bu ¢ok yonlii 6zellikler, onlar1 ilag endiistrisi i¢in giderek
daha degerli bir kaynak haline getirmistir (Cellat, 2011;. Yilmaz, 2018). Baz1 yaglar ise
bocek kovucu 6zelligi ile dikkati cekmektedir (Cellat, 2011; Nerio et al., 2010; Lee, 2018).

Ucucu yaglar, ¢ok sayida kimyasal bilesigin bir araya gelmesiyle olusan dogal
karisimlardir (Biilbiil, 2016). Bu durum, kimyasal bilesimlerini olduk¢a karmasik hale
getirir; genellikle 20 ila 60 arasinda degisen farkli tiirde bilesenleri barindirirlar. Bu
bilesenler, iki temel simifa ayrilir. Bunlardan ilki ve baslica olan1 terpenler ve
terpenoidlerdir, ikincisi ise aromatik ve alifatik kokenli bilesikleri igerir. Daha detayli ifade
etmek gerekirse, ucucu yaglarin igeriginde terpen bilesikleri disinda alkoller, asitler,
esterler, epoksitler, aldehitler, ketonlar, aminler ve siilfiir bilesikleri bulunabilir. Ugucu
yaglarin sahip oldugu biyolojik nitelikler, bilesimlerindeki ana bilesenlerden etkilendigi
icin, bu bilesenlerin kimyasal 6zellikleri bilyiik 6nem tasir (Devecioglu, 2018; Bakkali vd.,

2008).



1.3.2 Ucgucu Yaglarin Eldesi

Ucucu yaglarin bitkilerden elde edilme yontemi; bitkinin 1s1ya ne kadar dayanikli oldugu,
icerdigi ucucu yagin miktari, yagin suda ¢oziiniirliigii ve bilesenleri gibi faktorlere bagl
olarak belirlenir. Esansiyel yaglarin eldesi i¢in kullanilan yontemler temelde mekanik,

destilasyon ve ekstraksiyon olmak iizere ii¢ ana baglikta incelenebilir. (Karakaplan, 2017).

1. Mekanik Yontem
2. Destilasyon Yontemi
a. Su Destilasyonu (Hidrodestilasyon)
b. Buhar Destilasyonu
c. Su-buhar Destilasyonu
d. Kuru Destilasyon
e. Vakum destilasyonu
f. Hidrodiflizyon
3. Ekstraksiyon Yontemi

a. (Coziicli Ekstraksiyonu

b. Enfloraj

¢. Maserasyon

d. Siiperkritik akiskan ekstraksiyonu (SFE)
e. Mikrodalga destekli ekstraksiyon (MAE)
f.  Sikistirilmis ¢oziicii ekstraksiyonu

g. Kat1 faz mikroekstraksiyon (SPME)

Yapilan bu ¢aligmada, belirtilen yontemlerden su destilasyonu (hidrodestilasyon) yontemi

kullanilmistir.

1.3.2.1 Mekanik Yontem (Presleme)

Bitkilerden esansiyel yaglarin destilasyon yoluyla ¢ikarilmasi, gereken yiiksek 1sinin bu
yaglardaki bazi bilesenlerin kimyasal yapisin1 bozabilmesi nedeniyle her zaman giivenilir
bir yontem olmaz. Ucgucu yaglarin termal bozunmasini Onlemek amaciyla, bu gibi
durumlarda soguk presleme teknigi tercih edilir. (Boyanay, 2013). Turunggil (Citrus)
kabuklarindan esansiyel yaglarin elde edilmesinde Ozellikle tercih edilen bu siirecte
(Madencioglu, 2023), meyve kabuklar1 kumas bir torba icine yerlestirilerek soguk hidrolik
presler yardimiyla sikilir ve boylece yag bilesenleri ayristirilir (Karakaplan, 2017).
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1.3.2.2 Destilasyon Yontemi

Destilasyon yontemi, temelde kapali bir diizenek icinde bitki materyali igerisindeki ugucu
bilesenlerin, su veya buhar kullanilarak ayrilmasmna, ardindan bir sogutucuda
yogunlastirilarak toplama kabinda biriktirilmesine dayanir. Bu metot, ucucu yaglarinm
kolaylikla birakan bitkilere uygulanir ve yaglarin su buhar1 ile tasinabilme

(stirtiklenebilme) 6zelliginden faydalanir (Madencioglu, 2023).

Destilasyon teknikleri, genel olarak su destilasyonu (hidrodestilasyon), buhar destilasyonu,
su-buhari destilasyonu, kuru destilasyon, vakum destilasyonu ve hidrodifiizyon seklinde

alt1 ana baslik altinda siniflandirilmaktadir (Karakaplan, 2017).

1.3.2.2.1 Su Destilasyonu (Hidrodestilasyon)
Ugucu yaglarin eldesinde siklikla uygulanan geleneksel bir yontem olan destilasyon islemi,
laboratuvar Olgekli caligmalarda genellikle Clevenger tipi bir aparat kullanilarak

gerceklestirilir (Karakaplan, 2017).

Bu yontem ile, kurutulmus ve yapisinda 1siya karsi hassas madde bulundurmayan bitkisel
numunelerden ugucu yaglar elde etmek miimkiindiir. Ayrica bu teknik sayesinde bitkilerden
sadece ugucu yag degil, ayn1 zamanda aromatik su da (hidrosol) kazanilabilir (Kutlular,

2007; Yilmaz, 2018).

Bu uygulamada, su ve bitkisel 6rnek bir balon joje igerisine yerlestirilir; bu diizenegin
tizerine bir Clevenger aparat1 ve geri sogutucu baglanarak karisim 2 ila 8 saat arasinda
kaynatilir. Bu islem sonucunda, su buhariyla siiriiklenen yag molekiilleri, geri sogutucuda
yogunlagarak sudan ayrilir ve Clevenger aparatinda suyun yiizeyinde toplanir. Elde edilen
ucucu yagin miktar1 bitki tiiriine gore farklilik gostermekle birlikte, genellikle ¢ok diisiik
seviyelerdedir (Boyanay, 2013).

1.3.2.2.2 Buhar Destilasyonu

Bu yontem, 6zellikle taze bitki materyali i¢in uygulanan bir tekniktir (Madencioglu, 2023).
Islem sirasinda, uygun hacimli bir cam balona konulan taze bitkisel materyale, buhar
iireten ayr1 bir sistemden basingli buhar gonderilir. Bitkinin igerisindeki ugucu yaglar, bu
buhar yardimiyla siiriiklenerek toplama kabina ulagir. Yag, burada yogunlastirilarak sudan

ayristirilmis olur (Madencioglu, 2023; Boyanay, 2013).
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Cogu organik bilesik, yiiksek sicakliklara maruz kaldiginda bozunma egilimi sergiler. Bu
nedenle, damitilacak maddelerin 1siya karst duyarlilifi c¢ok yiliksek oldugunda, buhar
destilasyonu teknigi vakum destilasyonu ile kombine edilerek kullanilabilir (Karakaplan,

2017).

1.3.2.2.3 Su-buhar Destilasyonu

Bu teknik hem kuru hem de taze bitki 6rneklerine uygulanabilen bir damitma prosediiriidiir
(Boyanay, 2013). Ozellikle yiiksek sicaklikta bozunma potansiyeli tastyan maddeler iceren
numunelerin veya 1siya hassas bilesenlerin varliginda bu yontem tercih edilir. Bu metodun
temel prensibi, ugucu yaglarin su buhari araciligiyla siiriikklenerek taginabilme 6zelliginden
faydalanmaktir. Islem sirasinda bitki materyali destilasyon diizenegine yerlestirilir ve
tizerine su ilave edilir; ardindan, ayr1 bir tinitede iiretilen su buhari su igerisindeki bitkisel
ornege yonlendirilir. Son olarak, ugucu yag iceren buhar karisimi sogutucudan gegirilerek
yogunlasir ve yag fazi su fazindan basariyla ayrilir (Boyanay, 2013; Karakaplan, 2017;
Madencioglu, 2023).

1.3.2.2.4 Kuru Destilasyon

Kuru destilasyon, ugucu yag eldesinde ¢ok yaygin bir uygulama alani bulmayan bir
yontemdir. Bu islem, bitkisel materyallerin susuz bir ortamda yiiksek 1siya maruz
birakilarak iglerindeki ugucu bilesenlerin kismen parcalanip damitilmasi esasina dayanir;
bu siirece pirojenasyon adi verilir. Kuru destilasyon, 6zel olarak tasarlanmis imbiklerde
gergeklestirilir. ' Yontemin uygulanmast i¢in, kullanilacak materyal oncelikle kurutulur,
ardindan kiiciik parcalar halinde kazanlara doldurulur. Yiiksek sicaklikta susuz olarak
damitilan {rtlinler, sogutucudan gegirilerek yogunlastirilir ve toplama kabinda biriktirilir

(Karakaplan, 2017; Kutlular, 2007).

1.3.2.2.5 Vakum Destilasyonu

Vakum destilasyonu, bitkisel ugucu yaglarin 06ziitlenmesinde kullanilan bir damitma
yontemidir. Bu metodun temel amaci, destilasyon diizenegi icerisindeki basinci, vakum
uygulayarak diisiirerek, normal atmosfer basincinda yiiksek kaynama noktasina sahip olan
ya da 1s1ya kars1 hassasiyet gosteren bilesenlerin daha diisiik sicakliklarda ve bozulmadan

buharlagsmasini saglamaktir.
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Bu yontemde, bitkisel materyal ve su, kapali bir sisteme yerlestirilir. Sisteme uygulanan
diisiik basing sayesinde, kaynama noktast onemli Ol¢lide diiser. Bu durum, ugucu
bilesenlerin termal bozunmaya ugrama riskini azaltarak, bilesen kalitesinin korunmasina
yardimei1 olur. Ugucu yag buharlar1 bu diisiik sicaklik ve basing altinda ayristirilir, ardindan

yogunlagtirilarak toplama kabinda biriktirilir (Azzam and Obaid, 2025).

1.3.2.2.6 Hidrodifiizyon

Hidrodiflizyon, ugucu yag eldesinde ¢ok yaygin kullanilan bir yontem olmayip, temelde
buhar destilasyonunun tersi prensibiyle ¢alisir. Bu metodun 6zii, difiizyon olayinin ozmotik
basing ilkesiyle gerceklesmesine dayanmaktadir. Uygulamada bitkisel materyal, kazanin
icinde bulunan delikli bir tepsi lizerine yerlestirilir ve buhar, kazana alttan degil, disaridaki
bir jeneratorden diisiik basingla {ist kisimdan verilir. Buharla birlikte siiriiklenen ugucu
yaglar, materyal arasindan gegerek asagi dogru hareket eder ve kazanin alt boliimiindeki
sogutucuda yogunlagir. Sogutucudan c¢ikan yag ve su karigimi, yogunluk farkindan
faydalanilarak toplama kabinda ayrilir. Hidrodifiizyon yontemiyle elde edilen ugucu yag
miktar1 yiiksek olsa da %sabit yaglarin veya suda ¢oziinen bilesenlerin ugucu yaga gegme
riski nedeniyle endiistriyel kullanimi smirli kalmistir (Madencioglu, 2023; Karakaplan,

2017; Cellat, 2011).

1.3.2.3 Ekstraksiyon Yontemi

Ekstraksiyon (6ziitleme), organik bilesikleri igeren bir madde karigiminin, her bir bilesenin
farkli ¢oziiciilerdeki ¢oziiniirliik farki prensibine dayanarak ayristirilmasi islemidir. Bu
islem sonucunda, karisimdaki bilesenler, iki ana fazda ayrisarak zenginlesir: raffinat fazi
(besleme ¢oziiciisii agisindan zengin) ve ekstrakt fazi (ayrilmak istenen ¢dziinen madde
acisindan zengin). Ekstraksiyon yontemi, Ozellikle damitma (destilasyon) gibi termal
ayirma tekniklerinin yetersiz kaldig1 veya ekonomik olmadigi durumlarda kritik bir 6neme

sahiptir (Patel et al.,2019).

Ekstraksiyon yonteminin se¢imi, ugucu yaglarin kalitesini belirleyen ana faktordiir.
Uygunsuz ekstraksiyon prosediirleri, aromatik yaglarda dogal olarak bulunan
fitokimyasallarin tahrip olmasia ve biyolojik etkilerinin degismesine neden olabilir. Bu
durum, nihai {iriinde farmakolojik bilesenlerin kaybi, renk degisimi, istenmeyen koku/tat
olusumu ve yaglarin fiziksel yapisinda bozulmalar gibi olumsuz sonuglar dogurabilir (Aziz

vd., 2018).
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Ucucu yag elde etme teknikleri, genel olarak iki ana kategori altinda siniflandirilmaktadir

(Kaufmann and Christen, P. (2002):

1. Geleneksel Yontemler
a. Coziicli ekstraksiyonu
b. Enfloraj

¢. Maserasyon

N

Modern Yontemler

Stiperkritik akigkan ekstraksiyonu (Supercritical fluid extraction-SFE)

A

Mikrodalga destekli ekstraksiyon (Microwave-assisted Extraction-MAE)

e

Sikistirilmis ¢oziicii ekstraksiyonu (Pressurised Solvent- Extraction)

&

Kati faz mikroekstraksiyon (Solid Phase Microextraction-SPME)

Uzun yillardir kullanilan geleneksel yontemler, uzun islem siireleri ve fazla kirletici ¢oziicii
ithtiyac1 gibi dezavantajlar sunmaktadir (Kaufmann and Christen, 2002). Ayrica, bu
tekniklerin, cesitli ucucu bilesen kayiplari, diisiik yag ekstraksiyon verimi, doymamis
bilesiklerin bozunmasi ve ekstraksiyon silirecinden kaynaklanan toksik kalintilar gibi

dezavantajlartyla da basa ¢ikilmasi gerekmektedir (Aziz vd., 2018).

Modern yontemler, geleneksel ekstraksiyon tekniklerinin uzun stiresi, yiiksek c¢oziicii
thtiyact ve yiiksek maliyeti gibi dezavantajlarini gidermeyi amaglar. Bu sayede, 6zellikle
cevre, gida ve biyolojik orneklerdeki ugucu/yari ugucu bilesenlerin tespiti ve analizi hizl,
giivenilir ve uygun maliyetli hale gelmektedir (Boyanay, 2013; Cellat, 2011; Karakaplan,
2017, Madencioglu, 2023).

1.3.2.3.1 Coziicii Ekstraksiyonu (Solvent Extraction)

Coziicli ekstraksiyonu, 6zellikle buharla veya yiiksek 1styla ekstraksiyona uygun olmayan
bitki materyallerinden ugucu yag elde etmek icin uygulanan bir tekniktir. Bu yontemde
yaygin olarak aseton, hekzan, metanol veya etanol gibi standart organik c¢oziicliler

kullanilir (Tongnuanchan and Benjakul, 2014).

Coziicii ekstraksiyonunun genel prosediirii, bitki 6rneklerinin ¢oziiciilerle karigtirilmasi ve

karisgtmin  hafifce 1sitilmasiyla baglar. Bu asamay1 filtrasyon ve c¢oziiciilerin
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buharlastirilmasi takip eder. Elde edilen siiziintii, bir re¢ine, koku ve ugucu yag karisimini
icerir. Daha sonra, ugucu yag1 ayirmak amaciyla bu siizlintii karigimina alkol eklenir ve
karisim diisiik sicaklikta damitilir. Bu siirecte alkol, koku bilesenlerini absorbe ederek

buharlasir ve aromatik saf yag damitma kalintisi olarak elde edilir (Aziz vd., 2018).

Coziicli ekstraksiyonu, temel olarak iki 6nemli dezavantaj tasir. Birincisi, ekstraksiyon
sonrasinda gerceklestirilen yogunlastirma asamasinda, diisiik molekiil agirlikli ugucu
bilesenlerin kayb1 ve istenmeyen artefaktlarin olusmasi riskidir. Ikincisi ise, ekstraksiyon
islemi tamamlandiktan sonra {irlinde geri kalan ¢6ziicii miktaridir. Bu durum, ¢oziiciilerin
toksik Ozelliklerinden dolayr hem cevresel kirlilik hem de maliyet agisindan Snemli
sorunlara yol agar. Zira kullanilan saf ve yiiksek kaliteli ¢oziiciilerin biiylik miktarlarda

kullanilmasi, siirece ciddi bir ekonomik yiik getirmektedir (Cellat, 2011).

1.3.2.3.2 Enfloraj

Enfloraj yontemi, taze ¢igeklerin yaydigi koku bilesiklerinin yiizeye tutunmasi esasina
dayanan geleneksel bir ugucu yag ekstraksiyon teknigidir. Bu yontemin temel prensibi, bu
bilesikleri adsorbe etmek i¢in hayvansal yaglarin kullanilmasini igerir. Literatiirde, enfloraj
yontemiyle elde edilen yagin kokusunun, taze ¢i¢eklerin dogal kokusuna en ¢ok benzeyen

yapida oldugu belirtilmektedir (Pensuk et al., 2007).

Bu prosediirde, biiyiik ve ¢erceveli bir cam plaka iizerine 6ncelikle bir katman hayvansal
yag siiriiliir. Daha sonra, ¢igek yapraklar1 veya biitiin cicekler bu yag tabakasinin {izerine
yerlestirilir. Yag, koku bilesenleri ile tamamen doygun hale gelinceye kadar ¢icekler her
giin diizenli olarak degistirilir. Yag doygunluga ulastiginda, biinyesindeki ugucu yaglar
cesitli iglemlerle yag matrisinden ayristirilir (Pensuk et al.,2007). Bu yontemin {iretim

maliyeti oldukga yiiksektir ve zaman alan bir islemdir (Pensuk et al.,2007; Cellat, 2011).

1.3.2.3.3 Maserasyon

Maserasyon, geleneksel ekstraksiyon yontemleri arasinda yer alan, basitligi ve diisiik
maliyeti ile 6ne c¢ikan bir tekniktir (Tambun vd., 2021). Bu ekstraksiyon teknigi,
koparildiktan sonra fizyolojik aktivitesi hizla sona eren ¢icekli bitkilerin ugucu

bilesenlerinin elde edilmesi i¢in tercih edilir (Y1lmaz, 2018).
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Islem, yaklasik 60-70 °C sicakliktaki erimis hayvansal veya bitkisel yagin kullanilmasi
esasina dayanir. Cigekler bu sicak yaga daldirilarak, iceriklerindeki ugucu bilesenlerin yag
matrisine gecisi saglanir. Ekstraksiyon siiresi sonunda, yag icerisinde kalan ¢igek kalintilari
ortamdan uzaklastirilir. Kalintilarin iizerinde kalan yag ise hidrolik basing uygulanarak geri
kazanilir ve ana yag fazina eklenir. Bu islemler dizisi kullanilan yag, aroma maddeleriyle
doygun hale gelene kadar tekrarlanir (Boyanay, 2013). Ancak, maserasyonun dezavantaji

ise uzun ekstraksiyon siireleri gerektirmesidir (Tambun et al., 2021).

1.3.2.3.4 Siiperkritik akiskan ekstraksiyonu (Supercritical fluid extraction-SFE)

Bu ekstraksiyon tiiriinde, bir bilesen matristen ¢dziicii yardimiyla ayristirilir; ancak burada
kullanilan ¢oziicti siiperkritik akiskandir. Siiperkritik akiskanlar yiiksek yogunluga sahip ve
sikigtiritlamaz tlirde akiskanlardir. Bu akiskanlarin sicaklik ve basing degerleri, kritik
noktanin tizerindedir. Ayrica termal hareketliligi yliksektir ve yogunluklar1 genis dlgiide
degistirilebilir (Patel et al.,2019). Siperkritik sivi ekstraksiyonunda en ¢ok kullanilan
¢oziicii olan CO», kolay temini, diisiik maliyeti, yiiksek saflik derecesi ve ¢evreye dost

yapist ile 6n plana ¢ikmaktadir (Karakaplan, 2017).

Genel olarak SFE siirecinin prensibi, akiskanin tekrarlanan sikistirma/basing diisirme
(dekompresyon) adimlariyla kullanilmast ve geri doniistiiriilmesini igerir. CO2’in
stiperkritik hali, akigkanin yiiksek oranda sikistirllmasi ve 1sitilmasiyla elde edilir.
Ardindan, ugucu madde ve bitki 6zlerini yiiklemek i¢in ham bitki materyalinden gegirilir.
Bu islemi, basing diisiirme adimlar takip eder; CO> ve bitki 6zleri karisimi, elde edilen
ekstraktlarin COz'den ayrilmas: i¢in kademeli olarak basincin diigiiriildiigii iki ayiriciya
yonlendirilir. CO; ikinci ayiricidan salinir ve depolama tankina geri doniistiiriiliir. COo,
normal atmosfer basinci ve sicaklik altinda kolayca gaza doniistiigli i¢in nihai iiriinde

¢oziicli kalintis1 kalmaz (Aziz vd., 2018).

1.3.2.3.5 Mikrodalga destekli ekstraksiyon (Microwave-assisted Extraction-MAE)

Mikrodalga destekli ekstraksiyonun arastirmacilar tarafindan rapor edilen temel
avantajlari, yliksek verim ve secicilikle ucucu yag elde edilmesi, 6nemli ol¢iide daha kisa
ekstraksiyon siiresi ve ¢evre dostu bir slireg sunmasi seklinde 6zetlenebilir (Hemwimon et
al., 2007). Bu teknik, bitki numunelerinin mikrodalga teknolojisi ile 1sitilmasi ve ardindan
¢oziicii kullanilmaksizin atmosferik basingta gerceklestirilen kuru damitmanin bir

kombinasyonudur (Gupta et al., 2012).
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Klasik 1s1 iletimi yontemlerinin tersine, mikrodalga enerjisi materyalin tamamini ayn1 anda
ve homojen bir sekilde 1sitma 6zelligine sahiptir. Mikrodalga destekli ekstraksiyon, temel
olarak iki farkli sistemde uygulanir: En yaygini, sicaklik ve basincin kontrollii oldugu
kapal1 bir reaksiyon kabinda yiiriitiilen kapal1 sistem ekstraksiyonudur. Diger bir uygulama
ise atmosferik basing altinda agik bir kapta gergeklestirilen acik sistem yontemidir (Cellat,

2011).

Kapali kap sisteminde, ¢oziicii atmosferik kaynama noktasinin oldukga iizerine kadar
sitilabilir. Bu islem hem ekstraksiyon hizint hem de verimliligi artirir (Kaufmann and
Christen, 2002). Bu sistem, 6zellikle ugucu bilesikler i¢in en uygun yontemdir (Gupta et
al., 2012).

Acik kap sisteminde ise maksimum sicaklik, kullanilan ¢oziiciiniin kaynama noktasi
tarafindan belirlenir (Camel et al., 2001). Kapali kap ekstraksiyonuna kiyasla, agik kap
sistemleri Orneklerin daha giivenli sekilde islenmesini saglar ve ayrica daha biiyiik
miktarlarda 6rneklerin ekstrakte edilmesine olanak tanir. Acik sistemlerde ayni anda birden

fazla ekstraksiyon kabi kullanilabilir (Gupta et al.,2012).

Mikrodalga islemleri sirasinda asir1 1sinma durumunun meydana gelebilecegi bildirilmis
olsa da mikrodalga ekstraksiyonun bu durumdan kaynaklanan fitokimyasal bilesenlerin
termal bozunmasi sorununa maruz kalmasi olasi degildir. Bunun nedeni, asir1 1sinmanin
homojen sistemlerde meydana gelmesi, oysa mikrodalga ekstraksiyonunun heterojen bir

sistem olmasidir (Gupta et al., 2012).

1.3.2.3.6 Sikistirilmias coziicii ekstraksiyonu (Pressurised Solvent- Extraction-PSE)

Ekstraksiyonun geleneksel yontemlerine karsi bir alternatif olarak gelistirilen bu teknik,
¢oziicli kullaniminy, siireyi ve verimi optimize etme gibi avantajlara sahiptir (Madencioglu,
2023). Yontemin etkinligi, kullanilan yiliksek basing ve sicakliktaki organik coziiciiler
aracilifiyla onemli Olclide artirilmaktadir. Bu baglamda, sicakligin yiikseltilmesi
ekstraksiyon kinetigini hizlandirirken, basincin  artirilmasi  ¢oziicliniin - siv1 fazda
tutulmasin1 saglayarak giivenli ve hizli bir ekstraksiyon ortami olusturmaktadir.

(Kaufmann and Christen, 2002).
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Sikistirilmis ¢oziicii ekstraksiyonu tekniginde, materyal celik bir kap icerisine alinir ve
¢oziicli ile 50-200°C arasinda degisen sicakliklarda bir firin igerisinde 1sitilir. Isitma
asamasi sirasinda firma ek olarak 5003000 psi araliginda basing uygulanir. islemin 5 ila
10. dakikalarinda sisteme yeni ¢oziicii pompalanarak hem 6rnegin hem de kabin yikanmasi
saglanir. Son asamada ise, sistem igindeki ¢oziicli genellikle azot gazi kullanilarak toplanir

(Karakaplan, 2017).

1.3.2.3.7 Kat1 faz mikroekstraksiyon (Solid Phase Microextraction-SPME)

Bu teknik, geleneksel olarak ayri ayr1 uygulanan Ornek hazirlama, ekstraksiyon ve
yogunlastirma asamalarmi tek bir adimda birlestirmektedir. En biiylik avantaji,
ekstraksiyon isleminin ¢oziicli gerektirmeden gergeklestirilmesidir. Coziicii kullaniminin

ortadan kalkmasi, yontemi ekonomik agidan oldukga tercih edilebilir hale getirir (Boyanay,

2013).

En yaygin uygulama alani, genellikle Gaz Kromatografisi (GC) veya Gaz Kromatografisi-
Kiitle Spektrometresi (GC-MS) ile kullamilarak ¢evre, biyolojik ve gida Orneklerinde
bulunan ugucu ve yar1 ugucu organik bilesiklerin ayrilmasi ve tayinidir (Vas and Vekey,

2004).

SPME cihazi, temel olarak modifiye edilmis bir siringa goriiniimiindedir ve iginde
polimerle kapli hareketli bir erimis silika lifi bulundurur. Bu yontem hem gaz hem de sivi
cozelti oOrneklerine uygulanabilir. Ekstraksiyon ic¢in cihazin i8nesi kapali ortama
yerlestirilir ve lif disar1 ¢ikarilarak 6rnekle temas ettirilir. Lif tizerindeki polimer kaplama,
analitleri tipk1 bir siinger gibi adsorpsiyon/absorpsiyon yoluyla yakalar. Ornek toplandiktan
sonra lif, korunmasi i¢in ignenin igine geri ¢ekilir. Son olarak, lifteki bilesenler termal
desorpsiyon ile 1sitilarak GC veya GC-MS cihazina aktarilir ve analiz silireci tamamlanir

(Kilig, 2008).

Basit yapist ve diisiik maliyetiyle one ¢ikan SPME, temiz ve konsantre ekstraktlar
saglayarak kiitle spektrometresi analizlerinde ideal bir verimlilik saglamaktadir (Aragjo et

al., 2007).
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1.4  Terpenler

Terpenler, bitkiler ve hayvanlar tarafindan iiretilen sekonder metabolitlerin en yaygin
grubunu temsil eder ve yapisal agidan oldukca genis bir cesitlilige sahip organik
molekiillerdir. "Terpen" kelimesi, adin1 kozalakli ¢am agaci recinesinden elde edilen bir
bilesik olan "turpentin”" isminden almistir; sondaki "-en" eki ise molekiiliin yapisinda ¢ift

bag bulundugunu isaret eder (Carike1, 2010).

Terpenler, (CsHg), formiiliine sahip dogal hidrokarbon yapisindaki bilesikleridir.
Terpenlerin oksijenli tlirevleri olan terpenoidler ise, bitkisel ugucu yaglarin belli bash
bilesenlerini meydana getirir (Oksiiz, 2019). Su ana kadar 70.000’den fazla terpenoid
tanimlanmis olup, terpenoidler ¢cok genis bir bitki, mantar ve bakteri yelpazesi tarafindan
sentezlenmektedir. Aromatik nitelikleri sayesinde bitki terpenoidlerinin kullanim
spektrumu oldukga genistir; hiicre zarinda yer alma, tozlayicilari ¢ekmek i¢in feromon
gorevi gdorme, otgullar1 uzaklastirma, parazit ve patojenlerle savagsma gibi ¢esitli biyolojik
roller iistlenirler. Ayrica giiniimiizde endiistriyel (yakit sentezi, gida aromalari, ekstraksiyon
¢oziiciileri) ve farmasdtik {irlinlerde genis bi¢imde kullanilmaktadir. Bu bilesikler antiviral,
antimikrobiyal, antifungal, sitotoksik ve antiinflamatuvar 6zellikler sergiler (Seglab et al.,

2024).

Bas-kuyruk kondenzasyonu, terpen yapilarmin olusum siirecindeki ana reaksiyon
mekanizmasidir ve iki adet izopren (2-metil-1,3-biitadien) biriminin birlesmesini kapsar.
Bu kural uyarinca, izopren iinitesinde dallanmanin oldugu tarafta bulunan 1 numarali
karbon bas; dallanmanin olmadig: tarafta bulunan 4 numarali karbon ise kuyruk olarak
tanimlanir (Ozer, 2010). Terpenler, Sekil 1.3'te gdsterilen izopren molekiiliinden iki veya

daha fazlasinin birlesimi sonucu olusur (Carikg1, 2010).

bas /lz\/ CH2 kuyruk
H,C 2

Sekil 1.3: Izopren molekiilii
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Terpenler, yapilarinda bulundurduklar1 izopren birimi sayisina gore siiflandirilir (Kaya,

2010). Tablo 1.1°de bu gruplarin karbon ve izopren sayilar1 gosterilmistir.

Tablo 1.1: Terpen siniflart: izopren ve karbon sayis1 karsilastirmasi

Terpen grubu izopren birim Karbon
sayisl atomu sayisi
Monoterpenler 2 10
Seskiterpenler 3 15
Diterpenler 4 20
Sesterpenler 5 25
Triterpenler 6 30
Tetraterpenler 8 40
Politerpenler >8 >40

Ugucu yaglarin kimyasal profilinde, baskin olarak monoterpen ve seskiterpen yapisindaki
yiiksek uguculuga sahip hidrokarbonlar yer alir. Yapisal olarak daha biiyiik olan
diterpenler, triterpenler ve politerpenler ise u¢ucu olmayan hidrokarbonlardir. Bu ugucu
olmayan bilesenler, bitkideki ugucu yag icinde ¢dziinmiis olarak bulunabilirler, ancak su
buhar1 distilasyonu gibi yontemlerle yag elde edilirken siirliklenmedikleri i¢in nihai iirline
gecmezler (Oksiiz, 2019). Bu farkli terpen smiflarmin her biri, bitkilerin biiyiimesi,

metabolizmasi veya ekolojisi agisindan 6nemli bir role sahiptir (Harborne, 1998).

1.4.1 Monoterpenler

Monoterpenler, kendilerine has ugucu ve keskin kokulartyla bilinir ve biiyiik cogunlugu
yiiksek yapili bitkiler tarafindan iiretilir (Kaya, 2021). Diislik kaynama noktalarina sahip
olmalar1 nedeniyle yiiksek buharlasma kabiliyetine (uguculuga) sahiptirler. Bitkilerin
ucucu yaglariin ana bilesenlerini olusturan bu maddeler; karakteristik aroma verici
ozellikleri sayesinde gida, kozmetik ve farmakoloji endiistrilerinde yiiksek ekonomik

degere sahiptir (Giirsul, 2015).

Monoterpenler, bitkisel gelisim ve organizmalar arasi etkilesimlerde (allelopati, bocek
cezbetme/uzaklastirma) anahtar rol oynarlar. Patojenlere karsi inhibitor etkileri bulunan bu
bilesikler; parfiim ve plastik sanayisinde hammadde, tipta ise antibakteriyel, antikanser ve

antispazmotik 6zellikleri nedeniyle halk ilac1 olarak yaygin kullanilirlar (Giirsul, 2015).
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Kimyasal olarak iki izopren biriminden olusan monoterpenler, sentezlenirken biiyiik
o6l¢iide bas-kuyruk baglanmasi kuralina uygunluk gosterir. Monoterpen sinifinin en bilinen
iiyeleri, cam agaclarinin karakteristik bilesenleri olan a-pinen ve S-pinen'dir. Bu bilesikler,
keskin kokular1 ve ticari potansiyelleri sayesinde plastik ve parflim endiistrisi sanayisinde
hammadde olarak kullanilmaktadir. Ayrica, monoterpenler giiglii biyolojik aktivitelere
sahiptir; antispazmotik, antibakteriyel, antifungal ve antikanserojen gibi ¢esitli terapotik

ozellikler sergilerler (Boyanay, 2013; Yilmaz, 2018).

Monoterpenler, kimyasal yapilarina gore {i¢ ana kategoriye ayrilir. Asiklik monoterpenler,
diiz zincir yapisinda olup tipik olarak ii¢ ¢ift bag igerirler; bu bilesiklerin optikge aktif
olmasi, molekiildeki asimetrik karbon atomlarmin varligina baglanir. Bir halkali yapiya
sahip olan monosiklik monoterpenler ise iki ¢ift bag tasirken, bisiklik monoterpenler iki

halka ve bir ¢ift bag iceren daha karmasik bir iskelete sahiptir (Y1lmaz, 2018).

1.4.1.1 Asiklik monoterpenler

Asiklik monoterpenlerin temel iskeleti, 2,6-dimetiloktan yapisini esas alir ve genellikle ii¢
adet ¢ift bag icerir. Farmakognozik acidan biiyiik 6neme sahip olan bu bilesiklerin oksijenli
tiirevleri ise asiklik monoterpenoitler olarak adlandirilir. S6z konusu iskeletler; primer veya
tersiyer alkollerin yani sira ester ve aldehit gibi fonksiyonel gruplari barindirabilir ve

yapilarinda bir ya da iki etilenik bag bulundurabilir. (Dereli, 2016).

CH,4

Sekil 1.4: 2,6-dimetiloktan

Cesitli asiklik monoterpen ve monoterpenoitler Sekil 1.5°te goriilmektedir (Oksiiz, 2019;
Bektas, 2014). Ornegin Inula viscosa bitkisinden elde edilen ugucu yagm GC/MS ile

yapilan analizlerinde bilesenlerinden bazilarinin linalool ve B-mirsen oldugu bulunmustur
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(Mueller-Riebau et al., 1995). Baska bir calismada I viscosa yapraklarindan ekstrakte
edilen bir asiklik monoterpen alkol olan geraniol oldugu tespit edilmis (Alalan et al.,

2016).

OH
CH,OH
AN 2 =
/
Linalool B-mirsen Geraniol o-osimen
CHO H
\Y
H CHO CH,OH
\
Sitral-a (Geranial) Sitral-b (Neral) sitronellol

Sekil 1.5: Bazi asiklik monoterpenler

1.4.1.2 Monosiklik monoterpenler

Monosiklik monoterpenler, yaygin olarak p-mentan iskeletine sahiptir ve molekiillerinde
genellikle bir halka ve iki adet ¢ift bag bulundururlar. Bu yapilarin oksijenli tiirevleri;
sekonder veya tersiyer alkol, ester, keton, epoksit ve peroksit gibi ¢esitli fonksiyonel
gruplan tagiyabilir. Kimyasal doygunluklarina gore bu bilesikler dietilenik, monoetilenik

veya tamamen doymus formlarda bulunabilir (Dereli, 2016).

Sekil 1.6: p-mentan yapisi
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Inula tiirlerinden elde edilen monosiklik monoterpenlere drnek olarak karvakrol, timol, p-
simen, oa-terpinen en c¢ok rapor edilen bilesiklerdir (Karamenderes ve Zeybek, 2000;
Giamperi et al., 2010). Mentol, limonen, karvon, fellandren monosiklik monoterpenlere

ornek olarak verilebilir.

R

Karvakrol Timol p-simen o-terpinen
@)
OH
= =
Mentol Limonen karvon B-fellandre

Sekil 1.7: Bazi monosiklik monoterpenler

1.4.1.3 Bisiklik monoterpenler

Yapisal olarak sabinen, karen, pinen ya da kamfen iskeletlerinden tiireyen bisiklik
monoterpenler, molekiillerinde ¢ogunlukla bir ¢ift bag tasir. Bu yapilarin oksijen igeren
tiirevleri; sekonder alkol, ester veya keton fonksiyonel gruplarini barindirabilir ve kimyasal
acidan monoetilenik veya tamamen doymus formlarda bulunabilir (Dereli, 2016). Ote
yandan, /nula tiirleri iizerinde yapilan kimyasal ¢aligmalar, bu bitkilerde de birgok bisiklik
monoterpenin bulundugunu rapor etmektedir (Pérez-Alonso et al.,1996; Abeda et al., 2024;
Alalan et al.,, 2016). Sekil 1.8’de bu iskelet yapilarindan tlireyen bazi bisiklik

monoterpenlere 6rnekler gosterilmistir.
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Spiakk

a-pinen [-pinen Sabinen Kafur Borneol

Sekil 1.8: Bazi bisiklik monoterpenler

1.4.2 Seskiterpenler

Seskiterpenler, tipki monoterpenler gibi genis bir yapisal ¢esitlilik gdsterir ve ii¢ izopren
biriminin birbirine baglanmastyla olusur (Dereli, 2016). Bu grup, terpen siniflandirmasinda
en yogun ve yapisal agidan en karmasik bilesikleri barindirir. Bu bilesiklerin ¢ogu a- ve f-
doymamis karbonil grubu igerir (Kaya, 2021). Inula tirleri iizerinde yapilan ¢aligmalar da
bu bitkilerin ugucu yaglarinda ¢ok sayida ve cesitli seskiterpen bilesigi bulundugu rapor
edilmistir (Abu Zarga et al., 2003; Fontana et al., 2007; Barrero et al., 2008; Nasser et al.,
2014; Aissa et al., 2019). Seskiterpenler, 6zellikle gida ve ilag sektorlerinde tasidiklari
bliyiik deger nedeniyle 6ne ¢ikan 6nemli bir bilesik grubudur (Cellat, 2011).

Seskiterpen iskeletleri, halkalagsma derecelerine gore; asiklik, monosiklik, bisiklik, trisiklik
ve tetrasiklik formlar olmak {izere bes temel yapisal kategoride siiflandirilir (Col, 2007).
Bu bilesikler, fonksiyonel grup varligina bagl olarak hidrokarbonlar, alkoller, ketonlar ya
da laktonlar seklinde bulunabilen genis bir kimyasal cesitlilige sahiptir. Glinlimiizde,

2000'den fazla seskiterpen laktonu bilesigi tanimlanmstir. (Yetit, 1998).

Karbosiklik iskelet sistemleri temel alinarak yapilan degerlendirmede, seskiterpen
laktonlar1 dort temel kategori altinda gruplandirilmaktadir. Bu gruplardan ilki olan
germakranolitler, on {iyeli bir halka yapisina sahiptir. Ikinci grup olan 6desmanolitler ise
birbirine kaynagmis iki alt1 iiyeli halkadan olusmaktadir. Son olarak guaianolitler ve
psodoguaianolitler yedi iiyeli bir halkaya baglanmis bes tiyeli bir halka yapisi tasir (Sulsen
and Martino, 2018). Sekil 1.9'da bu dort ana grubun (germakranolitler, 6desmanolitler,
guaianolitler ve psddoguaianolitler) temel iskelet yapilar1 gosterilmistir. Sekil 1.10'da ise,
Inula tiirlerinden elde edilenler de dahil olmak iizere hem genel seskiterpen hem de

seskiterpen lakton yapilarina ait bazi tipik 6rnekler sunulmustur.
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Sekil 1.9: Seskiterpen laktonlarinin temel iskelet yapilar
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Sekil 1.10: Baz Seskiterpenler ve seskiterpen laktonlarina ait kimyasal yapilar
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1.4.3 Diterpenler

Diterpenler, dort izopren {initesinin birlesmesiyle meydana gelen ve CzoHzz molekiil
formiiliine sahip bilesiklerdir. Bitki ve mantarlardan elde edilmelerinin yan1 sira, deniz ve
bocek diinyasinda da bulunurlar. Baslangicta incelenen Ornekler, tamamen diterpen
asitlerden olusan ve o donemin teknolojisiyle analiz edilmesi olduk¢a zor olan ¢am
recineleriydi. Kompleks diterpen karisiminin basarili bir sekilde izole edilmesi ihtiyaci,
farkli ekstraksiyon sistemlerinin ve yeni ayirma yoOntemlerinin gelistirilmesini tesvik
etmistir. Nitekim, kromatografik tekniklerdeki hizli ilerlemeler diterpenlerin yapilarinin
kisa siirede aydinlatilmasina olanak saglamistir. Son yirmi yilda diterpen yapi tiplerinin
cesitliligi 6nemli Olcilide artsa da siiflandirmalar1 biyogenetik esaslara dayanmaya devam

etmektedir (COl, 2007).

Dogal kaynakli tirinler arasinda diterpenler, biyolojik etkinlik cesitliligi bakimindan en
kapsamli gruplardan biri olarak literatiirde yer almaktadir. Bu bilesikler, 6zellikle bitki
hormonlarinin  gelisiminde kritik roller {istlenirler. Diterpenlerin 6nemli biyolojik
fonksiyonlaria 6rnek olarak; bitki bliylime hormonu olan gibberalin ve biiyiime inhibitorii
olan podolakton verilebilir. Ayrica, boceklere karsi kullanilan aci maddeler (6rnegin
klerodan tipi diterpenler) ve anti-feedant etkileri de mevcuttur. Tibbi agidan ise, bazi
diterpenlerin anti-timdr ve antibiyotiklere benzer aktiviteleri ile yiiksek tansiyonu
diistiriicii etkileri bulunmaktadir. Bunun yaninda, solerol {irlinleri gibi bazi diterpenler
parfimeri endiistrisinde de yer bulmaktadir (Goren, 2002). Diterpenlerdeki bu yiiksek
yapisal gesitlilik, fitokimya bilim dalinin gelismesini kolaylastirmaktadir ve séz konusu
biyolojik aktivitenin halkali diterpenlerde daha yogun goézlendigi bilinmektedir (Col,
2007).

Diterpenler i¢in de genis bir biyogenetik cesitlilik s6z konusudur. Literatiirde rapor edilen
70 farkli diterpen iskeletinden, 20 adedi temel diterpen iskeleti, kalan 50 tanesi ise
literatlirde daha az rastlanan diterpen iskelet formlar1 olarak siniflandirilmistir (C6l, 2007).

Dogada ¢ok bulunan diterpen iskeletleri 1.11°de gosterilmistir.
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Sekil 1.11: Bazi diterpen iskeletleri

1.4.4 Triterpenler
Triterpenler, alti izopren biriminin baglanmasiyla olusur ve genel molekiil formiilleri
CsoHas'dir. Bu grubun en oOnemli iiyesi, diiz zincirli bir triterpen olan ve Ozellikle

kopekbaligi karaciger yaginin ana bileseni olarak bilinen squalene'dir (C6l, 2007).

Sekil 1.12: Squalene’nin yapisi
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1.4.5 Tetraterpenler

Tetraterpenler, sekiz izopren birimi igerir ve CsoHse genel molekiil formiiliine sahiptirler.
Biyolojik agidan 6nemli olan bu bilesikler arasinda, asiklik likopen, monosiklik gama-
karoten ile bisiklik alfa- ve beta-karoten gibi karotenoidler yer alir. Dogada yaygin dagilim
gosteren karotenoidler, bitkilere sar1, turuncu ve kirmizi renklerini veren pigmentlerdir.
Dogal kaynaklardan yaklasik 600 farkli tiirii tanimlanan karotenoidler, 6zellikle meyve ve

sebzelerde bolca bulunur. Saglik acisindan kritik rolleri bulunan bu bilesiklerin baslica

fonksiyonu, A vitamininin onciilii olarak gorev yapmalaridir (Giirsul, 2015).

y-karoten

o-karoten

\\\\§\\\\\

[S-karoten

Sekil 1.13: Bazi tetraterpenlere ait kimyasal yapilar

1.4.6 Politerpenler
Politerpenler, c¢ok sayida izopren biriminin birbirine baglanarak uzun zincirler

olusturmasiyla meydana gelir. S6z konusu grup igerisinde en yaygin kullanim alanina
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sahip olan madde kaucuktur. Lateks olarak da isimlendirilen bu dogal polimer, 6zellikle

ekvatoral bolgelerdeki agaclardan saglanan bitkisel bir salg1 niteligindedir (Ozer, 2010).

Kaucugun parcalayarak damitilmasi sonucunda, temel yapi tasi olan izopren birincil {iriin
olarak ag¢iga c¢ikmaktadir; bu durum kaugugun polimerik yapisinin izopren iinitelerinden
olustugunu kanitlar ve molekiil formiiliiniin (CsHs)a oldugunu gosterir. Bu molekiiler yapi,
saf kaucuk analizleriyle de dogrulanmistir. Dogal kauguk, izopren birimlerinin 1,4 katilma
polimeri olarak kabul edilir. Dogal kauguk olusumunda, izopren birimleri basg-kuyruk

diizeninde eklenerek birlesir ve tiim ¢ift baglar cis konfigiirasyonundadir (Col, 2007).

H
H  HC
( H3C H H3C H H3C 3
CH CH;—/—
__CH2 C%‘(CHZ C%—(CHZ CH>2—( 2 2
H,C H H,C H HyC H

Sekil 1.14: Dogal Kauguk (cis-1,4-poliizopren)

1.5 Fenolik Bilesikler

Fenolik bilesikler, molekiiler yapilarinda en az bir aromatik halka ve bu halkaya bagh bir
veya daha fazla hidroksil (~OH) grubu bulundurmakla karakterize edilirler (Crozier et al,
2006).

Son yillarda gerceklestirilen arastirmalar, bitkilerde yogun olarak bulunan fenolik
bilesikleri i¢eren besinlerin tiiketiminin insan saglig1 iizerinde olumlu etkiler yarattigim
ortaya koymustur. Bu nedenle, s6z konusu bilesikler iizerine yapilan bilimsel ¢alismalar
bliyiik bir ivme kazanmistir. Fenolik bilesiklerin temel o6zelliklerinden biri, serbest
radikallere kars1 gosterdikleri antioksidan kapasitedir. Antioksidan aktivite, fenol halkasina
bagli hidroksil iyonu (—OH) sayisindaki artisla dogru orantili olarak ylikselmektedir.
Ayrica bu antioksidan gii¢, hidroksil gruplarinin halkadaki baglanma konumlarina gore de
degismektedir (Ozcan, 2008).

Bu 6zelliklerinin yani sira, literatiirde 8000'den fazla fenolik yapinin rapor edildigi ve bu
bilesiklerin bitkiler aleminde yaygin olarak dagildig: bildirilmektedir. Fenolikler, yapisal
acidan oldukga genis bir gesitlilik sunar; basit, diisiik molekiil agirlikli, tek aromatik halkali
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bilesiklerden, biiyiikk ve karmagik yapili tanenlere ve tiirev polifenollere kadar degisen

formlarda bulunurlar (Crozier et al, 2006).

Fenolikler, genellikle karbon atomlarinin sayisina ve bu atomlarin diizenlenisine gore
sistematik olarak siniflandirilirlar. Dogada yaygin olarak sekerler (glikozitler) ve organik

asitler ile konjuge formlarda bulunurlar (Crozier et al, 2006).

Fenolik bilesikler; yapilarindaki fenol halkasinin adedi ve bu halkalarin birbirleriyle olan
baglanma bicimleri esas alinarak flavonoidler ve flavonoid olmayanlar olmak iizere iki

grupta incelenirler (Y1lmaz, 2018).

1.5.1 Flavonoidler
Flavonoidler, Sekil 1.15°te gosterildigi gibi on bes karbon igeren, ii¢ karbonlu bir koprii ile
birbirine baglanmis iki aromatik halkadan olusan polifenolik bilesiklerdir (Crozier et al,

20006). Fenolik bilesikler igerisinde en biiyiik sinifi flavonoidler olusturur (Giirsul, 2015).

Flavonoidler ¢cogunlukla meyve, sebze ve tahillarda bulunurlar. Bu bilesikler cigeklerin,
meyvelerin ve bazen de yapraklarin renklerinden sorumludur. Bunlardan antosiyanidinler,
bitki biinyesinde genellikle sekerlerle birlesmis glikozitler seklinde bulunur ve bu yapilar
bitkilerde pembe- kirmizi- mavi renk pigmentasyondan sorumluyken, diger flavonoidler
beyaz ve sart renklerin olusumunu saglar. Flavonoidlerin fonksiyonlar1 yalnizca
pigmentasyonla sinirli degildir; ayrica giinesin UV radyasyonuna, parazitlere karsi koruma,
enzimatik siireglerin modiilasyonu ve koku 0Ozelliklerinin kazandirilmasi gibi cesitli

biyolojik mekanizmalarda gorev alirlar (S6ylemezoglu, 2003).

Flavonoidler, yapraklarin  epidermisinde ve meyvelerin kabugunda  yiksek
konsantrasyonlarda bulunur ve sekonder metabolitler olarak 6nemli ve c¢esitli rollere
sahiptirler. Bitkilerde flavonoidler, UV korumasi, pigmentasyon, azot baglayici nodiillerin
uyarilmasi ve hastaliklara direng gibi cok cesitli siireclerde gorev alirlar (Koes et al., 1994;

Crozier et al, 2006).

Flavonoidler, temel iskeletleri itibariyla iki aromatik fenil halkasinin ii¢ karbonlu bir koprii
ile baglandig1 15 karbonlu difenilpropan (Cs-C3-Cs) yapisina sahiptirler. Bu 6nciil yap,

oksijen atomu {izerinden gerceklesen halkalagsma neticesinde heterosiklik bir sistem olan 2-
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fenilbenzopiran formuna dontismektedir. Numaralandirmada, fenil halkalar1t A ve B
harfleriyle ifade edilirken, piran halkasi ise C simgesiyle gosterilir.  Yapidaki
numaralandirma islemi heterosiklik C halkasindaki oksijen atomundan baslatilmakta, B
halkasindaki karbon atomlari ise karisikligi 6nlemek amaciyla iissii (') isaretli rakamlarla
tanimlanmaktadir (Selen, 2014). Sekil 1.15’te flavonoidlerin numaralandirmasi

gosterilmistir.

Flavonoidlerin biiyiik bir kisminda yukarida ifade edilen ii¢ halkali (A, B ve C) kapali yap1
gozlense de bu ailenin biyosentetik yolaktaki ilk basamagini olusturan salkonlar, merkezi
C halkasinin kapanmadigi bir grup olarak flavanoid tiirleri arasinda yerini alir. Salkonlar
flavonoidlerin heterosiklik karbon halkasina sahip olmayan iiyeleridir. (Go et al., 2005;

Selen, 2014).

Flavonoidlerin baslica alt siniflar1 sunlardir:
o Flavonoller
o Flavonlar
« Izoflavonlar
e Flavanonlar
e Flavan-3-oller
e Antosiyanidinler

o Salkonlar

Bu siniflandirma ve temel yapilar Sekil 1.15'te gorsel olarak sunulmustur.
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Sekil 1.15: Baslica flavonoidlerin genel yapilari

Temel flavonoid iskeleti ¢ok sayida siibstitiiente sahip olabilir. Hidroksil gruplar
genellikle 4', 5 ve 7 pozisyonlarinda bulunur. Glikozitler cok yaygindir ve flavonoidlerin
bliyiik ¢cogunlugu dogada glikozitler olarak bulunur. Flavonoidlerin yapisina glikozitler ve
hidroksil gruplar1 eklendiginde, bu gruplar su molekiilleriyle hidrojen baglar1 kurarak
bilesigin suda ¢oziinme yetenegini artirirken, metil gruplari ve izopentil birimleri gibi diger

siibstitiientler flavonoidleri yagda ¢oziiniir hale getirir (Crozier et al., 2006).

1.5.1.1 Flavonoller

Flavonoller, muhtemelen flavonoidlerin en yaygin olanlaridir; mantarlar ve algler harig
tim bitkiler alemine dagilmislardir (Crozier et al., 2006). Flavonoidlerin bitkilerde en
yaygin bulunan ve en ¢ok yapisal ¢esitlilige sahip alt sinifi olan flavonoller, fiziksel olarak
kristalize ya da amorf formlarda bulunma egilimindedir ve sar1 rengin tonlarini tasirlar.

(Oncii, 2018).
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Flavonoller, baslica glikozitler halinde, yaprakli sebzeler, yumrular, soganlar, gesitli
meyveler, otlar, baharatlar, ¢cay ve sarap dahil olmak iizere bir¢cok gida bitkisinin yenilebilir

boliimlerinde genis bir dagilim gostermektedir (D’ Andrea, 2015).

Mirsetin, kersetin, izorhamnetin ve kaempferol gibi flavonoller (Sekil 1.16), en yaygin
olarak O-glikozitler olarak bulunurlar. Konjugasyon en sik C-halkasinin 3. pozisyonunda
gergeklesir, ancak siibstitiisyonlar karbon halkasinin 5, 7, 4', 3' ve 5' pozisyonlarinda da

meydana gelebilir (Crozier et al., 2006).

Flavonol R! R?

Kersetin OH H
[zorhamnetin OMe H
Kaempferol H H

Mirsetin OH OH

Sekil 1.16: Flavonoller ailesine ait molekiiller ve bunlarin kimyasal yapilari

1.5.1.2 Flavonlar

Flavonlar, bitki tiirlerinde sik¢a rastlanan flavonoid gruplarindan biridir. Bu molekiillerin
ayirt edici yapisal 6zelligi, heterosiklik halkada yer alan C-2 ve C-3 karbon atomlar
arasindaki ¢ift bag bulunmasindan kaynaklanir. Bitkisel kaynaklarda aglikon (serbest) ve
glikozit (sekerli) formlariyla mevcut olan flavonlarin, bugiine kadar 300'in iizerinde
aglikon c¢esidi izole edilmistir (Yilmaz, 2018). Ayrica flavonlar, A ve C halkasi
siibstitlisyonlarmma sahip olmalarina ragmen, C3 pozisyonunda hidroksil grubundan

yoksundurlar (Crozier et al., 2006).
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Flavonlarin en basit formlari, aromatik halkalarinda sadece hidroksil (—OH) veya metoksil
(—~OCH3;) gruplan tastyanlardir. Yapilarindaki bu oksijenli gruplar nedeniyle bu bilesikler,
aynm1 zamanda oksijenli ya da O-siibstitiie flavonlar olarak da adlandirilir. Bu smifa

verilebilecek en yaygin 6rnekler apigenin ve luteolindir (Y1lmaz, 2018).

OH
OH OH
HO ONg: HO 0,
C | o
3 3
OH O OH
Apigenin Luteolin

Sekil 1.17: Flavon apigenin ve luteolin bilesiklerinin kimyasal yapisi

1.5.1.3 izoflavonlar

[zoflavonlar, soya fasulyesi, kirmiz1 yonca, yer fistig1, nohut ve yonca gibi bitkilerde dogal
olarak ftretilen sekonder metabolitlerdir. Bu bilesikler, Sekil 1.15°te gosterildigi gibi
polifenolik ii¢ halkali (A, B ve C) temel yapisiyla flavonoidler sinifinin dnemli bir alt
grubunu teskil etmektedir. B halkasiin C2 pozisyonunda degil, C3 pozisyonunda bagl

olmasiyla diger flavonoidlerden ayrilirlar (Glines, 2021).

[zoflavonlarin en yogun kaynagi, genistein, daidzein ve glisitein gibi bilesikleri yiiksek
oranda iceren soya fasulyesidir. Kirmiz1 yonca; daidzein ve genisteinin yani sira, biiyiik
oranda formononetin igeren ve dogada yaygin olarak bulunan bir izoflavon kaynagidir.
Izoflavonlar bitkiler i¢inde glikozit ve aglikon seklinde iki formda bulunurlar (Giines,

2021).
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Sekil 1.18: Baz1 izoflavon bilesiklerinin kimyasal yapisi

1.5.1.4 Flavanonlar
Flavanonlar, 2,3 ¢ift bagmin olmamasi ve C2 pozisyonunda kiral bir merkezin
bulunmasiyla karakterize edilirler. Dogal olarak olusan flavanonlarin ¢ogunlugunda, C

halkasi, B halkasina C2'de a-konfigilirasyonunda baglanmistir (Crozier et al., 2006).

Flavanonlar, flavonol ve flavonlarin aksine yaygin gida ¢esitliliginde bulunmaz; neredeyse
sadece narenciye meyvelerinde ve daha az 6l¢iide domates ve bazi aromatik otlarda (nane

gibi) bulunmaktadir (Li and Schluesener, 2017).

En yaygin flavanon glikoziti, narenciye kabugunda bulunan hesperidindir (hesperetin-7-O-
rutinozit). Act portakaldan (Citrus aurantium) elde edilen neohesperidin (hesperetin-7-O-
neohesperidozit) ve greyfurt kabugundan (Citrus paradisi) elde edilen narinjin (narinjenin-
7-O-neohesperidozit) bilesiklerinin yogun aci bir tadi vardir (Crozier et al., 2006). So6z
konusu bilesiklerin (hesperidin, neohesperidin ve narinjin) kimyasal yapilar1 Sekil 1.19°de

gosterilmistir.
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Sekil 1.19: Baz1 flavanon bilesiklerinin kimyasal yapis1
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1.5.1.5 Flavan-3-ol

Flavan-3-oller, flavonoidlerin en karmasik alt sinifin1 olusturur (Crozier et al., 2006).
Flavan-3-ol veya yaygin adiyla katesin olarak da bilinen bilesikler, flavanol yapisinin C3
pozisyonunda bir hidroksil grubu (—OH) bulundurmasiyla karakterize edilir (Ozcan, 2008).
Bu smif, basit monomerler olan (+)-katesin ve onun izomeri (—)-epikatesin'den, aym
zamanda kondanse tanenler olarak da bilinen oligomerik ve polimerik proantosiyanidinlere

kadar uzanir (Crozier et al., 2006).

Flavonlar, flavonoller, izoflavonlar ve antosiyanidinler gibi diizlemsel molekiillerin aksine,
flavan-3-oller, proantosiyanidinler (flavan-3,4- dioller) ve flavanonlar heterosiklik C-
halkasinda doymus bir C3 elementi igerirler ve bu nedenle diizlemsel olmayan yapilardir.
Flavan-3-ollerin C2 ve C3 pozisyonlarindaki 1iki kiral merkez, B-halkasi
hidroksilasyonunun her seviyesi i¢in dort izomer lretir. Bunlardan (+)-katesin ve (—)-
epikatesin dogada yaygin olarak bulunurken, (—)-katesin ve (+)-epikatesin nispeten
nadirdir. Oligomerik ve polimerik proantosiyanidinler ise C4'te ek bir kiral merkeze

sahiptir (Crozier et al., 2006).

OH
WOH
OH
1y
HO ©
OH
(1)- katesin (-)- epikatesin
OH
WOH
OH OH
/,//
HO ©
OH OH
OH OH
(+)- gallokatesin (-)- epigallokatesin

Sekil 1.20: Katesin ve tlirevlerinin kimyasal yapisi
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1.5.1.5.1 Proantosiyanidinler (Kondense Tanenler)

Bitkisel tanenler, fenolik metabolitlerin en 6nemli gruplar arasinda yer alir. Bu bilesiklerin
bir alt grubu olan kondanse tanenler (ayni zamanda proantosiyanidinler olarak da
adlandirilir), polihidroksi flavan-3-ol birimlerinin C-C baglar araciligiyla baglanmasiyla
olusan oligomerik ve polimerik yapilar1 kapsar (Ozcan, 2008). B Tipi proantosiyanidinler,
en basit ve en yaygin proantosiyanidinler olup, genellikle (+)-katesin ve (—)-epikatesin
monomerlerinin katilimiyla olusur; oksidatif baglanma reaksiyonu, bir heterosiklin C-4
atomu ile bitisik tinitenin C-6 veya C-8 pozisyonlar1 arasinda meydana gelerek oligomer ve
polimer zincirlerini olusturur (Crozier et al., 2006). Sekil 21°de Proantosiyanidin B1 ve

Proantosiyanidin B5 yapilar1 6rnek olarak gosterilmistir.

Yiiksek molekiil agirligmma sahip bu yapilar, karbonhidratlar ve proteinler ile giiglii

kompleksler olusturma yetenegine sahiptirler (Ozcan, 2008).

OH
OH

OH
OH

OH
OH

"///

OH OH
HO

Proantosiyanidin B1 Proantosiyanidin B5

Sekil 1.21: Dimerik proantosiyanidinlerin kimyasal yapilari
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1.5.1.6 Antosiyanidinler

Antosiyanidinler, esas olarak konjuge tiirevleri olan antosiyaninler seklinde, bitki aleminde
yaygin olarak dagilmistir. Antosiyaninler, yaprak mezofil hiicrelerini golgeleyerek bitkileri
asir1 1s1ktan korumada gorev alir ve ayni zamanda tozlasma yapan bocekleri ¢gekmede de
onemli bir role sahiptirler. Bu bilesikler, 6zellikle meyve ve cigek dokularinda belirgin
olup, buralarda kirmizi, mavi ve mor renklerden sorumludur. Ayrica yapraklarda, saplarda,
tohumlarda ve kok dokusunda da bulunurlar (Crozier et al., 2006). Bu pigmentlerin rengi
pH degerine baghdir: Asidik kosullarda antosiyanin kirmizi pigment olarak goriiniirken,
alkali kosullarda mavi pigmentli antosiyanin bulunur. Kirmizi ¢igeklere ornek olarak;
kirmizi hibiskus, kirmizi giil, kirmizi ananas adagayi, kirmizi yonca ve pembe ¢icegi
verilebilir. Bu kirmizi ¢igekler yenilebilir niteliktedir. Mavi ¢icekler (mavi peygamber
cicegi, mavi hindiba ve mavi biberiye) ve mor ¢igekler (mor nane, mor ¢arkifelek, mor

adagay1, siradan menekse ve lavanta) ise yaygin yenilebilir ¢igeklerdir (Khoo et al., 2017).

Bu ciceklerin bazilar1 geleneksel olarak halk tibbinda, renklendirici olarak ve gida olarak
kullanilmistir. Geleneksel kullanima ek olarak, kirmizi, mor ve mavi renkli meyveler de
faydali etkileri nedeniyle yaygin olarak tiiketilmektedir. Yemisler (¢gilek, bogiirtlen vb.),
frenk lizimii ve diger kirmizidan maviye donen renkli meyvelerden elde edilen antosiyanin
pigmentleri gii¢lii antioksidanlardir. Ayrica, antosiyanin agisindan zengin olan siyah havug,
kirmiz1 lahana ve mor patates gibi besinler, hastaliklarin 6nlenmesi amaciyla tiiketilen

potansiyel fonksiyonel gidalardir (Khoo et al., 2017).

Sekil 1.15'te gosterildigi gibi antosiyanin, temel flavonoid yapisinin C-halkasindaki oksijen
atomunda pozitif yiike sahip olmasina ragmen, flavonoidlerden biri olarak kabul edilir.
Ayn1 zamanda flavilyum (2-fenilkromenilyum) iyonu olarak da adlandirilir (Khoo et al.,

2017).
En yaygin antosiyanidin yapilari, Sekil 1.22'de gosterildigi gibi pelargonidin, siyanidin,

delfinidin, peonidin, petunidin ve malvidin'dir. Konjugasyon C3, C5, C7, C3' ve C5
karbonlarinda gergeklesebilse de en sik olarak C3'te meydana gelir (Crozier et al., 2006).
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Antosiyanidin Ri1 R:

pelargonidin H H
siyanidin, OH H
delfinidin OH OH
peonidin OCH3 H
petunidin OCH3 OH
malvidin OCH3 OCH;

Sekil 1.22: Baslica antosiyanidinlerin yapilari

1.5.1.7 Salkonlar

Flavonoid ve izoflavonoidlerin biyosentetik Onciisii olarak kabul edilen salkonlar; meyve,
sebze, baharat ve c¢icek gibi pek cok dogal kaynagin yam sira bitkilerin odunsu
kisimlarinda, kabuk ve koklerinde yaygin olarak bulunmaktadir. Bu bilesikler bitki
blinyesinde, 'salkon izomeraz' enziminin katalizledigi spesifik bir reaksiyonla (25)-
flavonlara dontstiirtiliirler. Dogada genellikle flavonlar ile birlikte bulunan bu maddeler,
tozlastiricilar cekmek i¢in pigment gorevi iistlenmekte veya flavonoidlere benzer sekilde
bitkiyi bocek ve parazitlere karsi korumaktadirlar. Kristal yapida olan bu sekonder
metabolitler; sari, turuncu ve kahverengi arasinda degisen genis bir renk yelpazesine

sahiptirler (Kale, 2022).

Sekil 1.15 ‘te gosterildigi gibi salkonlar, temel olarak iki fenil halkasini birbirine baglayan
tic karbonlu bir a,f-doymamis karbonil sisteminden meydana gelen, agik zincirli 1,3-
difenilprop-2-en-1-on iskeletine sahip bilesiklerdir. Salkon yapisinda pozisyonlarin
numaralandirilmas: ile flavonoid yapisindaki numaralandirma arasinda temel bir fark
bulunmaktadir. Salkonda mevcut olan aromatik halkalar A ve B halkas1 olarak adlandirilir;
ancak flavonoidlerin aksine, burada A halkasi iissii (') isaretli rakamlarla, B halkasi ise {issii

isareti icermeyen rakamlarla tanimlanmaktadir (Sekil 1. 23) (Rammohan et al,2020).
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Sekil 1.23: Salkonlarin sistematik numaralandirilmasi

1.6  Biyolojik Aktivite Calismalar1 Hakkinda Genel Bilgiler

1.6.1 Serbest Radikaller ve Antioksidanlar

Serbest radikaller, dis yoriingelerinde bir veya daha fazla eslesmemis elektrona sahip
kimyasal tiirlerdir. Kaginilmaz olarak kararsiz ve reaktiftirler. En basit serbest radikal, bir
proton ve tek bir eslesmemis elektron igeren bir hidrojen atomudur. Bir serbest radikal
olustugunda, farkli etkilesimler yoluyla bagka bir radikal veya molekiil ile reaksiyona
girme yetenegine sahiptir. Canli organizmalar i¢in 6nemli serbest radikal tiirlerine 6rnek
olarak hidroksil (-OH), siiperoksit (O2-—), nitrik oksit (NO-), ve peroksil (RO>-) verilebilir
(Celik, 2017).

Oksidatif stres ise viicuttaki serbest radikaller ile bu radikalleri nétralize eden
antioksidanlar arasindaki dengenin bozulmasi durumudur. Bu kosullar altinda, insan
viicudundaki oksidatif stresin iistesinden gelmenin anahtari, temel olarak antioksidanlar

yoluyla hiicresel savunmay1 gii¢lendirmektir (Celik, 2017).

Antioksidanlar, diger molekiillerin yiikseltgenme hizin1 yavaslatma veya bu siireci
tamamen durdurma yetenegine sahip bilesiklerdir. Canli organizmada serbest radikallerle
etkilesime girerek otooksidasyonu baskilayan bu maddeler, biyolojik savunma
mekanizmasinin ayrilmaz bir parcasidir. Yasamin siirdiirtilebilirligi icin vazgecilmez bir
element olan oksijen, ne var ki dejeneratif siireclerin ve pek ¢ok kronik rahatsizligin da
temel tetikleyicilerinden biri olarak goriilmektedir. Reaktif oksijen ara dirlinlerinden
kaynaklanan radikaller oldukca kararsizdir ve canli sistemlerdeki diger bilesikler ve
gruplarla hizla reaksiyona girme egilimindedir. Bu reaksiyonlar sonucu olusan yeni ve
zararlh tdrlnler, hiicre yikimina, yaslanmaya, hiicre 6liimiine ve ¢esitli hastaliklara yol

acabilir (Ozer Sagir, 2016).
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Oksidasyon, en temel tanimiyla bir atom veya molekiilden elektron kopmasiyla sonuglanan
kimyasal bir stirectir. Hiicresel diizeyde hasara ve hatta hiicre 6liimiine yol acabilen serbest
radikaller, tetikledikleri zincirleme reaksiyonlar araciligiyla bu tahribati gerceklestirirler.
Antioksidanlar ise bu zararli dongiiyii kirarak serbest radikalleri elimine ederler.
Antioksidanlar bu siireci, polifenoller, askorbik asit veya tiyoller gibi indirgeyici bilesikler

tizerinden kendilerini okside ederek sonlandirirlar (Yilmaz, 2018).

Insan viicudu kendi iginde gesitli antioksidanlar iiretebilme yetenegine sahip olsa da yine
de viicudun kendisinin tiretemedigi antioksidanlara diizenli olarak gidalar yoluyla ihtiyag
duymaktadir (Celik, 2017). Beslenme yoluyla viicuda alinan antioksidan savunma &geleri

arasinda baglica rolii A, C, E vitaminleri ile selenyum iistlenmektedir (Y1lmaz, 2018).

Antioksidanlar, oksidanlart baslica dort farkli yontemle inaktive ederek hiicresel hasari

Onlerler:

1. Sondiirme (Quenching): Bu mekanizmada antioksidan, oksidan molekiile bir
hidrojen atomu aktararak onu etkisiz hale getirir. Flavonoidler, bazi vitaminler, trimetazidin

ve mannitol bu yontemle islev goriir.

2. Stipirme (Scavenging): Antioksidanlar, reaktif oksidanlari daha az zararli veya
daha zayif yeni molekiillere doniistiirerek etkisizlestirir. Antioksidan enzimler ve bazi

mikromolekiiller bu etki sekline 6rnek gosterilebilir.

3. Zincir Reaksiyonlarint Kirma (Chain Breaking): Antioksidanlar, oksidatif zincir
reaksiyonlarinin devamini durdurur. Ornegin, hemoglobin, seriiloplazmin ve agir metaller,
oksidanlar1 kendilerine baglayarak veya selatlayarak onlar1 reaksiyon dongiisiinden ¢ikarir

ve etkisiz hale getirir.
4. Onarim (Repair): Bu mekanizma, oksidatif hasara ugramis olan biyomolekiilleri

(6rnegin DNA veya proteinleri) onarma ve eski haline getirme yetenegini icerir (Ozer

Sagir, 2016).
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1.6.1.1 Antioksidanlarin Siniflandirilmasi

1.6.1.1.1 Dogal Antioksidanlar

Dogal antioksidanlar, bitkilerin biyosentez mekanizmalar1 araciligiyla iirettigi bilesiklerdir.
Baslica dogal antioksidan tiirlerine; vitaminler, fenolik bilesikler, glutatyonlar, flavonoidler
ve karotenoidler ornek gosterilebilir. Dogal antioksidan bilesikleri, bitkilerin gesitli
kisimlarinda (sebzeler, tohumlar, yapraklar, cicekler ve kokler) ve ayrica kabuklu veya
kabuksuz meyvelerde yogun olarak bulunur (Yilmaz, 2018). Sekil 1.24’te dogal
antioksidanlara o6rnek olarak C vitamini (Askorbik asit), E vitamini (a-tokoferol) ve p-

karoten yapilar1 gosterilmistir.

.|||||O
I

HO

|
o

HO
OH
C vitamini (Askorbik asit)

HO

a-tokoferol

A S T Y e Y NN

[S-karoten
Sekil 1.24: Baz1 dogal antioksidanlarin kimyasal yapisi
1.6.1.1.2 Sentetik Antioksidanlar

Biitillenmis hidroksi toluen (BHT), biitillenmis hidroksi anizol (BHA), tersiyer biitil

hidrokinon (TBHQ), propil gallat (PG) ve troloks, yaygin bigimde kullanilan baglica
sentetik antioksidanlardir (Y1lmaz, 2018).
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Bu sentetik bilesiklerin kullanim alanlar1 oldukc¢a genistir:

. Biitillenmis hidroksi toluen (BHT): Kauguk, ila¢ ve kozmetik sanayileri gibi
alanlarda kullanilir.

. Biitillenmis hidroksi anizol (BHA): E320 gida katki maddesi ve koruyucu olarak
kullanim1 yaygindir.

. Tersiyer biitil hidrokinon (TBHQ): E319 koduyla bilinen bu antioksidan, doymamis
bitkisel ve hayvansal yaglarda, depolama siirecinde meydana gelebilecek bozulmalar
geciktirmek amaciyla tercih edilir.

. Propil gallat (PG): E310 olarak da taninan PG, kozmetik, sa¢ tiriinleri, yapistiricilar
ve ¢esitli yaglarda katki maddesi olarak kullanilmaktadir (Yilmaz, 2018).

Sekil 1.25°te sentetik antioksidanlara 6rnekler gdsterilmistir.

cH, T H,C e
H,C S0 CH, s
CH,4
H,C CH,
O
CH, >CH,
BHT (biitillenmis hidroksi toluen) BHA (biitillenmis hidroksi anizol)
OH
H,C OH
CH,
pZ CH,
OH 0” Yo >
TBHQ (tersiyer butil hidrokinon) PG (propil gallat)

Sekil 1.25: Bazi sentetik antioksidanlarin kimyasal yapisi

43



1.6.2 Kullanilan antioksidan aktivite tayin yontemleri

1.6.2.1 DPPH (2,2-difenil-1-pikrilhidrazil) Radikal Giderme Yontemi

DPPH (2,2-difenil-1- pikrilhidrazil) ticari olarak temin edilebilen ve kararli yapisiyla
bilinen bir organik nitrojen radikali tiiriidiir (Albayrak vd., 2010). DPPH (2,2-Difenil-1-
pikrilhidrazil) radikal giderim (siiplirme) kapasitesi analiz yontemleri, dogal ekstrelerin
antioksidan giiclinlii belirlemek amaciyla siklikla bagvurulan bir metottur. Bu analiz,
antioksidan bilesikler tarafindan gergeklestirilen bir redoks reaksiyonu sonucunda DPPH

radikalinin nétralize edilmesi (siipiiriilmesi) ilkesine dayanir (Ozer Sagir, 2016).

DPPH radikali, 517 nm dalga boyunda maksimum absorbans gosterir (Carike¢1, 2010).
Molekiiler yapisindaki bir serbest elektronun yer degistirmesi, koyu menekse renginin
olugmasina neden olur. DPPH c¢ozeltisi, hidrojen atomu verebilen bir bilesikle (yani bir
antioksidan ile) karistirildiginda, bu koyu menekse rengi kaybolur ve radikal indirgenmis

(stabil) forma doniisiir (Albayrak vd., 2010).

Bir antioksidan (A-H) tarafindan DPPH serbest radikaline proton transferi reaksiyonu
gerceklestiginde, bu durum 517 nm dalga boyundaki absorbansin azalmasina yol acar. Bu
stireg, goriinlir bolge spektrofotometresi kullanilarak, reaksiyon tamamlanana kadar takip

edilir (Albayrak vd., 2010).

N—N- NO, ———> N—NH NO, + A

Ej NO, Ej NO,

Sekil 1.26: DPPH radikalinin kimyasal yapis1 ve bir antioksidan ile reaksiyonu

Sekil 1.26’da DPPH radikalinin bir antioksidan ile reaksiyonu goriilmektedir. Reaksiyon

sonucunda olusan DPPH-H, molekiiliin indirgenmis formunu temsil eder. Bu siirecte,
antioksidanin kendisi ilk adimda bir serbest radikal (A") olusturur. Olusan bu yeni radikal

ise daha sonraki asamalarda bagka reaksiyonlara katilma potansiyeline sahiptir (Albayrak

vd., 2010).
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1.6.2.2 Bakir (IT) iyonu indirgeme Antioksidan Kapasitesi (CUPRAC) Metodu ile
Antioksidan Aktivite Tayini

Bu analiz yontemi, temelde numunedeki antioksidanlar vasitasiyla bakir (II) iyonlarinin
(Cu*?) bakir(I) iyonlarina (Cu") indirgenmesi ilkesine dayanir. 2,9-dimetil-1,10-fenantrolin
(Neokuproin veya Nc) ile Cu™? iyonlarmmn olusturdugu bakir (II)-neokuproin kompleksi
[Cu (IT)-Nc] antioksidanlar tarafindan indirgenme yeteneginden yararlanilarak antioksidan
kapasitesi hesaplanir. Bu indirgenme sonucunda, 450 nm dalga boyunda maksimum

absorbans veren bakir(I) neokuproin selati [Cu (I)-Nc] olusur (Biiytiktuncel, 2013).

CUPRAC yontemi, antioksidan kapasite belirleme teknikleri arasinda olduk¢a hizli bir
analiz metodu olmastyla 6ne ¢ikar ve genellikle yalnizca 10 dakikalik bir siire gerektirir.
Yontemin uygulama siiresi, analiz edilen molekiiliin yapisina gore farklilik gosterir.
Ornegin, iirik asit, askorbik asit, gallik asit ve kuersetin gibi nispeten basit yapili
molekiiller i¢in sonuglar birkag dakika gibi kisa bir siirede alinabilirken, daha kompleks
molekiillerin analizi 30 ila 60 dakika siirebilmektedir. Hizinin yani sira, bu yontemin bir
diger onemli avantaji, kullanilan ayiraglarin ucuz olmasi ve laboratuvarlarda kolayca

uygulanabilir olmasidir (Albayrak vd., 2010).

1.6.2.3 Demir (III) indirgeyici Antioksidan Gii¢ (FRAP) Tayini
Bu yontem temel olarak, antioksidan bilesenlerin varhiginda ferrik-TPTZ [Fe3t-2,4,6-
tri(2-piridil)-1,3,5-triazin] kompleksinin ferro-TPTZ (Fe?*-TPTZ) formuna indirgenmesi

prensibine dayanir. Bu indirgenme mekanizmasi sirasinda ortaya ¢ikan Fe?*t

iyonlarinin
ligand ile koordinasyon kompleksi olusturmasi, reaksiyon ortaminda koyu lacivert bir renk
degisimine neden olur. Cozeltideki bu renk doniistimiiniin derecesi ile indirgenen demir
miktari, spektrofotometrik olarak 593 nm dalga boyunda o6lgiilen absorbans degerleri
tizerinden tayin edilir ve elde edilen veriler dogrudan numunenin antioksidan kapasitesini

yansitir (Xiao ve ark., 2020). Reaksiyonun kararl bir sekilde yiiriitiilebilmesi i¢cin FRAP
analizi asidik kosullarinda (pH 3.6) gerceklestirilmektedir (Bibi Sadeer ve ark., 2020).

Bu yontem; kolay uygulanmasi, her denemede benzer ve giivenilir sonuglar vermesi ve
pahali cihazlara ihtiya¢ duymadan her laboratuvarda rahatga yapilabilmesi gibi avantajlar
nedeniyle antioksidan kapasite testlerinde sikca tercih edilmektedir (Bibi Sadeer ve ark.,

2020).
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1.7  Antimikrobiyal Aktivite

Giliniimiizde bitkisel kaynakli hammadde ve ilaglar, receteli ilaglarin yaklasik %25’ini
temsil etmeye devam etmektedir. Son yillarda sentetik ilaglarin baz1 enfeksiyonlara karsi
beklenen etkiyi gosterememesi ve cesitli yan etkilerinin saptanmasi, dogal kaynakli
bilesenlerin  arastirilma  gerekliligini  artirmustir.  Ozellikle  diren¢  kazanan
mikroorganizmalarla miicadelede yeni ¢6ziim yollar1 aranmasi, bitkilerin antimikrobiyal
potansiyelini modern tibbin 6nemli bir ilgi alan1 haline getirmistir. Bu baglamda birgok
bitki tiirii, igerdikleri biyoaktif maddeler araciligiyla mikrobiyolojik ve farmakolojik
acilardan ¢ok yonli olarak incelenmektedir (Kirbag ve Zengin, 2006). Dogal igeriklerin
kullanimiyla patojen mikroorganizmalara karsi etkili olan bitki tiirlerinin belirlenmesi ve
bu tiirlerdeki etken maddelerin tespit edilmesi, glinlimiizde iizerinde yogunlasilan temel

bilimsel alanlardan biri olmustur (Ertiirk vd.,2010).

S6z konusu potansiyel aktif bilesenlerin, birbirinden farkli hiicresel yapilara ve
karakteristik 6zelliklere sahip mikrobiyal patojenler lizerinde meydana getirdigi biyolojik
ve fizyolojik etkileri derinlemesine ve ¢ok yonlii bir bicimde analiz etmek amaciyla,
gliniimiiz bilimsel ¢aligmalarinda oldukga genis bir yelpazeye yayilan ¢esitli tarama ve test
metodolojilert etkin olarak kullanilmaktadir. Bu modern yaklagimlarin ve deneysel
stireglerin temel odagini olusturan antimikrobiyal aktivite analizleri; laboratuvar ortaminda
test edilmek {iizere secilen herhangi bir sentetik kimyasal ajanin, izole edilmis bilesigin
veya bitkisel kaynakli dogal ekstraktlarin, hedef olarak belirlenen spesifik bakteri
suslarinin gelisimi, ¢ogalmasi ya da hayatta kalmasi iizerindeki baskilayict etkinligini
yapay laboratuvar kosullarinda (in vitro) somut verilerle ortaya koymak amaciyla tatbik

edilmektedir (Yilmaz, 2018).

Yiiriitilen bu antimikrobiyal aktivite calismalarinda yararlanilan mikroorganizmalar

asagida sunulmustur.

e FEscherichia coli
e Staphylococcus aureus
o Aspergilus parasiticus

e Penicilium chysogenum
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Lviscosa bitkisinden elde edilen bitki ekstrelerinin antimikrobiyal aktivitesini belirlemek
amactyla Disk Diflizyon Yontemi kullanilmistir (Irkin vd., 2021; Karaman vd., 2003;
Benkeblia, 2004). Bu yoOntem, bitki ekstraktlarinin antimikrobiyal potansiyellerini
belirlemek amaciyla kullanilan; basitligi, pratikligi ve yiiksek standardizasyon kabiliyetiyle
One ¢ikan temel bir yontemdir (Biemer, 1973). Bu yontemin temel prensibi, test edilecek
bitki ekstraktlarinin emdirildigi steril kagit disklerin, hedef mikroorganizmanin homojen

bir sekilde yayildigi kat1 besiyeri (agar) yiizeyine yerlestirilmesine dayanir (Yilmaz, 2018).

Inkiibasyon siirecinde, disk iizerindeki aktif bilesenler agara dogru dairesel bir sekilde
difiize olurken, mikroorganizmalar da besiyeri yiizeyinde c¢ogalmaya baslar. Eger
kullanilan ekstrakt mikroorganizma iizerinde inhibitér (engelleyici) bir etkiye sahipse,
diskin etrafinda mikroorganizmanin iireyemedigi seffaf bir alan olusur. "Inhibisyon zonu"
olarak adlandirilan bu bolgenin genisligi, test edilen maddenin etkinligi ile dogrudan
iliskilidir. inkiibasyon sonunda bu zonlarin ¢aplar1 milimetrik olarak 6l¢iiliir ve elde edilen
veriler standart referans degerlerle karsilastirilarak mikroorganizmanin ilgili ekstraktlara

kars1 duyarlilig1 (duyarli, orta duyarl veya direngli seklinde) tayin edilir (Y1lmaz,2018).

1.8  Folin-Ciocalteu Ayiraci (FCR) ile Toplam Fenolik Yontemi

Fenolik analiz alaninda, Folin-Ciocalteu analizi baslangigta sarap calismalar1 igin
uygulanmis olsa da basitligi ve tekrarlanabilirligi sayesinde zamanla ¢ok ¢esitli gidalarda
ve biyolojik drneklerde fenolik bilesikleri belirlemek ve miktarlarint 6lgmek i¢in referans

yontem haline gelmistir (Pérez et al, 2023).

Folin-Ciocalteu (FCR) yontemi, fenolik bilesikler ve diger indirgeyici bilesikler tarafindan,
reaktifteki molibdenyum iyonlarina elektron transferi yapilmasi esasmna dayanir. Bu
reaksiyon sonucunda olusan mavi renkli kompleks, 750-765 nm dalga boylar1 arasinda
spektrofotometrik olarak Olgiiliir. Bu dalga boyundaki absorbsiyon siddeti, fenolik
bilesiklerin derisimiyle orantilidir. Yontemde standart madde olarak ¢ogunlukla gallik asit
tercih edilir ve analiz sonucglar1 gallik asit esdegeri (mg/L yada mg/kg) tlizerinden
hesaplanmaktadir (Albayrak vd., 2010). Fenolik bilesikler, FCR ile yalnizca bazik kosullar
altinda reaksiyon verirler. Bu durum, ¢ozeltinin genellikle sodyum karbonat eklenerek pH

degerinin 10'a ayarlanmasiyla saglanir (Ozer Sagir, 2016; Waterhouse, 2002).
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FCR yontemi, son yillarda toplam indirgeyici kapasitenin 6l¢iilmesinde etkin bir sekilde
kullanilmaktadir. Bu ydntemin sonuglari, diger popiiler antioksidan kapasite belirleme
yontemleri ile iliskili bulunmustur. FCR yontemi, toplam fenol igeriginin belirlenmesinde
giivenilir, basit ve tekrarlanabilir sonuglar sunmasina ragmen, bazi dezavantajlara sahiptir:
Yontemin zaman almasi, onu rutin ve yiiksek hacimli analizler i¢in uygun olmaktan
cikarmaktadir. Ayni zamanda, analizin sulu fazda gergeklestirilmesi nedeniyle, yagda

¢oziinen (lipofilik) antioksidan bilesiklerin 6l¢iimii i¢in uygulanamamaktadir (Ozer Sagir,
2016).

1.9  Toplam Antosiyanin Miktar1 (TAC)

Antosiyanin pigmentleri, gidalarin renk kalitesi ve gorsel 6zellikleri tlizerinde dogrudan
belirleyici bir role sahiptir. Bu bilesiklerin sahip oldugu potansiyel saglik yararlari, son
yillarda hem fonksiyonel gidalardaki hem de nutrasdtik iirlinlerdeki antosiyanin
iceriklerine yonelik bilimsel ve endiistriyel ilgiyi dnemli Ol¢lide artirmistir. Toplam
antosiyanin pigment miktari; meyve sulari, takviye edici gidalar ve dogal renklendiricilerin
kalite kontrol siireglerinde, ayrica ticari satin alma standartlarinin belirlenmesinde giivenilir
bir kalite kriteri olarak kabul edilmektedir (Lee et al.,2005).

Toplam antosiyanin igerigi (TAC), pH-diferansiyel yontemi ile belirlenmistir. pH
diferansiyel yontemi ile antosiyanin pigment konsantrasyonunu belirlemenin gecerliligi ve
temel ilkeleri, dogal iiriin kimyagerleri tarafindan yillardir yaygin olarak kabul gérmektedir

(Lee et al.,2005).

Antosiyanin pigmentleri, ortamin pH degerine bagli olarak geri doniistimlii yapisal
degisimlere ugrayan ve bu degisimleri belirgin farkliliktaki absorbans spektrumlari ile diga
vuran bilesiklerdir. Bu karakteristik 6zellik, "pH-diferansiyel yontemi" olarak bilinen

analiz tekniginin temelini olusturur (Sutharut ve Sudarat, 2012).

Yontemin c¢aligma prensibi, antosiyanin kromoforunun farkli asitlik derecelerinde
biirlindiigli yapisal formlar arasindaki farka dayanmaktadir. pH 1.0 gibi oldukca asidik bir
ortamda antosiyaninler, yogun bir renk sergileyen oksonyum (flavilyum katyonu)
formunda bulunurlar. Ancak ortamin asitli§i azalip pH 4.5 seviyesine ulastiginda,
molekiiler yap1 degiserek renk sergilemeyen hemiketal forma doniislir. Bu iki u¢ nokta
arasindaki gecis tamamen geri doniisiimlidiir (Lee et al.,2005; Sutharut and Sudarat,

2012).
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Bir materyaldeki antosiyanin miktarin1 iki farkli pH degerindeki absorbans degisimine
dayanarak 6lgme kavrami, ilk kez 1948 yilinda Sondheimer ve Kertesz tarafindan ortaya
atilmistir. Ik ¢alismalarda pH 2.0 ve 3.4 degerleri kullanilmis olsa da daha sonraki
arastirmalar sonucunda yontemin hassasiyetini artirmak adina pH 1.0 ve 4.5 degerlerinin

kullanilmas: standart hale gelmistir (Lee et al.,2005).

Bu yoOntemde, pigmentin maksimum goriiniir dalga boyundaki (yaklasik 520 nm)
absorbans farki, dogrudan pigment konsantrasyonu ile dogru orantilidir. Elde edilen
sonuclar standart olarak siyanidin-3-glukozit esdegeri cinsinden ifade edilir. pH-
diferansiyel yonteminin en biiyiik avantaji; polimerize olmus bozulmus pigmentlerin veya
diger engelleyici bilesiklerin ortamda bulunmasi durumunda bile, toplam monomerik
antosiyanin iceriginin hizli ve dogru bir sekilde belirlenmesine olanak tanimasidir (Lee et

al.,2005; Sutharut and Sudarat, 2012).

R1
OH
HO o' @
.
-H @\ R,
P —
=
O—dgly
O—gly
o—dly flavilyum katyonu (oksonyum formu): turuncudan mora
kinoidal baz: mavi pH=1
pH=7
+H,0/-H"

O—gly

salkon: renksiz Karbinol psddo-baz (hemiketal form): Renksiz
pH=4.5 pH: 4.5

Sekil 1.27: Farkli pH seviyelerinde baskin olan antosiyanin yapisal formlar1
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2.  DENEYSEL BOLUM

2.1 Materyal

2.1.1 Bitki Materyali

1. viscosa (L.) Aiton ¢igeklenme doneminden dnce, gévde ve yaprak kisimlari olmak iizere
Ege Bolgesinde, Akhisar/ MANISA- Haskdy bolgesinden (38°55'33.0"N, 27°55'35.3"E,
Rakim: ~340 m) 10 kg kadar toplanmistir. Toplanan bitki materyallerinin tanimlamasi,
Tiirkiye, Balikesir Universitesi Biyoloji Béliimii’'nden Prof. Dr. Tuncay Dirmenci

tarafindan yapildi.

2.1.2 Kimyasal Materyal
Bu calismada kullanilan tiim ¢oziiciiler ve reaktifler analitik saflikta olup, laboratuvar

standartlarina uygun sekilde hazirlanmstir.

Ekstraksiyon ve saflagtirma islemlerinde n-hekzan (CsHis), petrol eteri (KN: 40-60 °C),
kloroform (CHCI3), diklorometan (CH2Cl»), aseton ((CH3)2CO), etil asetat (CH3COOC:Hs)
ve metanol (CH3OH) kullanilmistir.

Kolon kromatografisi icin Kieselgel 60G (0.063—0.200 mm, Merck) kullanilmistir. ince
tabaka kromatografisi (ITK) ve preparatif ITK islemlerinde silikajel kapli aliiminyum
plaklar (Kieselgel 60 F2s4, Merck) tercih edilmistir.

Toplam fenolik madde tayininde kullanilan sodyum karbonattan (Na2COs) doymus ¢6zelti
hazirlanmis, Folin—Ciocalteu reaktifi hazir ¢6zelti olarak temin edilmistir. Toplam
antosiyanin tayininde, sodyum asetat (CH:COONa-3H.O, pH=4,5) ve potasyum kloriir
(KCl, pH=1) ¢ozeltileri, pH ayarlamalarinda %37’lik hidroklorik asit (HCI) kullanilmistir.

DPPH ve CUPRAC aktivitelerinin belirlenmesinde kullanilan reaktifler hazirlanmis olup,

standart bilesikler olarak BHT (Butilhidroksitoluen), BHA (Butilhidroksianisol),

Cvitamini, kurkumin ve a-tokoferol kullanilmistir.
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2.2 Yontem

2.2.1 Ucucu Yag Eldesi

Ugucu yaglarin eldesi Sekil 2.1 gosterildigi lizere Clevenger tipi aparat kullanilarak
hidrodestilasyon teknigiyle gergeklestirilmistir. Bu amagla 150 gram kuru bitki 2 L’lik
reaksiyon balonuna konuldu ve bitkinin {izerini 6rtecek kadar saf su ilave edilerek 4-6 saat
boyunca hidrodestilasyona tabi tutuldu. Hidrodestilasyon islemi tamamlandiginda
Clevenger aparatinin ince boru hattinda yogunlasarak biriken st katmandan ugucu
bilesenler izole edilirken, alt fazda kalan sulu kisim (hidrosol) da ayr1 bir kapta
toplanmistir. Elde edilen her iki iiriin +4 °C’de ve 1sik almayan ortamda muhafaza
edilmistir.

Ugucu yag liriinii, GC-MS analizine gonderilmek amaciyla uygun kosullarda saklanarak

hazir hale getirilmistir.

Sekil 2.1: Ugucu yag elde etme diizenegi
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2.2.2 Ekstraksiyon
10 kg yas olarak toplanan lviscosa bitkisi, golgede 15-20 giin siire kurutulup, gévde ve
yapraklar1 6giitiicli yardimu ile toz haline getirilmistir. 10 kg olan yas bitki, kurutuldugunda

yaklasik 3,75 kg olarak elde edilmistir.

Bilesenlerin analizi i¢in kurutulan bitkiden 1345.22 gram alinip yeterli miktarda farkli
polaritelere sahip c¢oziiciilerle (hekzan, aseton ve metanol) kapali cam bir kapta 6nce
sisteme hekzan ile baglanip maserasyona tabi tutulmus, 15 giin bekletildikten sonra siiziiliip
1 glin kurumaya birakilmistir. Kuruyan bitki kalintis1 bu kez aseton ile maseasyona tabi
tutulup, 15 giin bekletildikten sonra siiziiliip tekrar 1 giin kurumaya birakilmistir. Yine
kuruyan bitki kalintis1 son olarak metanol ile maseasyona tabi tutularak, 15 giin
bekletildikten sonra siizlilmiistiir. Hekzan ile baslanip maserasyona tabi tutulan bitki
sliziintlistinlin ¢oziiciisii, ¢oziici ekstraksiyonu yontemi ile uzaklastirilmigtir. Elde edilen
ekstraktlar; /. viscosa hekzan ekstresi i¢in IVH, aseton ekstresi i¢cin IVA ve metanol
ekstresi icin IVM kodlar1 verilmis ve sirasiyla 126.56 g, 136.67 g ve 187.21 g kuru ekstrakt

elde edilmistir. Uygulama adimlar sematik olarak Sekil 2.2°te gdsterilmistir.

Ayrica kurutulmus ve 6giitiilmiis bitkiden 200’er g tartilarak ayr1 ayri petrol eteri, aseton
ve metanol ile maserasyona tabi tutulmus, 15 giin bekletildikten sonra siiziiliip yine ¢oziicii
ekstraksiyonu yontemi ile ¢oziiciileri uzaklastirilmistir. Elde edilen ekstraktlar; 1. viscosa
petrol eteri ekstresi i¢in DIVPE, aseton ekstresi i¢in DIVA ve metanol ekstresi i¢in DIVM
kodlar1 verilmis ve sirastyla 6.99 g, 13.62 g ve 23.61 g kuru ekstrakt elde edilmistir. Bu

ekstraksiyonun uygulama adimlar1 sematik olarak Sekil 2.3’te gosterilmistir.

Caligmada kullanilan bitkilerin inflizyon ve dekoksiyon ornekleri, s6z konusu yontemlerin
literatiirdeki prensipleri esas alinarak hazirlanmistir. Infiizyon eldesi i¢in 2 g bitki
materyali, 98 mL distile kaynar su icerisinde 15 dakika siireyle bekletilmistir. Dekoksiyon
yontemi i¢in ise 2 g bitki materyali 98 mL distile suya eklenerek ¢elik bir 1sitict lizerinde
isitilarak kaynadiktan sonra 15 dakika bekletilmistir. Elde edilen her iki ¢ay 6rnegi kiilsiiz
filtre kagidi1 kullanilarak siizlilmiis; ardindan elde edilen siiziintiller 25 mL distile su

ilavesiyle seyreltilmistir (Ozer, 2019).

Toplamda 8 adet ekstre elde edilmistir.
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1345.22 g Kurutulmus ve
ogiitiilmiis bitki 6rnekleri

[}
Hekzan ile
maserasyon

suzuntl Oziitlenmis bitki kalimtis1
1

Coziict
ucurma Aseton ile
maserasyon

126.56 g )
Hekzan siiziintii Oziitlenmis bitki kalintisi

ekstresi (IVH) 2

Metanol ile
maserasyon

136.67 g

Aseton ekstresi Oziitlenmis -
(IVA) bitki kalintist
3

Coziicu
ucurma

18721 g

Metanol ekstresi
(IVM)

Sekil 2.2: Hekzan,aseton ve metanol ekstrelerinin hazirlanma semasi
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200 g

Kurutulmus ve ogiitiilmiis
bitki

Hekzan ile Petrol eteri ile Aseton ile Metanol ile
maserasyon maserasyon maserasyon maserasyon

stizlintli stiziintii stiziintii stiziintii
Coziicii ugurma Coziicii ugurma J Coziicii ugurma J Coziicli ugurma

6.99
oo ltg : 13.62 g \\ 2361 g
iz S Aseton ekstresi Metanol

ekstresi

ekstresi (IVH)
(DIVPE)

ekstresi
(DIVM)

(DIVA)

Sekil 2.3: Direkt petrol eteri,aseton ve metanol ekstrelerinin hazirlanma semasi

2.2.3 Kromatografik Ayirma Teknikleri

2.2.3.1 Kolon Kromatografisi

Kolon kromatografisi, elde edilen ekstreleri fraksiyonlaria ayirmak i¢in kullanildi.
Hekzan ekstresi ile kolon kromatografisine baslandi. Elde edilen ekstre bir miktar
hekzanda iyice karistirilarak ¢oziildii ve bu ¢ozeltiye 0.040-0.060 (230-400 mesh E.
Merck) partikiil boyutuna sahip silikajel 60G (Merck 9385) ilavesi gerceklestirilmistir.
Diisiik basing altinda solventin evaporasyonu tamamlandiktan sonra numunenin silikajel

tizerinde esit dagilimini saglamak icin ekstre silikajelle iyice kurutulup toz haline getirildi.

Ekstrakt miktarina bagl olarak secilen kolonun alt kismina kiigiik bir par¢ga cam pamugu
yerlestirilmis ve kolonun yaklasik 2/3°1 silikajel ile doldurulmustur. Daha sonra hazirlanan
hekzan ekstresi, kolonun {ist kismina homojen bir sekilde eklenmistir. Kolon
kromatografisi hekzan ile baslatilmis ve kolona toplam 1000 mL hekzan uygulanmistir.
Kolonun alt kismindan ¢ikan fraksiyonlar, her biri 100 mL olacak sekilde cam erlenler

yardimiyla toplanmstir.
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Ardindan, ¢Oziiciiniin polaritesi artan oranlarda kloroform ilavesiyle kademeli olarak
artirtlmis ve fraksiyonlar yine 100 mL’lik hacimlerde toplanmistir. Kloroform orani
%]100’e ulastiktan sonra ayni islem sirasiyla aseton ve metanol ¢oziciileri igin
tekrarlanmistir. Metanol oran1 %100’e ulasincaya kadar yikama islemine devam edilmis ve

kolon kromatografisi bu asamada sonlandirilmistir.

Ayni prosediir aseton ve metanol ekstraktlar1 i¢cin de uygulanmis; her ekstrakt ¢ozelti
haline getirilip silikajel ile karistirilmis, kolon yaklasik 2/3 silikajel ile doldurulduktan
sonra ekstraktlar list kisitmdan ilave edilmis ve fraksiyonlar artan polarite sirasina gore

toplanmistir.

Toplanan fraksiyonlarin ¢6ziiclisli ekstraksiyon yontemi ile uzaklastirilarak ekstraktlar elde
edilmis, bu ekstraktlar ince tabaka kromatografisi i¢cin ve daha ileri analizler yapilana
kadar, agz1 kapatilarak +4 °C’de saklanmistir. Elde edilen fraksiyon miktarina bagli olarak
ayrimi derinlestirmek amaciyla daha dar capli kolonlar tercih edilerek sabit faz sisteminde

tekrar kolon kromatografisi yapilmstir.

2.2.3.2 ince Tabaka Kromatografisi

Caligmamizda ince tabaka kromatografisi, kolon kromatografisi sonucunda toplanan
fraksiyonlarin  bilesenlerini incelemek, benzer igerikli fraksiyonlar1 belirleyerek
birlestirmek ve ©on saflastirma yapmak amaciyla kullanilmistir. Kolon kromatografisi
sonucu toplanan fraksiyonlar, miktarlarina gore silika jel kapl hazir aliiminyum plakalar
(DC-Alufolien Kieselgel 60 F254, Merck) iizerine uygulanarak uygun ¢oziicli
sistemlerinde yiiriitiilmistiir. Elde edilen lekeler UV 15181 (254 nm) altinda incelenmistir.
Daha sonra, plakalara serik stilfat belirteci piiskiirtiilmiis ve 105 °C’deki etiivde 1sitilarak
olusan lekeler degerlendirilmistir. Renk degisimleri dikkate alinarak benzer Rf degerine
sahip fraksiyonlar birlestirilmis ve bu islem, kolon kromatografisinden elde edilen tiim

fraksiyonlar analiz edilene kadar siirdiiriilmiistiir.
Tim ekstrelerden elde edilen fraksiyonlara ait lekeler de benzer sekilde degerlendirilmistir.

Icerisinde birden fazla bilesen bulundugu belirlenen fraksiyonlar, daha kii¢iik boyutlu

kolonlar kullanilarak yeniden ayristirma islemi yapilmak tizere belirlenmistir.

55



Sekil 2.4: Gergeklestirilen fraksiyon takiplerine dair 6rnek TLC kromatogramlar1 (IVA
63.13; UV 254 nm; Mobil faz: kloroform:aseton, 9:1, 8:2 ve 6:4

2.2.3.2.1 Serik Siilfat Cozeltisinin Hazirlanmasi
Terpenlerin tespiti i¢in seryum (IV) siilfat (serik siilfat) ¢ozeltisi hazirlandi. Bu amagcla, 10
g Seryum (IV) siilfat, 50 mL %98’lik siilfiirik asit ¢6zeltisinde ¢oziildiikten sonra hacmi

distile su ile 500 mL’ye tamamlandi.

Serik siilfat belirteci plakalara piiskiirtiildiikten sonra, lekeler olusana kadar yaklasik bes
dakika boyunca 105 °C'deki etiivde bekletildi.

2.2.3.3 Preparatif ince Tabaka Kromatografisi

Preparatif ince tabaka kromatografisi, fraksiyonlarin bilesenlerine ayrilmasi ve saf
maddelerin elde edilmesi amaciyla kullanilmistir. Karisim halinde bulunan fraksiyonlar,
miktarlarina gore silika jel kapli hazir aliminyum plakalar (DC-Alufolien Kieselgel 60
F254, Merck) iizerine uygulanmis ve uygun ¢oziicli sistemleri kullanilarak ayrilmigtir. En
elverisli mobil faz, gerceklestirilen bir dizi 6n deneme neticesinde belirlenmistir.
Gerektiginde her bir fraksiyon ic¢in farkli ¢oziicii sistemleri uygulanarak en iyi ayrimin
saglandig1 kosullar secilmistir. Maddelere ait bantlar UV 15181 (254 nm) altinda
belirlenmis, isaretlenen bolgeler tek tek kesilerek erlenlere aktarilmistir. Uygun ¢oziicii ile
bir giin boyunca bekletilen ornekler siiziilmiis, ardindan ¢oziiciileri buharlastirilarak saf

bilesikler elde edilmistir. Bu islem, tiim maddeler saflastirilincaya kadar siirdiirtilmiistiir.
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Sekil 2.5: Elde edilen bazi fraksiyonlara ait 6rnek TLC kromatogrami

2.3  Spektroskopik Yontemler

2.3.1 GS-MS Analizi

Inula viscosa bitkisinden elde edilen ugucu yag, Thermo Scientific AI 1310 otosampler,
Thermo Scientific Trace 1300 GC gaz kromatografisi ve Thermo Scientific TSQ 9610 MS-
MS kiitle spektrometresi sisteminden olusan bir GC-MS diizenegi kullanilarak
gerceklestirilmistir. Analizler, (23,0 £ 3,0) °C ortam sicakligi ve %50 = 15 bagil nem

iceren kontrollii ¢evre sartlarinda yiiriitiilmiistiir.

Analiz oncesinde, bitki ekstraktindan 50 pL alinarak 1500 pL diklorometan igerisinde

¢Oziilmiis ve homojen hale getirilen bu ¢6zelti analiz sistemine enjekte edilmistir.

Bilesenlerin ayrimi i¢in VF-WAX (Varian FactorFOUR, Faz: VF-WA Xms) kapiler kolonu
(60 m x 0,25 mm i¢ ¢ap, 0,25 pm film kalinlig1) kullanilmistir. Tag1yic1 gaz olarak helyum,
1,0 mL/dk sabit akis hizinda tercih edilmistir. Enjektor sicakligi 250 °C olarak ayarlanmis
ve hazirlanan numuneden 0,5 pL hacminde enjeksiyon, 25:1 boliinme oraninda sisteme
verilmistir.

Baslangicta firin sicakligi 40 °C'de 5 dakika boyunca izotermal olarak tutulmus, ardindan 3
°C/dk artis hiziyla 220 °C'ye ylikseltilmis, son olarak bu sicaklikta 20 dakika boyunca sabit
tutulmustur.
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Toplam analiz siiresi 85 dakika olarak gerceklesmistir. Solvent gecikmesi 11. dakikaya
ayarlanmustir. Kiitle spektrometresi transfer hat sicakligi 250 °C, iyon kaynag1 sicakligi ise
245 °C olarak set edilmistir. Kiitle spektrumlar1 70 eV elektron enerjisinde (EI) ve m/z 20

ila 850 tarama araliginda kaydedilmistir.

2.3.2 Sivi Kromatografi-Kiitle Spektrometresi (LC-MS/MS)
Bitki ekstreleri ile inflizyon ve dekoksiyon yontemleriyle hazirlanan sulu ekstrelerin
sekonder metabolit bilesimleri, sivi kromatografi—tandem kiitle spektrometrisi (LC-

MS/MS) kullanilarak analiz edilmistir.

2.3.2.1 Bitki Ekstrelerin LC-MS/MS Analizine Hazirlanmasi

Her bir ekstrenin yaklasik 100 mg’1 5 mL metanolda ¢6ziilmiis, 1 dakika vortekslenmis ve
0,22 um membran filtreden gegirilmistir. Nihai 6rnek hacminde 1,5 ppm i¢ standart
konsantrasyonu elde etmek i¢in 30 pL teofilin ¢ozeltisi (50 ppm, MeOH) eklenmistir.
Kromatografik ayrim, Troyasil C18 kolonu (3,5 um, 150 x 2,1 mm) ve 25 °C’de gradyan
eliisyon ile gerceklestirilmistir. Mobil fazlar A, %1 formik asit i¢eren su; B, %10 metanol
%10 su—%380 asetonitril olarak kullanilmis ve akis hizi 0,25 mL/dakika olarak

ayarlanmigtir.

Kiitle spektrometrik analizler, pozitif ve negatif iyon modlarinda ¢alisan Thermo TSQ
Quantis cihazi  ve 1sitmali  elektrospray iyonizasyon (H-ESI) kaynagi ile
gerceklestirilmistir. Tiim analizler, 23 + 3 °C sicaklik ve %50 + 15 bagil nem ortaminda

yiriitilmistir.
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Tablo 2.1: LC-MS/MS metot parametreleri

6S

Bilesik ismi Beklenen RT" Polarite Onciil iyon Uriin iyonu 1 Carpisma Uriin iyonu 2 Carpisma
(dk) (m/z) (m/z) enerjisi 1 (m/z) enerjisi 2
M M

(+)-katesin 5.90 Negative 289.13 203.05 18.85 245.05 14.10
4-hidroksibenzoik asit 6.10 Negative 136.93 92.88 14.25 64.88 29.41
Akasetin 9.80 Positive 285.12 241.97 35.23 - -
Apigenin-7-glikozit 6.97 Negative 431.25 238.97 50.04 268.05 34.12
Kafeik asit 6.29 Negative 179.03 134.97 15.26 106.97 21.83
Sikorik asit 7.09 Negative 473.10 148.97 21.73 311.05 11.07
Siyanidin kloriir 7.98 Positive 287.12 136.88 34.22 212.97 32.90
Dihidrokaempferol 7.58 Negative 287.05 124.97 21.02 259.05 12.94
Ellajik asit 6.88 Negative 301.03 283.97 30.17 300.05 31.69
Emodin 11.25 Negative 269.07 22497 25.12 240.97 26.58
Opatilin 9.55 Negative 343.12 313.05 24.61 328.05 17.89
Hiperosid 6.70 Negative 463.30 270.97 43.97 300.05 27.14
[zosakuranetin 9.78 Negative 283.18 210.97 38.97 267.97 22.64
L-Teanin 1.62 Positive 175.12 157.97 9.14 83.88 18.75
Luteolin 7.97 Negative 285.03 132.88 34.67 150.88 26.18
Luteolin 7-rutinozit 6.47 Negative 593.32 150.88 62.57 285.05 37.65
Mirisetin 7.48 Negative 317.07 150.88 24.87 178.88 20.01
Narinjenin 8.46 Negative 271.05 118.97 27.39 150.97 17.23
Narinjin 6.83 Negative 579.36 150.88 41.70 271.05 31.54
Nepetin 8.01 Negative 315.05 136.88 31.08 299.97 20.47
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Tablo 2.1: (devam)

Nepetin-7-glikozit 6.73 Negative 478.23 300.05 34.97 316.05 23.96
Orientin 6.35 Negative 447.20 327.05 21.48 357.05 19.61
p-kumarik asit 7.02 Negative 162.85 92.88 31.59 118.97 13.09
Penduletin 9.55 Negative 343.23 241.97 39.93 328.13 16.27
Polidatin 6.70 Negative 389.25 184.97 35.94 227.05 16.17
Kuersetin 8.06 Negative 301.05 150.88 21.23 178.97 17.49
Ramnositrin 9.90 Positive 301.20 106.88 43.62 258.05 33.36
Rosmarinik asit 7.25 Negative 359.13 160.97 16.78 196.97 16.07
Rutin 6.46 Negative 609.32 270.97 58.68 300.05 37.65
Salisilik asit 8.17 Negative 137.02 64.97 29.06 92.97 16.37
Skutellarein 7.63 Negative 285.12 116.97 38.97 136.88 31.34
Taksifolin 7.16 Negative 303.13 124.88 20.62 285.05 10.36
Verbaskosit 6.53 Negative 623.42 132.97 63.18 160.97 37.30
Teofilin 5.45 Positive 181.12 95.97 23.50 123.97 18.95

’RT: Beklenen alikonma (retansiyon) siiresi
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Tablo 2.2: LC-MS/MS validasyon verileri

Bilegik ismi Iyonlagma Ana iyon Dogrusal regresyon R? Dogrusallik Dogrusalhk | LOD™/ LOQ™ | Geri kazamm
modu (m/z) denklemi arahgi, mg/L arahgi, mg/kg png/L %
(negatif/pozitif)
(+)-katesin Negative 289.133 Y =0.046926*X 0.999 0.01-2.00 0.5- 100 2/6 100.5
+0.000646
4-hidroksibenzoik Negative 136.933 Y =0.004296*X 0.996 0.25-2.50 12.5- 125 0.1/0.3 101.2
asit +0.000302
Akasetin Positive 285.117 Y = 2.70306¥X 0.999 | 0.01-2.00 0.5- 100 0.4/12 99.0
+0.00477909
Apigenin-T-glikozit |  Negative 431.250 Y = 0.228047*X 0997 | 0.01-250 0.5-125 2/6 1032
+0.000584383
Kafeik asit Negative 179.033 Y =0.247735*X 0.979 0.25-2.50 12.5- 125 10/30 102.4
+0.061756
Sikorik asit Negative 473.100 Y = 0.0984357%X 0.999 | 0.01—2.00 0.5- 100 2/6 99.5
+0.0002116
Siyanidin Klorir Positive 287.117 Y = 0.0296193*X 0998 | 0.05-2.00 2.5- 100 2/6 975
+0.000280064
Dihidrokamferol Negative 287.050 Y = 0.603951%X - 0999 | 0.01_2.00 0.5- 100 2/6 101.5
0.000526715
Ellajik asit Negative 301.033 Y = 0.0240094%X 0997 | 0.05-250 25-125 10/30 101.6
+0.0000256596
Emodin Negative 269.067 Y =0.931501*X 0.995 0.01 -0.50 5-25 2/6 98.0
+0.00155472
Opatilin Negative 343.117 Y = 2.66727*X 0998 | 0.01-2.50 0.5- 125 2/6 104.0
+0.00164862
Hiperozit Negative 463.300 Y =0.101524*X 1.000 0.01-2.00 0.5- 100 2/6 98.5
+0.000614595
[zosakuranetin Negative 283.183 Y = 1.61626*X 0999 | 0.01-0.50 0.5- 25 2/6 98.0
+0.00417164
T -Teanin Positive 175.117 Y = 0.189111%X- 1.000 | 0.05—1.00 2.5-50 0.3/09 100.5

0.002062
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Tablo 2.2 (devam)

Luteolin Negative 285.033 Y =0.0787429*X 0.999 0.01 -1.00 0.5- 50 2/6 98,0
+0.0000165593
Luteolin 7-rutinozit Negative 593.317 Y =0.372884*X 0.999 0.01-0.50 0.5-25 2/6 98,0
+0.0000635256
Mirisetin Negative 317.067 Y =0.141347*X- 0.999 0.01 -2.00 0.5- 100 2/6 102,5
0.00069684
Narinjenin Negative 271.050 Y =0.519426*X 0.997 0.01 -2.50 0.5- 125 2/6 101,2
+0.00159216
Narinjin Negative 579.357 Y =0.0836879*X - 0.999 0.01-2.00 0.5- 100 0.4/1.2 101,5
0.0000343842
Nepetin Negative 315.050 Y = 1.84238*X- 0.996 0.01 -0.50 0.5-25 2/6 96,0
0.000504039
Nepetin-7-glikozit Negative 478.233 Y =0.0192981*X - 0.998 0.01 -2.00 0.5- 100 2/6 101,5
0.000109195
Orientin Negative 447.200 Y =0.141617*X - 0.999 0.01-2.00 0.5-100 2/6 102,0
0.000309574
p-kumarik asit Negative 162.850 Y =0.0470189*X 0.998 0.01 -2.00 0.5-100 10/30 97,5
+0.000216374
Penduletin Negative 343.233 Y =1.66347*X 0.999 0.01 -2.00 0.5-100 0.4/1.2 99,0
+0.0022623
Polidatin Negative 389.250 Y =0.119379*X - 0.999 0.01-2.00 0.5-100 04/1.2 102,5
0.00127263
Kuersetin Negative 301.050 Y =0.728079*X - 1.000 0.01-0.50 0.5-25 2/6 98,0
0.000232193
Ramnositrin Positive 301.200 Y =0.35796*X 1.000 0.01 -2.00 0.5-100 3/9 101,5
+0.00152986
Rosmarinik asit Negative 359.133 Y =0.208922*X 1.000 0.01-1.00 0.5-50 3/9 99,0
+0.00119202
Rutin Negative 609.317 Y =0.06852*X 0.999 0.01 -1.00 0.5-50 2/6 97,0

+0.000318723
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Tablo 2.2 (devam)
Salisilik asit Negative 137.017 Y =1.1382*X 0.991 0.01-0.50 0.5-25 2/6 94,0
+0.0543838

Skutellarein Negative 285.117 Y =0.0756392*X 0.998 0.01 -2.50 0.5-125 2/6 101,6
+0.000130407

Taksifolin Negative 303.133 Y =0.499145*X 0.999 0.01-2.00 0.5-100 0.8/2.4 98,0
+0.000507966

Verbaskosit Negative 623.417 Y =0.0262293*X 0.998 0.01-2.00 0.5-100 13/39 97,0
+0.000228909

* Kafeik asidin kantifikasyonunu diizeltmek amaciyla enjeksiyon hacmi 20 uL.’ye artirildi.

R? : Korelasyon katsayisi
LOD™ (Limit of Detection) : Tespit limiti; Yontemle giivenilir sekilde tespit edilebilen en diisiik konsantrasyon

LOQ™ (Limit of Quantification) : Tayin limiti; Yontemle nicel olarak giivenilir bigimde 6lgiilebilen en diisiik konsantrasyon.




2.3.2.2 Infiizyon ve Dekoksiyon Orneklerinin LC-MS/MS Analizine Hazirlanmasi

Infiizyonlar veya dekoksiyonlar, bitkilerin en ¢ok tiiketilen icilebilir formlaridir (Fotakis
vd., 2016). Inflizyon; bitki materyalinin soguk veya kaynar su ile kisa bir siire bekletilmesi
yoluyla hazirlanir. Bunlar, bitki materyalindeki kolayca c¢oziinebilen bilesenlerini igeren
seyreltik ¢ozeltilerdir. Dekoksiyon; bitki materyalinin belirli bir hacimdeki su igerisinde,
tanimlanmis bir slire boyunca kaynatilmasini, ardindan sogutularak siiziilmesini igeren bir
yontemdir. Bu prosediir, suda ¢oziinen ve 1siya dayanikli bilesenlerin oziitlenmesi igin

uygundur (Singh, 2008).

Inula viscosa dekoksiyon (IV-dek) ve inflizyon (IV-inf) cay oOrneklerinin sekonder
metabolit bilesiminin LC-MS/MS yontemiyle belirlenmesi amaciyla; 970 pL ¢ay ornegi
¢ozeltisi, nihai 6rnek hacminde 1,5 ppm i¢ standart konsantrasyonu saglayacak sekilde 30
uL teofilin ¢ozeltisi (MeOH igerisinde 50 ppm teofilin) ile 1,5 mL’lik saklama sisesinde

karigtirilmistir.

Kromatografik ayrim, Troyasil C18 kolonu (3,5 um, 150 x 2,1 mm) kullanilarak 25 °C
kolon sicakliginda ve 0,25 mL/dakika akis hizinda gradyan eliisyon ile gerceklestirilmistir.
Mobil faz A, %1 formik asit iceren su; mobil faz B ise %10 metanol — %10 su — %80

asetonitril karisimi olarak tercih edilmistir.
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Tablo 2.3: LC-MS/MS metot parametreleri

Bilesik ismi Beklenen RT | Polarite | Onciil Iyon Birinci Uriin Birinci Carpisma Ikinci Uriin ikinci Carpisma
(Dakika) (m/z) Iyonu (m/) Enerjisi (Volt) Iyonu (m/z)) Enerjisi (Volt)

Akasetin 9.10 Pozitif 285.12 241.97 35.23 - -
Apigenin 7-glukozit 6.20 Negatif 431.25 238.97 50.04 268.05 34.12
Apigenin 7.60 Pozitif 271.30 118.88 30.63 152.88 29.47
Kaffeik asit 5.60 Negatif 179.03 134.97 15.26 106.97 21.83
Dihidrokamferol 6.75 Negatif 287.05 124.97 21.02 259.05 12.94
Ellajik acit 6.08 Negatif 301.03 283.97 30.17 300.05 31.69
Emodin 10.58 Negatif 269.07 224.97 25.12 240.97 26.58
Opatilin 8.80 Negatif 343.12 313.05 24.61 328.05 17.89
Hiperozit 5.70 Negatif 463.30 270.97 43.97 300.05 27.14
Izosakuranetin 8.90 Negatif 283.18 210.97 38.97 267.97 22.64
Luteolin 7.22 Negatif 285.03 132.88 34.67 150.88 26.18
Luteolin 7-rutinozit 5.67 Negatif 593.32 150.88 62.57 285.05 37.65
Nepetin 7.23 Negatif 315.05 136.83 31.08 299.97 20.47
Nepetin-7-glukozit 6.10 Negatif 478.23 300.05 34.97 316.05 23.96
Orientin 5.45 Negatif 447.20 327.05 21.48 357.05 19.61
p-kumarik asit 6.27 Negatif 162.85 92.88 31.59 118.97 13.09
Kuersetin 7.29 Negatif 301.05 150.88 21.23 178.97 17.49
Rutin 5.75 Negatif 609.32 270.97 58.68 300.05 37.65
Verbaskozit 5.74 Negatif 623.42 132.97 63.18 160.97 37.30
Teofilin 4.70 Pozitif 181.12 95.97 23.50 123.97 18.95

RT: Beklenen alikonma (retansiyon) siiresi
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Tablo 2.4: LC-MS/MS validasyon verileri

Bilesik ismi Iyonlagma Ana iyon Dogrusal regresyon R? Dogrusallik Dogrusalhk | LOD™/ Geri
modu (m/z) denklemi arahgi, mg/L arahig, LOQ™ | kazamm
mg/kg * ng/L %

Akasetin Pozitif 285.117 | Y =2.70306*X 0.999 0.01-2.00 0.5-100 0.4/1.2 99.0
+0.00477909

Apigenin 7-glukozit Negatif 431.250 | Y =0.228047*X 0.997 0.01-2.50 0.5-125 2/6 103.2
+0.000584383

Apigenin Pozitif 271.300 | Y =0.230611*X +0.020491 99.91 0.01 - 5.00 0.5-250 2/6 99.26

Kaffeik asit Negatif 179.033 | Y =0.247735*X +0.061756 0.979 0.25-2.50 12.5-125 10/30 102.4

Dihidrokamferol Negatif 287.050 | Y =0.603951*X - 0.999 0.01-2.00 0.5-100 2/6 101.5
0.000526715

Ellajik asit Negatif 301.03 | y=0.010212*x -0.000663 0.998 0.25-5.00 12.5-500 10/30 100.26

Emodin Negatif 269.07 | Y =1.023324*X +0.030409 0.999 0.01-2.00 0.5-100 2/6 100.5

Opatilin Negatif 343.12 | Y =2.005271*X 0.999 0.01-2.00 0.5-100 2/6 100.3

Hiperozit Negatif 463.300 | Y =0.101524*X 1.000 0.01-2.00 0.5-100 2/6 98.5
+0.000614595

Izosakuranetin Negatif 283.183 | Y =1.61626*X 0.999 0.01-0.50 0.5-25 2/6 98.0
+0.00417164

Luteolin Negatif 285.033 | Y =0.0787429*X 0.999 0.01-1.00 0.5-50 2/6 98.0
+0.0000165593

Luteolin 7-rutinozit Negatif 593.317 | Y =0.372884*X 0.999 0.01-0.50 0.5-25 2/6 98.0
+0.0000635256

Nepetin Negatif 315.05 | Y =1.842380*X -0.000504 0.999 0.01-2.00 0.5-100 2/6 99.5

Nepetin-7-glukozit Negatif 478.23 | Y =0.008686*X -0.000021 0.999 0.01-2.00 0.5-100 2/6 99.6

Orientin Negatif 447.200 | Y =0.141617*X - 0.999 0.01-2.00 0.5-100 2/6 102.0
0.000309574

p-kumarik asit Negatif 162.850 | Y =0.0470189*X 0.998 0.01-2.00 0.5-100 10/30 97.5

+0.000216374
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Tablo 2.4: (devam)

Kuersetin

Negatif 301.05 | y=0.251355*x +0.011436 0.998 0.05-2.00 1-100 10/30 100.86
Rutin Negatif 609.317 | Y =0.06852*X 0.999 0.01-1.00 0.5-50 2/6 97.0
+0.000318723
Verbaskozit Negatif 623.417 | Y =0.0262293*X 0.998 0.01-2.00 0.5-100 13/39 97.0
+0.000228909

R? : Korelasyon katsayisi

LOD™ (Limit of Detection) : Tespit limiti; Yontemle giivenilir sekilde tespit edilebilen en diisiik konsantrasyon

LOQ™ (Limit of Quantification) : Tayin limiti; Yontemle nicel olarak giivenilir bigimde 6lgiilebilen en diisiik konsantrasyon.




2.3.3 NMR ('H-NMR, BC-NMR, COSY)

Saf olarak elde edilen maddelerin '"H NMR ve '*C NMR spektrumlari, détoro kloroform
(CDCls)’daki ¢ozeltilerinden Gebze Teknik Universitesi Temel Bilimler Fakiiltesi'nde,
BRUKER ULTRASHIELD PLUS BIOSPIN 500 MHz NMR spektrometresi kullanilarak

elde edilmistir.

24 Toplam Fenolik Madde Miktar1 (TPC)

Toplam fenolik igerik Folin-Ciocalteu reaktifi kullanilarak belitlendi. Orneklerin
spektrofotometrik Ol¢timleri, 190-1100 nm dalga boyu araliginda tarama yapabilen
Shimadzu  UV-1280 marka UV-Vis  spektrofotometre  cihazt  kullanilarak
gerceklestirilmistir.

Analizde kullanilan doymus Na>xCOs ¢ozeltisi i¢in, 100 mL distile suda 35 g susuz Na;COs3
¢ozdiiriilmiis, bir gece bekletildikten sonra i¢ine birka¢c Na,CO3.10H2O kristali eklenmistir.
Kristalizasyon tamamlaninca da igerik cam pamuktan filtre edilmistir. Folin-Ciocalteu

reaktifi ise hazir ¢6zelti olarak alinmustir.

Bitki orneklerinden 10 mg tartilarak 10 mL ¢oziicti igerisinde ¢oziindiiriilerek 1000 ppm
stok ¢ozeltisi hazirlanmistir. Hazirlanan bu stok ¢ozeltisinden 1 mL alinarak 10 mL’lik
balon joje icerisine aktarilmis, tizerine 1 mL Folin reaktifi eklenip ¢alkalandiktan sonra 3
dakika oda sicakliginda bekletilmistir. Sonrasinda iizerine doymus Na>xCO3 ¢ozeltisinden 1
mL eklenmis ve toplam hacim distile su ile 10 mL’ye tamamlanmistir. Homojen hale
getirilen karisim 90 dakika boyunca karanlik bir ortamda bekletilmeye birakilmistir. 90
dakika sonunda spektrofotometrede 720 nm dalga boyunda okunmustur. Her bir 6rnek {i¢
tekrarlt ¢alisilmig, ortalama absorbans degeri hesaplandiktan sonra toplam fenolik madde
miktari, seyreltme faktorii dikkate alinarak “mg Gallik Asit Esdegeri (GAE)/ g ornek”
cinsinden hesaplanmistir (Uylaser ve Basoglu 2016). Hesaplamalarda asagidaki formiil

esas alinmustir:

C XV XSF
TPC (mg GAE/g) = E— (2.1)

C: Kalibrasyon egrisinden elde edilen gallik asit konsantrasyonu (mg/L),
V: Ekstraksiyon ¢6zeltisinin toplam hacmi (L),
SF: Seyreltme faktorii,

m: Analizde kullanilan numune miktari (g)
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2.5  Toplam Antosiyanin Miktar1 (TAC)
Ekstrelerin toplam monomerik antosiyanin igerigi, pH diferansiyel yontemi kullanilarak

belirlenmistir.

Bu kapsamda, her bir ekstrakt ¢ozeltisinden 1'er mL alinarak iki ayr1 10 mL'lik balon
jojeye aktarilmistir. Balon jojelerden ilki pH 1.0 potasyum kloriir (KCIl) tamponu ile,
ikincisi ise pH 4.5 sodyum asetat (CH3COONa) tamponu ile seyreltilerek hacimleri
tamamlanmistir. Hazirlanan bu ¢ozeltiler kimyasal dengeye ulagmasi i¢in oda sicakliginda
15 dakika bekletilmistir. Bekleme siiresinin ardindan, her bir ¢ozeltinin absorbans degerleri
saf su ile hazirlanan kore (blank) karst hem 520 nm hem de 700 nm dalga boylarinda
Olciilmiistiir. 700 nm'deki 6l¢iim, numunenin absorbans gostermedigi bu bolgede meydana
gelebilecek 1s1k sagilmalarini (bulaniklik) tespit etmek ve gerekli diizeltmeleri yapmak
amaciyla gergeklestirilmistir. Seyreltilmis numunelerin net absorbans degerleri (A)

asagidaki formiil kullanilarak hesaplanmistir (Sutharut ve Sudarat, 2012):

A= (Aszo — A700)pH 1.0 — (Asz0 — A7OO)pH 4.5 (2.2)

A: Absorbans farki
Aspo: Antosiyaninlerin maksimum absorbans gosterdigi dalga boyundaki 6l¢tiim degeri
A700: Numunedeki bulanikligin veya olasi safsizliklarin neden oldugu 151k sagilmasini

diizeltmek i¢in kullanilan referans dalga boyundaki 6l¢iim degeri

Toplam monomerik antosiyanin pigment konsantrasyonu, asagidaki formiil kullanilarak

siyanidin-3-glukozit esdegeri (mg/L) cinsinden hesaplanmistir (Sutharut ve Sudarat, 2012):

3
mg) _ AXMW XDFX10 (2.3)

Antosiyanin (—
L exl

A: Absorbans farki

MW: Molekiil Agirligi. Siyanidin-3-glukozit i¢in 449,2 g/mol'diir .

DF: Seyreltme faktorii

€: Molar Absorptivite Katsayisi. Siyanidin-3-glukozit i¢in 26.900 L/mol.cm
I: Isik Yolu. Kiivetin genisligini ifade eder (genellikle 1 cm)

10°: Sonucu g/L biriminden mg/L birimine déniistiirmek i¢in kullanilan katsay1

69



2.6  Antioksidan Aktivite Analizi

2.6.1 DPPH (2,2-Difenil-1-pikrilhidrazil) Radikal Giderim Kapasitesi Yontemi
Ekstraktlarin  antioksidan aktivitesi, 2,2-difenil-1-pikrilhidrazil (DPPH) yoOntemi
kullanilarak arastirildi. Bu yontemde, numunelerin serbest radikalleri indirgeme
yetenekleri pozitif kontrol olarak secilen standart antioksidan bilesiklerle karsilastirmali

olarak degerlendirilmistir.

DPPH yontemi i¢in standart bilesikler olarak biitillenmis hidroksitoluen (BHT),
biitillenmis hidroksianisol (BHA), kurkumin, C vitamini ve a-tokoferol (a-toc)
kullanilmistir. Aktivite degerlendirmeleri; Hem 6rnekler hemde standartlar i¢in 10 pg/mL,
25 pg/mL, 50 pg/mL ve 100 pg/mL olmak iizere dort farkli konsantrasyonda
gerceklestirilmistir. Analiz prosediirii kapsaminda, 1000 pg/mL olarak hazirlanan
orneklerin ve standartlarin stok ¢ozeltilerinden sirasiyla 2, 5, 10 ve 20 pL alinmis ve son
hacim etil alkol ile 40 puL.’ye tamamlanmistir. Reaksiyon karisimlari, radikalin 1s18a duyarl
yapist nedeniyle 30 dakika boyunca oda sicakliginda ve karanlikta inkiibasyona
birakilmigtir. Inkiibasyon siiresinin tamamlanmasinin ardindan, numunelerin DPPH
radikalini indirgeme kapasiteleri bir mikroplaka okuyucuda 517 nm dalga boyunda
spektrofotometrik olarak Olciilmiistiir. Elde edilen veriler, es zamanli olarak test edilen
standart antioksidanlarin sonuglariyla karsilastirilarak numunelerin radikal giderim

potansiyelleri tespit edilmistir.

Radikal giderme kapasitesinin  belirlenmesinde, asagida sunulan denklemden

faydalanilarak sayisal veriler elde edilmistir (Alam vd.,2013):

DPPH giderim aktivitesi (% inhibisyon)= 2kenrol-Asmek o 1 (2.4)

kontrol

Axontrol: Kontroliin absorbansi

Asmek: Ornegin absorbansi

DPPH radikalinin indirgenmesi sonucu meydana gelen renk agilmasi, spektrofotometrik
Olclimlerde absorbans degerlerinin diismesine neden olur. Dolayisiyla, reaksiyon ortaminda
gozlenen diisiik absorbans degerleri, test edilen Ornegin serbest radikal giderim

kapasitesinin yiiksekligine isaret eder.
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2.6.2 CUPRAC Yontemi

Ekstrelerin indirgeme kapasiteleri, CUPRAC yontemi kullanilarak spektrofotometrik
olarak tayin edilmistir. Analiz kapsaminda oncelikle; 1 mM DMF, 10 mM CuCls, 7.5 mM
Neokuproin, 1 M NH4CH3COO (pH 7.0) ¢ozeltisi ve distile suyun 1:1:1:0.6 hacimsel
oranlarinda karistirilmasiyla bir ¢calisma ¢ozeltisi hazirlanmistir. Hazirlanan bu karisimdan
180 pL alinarak mikroplaka kuyucuklarina dagitilmistir. Ardindan, etanol (EtOH)
igcerisinde 1:20 oraninda seyreltilmis olan numune ¢6zeltilerinden 25 pL ilave edilmistir.
Tiim 6rnekler 25 °C sicaklikta 30 dakika boyunca inkiibasyona birakilmistir. inkiibasyon
stiresinin sonunda, reaktif koriine karsi 450 nm dalga boyunda absorbans oOl¢iimleri
gerceklestirilmistir. Deneyde negatif kontrol olarak etanol, pozitif kontrol (standart) olarak
ise biitillenmis hidroksitoluen (BHT), biitillenmis hidroksianisol (BHA),kurkumin, C

vitamini ve a-tokoferol kullanilmistir.

Elde edilen absorbans degerleri, troloks standart maddesi kullanilarak hazirlanan
kalibrasyon egrisi lizerinden hesaplanmis ve sonuglar gram numune basina milimol troloks
esdegeri (mmol TR g!) olarak ifade edilmistir. Hesaplamalarda asagidaki formiil (2.5)
kullanilmistir (Apak vd., 2008):

_ Asrnex — Akontrol

CUPRAC degeri (mmol TR g™ 1) = o<1 X DF (2.5)

Axontrol: Kontroliin absorbansi

Asmek: Ornegin absorbansi

€: Molar Absorptivite Katsayis1. 1.67x10* L mol™! cm™!
1: 151k yolu (1 cm)

DF: seyreltme faktorii

Calismada, bitki 6rneklerinden hem infiizyon hem de dekoksiyon yontemleriyle hazirlanan
caylarin ve distilasyon siireci sonunda elde edilen hidrosoliin de CUPRAC ydntemi ile
aktiviteleri belirlenmistir. Standart prosediire uygun olarak; bakir (II) klortir, neokuproin ve
amonyum asetat tampon ¢ozeltisinden olusan reaksiyon karigimina, farkli derisimlerde
hazirlanan ¢ay ornekleri ve hidrosol 6rnegi ilave edilmistir. Elde edilen absorbans degerleri
kullanilarak, 6rneklerin bakir iyonlarini indirgeme kapasiteleri formiil 2.5 yardimiyla

hesaplanmis ve sonuglar standart antioksidanlarla karsilastirmali olarak analiz edilmistir.
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2.6.3 FRAP Tayini

Bitki ekstrelerinin ve ugucu yagdan elde edilen hidrosoliin antioksidan kapasiteleri, demir
indirgeyici antioksidan giic (FRAP) yontemi kullanilarak tayin edilmistir (Donoso-
Bustamante ve ark., 2025).

Analizde kullanilan FRAP calisma reaktifi; 100 mL asetat tamponu (0,3 mM, pH 3,6), 40
mmol/L hidroklorik asit igerisinde hazirlanmis 10 mL 2,4,6-Tris(2-piridil)-s-triazin (TPTZ,
10 mM) ¢ozeltisi ve 10 mL demir (IIT) kloriiriin (20 mmol/L) karistirilmasiyla taze olarak
elde edilmistir. Analiz 6ncesinde, FRAP c¢alisma reaktifini olusturacak ii¢ temel stok

¢ozelti laboratuvar ortaminda su sekilde hazirlanmaistir:

e Asetat Tamponu (0.3mM, pH 3.6): 3.1 g sodyum asetat trihidrat (CH3COONa.3
H,0) tartilarak 800 mL saf su i¢inde ¢dziilmiistiir. Uzerine 16 mL glasial asetik asit
eklenmis ve pH degeri 3.6’ya ayarlanmugtir.

e TPTZ Cozeltisi (10 mM): 156 mg TPTZ reaktifi tartilarak 50 mL 40 mmol/L HCI
¢oOzeltisi icerisinde ¢ozilmiistiir.

e Demir (IIT) Kloriir (FeCl3) Cozeltisi (20 mmol/L): 270 mg FeClz.6 H,O tartilarak

50 mL saf suda ¢ozlilmiistiir.

Literatiirdeki standart 10:1:1 hacimsel karisim orani korunarak; 100 mL Asetat tamponu,
10 mL TPTZ ¢ozeltisi ve 10 mL FeCls ¢ozeltisi temiz bir kapta birlestirilerek toplamda
120 mL hacminde taze FRAP ¢alisma ¢ozeltisi elde edilmistir.

Reaksiyon karisimini olusturmak i¢in hazirlanan FRAP c¢ozeltisinden 1.8 mL, etanol ile
seyreltilmis bitki ekstrelerinden ise 0.2 mL alinarak 2 mL’lik kiivetlere aktarilmistir.
Karisgim, 20 °C sicaklikta 30 dakika boyunca inkiibe edildikten sonra 595 nm dalga
boyunda absorbans &lgiimiine tabi tutulmustur. Orneklerin demir indirgeyici antioksidan
potansiyellerini hesaplamak amaciyla troloks standart kalibrasyon egrisi kullanilmis ve

sonugclar troloks esdegeri olarak ifade edilmistir.

2.7  Antimikrobiyal Aktivite Yontemi
Caligma kapsaminda /lviscosa bitkisinden elde edilen ekstrelerin antimikrobiyal
aktiviteleri, disk difiizyon yontemi kullanilarak belirlenmistir. Deneylerde test

mikroorganizmasi olarak; Gram-negatif bakteri Escherichia coli, Gram-pozitif bakteri
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Staphylococcus aureus ile kiif mantarlart Aspergillus parasiticus ve Penicilium

chysogenum kullanilmistir.

Steril haldeki Sabouraud Dextrose Agar (SDA-Oxoid CM0041) ve Potato Dextrose Agar
(PDA) besiyerleri, 43-45 °C sicakliga kadar sogutularak 9 cm ¢apindaki petri kaplarina
dokiilmistiir. Besiyerinin tam olarak katilasmasi i¢in +4 °C’de 1 saat bekletilmistir. Stok
kiiltiirlerden alman mikroorganizmalar Malt Extract Broth icerisinde 28 °C’de 24 saat
bekletilerek aktif hale getirilmis ve sayilart 10° kob/ml olacak sekilde standardize
edilmistir. Hazirlanan her bir plak {izerine 0,2 mL kiiltiir inokiile edilmis ve bu inokiilum,
steril bir cam L-baget (spreader) yardimiyla agar yiizeyine homojen bir sekilde yayilmstir.

Agar ylizeyinin kurumasi icin petri kaplari tekrar +4 °C’de 1 saat bekletilmistir.

Kiiltiir ortamu iizerine steril filtre kagitlar1 (Schleicher and Schiill 2668, Almanya, 6 mm
capinda) yerlestirilmistir. Etil alkol icerisinde ¢oziilmiis olan bitki ekstraktlarindan disklere
40, 80 ve 100 pl hacimlerinde damlatilmistir. Kontrol grubu (kor) olarak, sadece
ekstraktlar1 ¢ozmede kullanilan saf etil alkol disklere uygulanarak ¢oziiciiniin etkisi test

edilmistir.

Disklerin besiyerine tam niifuz etmesi i¢in saglanan 30 dakikalik bir 6n bekletmenin
ardindan plaklar ters gevrilerek inkiibasyona birakilmistir. Petri kaplar1 28 °C’de 3-7 giin
bekletilmistir. Inkiibasyon siiresi sonunda disklerin cevresinde olusan seffaf zonlarmn
antifungal ve antibakteriyel inhibisyon ¢aplart milimetre cinsinden oOl¢lilmiistiir. Tiim

deneyler {i¢ tekrarli olarak gerceklestirilmistir.
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3. BULGULAR

3.1 Ucucu Yag Analiz Sonuglari

Bitkisel materyaldeki ugucu yag bilesenleri, Clevenger tipi bir diizenek yardimiyla
hidrodestilasyon teknigi uygulanarak ekstrakte edilmistir. 150 gram kuru bitki tartild1 ve
hidrodestilasyon sonucunda 0.0654 gram ucucu yag elde edildi. Ugucu yag bilesen tayini,
GC-MS diizenegi kullanilarak gerceklestirilmistir.

Inula viscosa bitkisinden elde edilen numunenin GC-MS analizi sonucunda toplam 74
bilesen tespit edilmis ve kromatogramda saptanan piklerin toplam alana oranlar1 {izerinden
bagintili (%) miktarlar1 belirlenmistir. Analiz edilen ugucu bilesenlerin toplam alan
icerisindeki payr %100,0 olup, bu bilesenlerin %22,20’sini olusturan 22 adet pik

tanimlanamayan bilesik olarak kaydedilmistir.

Tayin edilen bilesikler bes kategoride incelenmistir:
L. Monoterpen hidrokarbonlar ve oksijenli monoterpenler
II. Seskiterpen hidrokarbonlar
II1. Oksijenli seskiterpenler
IV.  Alifatik esterler, ketonlar ve diger aromatik bilesikler

V. Tanimlanamayan bilesikler

Tablo 3.1: Ucucu yag ekstraktinin kimyasal bilesenleri

Bitki Tiirii: Inula viscosa

Bilesik ismi Bagil Alan (%) RI RI (lit.)

Monoterpen hidrokarbonlar ve Oksijenli monoterpenler

L-linalool 0.28 1502 1540, 1544, 1547
Hotrienol 0.22 1560 1570, 1612
a-terpineol 0.25 1648 1675, 1697
Limonen-6-ol pivalat 1.84 2185

Limonen-6-ol pivalat 5.93 2187

Limonen-6-ol pivalat 0.51 2482

Seskiterpen hidrokarbonlar

Kopaen 0.44 1484 1470, 1493
Aromadendren 0.33 1628 1622, 1637
a-muurolen 0.51 1668 1701, 1716, 1734
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Tablo 3.1. (devam)

p-selinen 0.72 1697 1708, 1729

o-muurolen 0.25 1701 1701, 1734

o-kadinen 0.38 1733 1752, 1764, 1772

(-)-kalamenen 0.35 1801 1818, 1826

o-kalacoren 0.81 1878 1887, 1894, 1914

Oksijenli seskiterpenler

Germakron 2.94 1785

Diepisedren-1-oksit 0.76 1787

(-)-karyofillen oksit 5.65 1946 1980, 1985

Nerolidol 6.04 1990 | 2012, 2046, 2050,
2052

a-kopaen-11-ol 0.41 1998 1999, 2023, 2065,
2109

Viridiflorol 0.32 2036 | 2046, 2084

Platambin 3.65 2095

(Z)-a-trans-bergamotol 10.60 2109 | 2328

Selina-6-en-4-ol 2.41 2111 2302, 2325

p-Odesmol 5.38 2175 | 2157,2220,2234

Globulol 2.53 2194 | 2055, 2057, 2075,
2083,2109

Korimbolon 1.96 2213

Farnesol 0.46 2398 | 2350, 2378,

Nerolidol-epoksiasetat 3.62 2404

8-sedren-13-ol 0.23 2489 2359

Alifatik esterler, Ketonlar ve Diger aromatik bilesikler

2,6,10,10-tetrametil-1-oksa-spiro[4.5]dek-6-en | 0.30 1515 1500, 1540

Etanon, 1-(2-metil-1-siklopenten-1-yl)- 0.22 1544

Asetik asit, 6,6-dimetil-2-metilen-7-(3- | 0.33 1681

oksobutiliden)oksepan-3-ilmetil ester

(1R*,2R* ,4R*)-1,6,6-trimetil-10- 0.68 1772

oksatrisiklo[5.3.0.0(2,4)]dek-7-en-9-ilmetil

keton

7,8-epoksi-a-ionon 0.34 1779

Farnesil aseton C 0.23 1811
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Tablo 3.1. (devam)

1D-(1,2,5/3,4)-1',2'-anhidro-1-(hidroksimetil)- | 2.56 1823
2-(hidroksimetilamino)-3,4-O-izopropiliden-

3,4,5-siklopentantriol

1,1,3,5-tetrametil-3-neopentil-2,3-dihidroinden | 0.37 1842
Benzen, 1,3-dimetil-2-propoksi 0.29 1864
Vinil 10-undesenoat 0.30 1902
(E,E)-2,6,10-Dodekatrien, 12-acetoksi-6- 0.46 1933
hidroksimetil-2,10-dimetil

S-ionol 0.35 1957 1939, 1968
(+)-longikamfenilon 2.17 2099
8-okso-neoisolongifolen 2.82 2104
(1R,58,8R,9R)-4,4,8- 0.57 2131
trimetiltrisiklo[6.3.1.0(1,5)]dodeka-2-en-9-o0l
2H-2,4a-metanonaftalen-8(5H)-on, 0.48 2165
1,3,4,6,7,8a-hekzahidro-1,1,5,5-tetrametil-
4,4-dimetiltetrasiklo[6.3.2.0(2,5).0(1,8)] 3.57 2232
tridekan-9-ol,

3-izopropiltrisiklo[4.3.1.1(2,5)Jundek-3-en-10- | 1.54 2268
ol

5-(1,1-dimethylethyl)-2,3-dihidro-3,3-dimetil- 0.44 2315
1H-inden-1-on,

Tanimlanamayan bilesikler

Toplam 22 adet tanimlanamayan bilesik

Toplam pik alan1 %100

Toplam tamimlanamayan alan % 22.20

Bagil Alan (%): Kromatogramdaki ilgili pikin toplam pik alanina gore yiizdece oranini ifade eder

RI (Retention Index): Alikonma indeksi ya da Retansiyon indeksi (Bilesigin kolondaki kalis siiresinin n-

alkan standartlarina gore hesaplanmig standart degeridir.)

RI (literature): Literatiir Allkonma Indeksi ya da Literatiir Retansiyon indeksi (Bilesigin daha énce yapilmig

bilimsel ¢caligmalarda veya veri tabanlarinda yayinlanmis olan alikonma indeksi degeridi
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3.2 Sivi Kromatografi-Kiitle Spektrometresi (LC-MS/MS) Analizi Sonuclari

3.2.1 Bitki Ekstrelerinin LC-MS/MS Analizi Sonuclari

Golgede kurutulup toz haline getirilen bitki 6rneklerinden iki farkli ekstraksiyon serisi
hazirlanmstir. Ik grupta hekzan, aseton ve metanol; ikinci grupta ise petrol eteri, aseton ve
metanol ¢oziiciileri kullanilarak toplam 6 adet ekstre elde edilmistir. Bu ekstrelerin fenolik
bilesen profilleri ve miktarlari LC-MS/MS teknigi kullanilarak analiz edilmistir.
Ekstrelerin Kodlar1:

IVH . Lviscosa hekzan ekstresi
IVA . Lviscosa aseton ekstresi
IVM . Lviscosa metanol ekstresi

DIVPE : Direkt Lviscosa petrol eteri ekstresi
DIVA : Direkt Lviscosa aseton ekstresi

DIVM : Direkt Lviscosa metanol ekstresi

Tayin edilen bilesikler bes kategoride incelenmistir:
I.  Flavonoidler ve tiirevleri,
II.  Fenolik asitler,
III.  Antosiyaninler,
IV.  Fenolik Glikozitler ve Diger Polifenoller,
V.  Diger Bilesikler (Antrakinonlar ve Aminoasitler)

Ekstrelerin fenolik bilesenlerinin analiz sonuglar1 Tablo 3.1 ve 3.2°de verilmistir.

Tablo 3.2: Bitki ekstrelerinde (IVH, IVA, IVM) tayin edilen bilesikler ve miktarlar

(mg/kg)
Bilesik ismi Ekstreler
Lviscosa hekzan | Lviscosa aseton | L.viscosa metanol
Flavonoidler ve tiirevleri

(+)-katesin 0.35% <LOD <LOD

Akasetin 23.43 216.04 103.16
Apigenin-7-glukozit <LOD 0.01 <LOQ
Dihidrokempferol 0.28 13.57 1.19

Opatilin 0.28 1.07 0.38

Hiperozit 0.10 1.88 2.78
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Tablo 3.2 (devam)

[zosakuranetin 9.43 17.07 8.76
Kuersetin 1.67 168.83 54.32
Luteolin <LOD 12.64 19.69
Luteolin-7-rutinozit <LOD 0.27 0.41
Mirisetin 0.25 2.01 0.60
Narinjenin 0.81 35.23 10.45
Narinjin 0.02 0.62 0.62
Nepetin 7.32 345.28 141.87
Nepetin-7-glukozit 0.28 304.79 410.06
Orientin <LOD 0.46 2.94
Penduletin 9.30 49.78 17.92
Ramnositrin 488.18 2273.07 1828.77
Rutin <LOD 9.22 29.72
Skutellarein 0.63* 3.21 <LOD
Taksifolin 2.67 150.31 15.49
Fenolik asitler
4-hidroksibenzoik asit <LOD 16.22 7.95
Elajik asit <LOD <LOD <LOD
Kafeik asit <LOD 1.91 2.34
Rosmarinik asit 10.33* 19.02 22.95
p-kumarik asit 0.29* 2.95 0.83
Salisilik asit 5.24 11.05 96.72
Sikorik asit <LOD 0.01 0.05
Antosiyaninler
Siyanidin kloriir 0.15 12.56 5.05
Fenolik Glikozitler ve Diger Polifenoller
Polidatin 0.39* 0.53 0.53
Verbaskozit <LOD 168.55 54.90
Diger Bilesikler (Antrakinonlar ve Aminoasitler)
Emodin 0.14%* <LOD 0.13*
L-Teanin <LOQ <LOQ 0.06
Toplam kuru bitki (mg/kg) | 561.54 3838.16 2840.64
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*Bilesigin miktar tayininin (kantifikasyonunun) dogru bir sekilde yapilabilmesi amaciyla enjeksiyon hacmi

20 pL'ye artirilmistir.

LOD (Limit of Detection): Analiz edilen yontemin numune igerisinde bulunan bir maddeyi tespit edebildigi

en diisiik konsantrasyon

LOQ (Limit of Quantification): Numune icgerisindeki bir maddenin sayisal olarak oOlciilebildigi en diisiik

konsantrasyon

Tablo 3.3: Bitki ekstrelerinde (DIVPE, DIVA, DIVM) tayin edilen bilesikler ve miktarlari

(mg/kg)
Bilesik ismi Ekstreler
Direkt Lviscosa | Direkt Lviscosa | Direkt Lviscosa
petrol eteri aseton metanol
Flavonoidler ve tiirevleri
(+)-katesin 0.34* <LOD 0.35*
Akasetin 5.44 164.20 118.14
Apigenin-7-glukozit <LOD 0.01 0.00
Dihidrokempferol 0.07 0.04 <LOD
Opatilin 0.04 0.99 0.70
Hiperozit 0.10 1.41 1.75
[zosakuranetin 3.10 16.90 13.30
Kuersetin 1.25 162.73 50.97
Luteolin <LOD 8.32 11.46
Luteolin-7-rutinozit <LOD 0.18 0.25
Mirisetin 0.25 1.68 0.60
Narinjenin 0.04 30.44 13.76
Narinjin <LOD 0.62 0.62
Nepetin 1.77 284.36 166.44
Nepetin-7-glukozit 0.28 170.23 268.22
Orientin <LOD 0.11 0.82
Penduletin 1.76 45.97 32.43
Ramnositrin 156.18 1942.06 1640.75
Rutin <LOD 7.13 15.88
Skutellarein 0.57 3.92 0.10"
Taksifolin 0.75 146.11 26.90
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Tablo 3.3 (devam)

Fenolik asitler

4-hidroksibenzoik asit <LOD 13.51 10.79
Elajik asit <LOD 0.28" <LOD
Kafeik asit <LOD 1.41 1.72
Rosmarinik asit 10.25%* 7.44 8.36
p-kumarik asit <LOD 0.84 0.84
Salisilik asit 1.52 9.16 57.72
Sikorik asit <LOD 0.07 0.04
Antosiyaninler
Siyanidin kloriir <LOQ 10.32 4.71
Fenolik Glikozitler ve Diger Polifenoller

Polidatin 0.53 0.54 0.54
Verbaskozit <LOD 155.37 58.89

Diger Bilesikler (Antrakinonlar ve Aminoasitler)

Emodin 0.13* 0.13* 0.13*

L-teanin <LOD <LOD 0.04

Toplam (mg/kg) kuru bitki

184.37 3189.14 2509.39

"Bilesigin miktar tayininin dogru bir sekilde yapilabilmesi amaciyla enjeksiyon hacmi 20 pL'ye artirilmistir.
LOD (Limit of Detection): Analiz edilen yontemin numune igerisinde bulunan bir maddeyi tespit edebildigi
en diisiik konsantrasyon

LOQ (Limit of Quantification): Numune igerisindeki bir maddenin sayisal olarak 6lgiilebildigi en diisiik

konsantrasyon

Fenolik igerik zenginligi bakimindan ekstrelerin biiyiikten kiigiige siralamasi su sekildedir:
1. IVA (I viscosa Aseton): 3838,16 mg/kg

DIVA (Direkt I. viscosa Aseton): 3189,14 mg/kg

IVM (1. viscosa Metanol): 2840,64 mg/kg

DIVM (Direkt I. viscosa Metanol): 2509,39 mg/kg

IVH (/. viscosa Hekzan): 561,54 mg/kg

DIVPE (Direkt I. viscosa Petrol Eteri): 184,37 mg/kg

A O i
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3.2.2 Bitki Caymin LC-MS/MS Analizi Sonuglari
Inula viscosa bitki materyalinden hazirlanan dekoksiyon (IV-dek) ve inflizyon (IV-inf)
ekstraktlarinin LC-MS/MS analizi ile belirlenen fitokimyasal profili ve bilesen dagilimlari

Tablo 3.4’te sunulmustur.

Tablo 3.4: Sulu ekstrelerde tayin edilen bilesikler ve miktarlar1 (mg/kg)

Ornegin Kodu Bagil
Bilesik ismi IV-dek | 1V-inf | Belirsizlik %
Flavonoidler ve tiirevleri
Akasetin 0.001 <LOQ 5.2
Apigenin-7-glukozit <LOQ <LOQ 4.5
Apigenin <LOQ <LOQ 4.8
Dihidrokempferol 0.091 0.055 4.1
Opatilin 0.005 0.003 5.2
Hiperozit 0.154 0.142 5.6
Izosakuranetin 0.023 0.010 6.4
Luteolin-7-rutinozit 0.005 0.003 3.7
Luteolin 0.120 0.142 5.7
Nepetin 0.151 0.181 54
Nepetin-7-glukozit 0.654 0.530 3.9
Orientin <LOD <LOD 6.0
Kuersetin 0.115 0.140 4.4
Rutin 0.022 0.020 4.1
Fenolik asitler
Kafeik asit <LOQ <LOQ 6.3
Elajik asit <LOD <LOD 3.8
p-kumarik asit <LOQ <LOQ 4.2
Fenolik Glikozitler ve Diger Polifenoller
Verbaskozit <LOD \ <LOD \ 4.6
Antrakinon
Emodin <LOD <LOD 3.9
Toplam (mg/kg) kuru
bitki 1.341 1.226

LOD (Limit of Detection): Analiz edilen yontemin numune igerisinde bulunan bir maddeyi tespit edebildigi

en diisiik konsantrasyon

LOQ (Limit of Quantification): Numune igerisindeki bir maddenin sayisal olarak 6lgiilebildigi en diisiik

konsantrasyon
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3.3 Inula viscosa Bitkisinden izole Edilen Bilesikler
Inula viscosa bitkisinin toprak iistii kisimlarindan hazirlan hekzan, aseton ve metanol
ekstrelerinden 3 seskiterpen lakton, 1 salkon bilesigi izole edildi. Elde edilen bilesiklerin
yapilari:
e Inuviskolit [(3aS,5aS,8R,8aR,9aR)-8-hidroksi-8-metil-1,5-dimetiliden-
3a,4,5a,6,7,8a,9,9a-oktahidroazuleno[6,5-b]furan-2-on] (1)
e Tomentosin [(3aR,7S,8aR)-7-metil-3-metiliden-6-(3-oksobiitil)-4,7,8,8a-tetrahidro-
3aH-siklohepta[b]furan-2-on)] (2)
e Karabron [(3aR,4aS,5S,5aR,6aR)-5a-metil-3-metiliden-5-(3-oksobiitil )-
3a,4,4a,5,6,6a-heksahidrosiklopropa[f][1] benzofuran-2-on] (3)
e Pulisalkonoit C [(2S,3R)-1-(2-Metoksi-4,6-dihidroksifenil)-2,3-dihidroksi-3-(4-
hidroksifenil)-1-propanon] (4)
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3.3.1 Inuviskolit [(3aS,5aS,8R,8aR,9aR)-8- hidroksi-8-metil-1,5-dimetiliden-
3a,4,54,6,7,8a,9,9a-oktahidroazuleno[6,5-b]furan-2-on]

Inuviskolit bilesigi I viscosa bitkisinin metanol ekstresinden, 9.5 DCM(CH2ClL): 0.5 Ac

(aseton) sisteminde toplam 0.43 g beyaz toz seklinde elde edilmistir.

"H-NMR spektrumunda 6 6.24 ve 5.55 ppm’de (A ve B piki) izlenen doublet pikler lakton
halkasina bagli olan ekzometilenin (C-13) iizerindeki hidrojenlerdir. Karbonil grubuna ¢ok
yakin olduklar1 i¢in "deshielding" (perdelememe) etkisinden dolayr daha asagi alanda
izlenmistir. C ve D pikleri (5.11 ve 4.98 ppm) ana halka iizerindeki diger ekzometilen
(C14) grubunun hidrojenleridir. Etraflarinda giiclii bir elektron ¢ekici grup (karbonil gibi)
olmadig1 icin daha yukar alanda izlenmistir. E piki (6 4.32 ddd) lakton halkasinin iskelete
baglandig1 karbon (C-8) lizerindedir. Molekiiliin stereokimyasini ve halka kapanmasini
kanitlayan bir sinyaldir. Protonun dogrudan bir oksijen atomuna komsu olmasi, onun
elektron yogunlugunu azaltarak sinyali asagi alana kaydirir. Sinyalin ‘ddd’ olmasinin
anlami, H-8 protonunun {i¢ farkli komsu protonla etkilesime (coupling) girmesidir (H-7, H-
9a ve H-9b). 0 2.8-1.4 ppm aras1 bolge, molekiiliin ana iskeletini olusturan alifatik

protonlarin bulundugu bolgedir.

BC-APT NMR spektrumunda 1 metil, 6 metilen, 4 metin, 4 kuaterner olmak {iizere toplam
15 adet karbon piki gozlemlendi. 6170.15 ppm bir ester veya lakton karbonili i¢in ¢ok
karakteristiktir. Karbonil karbonu (C=0), oksijene ¢ift bagla bagli oldugu icin ¢ok siddetli
bir perdelememe etkisine maruz kalir ve en asag1 alanda ¢ikar. 170 ppm olmasi, bunun bir
o, -doymamis-y-lakton karbonili oldugunu kanitlar. 6146.60 ppm (C11) piki lakton
halkasindaki ¢ift bagin halkaya bagli kismidir. Yanindaki karbonil grubu elektron ¢ektigi
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icin sinyal daha asagi alana kaymustir. 6139.58 ppm (C10) piki ana halkadaki
ekzometilenin halkaya bagli oldugu kuaterner karbondur. 6120.46 ve 6111.76 ppm ug
=CH; karbonlari, asag1 yonde (negatif faz) ve 082.35 ppm olan pik ise laktonun halkaya
kapandig1 yerdeki CH karbonudur. 80.51 ppm iizerinde -OH grubu tasiyan kuaterner
karbondur. Spektrumda negatif fazda izlenen sinyallerin varligi, yapida bulunan dort adet
metin -CH karbonu ile -CH; grubunun varligin1 ve bunlarin stereokimyasal cevrelerini

kanitlamaktadir.

Bilesigin HSQC spektrumu incelendiginde, proton ve karbon sinyalleri arasindaki
dogrudan etkilesimler net bir sekilde gdzlenmistir. Spektrumdaki capraz pikleri (cross-
peaks) inceledigimizde, 6 119.21 ppm’deki C piki 06.17 ve 5.48 piki ile eslesiyor. Bu
durumda CI13 karbonuna H-13a ve H-13b protonlar1 ile korelasyon gdstermesi bu
karbonun iki proton tagiyan bir -CH» karbonu oldugunu kanitlamaktadir. Ayni1 durum 65.03
ve 4.90 protonlarinin 6110.51 ppm’deki karbon sinyali ile eslesmesi C14 ekzometileni i¢in
de gegerlidir. 61.14 protonlarin 623.19 karbonu ile kurdugu etkilesim ise -CHj3 i¢in en net
kanittir. 6170.15, 146.60, 139.58 ve 80.51 ppm’de rezonans olan karbon sinyallerinin,
HSQC spektrumunda proton eslesmesine sahip olmamasi, bu merkezlerin hidrojen

tasimayan kuaterner karakterini 2D NMR verileriyle dogrulamaktadir.

Inuviskolit: beyaz toz formunda,'H NMR (500 MHz, CDCls): §6.24 (1H, d, J= 3.5 Hz, H-
13a), 5.55 (1H, d, J=3.0 Hz, H-13b), 5.11 (1H, s, H-14a), 4.98 (1H, s, H-14b), 4.32 (1H,
ddd, J=14.0, 9.5, 4.5 Hz, H-8), 3.20 (1H, m, H-1), 2.66 (1H, m, H-7), 2.57 (1H, dd, J=14.0,
4.0 Hz, H-9a), 2.31 (1H, m, H-5), 1.96-1.56 (9H, m, iskelet protonlari: H-2, H-3, H-6, H-
9b), 1.25 (3H, s, H-15).

13C APT NMR (125 MHz, CDCL): 6170.15 (C-12, C=0), 146.40 (C-11), 139.58 (C-10),
120.46 (C-13, =CHb,), 111.76 (C-14, =CH,), 82.35 (C-8, C-0), 80.51 (C-4), 59.19 (C-5),
45.39 (C-7), 46.9 (C-1), 41.00 (C-3), 38.01 (C-9), 29.76 (C-6), 26.93 (C-2), 24.03 (C-15
-CHs).

HSQC: oc/on: 119.21/6.17 (C-13/H-13a), 119.21/5.48 (C-13/H-13b), 110.51/5.03 (C-14/H-
14a), 110.51/4.90 (C-14/H-14b), 23.19/1.14 (C-15/H-15).
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Bilesige ait spektral ve fiziksel degerlerin literatiirde verilen degerler ile 6zdes olmasi

yapinin inuviskolit oldugu goriisiinii desteklemistir (Mossa vd.,1997).

Tablo 3.5: Inuviskolit bilesiginin 'H-NMR ve *C-APT NMR verileri

Karbon ve BCc  APT
'"H NMR
proton no NMR
1 2.66 46.90
2a 1.96 m
26.93
2b 1.56 s
3a 1.85dd
41.00
3b 1.66d
4 80.51
5 1.73 m 59.19
6a 231 m
29.76
6b 1.25s
7 2.66 m 45.39
4.32 ddd
8 82.35
(14.0,9.5, 4.5 Hz)
2.57 dd
Oa
(14.0, 4.0 Hz) 38.01
9b
3.20m
10 139.58
11 146.40
12 170.15
13a 6.24 d (3.5 Hz)
120.46
13b 5.55d (3.0 Hz)
14a 498 s
111.76
14b 5.11s
15 1.25s 24.03
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3.3.2 Tomentosin [(3aR,7S,8aR)-7-metil-3-metiliden-6-(3-oksobiitil)-4,7,8,8a-
tetrahidro-3aH-siklohepta[b]furan-2-on)]

Elde edilen NMR spektrumlart detaylica incelendiginde, numunenin saf bir bilesikten
ziyade, yapisal olarak birbirine ¢ok yakin iki seskiterpen lakton olan karabron ve
tomentosin'in bir karisimi oldugu goriilmektedir. Spektrumdaki sinyal siddetleri (integral
degerleri) ve karakteristik kimyasal kaymalar, karabron'un major bilesen, tomentosin'in ise

mindr bilesen olarak yapida yer aldigini kanitlamaktadir.

"H NMR spektrumu incelendiginde; en diisiik alanda, 56.24 ppm ve 5.44 ppm degerlerinde
gbzlenen iki ayr1 dubletin dubleti (dd) sinyali, yapidaki, a-metilen-y-lakton birimine ait H-
13a ve H-13b ekzometilen protonlarini temsil etmektedir. Bu protonlarin farkli kaymalari,
karbonil grubuna olan mesafelerinden kaynaklanan manyetik anizotropi etkisidir. 5.53
ppm'deki sinyal, C-4 ketonuna komsu olan H-5 protonunu temsil ederken; 4.77 ppm'deki
sinyal laktonun baglandigi C-8 iizerindeki H-8 protonuna karsilik gelir. H-8 sinyalinin
diisiik alanda ¢ikmas1 oksijenin perdeleme etkisinden, yiiksek kenetlenme sabiti (11.4 Hz)
ise H-7 ile trans/aksiyal yoneliminden kaynaklanir. Alifatik bolgede, 2.15 ppm'deki singlet
sinyali C-15 metil protonlarina, 1.13 ppm'deki dublet sinyali ise sekonder karakterdeki C-

14 metil protonlarina atfedilmistir.

BC NMR spektrumu incelendiginde 6208.46 ppm (C-4) ve 169.85 ppm (C-11)
degerlerinde gozlenen kuaterner sinyaller, sirasiyla yapidaki keton ve lakton karbonillerine
atfedilmistir. 146.84 ppm (C-12) ve 139.77 ppm (C-1) sinyalleri, iskelet ilizerindeki ¢ift
baglara ait kuaterner karbonlar1 temsil etmektedir. 122.28 ppm'deki sinyal (C-13),
ekzometilen grubunun CH» karbonuna; 120.35 ppm'deki sinyal (C-5) ise halka iizerindeki
CH karbonuna karsilik gelmektedir. Halkadaki lakton kapanma noktasini1 gosteren 79.49
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ppm'deki sinyal (C-8), oksijene komsu metin karbonuna atfedilmistir. Alifatik bdlgede
42.88 ppm (C-3), 42.38 ppm (C-7) ve 37.13 ppm (C-9) sinyalleri iskeletin ana gévdesini
olusturmaktadir. Metil gruplarina bakildiginda; 30.68 ppm'deki sinyal (C-15) keton
komsusu metil grubunu, 22.93 ppm'deki sinyal (C-14) ise sekonder metil grubunu temsil

etmektedir.

Spektrum genelinde gbzlenen sinyal ciftleri ve integral oranlari, numunenin major bilesen
olarak karabron, minér bilesen olarak ise tomentosin igerdigini gostermistir. Bu ayrimin en
belirgin kanmiti, '"H NMR spektrumunda §4.77 ppm ve 4.64 ppm degerlerinde gdzlenen iki
farkli H-8 sinyalidir; burada karabron'a ait olan 4.77 ppm sinyali belirgin sekilde daha
yiiksek bir siddete sahiptir. Benzer sekilde, *C NMR spektrumunda 139.77 ppm (C-1) ve
122.28 ppm (C-13) gibi temel iskelet karbonlarinin yaninda gézlenen diisiik siddetli pikler,
iki yapinin izomerik benzerligini ve karisim oraninit desteklemektedir. Karabron'un
baskinligi, 6zellikle alifatik bolgedeki metil sinyallerinin integral degerleri ve ekzometilen
protonlarinin (H-13a, b) net yarilma modelleri ile dogrulanmistir. Bu temel verilerin yant
sira, ekzometilen bolgesindeki H-13b sinyalinin (5.44 ppm) major bilesen icin 0.99 integral
degeri vermesi, ancak hemen yaninda 0.35 siddetinde mindr bir sinyalin eslik etmesi,

karigim oraninin yaklasik 3:1 oldugunu nicel olarak gostermektedir.

Tomentosin: renksiz toz formunda; 'H NMR (500 MHz, CDCI%): §6.24 (1H, dd, J=9.9,
3.0 Hz, H-13a), 5.53 (1H, dd, =13.9, 2.6 Hz, H-5), 5.44 (1H, dd, J=9.2, 5.3 Hz, H-13b),
477 (1H, ddd, J=11.4, 8.8, 6.1 Hz, H-8), 2.55 (1H, m, H-7), 2.47 (1H, m, H-3a), 2.33 (1H,
m, H-2a), 2.22 (2H, m, H-6a/H-10), 2.15 (3H, s, H-15), 2.00 (1H, m, H-6b), 1.90 (1H, d,
H-9a), 1.13 (3H, d, J=7 Hz, H-14).

13C APT NMR (125 MHz, CDCls): 208.46 (C-4, C=0), 169.85 (C-11, C=O lakton),
146.84 (C-12), 139.77 (C-1), 122.28 (C-13), 120.35 (C-5), 79.49 (C-8), 42.88 (C-3), 42.38

(C-7), 37.13 (C-9), 35.34 (C-2), 34.50 (C-10), 30.68 (C-15), 27.33 (C-6), 22.93 (C-14).

Bilesige ait spektral ve fiziksel degerlerin literatiirde verilen degerler ile 6zdes olmasi

yapinin tomentosin oldugu goriisiinii desteklemistir (Alpaslan, 2013; Aydin vd.,2022)
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Tablo 3.6: Tomentosin bilesiginin 'H-NMR ve '*C-APT NMR verileri

Ejrbon ve proton | 1y \nvip 3C APT NMR
1 ; 139.77
2 247 m
i 35.34
3 247 m
T 42.88
2 ) 208.46
5.53 dd
5 (1-13.9,26Hz) | 203°
6a 2.22m
6b 2.00 m 2733
7 2.55m 42.38
4.77 ddd
8 (-11.488,6.1Hz) | %
Oa 1.90d
% 222m 37
10 2.22m 34.5
T ) 169.85
B ; 146.84
i 6.24 dd
(J=9.9 Hz, 3.0 Hz) 12228
13b 544 dd '
(J=9.2 Hz, 5.3 Hz)
14 1.13 d (J=7 Hz) 22.93
15 2.15s 30.68
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[ Kurutulmus ve 6giitiilmiis bitki 6rnegi ]

[ Hekzan ile maserasyon ]

Hekzan Oziitlenmis bitki kalintis1 1 ]
ekstresi ]
(IVH) Aseton Aseton ile maserasyon
ekstresi |
(IVA) ‘
[ Oziitlenmis bitki kalntis1 2 ]

[ Metanol ile maserasyon ]

176 g Metanol
ekstresi (IVM)

[ Kolon kromatografisi ]

[ 8.48 g IVM 15 }

[ TLC/ DCM:Ac (8:2) }

IVM 15.2- 237 —— IVM 15.12- | IVM 15.12-
VM 15.1 15.6 VM 15 7- ‘ 15.15 15.15

15.10

[ PTLC/ DCM:Ac (9.5:0.5) }

[ PTLC/ DCM:Ac (9.5:0.5) }

IVM 15.7.1 0.36¢ o) IVM 15.7.7-
s ' CH IVM 15.7.
IVM 15.7.5 IVM 15.7.6 3 VM 15.7.8

H,C
(0] Minor tomentosin
—

O
H,C

Sekil 3.22: Tomentosin bilesiginin ekstraksiyon ve izolasyon basamaklari
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3.3.3 Karabron [(3aR,4aS,5S,5aR,6aR)-5a-metil-3-metiliden-5-(3-oksobiitil)-
3a,4,4a,5,6,6a-heksahidrosiklopropa[f][1] benzofuran-2-on]

H NMR spektrumu incelendiginde; en diisiik alanda, 66.24 ppm’deki sinyal (dd, J=9.9, 3.0
Hz) ekzometilen grubunun H-13a protonuna; 5.53 ppm’deki sinyal ise (dd, J=13.9, 2.6 Hz)
H-13b protonuna atfedilmistir. Molekiiliin lakton halkasinin kapanma noktasin1 gdsteren
4.64 ppm’deki sinyal (ddd, J=11.1, 8.6, 2.7 Hz), oksijene komsu karbon iizerindeki H-8
protonuna karsilik gelmektedir. Karabron yapisini Tomentosin'den ayiran en carpici
kanitlar yliksek alan bolgesinde gozlenmektedir. Yapidaki siklopropan halkasina ait
protonlar, manyetik perdelenme nedeniyle 0.45 ppm (td, J=7.2, 4.1 Hz, H-1) ve 0.37 ppm
(m, H-5) degerlerinde karakteristik sinyaller vermistir. Alifatik bolgede, 3.14 ppm’deki
multiplet sinyali H-7 protonuna; 2.15 ppm’deki keskin singlet C-15 metil protonlarina;
1.08 ppm’deki singlet ise C-14 metil protonlarmna atfedilmistir. Iskelet iizerindeki diger
metilen ve metin protonlar1 (H-2, H-3, H-6, H-9, H-10) ise 0.90- 2.47 ppm araligindaki

karmasik multipletler seklinde gozlenmektedir.

3C APT NMR spektrumu incelendiginde; major bilesen olarak tanimlanan Karabron
molekiiliin karbon iskeletini karakterize eden 15 temel sinyal lizerinden aydinlatilmistir.
Spektrumda, yapidaki iki farkli karbonil grubu 6208.46 ppm (C-4, keton) ve 169.85 ppm
(C-12, lakton karbonili) degerlerinde gozlenen kuaterner sinyallerle dogrulanmustir.
Yapiin ekzometilen cift bag karakteri139.25 ppm (C-11, kuaterner) ve 122.79 ppm (C-13,
CH») sinyalleri ile temsil edilmektedir. Molekiiliin stereokimyasal acidan en kritik
noktalarindan biri olan lakton halkasinin kapanma karbonu (C-8), oksijenin elektronegatif
etkisiyle alt alana kayarak 75.83 ppm degerinde sinyal vermistir. Karabron'un
Tomentosin'den ayrilmasini saglayan en belirgin 6zellik olan siklopropan halkasina ait
karbonlar; 33.95 ppm (C-1), 23.20 ppm (C-5) ve kuaterner karakterdeki 18.48 ppm (C-10)

degerlerinde saptanmistir. Alifatik bolgede, C-4 keton grubuna komsu olan metil karbonu
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(C-15) 29.77 ppm'de, halka iizerindeki sekonder metil karbonu (C-14) ise 19.91 ppm'de
gbzlenmistir. Diger iskelet karbonlar1 ise 43.83 ppm (C-3), 37.99 ppm (C-7), 37.54 ppm
(C-9), 30.98 ppm (C-6) ve 23.61 ppm (C-2) olarak atanmustir.

Karabron: Renksiz toz formunda; 'H NMR (500 MHz, CDCls): 66.24 (1H, dd, J=9.9, 3.0
Hz, H-13a), 5.53 (1H, dd, J=13.9, 2.6 Hz, H-13b), 4.64 (1H, ddd, J=11.1, 8.6, 2.7 Hz, H-
8), 3.14 (1H, m, H-7), 2.47 (2H, m, H-3a, b), 2.22 (2H, m, H-6a/H-9a), 2.15 (3H, s, H-15),
1.56 (2H, m, H-2a,b), 1.08 (3H, s, H-14), 0.90 (2H, m, H-6b/H-9b), 0.45 (1H, td, J=7.2, 4.1
Hz, H-1), 0.37 (1H, m, H-5).

13C APT NMR (125 MHz, CDCl3): 6208.46 (C-4), 169.85 (C-12), 139.25 (C-11), 122.79
(C-13), 75.83 (C-8), 43.83 (C-3), 37.99 (C-7), 37.54 (C-9), 33.95 (C-1), 30.98 (C-6), 29.77
(C-15), 23.61 (C-2), 23.20 (C-5), 19.91 (C-14), 18.48 (C-10).

Bilesige ait spektral ve fiziksel degerlerin literatiirde verilen degerler ile 6zdes olmasi
yapimin karabron oldugu goriisiinii desteklemistir (Diaz, 1968; Fontana vd.,2007; Mossa
vd., 1997).
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Tablo 3.7: Karabron bilesiginin 'H-NMR ve *C-APT NMR verileri

Karbon ve | BC APT
proton no HNMR NMR
0.45td
! (J=7.2, 4.1 H) 33.95
2a 1.56 m
23.61
2b 1.56 m
3a 247 m
43.83
3b 247 m
4 - 208.46
0.37 m
> (1=8.8.,69.41Hz) | 220
6a 2.22m
30.98
6b 0.90 m
7 3.14m 37.99
4.64 ddd
8 (J=11.86,27Hz) | >
92 2.22m
37.54
9b 0.90 m
10 - 18.48
11 - 139.25
12 - 169.85
13a 6.24 dd
(J=9.9 Hz, 3.0 Hz) 122.79
13b 5.53 dd '
(J=13.9, J=2.6 Hz)
14 1.08 s 19.91
15 2.15s 29.77
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[ Kurutulmus ve 6giitiilmiis bitki 6rnegi ]

[ Hekzan ile maserasyon ]

Oziitlenmis bitki kalmtisi 1 ]

Hekzan
ekstresi
(IVH)

Aseton

4 [ Aseton ile maserasyon ]

ekstresi |
(IVA) ‘

[ Oziitlenmis bitki kalntis1 2 ]

[ Metanol ile maserasyon ]

176 g Metanol
ekstresi (IVM)

[ Kolon kromatografisi ]

[ 8.48 g IVM 15 ]

[ TLC/ DCM:Ac (8:2) }

IVM 15.2- 237¢ —— IVM 15.12- | IVM 15.12-
VM 15.1 15.6 VM 15.7- ‘ 15.15 15.15

15.10

[ PTLC/ DCM:Ac (9.5:0.5) }

[ PTLC/ DCM:Ac (9.5:0.5) }

IVM 15.7.7-

0.82¢g IVM 15.7.8

IVM 15.7.6

IVM 15.7.1 -
IVM 15.7.5

)
Major karabron

CH,

Sekil 3.28: Karabron bilesiginin ekstraksiyon ve izolasyon basamaklar1
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3.3.4 Pulisalkonoit C [(2S,3R)-1-(2-Metoksi-4,6-dihidroksifenil)-2,3-dihidroksi-3-(4-
hidroksifenil)-1-propanon]

'"H NMR spektrumunda 67.41 ppm ve 6.88 ppm'de gozlenen dubletler (J=8.6 Hz), simetrik
BC sinyalleriyle (128.83 ve 115.44 ppm) birlikte para-disiibstitiie fenil yapisini
kanitlamaktadir. Yan zincirdeki H-7 (4.56 ppm) ve H-8 (5.01 ppm) protonlar1 arasindaki
11.95 HZz'lik biiyiik etkilesim sabiti, stereomerkezlerin birbirine goére anti konumda
oldugunu gostermektedir. H-3' (6.04 ppm) ve H-5' (6.11 ppm) sinyalleri arasindaki 2.2
HZ'lik meta-etkilesim, 1,3-dizilimini dogrulamaktadir. Literatiirden (CDsOD ¢oziiclisii)
farkli olarak, CDCIl; igerisinde alinan spektrumdall.20 ppm'de gozlenen singlet, C-2'
hidroksili ile C-9 karbonili arasindaki molekiil i¢i hidrojen bagina isaret etmekte ve bu
konumda metoksi yerine serbest -OH varligimi desteklemektedir. Ote yandan, 3.81 ppm
(OCH3) ve 168.57 ppm (C-4') sinyalleri, metoksi grubunun para-pozisyonuna yerlestigini
gosteren karakteristik verilerdir. Son olarak, 2.92 ppm (8-OH) ve 2.24 ppm (7-OH)
sinyalleri, kimyasal ¢gevrelerine uygun olarak yan zincirdeki alifatik hidroksil protonlarina
atfedilmistir. Kimyasal ¢evre ve karbonil grubuna olan yakinliklar1 g6z oniine alindiginda,
daha asag1 alanda rezonans olan 2.92 ppm sinyalinin 8-OH grubuna, 2.24 ppm sinyalinin

ise 7-OH grubuna ait oldugu degerlendirilmektedir.

BC-APT NMR spektrumunda 1 metil, 6 metin, 8 kuaterner olmak iizere toplam 15 adet
karbon piki gozlemlendi. Spektrumda gozlenen karbon piki sayisi ile molekiildeki toplam
karbon atomu sayis1 (17) arasindaki fark, para-hidroksifenil yapisinin simetrik dogasindan
kaynaklanmakta; bu durum C-2,6 (128.83 ppm) ve C-3,5 (115.44 ppm) sinyallerinin ikiser
karbonu temsil etmesiyle agiklanmaktadir. 195.73 ppm'de gozlenen karbonil sinyali (C-9),
yapinin propan-9-on iskeletini desteklemektedir. Aromatik bolgede 168.57, 163.32, 162.70
ve 156.58 ppm'de gozlenen dort adet kuaterner karbon sinyali, halkalarin oksijenli
stibstitiientlerle (hidroksil ve metoksi) yogun bir sekilde yer degistirdigine isaret
etmektedir. Ozellikle 82.88 (C-8) ve 72.11 (C-7) ppm'deki sinyaller, yan zincirdeki diol
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yapisini dogrulamaktadir. 128.83 ve 115.44 ppm'deki simetrik karbonlar halkadaki para-
yerlesimini kanitlarken; 94.39 ve 95.27 ppm sinyalleri arasindaki kii¢lik fark, halkadaki

asimetrik siibstitiisyon deseniyle tutarlilik géstermektedir.

Bilesigin COSY spektrumu incelendiginde; 64.95/4.98 (H-8) ve 4.50/4.54 (H-7) ppm’de
goriilen dortlii capraz pik grubu, H-7 ve H-8 protonlarinin komsu oldugunu gosterir. 3.74-
3.78 ppm’deki sinyal metoksi grubuna aittir. Ancak H-7/H-8 bolgesiyle capraz pik
olusturmaz. Bu durum metoksi grubunun yan zincire degil, halkaya bagl oldugu bilgisini
verir. 07.34/6.85 ppm’de giiclii etkilesim pikleri bulunur, bu para-disiibstitiie benzen
halkasindaki komsu protonlarin birbirini etkiledigini gosterir. 6.05/6.09 ppm ve 5.98/6.01
ppm arasindaki kesisime aktigimizda kiiciik, nokta seklinde bir etkilesim piki goriiniir. Bu
iki hidrojen arasinda bir karbon bosluk vardir (meta konumundadirlar). Aradaki mesafe

uzak oldugu i¢in etkilesim zayiftir.

HSQC spektrumu incelendiginde 63.80 ppm’deki proton ile 54.77 ppm’deki karbon
eslesiyor. Bu deger, oksijene bagl bir metil karbonu ile ortiismektedir. 04.99/82.16 (H-
8/C-8) ve simetrik fenil halkasina ait 67.39/127.91 (C-2,6) ile 66.88/114.70 (C-3,5)
korelasyonlar1 yapinin iskeletini kesinlestirmistir. 6.04 ve 6.10 protonlar: sirastyla 93.44 ve

94.44 (C-3', C-5") karbonlariyla eslesmektedir.

HMBC spektrumu incelendiginde en kritik veri; H-8'den C-9'a: 04.98 (H-8) protonu ile
195.95 (C-9) karbonu arasindaki korelasyon, yan zincirin karbonil grubuna dogrudan baglh
oldugunu kanitlar. Ayrica 4.52 (H-7) protonunun hem karbonil (C-9) hem de kuaterner C-1
karbonu ile etkilesim icerisinde olmasi, propan-9-on iskeletinin siirekliligini ve halkanin
yan zincire C-7 iizerinden baglandigint dogrulamaktadir. 3.67 ppm’deki metoksi
protonlarmin C-4' karbonunu (168.63) ile verdigi capraz pik, metoksi grubunun para-

pozisyonuna (karbonile gore) yani 4' nolu karbona bagli oldugunu ispatlar.

Pulisalkonoit C: Sari toz formunda; '"H NMR (500 MHz, CDCl3): §11.19 (1H, s, 2'-OH),
7.41 (2H, d, J=8.6 Hz, H-2,6), 6.88 (2H, d, J=8.65 Hz, H-3,5), 6.11 (1H, d, J=2.2 Hz, H-
5"), 6.04 (1H, d, J=2.25 Hz, H-3"), 5.01 (1H, d, J=11.95 Hz, H-8), 4.56 (1H, d, J=11.95 Hz,
H-7), 3.81 (3H, s, -OCH3).
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13C APT NMR (125 MHz, CDCLs): §195.73 (C-9), 168.57 (C-4"), 163.32 (C-2'), 162.70 (C-
6"), 156.58 (C-4), 128.83 (C-2.,6), 127.64 (C-1), 115.44 (C-3,5), 100.58 (C-1'), 95.27 (C-
5", 94.39 (C-3"), 82.88 (C-8), 72.11 (C-7), 55.58 (-OCH3).

HSQC (CDCl): 67.39/127.91 (H-2,6/C-2,6), 6.88/114.70 (H-3,5/C-3,5), 6.10/94.40 (H-
5'/C-5"), 6.04/93.44 (H-3'/C-3"), 4.99/82.16 (H-8/C-8), 3.80/54.77 (-OCH3/C-OMe),

HMBC (CDCL): §7.26->156.49 (C-4), 82.79 (C-8); 6.75->127.45 (C-1); 5.97->100.56 (C-
1);4.88->195.95 (C-9), 128.75 (C-1);4.43->195.51 (C-9), 82.79 (C-8);3.67->168.63 (C-4").

Bilesige ait spektral ve fiziksel degerlerin literatiirde verilen degerler ile 6zdes olmasi

yapinin pulisalkonoit C oldugu goriisiinii desteklemistir (Elmann vd., 2013).

Tablo 3.8: Pulisalkonoit C bilesiginin 'H-NMR ve '*C-APT NMR verileri

Karbon ve proton no | 'H NMR 3C APT NMR
1 - 127.64
2 741d(J=8.6Hz) | 12883
3 6.88d (J=8.65 Hz) | 115.44
4 - 156.58
5 6.88d (J=8.65 Hz) | 115.44
6 741d(J=8.6Hz) | 128.83
7 456d (J=11.95 Hz) | 72.11
8 5.01d (J=11.95 Hz) | 82.88
9 - 195.73
I - 100.58
) 11.19 s (-OH) 16332
3 6.04d (J=2.25Hz) |94.39
4 - 168.57
5 6.11d(J=22Hz) |9527
6 - 162.70
OMe 3.81s 55.58
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[ Kurutulmus ve 6giitiilmiis bitki 6rnegi ]

[ Hekzan ile maserasyon ]

Oziitlenmis bitki kalintist 1 ]

Aseton

4 [ Aseton ile maserasyon ]

ekstresi
(IVA) ‘

[ Oziitlenmis bitki kalintis1 2 ]

[ Metanol ile maserasyon ]

176 g Metanol
ekstresi (IVM)

[ Kolon kromatografisi ]

[ 3.04 gIVM 8 ]

[ Kolon Kromatografisi ]

N
IVM 8.3.1- 1.064 g IVM 8.3.9-
IVM 8.3.7 IVM 8.3.8 IVM 8.3.22
J
[ PTLC/ EtOAc:Ac (9.5:0.5) ]
IVM 8.3.8.1- 0.267 g IVM 8.3.8.6-
IVM 8.3.4 IVM 8.3.8.5 IVM 8.3.8.7

OH o OH

—

HO HO

Sekil 3.43: Pulisalkonoit C bilesiginin ekstraksiyon ve izolasyon basamaklari

Pulisalkonoit O—CH;,
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34 Toplam Fenolik Madde Miktar1 (TPC) Sonuclar:

Toplam fenolik madde miktarinin tayini, Folin-Ciocalteu ayiracinin bazik ortamda fenolik
bilesikler tarafindan indirgenmesi prensibine dayanmaktadir. Bu reaksiyon sonucunda
ortaya ¢ikan karakteristik mavi-yesil renk kompleksi Sekil 3.44’te sunulmustur.
Gozlemlenen saridan koyu mavi/yesil tona dogru gerceklesen renk yogunlugundaki artis,
gallik asit esdegeri (GAE) cinsinden ifade edilen fenolik bilesik konsantrasyonu ile dogru

orantilidir.

(b)
Sekil 3.44: (a) Reaksiyon baslangici, (b) Inkiibasyon sonrasi
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Toplam fenolik madde analizi i¢in hazirlanan farkli derisimlerdeki Gallik asit standart

cozeltilerine ait absorbans degerleri Tablo 3.9°da sunulmustur. Bu veriler dogrultusunda

elde edilen ve numunelerin konsantrasyon hesaplamalarinda temel alinan kalibrasyon

egrisi ise Sekil 3.45°te verilmistir.

Tablo 3.9: Gallik asit standart ¢cozeltilerinin derigim ve absorbans degerleri

Derisim (ppm) Ay Az A3 A (ortalama absorbans)
0 0.075 0.076 0.076 0.076
40 0.680 0.680 0.681 0.680
80 1.809 1.809 1.809 1.809
120 2.336 2.336 2.337 2.336
160 2.820 2.819 2.820 2.820
200 2.134 2.134 2.135 2.134
GALLIK ASIT
3,5 y=0,7144x- 0,599
R?=0,9764
3
.82
2,5
Z 2
& 1
o)
@ 1,5
<
1
0,5
0 0
40 80 120 160
DERISIM (ppm)
Absorbans Dogrusal (Absorbans)

Sekil 3.45: Toplam fenolik madde analizi i¢in gallik asit kalibrasyon grafigi

Tablo 3.9 ve Sekil 3.45’ten elde edilen regresyon denklemi (y = 0.7144x- 0.599)

kullanilarak, analiz edilen ekstrelerin toplam fenolik madde miktarlar1 hesaplanmis ve

sonuclar Tablo 3.10’da 6zetlenmistir.
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Ekstrelerin toplam fenolik madde igerikleri, gallik asit kalibrasyon egrisinden elde edilen

y= 0.7144x-0.599 regresyon denklemi kullanilarak hesaplanmistir. Hesaplamalar
yapilirken; spektrofotometrik Olgiimlerden elde edilen absorbans degerleri, ekstraksiyon
hacmi (100 ml) ve numune agirhg (1 g) dikkate alinarak sonug¢lar 'mg GAE/g 6rnek’

birimine doniistiirilmiistiir. Analiz edilen her bir numuneye ait {i¢ tekrarli 6l¢giim sonuglari,

bu degerlerin ortalamasi ve fenolik madde miktarlar1 Tablo 3.10’da sunulmustur.

Tablo 3.10: lviscosa ekstrelerinin toplam fenolik madde igerikleri

Ekstre A1 Az A3 A (ortalama) | mg GAE/g
IVH 0.281 0.286 0.286 0.284333 9.28 £0.16
IVA 2.402 2.402 2.403 2.402333 127.99 + 0.03
IVM 3.378 3.377 3.377 3.377333 182.64 +0.03

DIVPE 0.174 0.174 0.174 0.174 3.28+0.00

DIVA 2.088 2.088 2.088 2.088 110.45 +0.00

DIVM 1.266 1.267 1.267 1.266667 64.46 £ 0.03

3.5 Toplam Antosiyanin Miktar1 (TAC) Sonug¢lar:

Tablo 3.11: Lviscosa ekstrelerinin pH diferansiyel yontemi ile dl¢iilen spektrofotometrik
absorbans degerlerinin ortalamalar1

520 nm 700 nm
Ekstre pH1 pH 4.5 pH1 pH 4.5
IVH 1.349 1.378 1.25 1.327
IVA 3.768 1.04 0.955 1.011
IVM 3.765 3.511 0.098 0.243
DIVPE 1.64 1.15 0.446 1.138
DIVA 3.718 3.709 0.368 1.01
DIVM 3.755 3.755 0.083 0.525

Numunelerin net absorbans degerleri (A), yontem kisminda agiklanan formil 2.2
kullanarak hesaplanmistir. Toplam antosiyanin pigment konsantrasyonu, formiil 2.3

kullanilarak siyanidin-3-glukozit esdegeri cinsinden hesaplanmustir.

Hesaplanan konsantrasyon (mg/L) degerleri; ekstraksiyon sirasinda kullanilan toplam
¢Oziicii hacmi (100 mL), baslangic numune miktar1 (1 g) ve uygulanan seyreltme faktorleri

dikkate alinarak 100g kuru 6rnekteki miligram miktarina (mg/100g) doniistiirilmiistiir.
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Tablo 3.12: /. viscosa (L.) Aiton ekstrelerinin toplam antosiyanin igerikleri

Ekstre Net absorbans mg siyanidin-3-glukozit esdegeri/100 g
IVH 0.048 0.008+ 0.001
IVA 2.784 0.465+ 0.001
IVM 0.399 0.067+ 0.001

DIVPE 1.182 0.197+0.001

DIVA 0.651 0.109+ 0.001

DIVM 0.442 0.074+ 0.001

3.6 Antioksidan Aktivite Sonuc¢lari

3.6.1 DPPH Yontemi Sonuclar:

Lviscosa bitkisinden elde edilen alt1 ekstrakt icin DPPH serbest radikal giderim aktivitesi
dort farkli derisimde (10, 25, 50 ve 100 pg/mL) tayin edildi. Referans antioksidan olarak
BHT (Biitilhidroksitoluen), BHA (Biitilhidroksianisol), a-tokoferol (Vitamin E), vitamin C

ve kurkumin kullanildi.

Ekstrelerin DPPH serbest radikal giderim aktivitesi formiil 2.4 kullanilarak hesaplanmis ve

% inhibisyon olarak Tablo 3.13’te verilmistir.

Tablo 3.13: Farkli konsantrasyonlardaki /. viscosa ekstrelerinin ve standart

antioksidanlarin DPPH serbest radikal giderim aktiviteleri

AKTIVITE
(% 10 ppm 25 ppm 50 ppm 100 ppm
inhibisyon)
IVH 2.66+1.34 0.35+0.27 2.03+0.70 4.13£18.13
IVA 6.03+2.18 26.02+3.17 56.4+1.31 66.14+18.05
IVM 13.22+4.36 47.7+£23.54 78.91+3.06 69.92+19.43
DIVA 8.52+0.67 20.44+3.51 58.25+2.37 63.32+£27.2
DIVM 6.21£1.47 13.01+2.92 40.95+2.79 51.1£7.0
DIVPE 1.86+0.41 1.42+1.22 3.18+3.04 8.44+16.13
BHA 65.76+5.84 77.52+0.69 82.28+0.40 71.50+15.55
BHT 8.4+18.55 28.03+4.25 53.84+3.03 42.34+22.2
CUR 60.61+0.87 59.96+1.55 10.34+12.93 40.87+23.83
a TOC 2.8+0.56 4.64+1.35 12.17+£0.72 7.04+£22.21
VIT C 64.23+28.87 81.71£1.42 86.39+1.16 73.87+15.68
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Lviscosa ekstrelerinin ve standart antioksidanlarin konsantrasyona bagli DPPH radikal

inhibisyon (%) degisimleri ise Sekil 3.46 ’da grafiksel olarak 6zetlenmistir.

90

80

B wu D
o o o

% INHIBISYON

10

asl -l] J]

IVH IVA IVM DIVA. DIVM DIVPE BHA BHT CUR aTOC VITC

H2ppm HES5ppm M10ppm 20 ppm

Sekil 3.46: I. viscosa ekstrelerinin ve standart antioksidanlarin farkli konsantrasyonlardaki
DPPH radikal inhibisyon (%) degisimleri.

3.6.2 CUPRAC Yontemi Sonuglari

Lviscosa bitkisinden elde edilen alti ekstrenin ve standart antioksidanlarin indirgeme
kapasiteleri li¢ bagimsiz tekrar seklinde yapilmistir. Elde edilen veriler, troloks standart
egrisi kullanilarak hesaplanmis ve sonuglar gram numune basina milimol troloks esdegeri

(mmol TR g!) cinsinden ifade edilmistir.

CUPRAC aktivite sonuglar1 Tablo 3.14’te sunulmustur.
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Tablo 3.14: /. viscosa ekstreleri ve standartlarin troloks esdegeri cinsinden bakir (II)
indirgeme kapasiteleri

Ekstre TEACcuprac (mmol TR g)
IVH 0.40+0.11
IVA 0.63+0.03
IVM 0.97+0.05

DIVA 0.62+0.04

DIVM 0.49+0.06

DIVPE 0.41+0.03
BHA 2.68+0.02
BHT 2.52+0.05
CUR 2.46+0.14

0. TOC 2.514+0.09

VIT C 0.27+0.04

Ekstrelerin konsantrasyona bagli olarak sergiledikleri absorbans degisimleri ve standart
antioksidanlarla karsilagtirmali sonuglar1 Sekil 3.47°de grafiksel olarak Ozetlenmistir.
Grafikte goriildiigii lizere, ekstrelerin indirgeme kapasiteleri ile standartlarin aktiviteleri

arasindaki iliski troloks esdegeri bazinda net bir sekilde ortaya konulmustur.

3,000

2,500
2,000
1,500
1,000
R1LITE

0,000
IVA  IVM DIVA DIVM DIVPE BHA BHT CUR VITC aTOC

mmol TR g™*

Sekil 3.47: I. viscosa ekstrelerinin ve standart antioksidanlarin troloks esdegeri cinsinden
bakir (II) indirgeme kapasitelerinin (CUPRAC) karsilastirilmasi
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Tablo 3.15: 1. viscosa gay 6rneklerinin,hidrosoliin ve standartlarin troloks esdegeri
cinsinden bakir (II) indirgeme kapasiteleri

Ornek TEACcuprac (mmol TR g1)
IV-dek 2.331+0.089
IV-inf 1.331+0.080
HIDROSOL 0.129+0.022
BHA 2.521+0.022
BHT 2.4624+0.046
CUR 2.511+0.139
CVIT 0.27+0.094
o TOC 0.108+0.040
3
2,5
= 2
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B 15
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E 1
g
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Sekil 3.48: I. viscosa ¢ay 6rneklerinin (infiizyon ve dekoksiyon), hidrosoliin ve standart
antioksidanlarin CUPRAC yontemi ile belirlenen indirgeme kapasitelerinin
karsilastirilmasi

3.6.3 FRAP Yontemi Sonuclari

Standart madde olarak troloks kullanilmis olup kalibrasyon egrisi olusturulmus ve sonuglar
mmol ekstre basina mmol troloks esdegeri olarak verilmistir.

FRAP aktivite sonuglar1 Tablo 3.16’da sunulmustur.
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Tablo 3.16: . viscosa ekstreleri, cay 0rnekleri ve hidrosoliiniin troloks esdegeri cinsinden
demir indirgeyici antioksidan giicii (FRAP)

Ekstre TEACrrap (mmol TR g7)
IVH 49.551+1.593
IVA 155.575+4.802
IVM 138.785+3.356
DIVA 166,958+6.606
DIVM 176,119+0.910
DIVPE 76.711+3.783
IV-hidrosol 4.711+£2.449
IV-dek 209.921+1.377
IV-inf 187.674+£3.015

Bu veriler dogrultusunda elde edilen ve numunelerin konsantrasyon hesaplamalarinda

temel alinan kalibrasyon egrisi ise Sekil 3.49°da verilmistir.

y =0,0135x + 0,1294 %
2,5 R?=0,976Z

Absorbans (593 nm)

0 50 100 150 200 250
Derisim (ppm)

Sekil 3.49: FRAP analizi miktar tayininde esas alinan troloks kalibrasyon egrisi.
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3.7  Antimikrobiyal Aktivite Sonuclar:
Ekstrelerin antimikrobiyal potansiyellerini degerlendirmek amaciyla disk difiizyon metodu
kullanilmistir. Lviscosa bitkisinde elde edilen ekstrelere ait antimikrobiyal aktivite

sonuclar1 Tablo 3.17°de verilmistir. Kontrol olarak etanol (C;HsOH) kullanilmistir.

Tablo 3.17: Elde edilen ekstrelere ait antimikrobiyal aktivite sonuglari

Ekstre Inhibisyon alan1 (mm)
E.coli S.aureus A.parasiticus | P.chysogenum

IVH - 25 16 -
IVA - 12 21 14
IVM - - 15 -
DIVPE - 14 - 14
DIVA - - 17 16
DIVM - 32 16 18
KONTROL - - - -
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Sekil 3.50 (devam)

|

Aspergilus parasiticus

Sekil 3.50: Lviscosa ekstrelerinin inhibisyon zon ¢aplar1

147



4. SONUC VE TARTISMA

4.1 GS-MS Analiz Sonuclari

Inula viscosa bitkisinden elde edilen numunenin GC-MS analizi sonucunda toplam 74
bilesen tespit edilmis ve kromatogramda saptanan piklerin toplam alana oranlar1 tizerinden
bagintili (%) miktarlar1 belirlenmistir. Analiz edilen ucgucu bilesenlerin toplam alan
icerisindeki payr %100,0 olup, bu bilesenlerin %22,20’sini olusturan 22 adet pik
tanimlanamayan bilesik olarak kaydedilmistir. Tanimlanan bilesikler kimyasal yapilarina

gore bes ana grupta siniflandirilmistir.

Inula viscosa numunesinin en baskin ana bileseni, %10,60 bagil alan orani ile bir oksijenli
seskiterpen olan (Z)-a-trans-bergamotol olarak belirlenmistir. Bu ana bileseni sirasiyla
diger onemli oksijenli seskiterpen tiirevleri olan nerolidol (%6,04), limonen-6-ol pivalat

(%5,93), (-)-karyofillen oksit (%5,65) ve B-6desmol (%5,38) takip etmektedir. Incelenen

numunenin seskiterpen tiirevleri bakimindan zengin bir yapiya sahip oldugu goriilmiistiir.

H

H

(Z)-a-trans-bergamotol

HO

Nerolidol Limonen-6-ol pivalat
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Sekil 4.1: (devam)

H,

(-)-karyofillen oksit B-6desmol

Sekil 4.1: Belirlenen bilesiklerin kimyasal yapisi

4.2  Fenolik Bilesen Analiz Sonuclar:

1 viscosa bitkisinden elde edilen alt1 farkli ekstrenin fenolik bilesenleri ve bu bilesenlerin
miktarlart LC-MS/MS yontemiyle analiz edilmistir. Yapilan analizler sonucunda; 22 tane
flavonoid, 7 fenolik asit, 1 antosiyanin, 1 antrakinon, 1 amino asit, 2 fenolik glikozit ve
diger polifenoller olmak tizere toplam 33 adet sekonder bilesik tanimlanmis olup, bu
bilesiklerin detayh listesi ve miktarlar1 Tablo 3.2 ve 3.3’te sunulmustur. Tayin edilen tiim
bilesikler kimyasal yapilaria gore bes ana kategoride incelenmistir: (I) Flavonoidler ve
tirevleri, (II) Fenolik asitler, (III) Antosiyaninler, (IV) Fenolik glikozitler ve diger

polifenoller, (V) Diger bilesikler (Antrakinonlar ve Aminoasitler).

Fenolik igerik zenginligi bakimindan ekstrelerin biiyiikten kiigiige siralamasi su sekildedir:

IVA> DIVA>IVM >DIVM>IVH >DIVPE.

Elde edilen veriler, orta polaritedeki bir ¢oziicli olan asetonun, /. viscosa biinyesindeki
flavonoid tiirevlerini ekstrakte etmede en yiiksek kapasiteye sahip oldugunu
kamitlamaktadir. Ozellikle kademeli ekstraksiyon yontemiyle elde edilen IVA ekstresinin,
direkt yontemle elde edilen DIVA ekstresine oranla daha fazla fenolik madde i¢ermesi, 6n
temizleme (hekzan ile yag giderme) basamagmin fenolik bilesenlerin konsantre

edilmesindeki etkinligini gostermektedir.
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Hekzan ve petrol eteri gibi apolar ¢oziiciilerin kullanildigi ekstrelerde toplam madde
miktarinin ¢ok daha diisiik kalmasi, /. viscosa biinyesindeki sekonder metabolitlerin biiyiik
bir kismmin orta ve yiiksek polaritedeki c¢oziicilerde daha iyl ¢oziindiigiini

kanitlamaktadir.

Fenolik profilin baskin olarak flavonoidler ve bunlarin glikozit tiirevlerinden olustugu
saptanmustir. Tim ekstrelerde ramnositrin, miktar agisindan en baskin major bilesen olarak
tanimlanmistir. Ramnositrin miktarlar1 incelendiginde, kademeli ekstraksiyonun aseton
fazinda (IVA: 2273,07 mg/kg) ve direkt aseton ekstresinde (DIVA: 1942,06 mg/kg) en
yiiksek seviyelere ulastig1 goriilmektedir. Bunu sirasiyla metanol ekstreleri (IVM: 1828,77
mg/kg ve DIVM: 1640,75 mg/kg) takip etmektedir. Ramnositrin'in diisiik polariteli hekzan
(IVH: 488,18 mg/kg) ve petrol eterinde (DIVPE: 156,18 mg/kg) dahi ana bilesen olarak
bulunmasi, bu bilesigin bitki bilinyesindeki yiiksek biyosentez kapasitesini ve genis bir

¢Oziiniirlikk yelpazesine sahip oldugunu kanitlamaktadir.

(2) (b)

Sekil 4.2: Ramnositrin (a) ve nepetin-7-glikozit’in (b) kimyasal yapisi

Ramnositrinin toplam fenolik igerik icerisindeki yiizdesi incelendiginde; apolar karakterli
hekzan (IVH: %86.94) ve petrol eteri (DIVPE: %84.71) ekstrelerinde, fenolik yiikiin
neredeyse tamamini tek basina olusturdugu goriilmektedir. Bu durum, ramnositrin
yapisindaki metil grubunun sagladigi hidrofobik karakter sayesinde, bilesigin diisiik
polariteli ¢oziiciilerde yliksek saflikta ekstrakte edilebildigini gostermektedir.
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Buna karsin, toplam fenolik madde miktarinin en yiiksek oldugu aseton (IVA: 9%59.22) ve
metanol (IVM: %64.38) ekstrelerinde ramnositrin oraninin bir miktar azalmasi; bu
¢oOziiciilerin nepetin-7-glikozit, rutin ve verbaskozit gibi daha polar bilesikleri de yiiksek

verimle ¢6zebilmesinden kaynaklanmaktadir.

Ekstrelerin karakteristik profilini belirleyen bir diger 6nemli grup ise nepetin ve nepetin-7-
glikozit'tir. IVA ve DIVA ekstrelerinde nepetin'in aglikon formu daha baskinken, metanol
gibi polaritesi daha yiiksek c¢oziiciilerde glikozit tiirevi olan nepetin-7-glikozit'in (IVM igin
410,06 mg/kg) miktarinin arttigi gézlenmistir. Bu durum, metanoliin glikozit yapisindaki

polar bilesikleri ekstrakte etmedeki etkinligini gostermektedir.

Iki flavon akasetin ve kuersetin, ozellikle aseton ve metanol ekstrelerinde mg/kg
tizerindeki degerleri ile One c¢ikan ana bilesenlerdir. Verbaskozit sadece metanol
ekstrelerinde (IVM ve DIVM) ilk 5 bilesen arasina girmesi, bu feniletanoid glikozidinin
yiiksek polaritedeki ¢oziiciilerde ¢oziindiigiiniin gostergesidir. Rosmarinik asidin apolar
ekstrelerde (IVH ve DIVPE) ilk siralarda yer almasi, diisiik konsantrasyonlarda olsa da bu

ekstrelerin antioksidan kapasitesine katki saglayabilecegini diisiindiirmektedir.

Cay ornekleri incelendiginde, uygulanan dekoksiyon ve inflizyon yoOntemlerinin
bilesiklerin suya ge¢is verimi lizerinde belirleyici oldugu goriilmektedir. Genel olarak
dekoksiyon (IVM-dek) yontemi; yiiksek sicaklik ve konvektif hareketlerin hiicre duvarini
daha efektif parcalamasi sayesinde, polar bilesenlerin ¢ogunda inflizyon (IVM-inf)

yontemine kiyasla daha yiiksek bir ekstraksiyon verimi saglamistir.

Her iki ¢ay formunda da en baskin ana bilesen olarak nepetin-7-glukozit saptanmistir
(IVM-dek i¢in 0.654 mg/kg, IVM-inf icin 0.530 mg/kg). Yapisindaki seker halkasinin
sagladig1 yiiksek hidrofilik karakter ve hidrojen bagi kurma kapasitesi, bu bilesigin sulu
fazda yiiksek oranda ¢oziinmesini kolaylastirmistir. Benzer sekilde, bir diger flavonoid
glikozidi olan hiperozit miktar1 da dekoksiyon ekstresinde (0.154 mg/kg) daha yiiksek

bulunmustur.

Sonu¢ olarak; /. viscosa’nin fenolik zenginligini biiylik oranda ramnositrin, nepetin
tirevleri, akasetin, kuersetin ve hidrofilik glikozitler olusturmaktadir. Kademeli

ekstraksiyonun (IVA), direkt ekstraksiyona (DIVA) gore daha yiiksek degerler sunmasi,
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asetondan daha az polar olan ¢dziiciilerin ortamdaki apolar bilesenleri uzaklastirarak, polar
bilesenlerin aseton ve metanol gibi coziiclilere daha konsantre bir sekilde geg¢mesini
kolaylastirdigin1 gostermektedir. Su bazli ¢ay formlarinda ise yliksek sicaklik ve hiicre
duvarn tahribat1 saglayan dekoksiyon yonteminin, nepetin-7-glukozit ve hiperozit gibi polar

glikozitlerin sulu faza gecisinde en yliksek verimi sundugu tespit edilmistir.

4.3 Inula viscosa Bitkisinden izole Edilen Bilesikler

1. viscosa bitkisinin toprak tistii kisimlarindan hazirlanan hekzan, aseton ve metanol
ekstrelerinden 3 seskiterpen lakton, 1 salkon bilesigi izole edildi. Elde edilen bilesiklerin
yapilart Sekil 4.3’te verilmistir.

Tomentosin

OH o OH

—Q0
OH
HO HO

Karabron Pulisalkonoit C

Sekil 4.3: I.viscosa bitkisinden izole edilen bilesikler

4.4 Toplam Fenolik Madde Miktar1 Sonuclari

Ekstrelerin toplam fenolik madde igerikleri, Folin-Ciocalteu yontemi kullanilarak gallik
asit esdegeri (GAE) cinsinden belirlenmistir. Bu yontemin temel prensibi; bazik ortamda
fenolik bilesiklerin Folin-Ciocalteu ayiraci ile tepkimeye girerek mavi-yesil renkli bir
kompleks olusturmasina dayanmaktadir. Sekil 3.44°te sunulan ve deney siirecinde

gbzlemlenen saridan koyu mavi/yesil tona dogru gerceklesen renk degisimi; ekstrelerin
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indirgeme kapasitesinin ve buna bagl olarak toplam fenolik madde i¢eriginin dogrudan bir

gostergesidir.

Tablo 3.10 verilerine gore, ekstrelerin fenolik madde igerikleri 3.28 ile 182.64 mg GAE/g
arasinda genis bir yelpazede degisim gostermektedir. Ekstrelerin toplam fenolik madde
icerigi bakimindan zenginlik siralamasi biiyiikten kiigiige su sekildedir:

IVM> IVA>DIVA >DIVM>IVH >DIVPE.

Analiz sonuclari; metanol ekstresinin (IVM: 182.64 mg GAE/g) aseton ve hekzan
ekstrelerinden daha yiiksek toplam fenolik igerige sahip oldugunu, metanol gibi polar

c¢oziiciilerin fenolik bilesen ekstraksiyonunda énemli oldugunu bir kez daha gostermistir.

Metanoliin yiiksek dielektrik sabiti hem ramnositrin gibi serbest flavonoidleri hem de
nepetin-7-glikozit ve verbaskozit gibi daha polar ve seker bagli formlar1 ayni anda
cozebilmesini saglamistir. Buna karsin asetonun (IVA ve DIVA), daha c¢ok lipofilik
karakterdeki bilesikler iizerinde secici oldugu ve bu durumun toplam fenolik madde
miktar1 ile LC-MS/MS analizinde bulunan ana bilesenlerle tam bir uyum i¢inde oldugu
goriilmektedir. Ozellikle IVM ve IVA ekstrelerinde saptanan yiiksek ramnositrin igerigi ile
toplam fenolik degerler arasindaki dogru oranti, bu majér flavonun Folin-Ciocalteu ayiraci

ile etkilesime giren temel indirgen bilesen oldugunu dogrulamaktadir.

Ayrica, kademeli ekstraksiyon yonteminin (IVM ve IVA), direkt ekstraksiyona (DIVM ve
DIVA) kiyasla fenolik bilesikleri konsantre etmede daha etkili oldugu saptanmistir. Apolar
karakterli hekzan (IVH) ve petrol eteri (DIVPE) ekstrelerinde fenolik icerigin oldukga
diisiik saptanmasit ise /. viscosa’nin aktif bilesenlerinin biiylik oranda orta ve yiiksek

polariteye sahip molekiillerden olustugunu kesinlestirmektedir.

4.5  Toplam Antosiyanin Miktar1 Sonuclari

Test edilen drnekler arasinda hem net absorbans degeri hem de toplam antosiyanin miktari
en yiksek olan ekstre IVA olmustur. Bu durum, IVA ekstresinin elde edilmesinde
kullanilan ¢6ziicii polaritesinin antosiyanin pigmentlerini ¢ozmede digerlerine gore belirgin

sekilde daha etkili oldugunu gosterir.
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IVH ekstresi, net absorbans ve toplam antosiyanin miktar1 ile en zayif sonucu vermistir.
Muhtemelen bu ekstrenin hazirlanmasinda hekzan gibi apolar bir ¢oziicii kullanilmasi,
polar yapida olan antosiyaninleri yapisina alamamistir. Asetonun metanol,hekzan ve petrol
eteri ¢Ozlciilerine kiyasla antosiyanin ekstraksiyonunda bariz bir {istiinlik sagladigi

goriilmektedir.

Sonuglar genel olarak incelendiginde, . viscosa ekstrelerinin toplam antosiyanin
igeriklerinin nispeten diisiik diizeyde oldugu sOylenebilir. Bu durum, antosiyaninlerin
genellikle kirmizi/mor meyvelerde yogun olarak bulunmasindan ve /. viscosa bitkisinin
ana fitokimyasal bilesenlerinin antosiyaninlerden ziyade fenolik asitler, flavonoidler ve

terpenoitler olmasindan kaynaklanmaktadir.

4.6  Antioksidan Aktivite Sonuclari

4.6.1 DPPH Yontemi Sonuglari

Calisma kapsaminda hazirlanan /. viscosa ekstrelerinin antioksidan potansiyelleri, DPPH
serbest radikal giderme yontemi ile 10, 25, 50 ve 100 ppm konsantrasyonlarda incelenmis
ve sonuglar Tablo 3.13’te sunulmustur. Elde edilen bulgular, ekstrelerin radikal giderme
kapasitelerinin genel olarak konsantrasyon artisina paralel olarak yiikseldigini

gostermektedir.

Tim konsantrasyonlarda en yiiksek inhibisyon degerini IVM ekstresi sergilemistir.
Ozellikle 50 ppm konsantrasyonda %78.91 + 3.06 inhibisyon degeri ile IVM ekstresi, ayn1
konsantrasyondaki standart antioksidanlardan BHT (%53.84) ve kurkumin'den (%10.34)
cok daha yiiksek bir aktivite gostermistir. Bu durum, metanol ekstresinin radikal siipiiriicti

ozelligi yliksek olan fenolik bilesenler bakimindan zengin oldugunu kanitlamaktadir.

Diger taraftan, petrol eteri ve hekzan gibi apolar ekstrelerin radikal giderme kapasitelerinin

oldukea diisiik oldugu (20 ppm'de sirasiyla %8,44 ve %4,13) saptanmustir.

Bu veriler, 1. viscosa'daki antioksidan etkili bilesenlerin daha ¢ok orta ve yiiksek

polaritedeki c¢oziiciilerle ekstrakte edildigini ortaya koymaktadir.
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4.6.2 CUPRAC Yontemi Sonuclar:

CUPRAC yontemi, antioksidanlarin bakir kompleksini indirgeme yetenegine dayanir ve
sonuglar genellikle troloks esdegeri (TEAC) iizerinden ifade edilir. Tablo 3.14’te
goriildigl iizere, I viscosa ekstrelerinin indirgeme kapasiteleri anlamli farkliliklar

gostermektedir.

Yapilan analizler sonucunda, test edilen tiim numuneler arasinda en yliksek indirgeme
kapasitesinin 0.97+0.05 mmol TR g'! degeri ile IVM ekstresinde oldugu saptanmistir. IVM
ekstresini sirastyla IVA (0,63+£0,03) ve DIVA (0.62+0.04) ekstreleri takip etmistir. Bu
veriler, /. viscosa bitkisindeki indirgeyici ajanlarin orta ve yiiksek polariteli ¢oziiciilerde
daha etkin bir sekilde toplandigin1 gostermektedir. En diisiik aktivite degerleri ise apolar
karakterli olan IVH (0.40+0.11) ve DIVPE (0.41£0.03) ekstrelerinde 6l¢tilmiistiir.

Sonug olarak, /. viscosa ekstrelerinin bakir indirgeme kapasitelerinin bitkinin fenolik
icerigiyle uyumlu oldugu ve Ozellikle metanol ekstresinin metal iyonlarin1 indirgeme

konusunda kayda deger bir biyolojik potansiyele sahip oldugu belirlenmistir.

Hazirlanan /. viscosa dekoksiyon ve infiizyon ekstraktlarina ait sonuglar ise troloks
esdegeri (mmol TE g') cinsinden Tablo 3.15te sunulmustur. Tablo verileri
incelendiginde, 1. viscosa sulu ekstraktlarinin son derece gii¢lii bir antioksidan aktivite
sergiledigi goriilmektedir. En yiiksek antioksidan kapasite 2.555+0.147 mmol TE g’
degeri ile IV-dek oOrneginde tespit edilmistir. Bu aktivite degeri, giiclii sentetik
antioksidanlar olan BHA ve BHT ile dogal bir antioksidan olan Kurkumin standartlarindan

daha yiiksek veya onlarla ¢ok yakin bir etkinlik diizeyini gostermektedir.

Ekstraksiyon yontemleri kendi arasinda kiyaslandiginda, kaynatma esasina dayanan
dekoksiyon orneklerinin (IV-dek), demleme yontemiyle hazirlanan inflizyon Orneklerine
(IV-inf) kiyasla daha yiiksek antioksidan kapasiteye sahip oldugu belirlenmistir. Bu durum,
yiiksek sicaklikta uzun siire kaynatmanin bitkideki polifenolik bilesikleri ve flavonoid

yapilari ¢oziicli ortama daha fazla ge¢irmesinden kaynaklanmaktadir.

Sonug olarak, Inula viscosa ¢ay Orneklerinin, yliksek antioksidan aktivite gdstermesi; bu
bitkinin potansiyel bir dogal antioksidan kaynag1 olarak fonksiyonel gida ve farmasotik

tirtinlerde kullanilabilirligini giiclii bir sekilde desteklemektedir.
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4.6.3 FRAP Yontemi sonuclari

Tablo verileri genel olarak incelendiginde, /nula viscosa orneklerinin demir indirgeme
kapasitelerinin son derece yliksek oldugu ve antioksidan aktivitenin kullanilan ¢dziiciiniin
polaritesine ve uygulanan ekstraksiyon yontemine goére degisiklikler gosterdigi tespit

edilmistir.

Analiz edilen tiim numuneler arasinda en yiiksek demir indirgeme giicii degeri ile IV-dek
orneginde saptanmis, bunu sirastyla IV-inf takip etmistir. Bu bulgu; su gibi yiiksek
polariteye sahip bir c¢oziicii kullanilmasinin ve oOzellikle kaynatma isleminin, bitki
yapisindaki demir indirgeyici polifenol ile flavonoid glikozitlerini yiiksek diizeyde agiga
cikardigini gostermektedir. Ham ekstreler kendi icerisinde kiyaslandiginda ise DIVA ve
DIVM, IVM’ye kiyasla belirgin sekilde daha yiiksek aktivite gosterdigi belirlenmistir.
Buna karsin, apolar bir ¢oziicii olan petrol eteri fraksiyonu DIVPE, IVH ve hidrosol ise en
diisik FRAP degerlerini sergilemistir. Hidrosol 6rneginin polaritesi yliksek olmasina
ragmen aktivitesinin bu denli diisiik kalmasi, yapisinda demir indirgeme yetenegi yliksek
olan polifenolik bilesikleri barindirmamasi ve sadece suda ¢oziiniirliigli bulunan bazi ugucu

organik bilesikleri icermesiyle agiklanabilir.

4.6.4 Antimikrobiyal Aktivite Sonuc¢lar:

1. viscosa bitkisinden elde edilen farkli ekstrelerin antibakteriyel ve antifungal aktiviteleri;
Gram-negatif bir bakteri (E. coli), Gram-pozitif bir bakteri (S. aureus) ve iki fungal tiir (A.
parasiticus, P. chrysogenum) lizerinde disk diflizyon yontemiyle test edilmistir. Elde

edilen inhibisyon zonu (mm) degerleri Tablo 3.17°de sunulmustur.

Yapilan analizler sonucunda, tiim ekstrelerin Gram-negatif bir bakteri olan E. coli lizerinde
herhangi bir inhibisyon alani olusturmadigi ve bu tiire kars1 direncgli kaldig1 saptanmistir.
Buna karsin, ekstrelerin Gram-pozitif bir bakteri olan S. aureus lizerinde oldukga etkili
oldugu goriilmiistiir. Ozellikle direkt metanol (DIVM) ekstresi 32 mm ve hekzan (IVH)

ekstresi 25 mm inhibisyon zonu olusturarak yiiksek antibakteriyel potansiyel sergilemistir.
Antifungal aktiviteler incelendiginde, 4. parasiticus tiriine karsi tiim ekstrelerin degisen

oranlarda duyarlilik gosterdigi belirlenmistir. Bu tiire karsi en genis inhibisyon alani 21

mm ile aseton (IVA) ekstresinde Ol¢iiliirken; DIVA (17 mm), IVH (16 mm) ve DIVM (16
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mm) ekstreleri de kayda deger aktivite gostermistir. P. chrysogenum tiirli ilizerinde ise en

yiiksek etkinlik 18 mm ile DIVM ve 16 mm ile DIVA ekstreleri tarafindan sergilenmistir.

Genel bir degerlendirme yapildiginda, direkt ekstrasiyon yontemiyle elde edilen orta ve
yiiksek polariteli ekstrelerin (DIVM ve DIVA) mikroorganizma gelisimini engellemede
daha genis spektrumlu bir basar1 gosterdigi saptanmistir. Sekil 3.50’de sunulan Petri
kutusu goriintiileri, 6zellikle S. aureus ve A. parasiticus plaklarindaki seffaf zonlar
araciligiyla bu sayisal verileri gorsel olarak desteklemektedir. Sonug¢ olarak, /. viscosa
ekstrelerinin mikroorganizma tiirline spesifik antimikrobiyal potansiyele sahip oldugu

degerlendirilmektedir.
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