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OZET

ANTHEMIS PAUCILOBA VAR. SIEHEANA (EIG) GRIERSON VE COTA
TINCTORIA SUBSP. EUXINA (BOISS.) OBERPR. & GREUTER
TURLERINDEN ELDE EDIiLEN UCUCU YAG VE YAG ASIiTLERININ
BiYOAKTIVITE CALISMALARI

Betiil EREN KESKIN

Molekiiler Biyoloji ve Genetik Anabilim Dali

Yiiksek Lisans Tezi

Tez Danismant: Prof. Dr. Sezgin CELIK

Compositae Familyas:1 bitkilerinden olan Anthemis pauciloba var. sieheana ve Cota
tinctoria subsp. euxina Kayseri ve Istanbul’dan toplanmistir. Toplanan bitkilerin toprak
iistli kisimlariin ugucu yaglarinin ve hekzan ekstrelerinden elde edilen yag asitlerinin
bilesimi GC-MS kullanilarak belirlenmistir. Tez kapsaminda bu maddelerin
antimikrobiyal ve sitotoksik aktivite ¢aligmalar1 yapilmistir.

Anthemis pauciloba var. sieheana bitkisinde %63,11 oram ile 96 tane ugucu yag
bileseni belirlenmistir. Ugucu yaglarin ana bilesenlerinin 1,8-cineole (%38,499), B-
pinene (%35,115), spathulenol (%3,247) oldugu anlasilmistir. Yag asitleri bilesiminde ise
%97,115 oram1 ile 6 maddenin varligi tespit edilmistir. Ana bilesenler (Z,2)-9,12-
octadecadienoic acid (%55,61), hexadecanoic acid (%12,831) ve octadecanoic acid
(%4,562) olarak belirlenmistir. Cota tinctoria subsp. euxina bitkisinin ugucu yag
analizinde %74,94 verim ile 84 madde belirlenmistir. Ana maddeler p-pinene
(%23,240), a-pinene (%6,518) ve limonene (%3,655)’dir. Yag asitlerinde ise %81,342
verimle 7 madde bulunmustur ve ana maddelerin (Z,2)-9,12-octadecadienoic acid
(%72,353), hexadecanoic acid (%15,402) ve octadecanoic acid (%4,936) oldugu
anlasilmistir.



Bitkilerin antimikrobiyal etkilerini belirlemek i¢in bitkilerden elde edilen ugucu
yaglarin farkli konsantrasyonlari kullanilarak minimum inhibisyon konsantrasyonu
degerleri saptanmaya calisilmistir. Maddelerin Gram-pozitif ve Gram-negatif olmak
tizere farklh bakterilere karsi etkileri arastirilmis ve C. tinctoria subsp. euxina bitkisine
ait ugucu yaglarin farkli konsantrasyonlarda tiim bakteri suglarina karsi inhibe edici etki
gosterdigi tespit edilmistir. 4. pauciloba var. sieheana bitkisinin ise Escherichia coli
DHS5a ve Staphylococcus aereus suslarina karsi inhibe edici etki gosterdigi
konsantrasyonlar1 belirlenmistir.

Sitotoksik aktivite tayini icin insan servikal kanserine ait HeLa hiicreleri kullanilmistir.
Hiicreler hekzan ekstrelerinin farkli konsantrasyonlar: ile farkli siirelerde muamele
edildiginde hekzan ekstrelerinin hiicreler iizerinde anlamli bir sitotoksik etki
gostermedigi belirlenmistir.

Anahtar Kelimeler: Anthemis pauciloba, Cota tinctoria, Asteraceae, ugucu yaglar, yag
asitleri

YILDIZ TEKNiIK UNIiVERSITESI FEN BILIMLERI ENSTITUSU
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ABSTRACT

BIOACTIVITY STUDIES ON ESSENTIAL OILS AND FATTY ACIDS
ISOLATED FROM ANTHEMIS PAUCILOBA VAR. SIEHEANA (EIG)
GRIERSON AND COTA TINCTORIA SUBSP. EUXINA (BOISS.) OBERPR. &
GREUTER

Betiil EREN KESKIN

Department of Molecular Biology and Genetics

MSc. Thesis

Adviser: Prof. Dr. Sezgin CELIK

Anthemis pauciloba var. sieheana and Cota tinctoria subsp. euxina belonging to the
family of Compositae were collected from Kayseri and Istanbul. The compositions of
the essential oils of the aerial parts of the plants and fatty acids obtained from the
hexane extracts were determined by using GC-MS. Within the scope of the thesis,
antimicrobial and cytotoxic activity studies of these substances were carried out.

In the essential oils of A. pauciloba var. sieheana 96 compounds were detected with
63.11%. It was understood that the main components of the essential oils are 1,8-cineole
(8.499%), B-pinene (5.115%) and spathulenol (3.247%). In fatty acids, 6 compounds
were identified with 97.115%. The main components were (Z,Z2)-9,12-octadecadienoic
acid (55.61%), hexadecanoic acid (12.831%) and octadecanoic acid (4.562%). In the
analysis of the essential oils of C. tinctoria subsp. euxina, 84 compounds were
determined with 74.94%. The main components were B-pinene (23.240%), a-pinene
(6.518%) and limonene (3.655%). In fatty acids on the other hand, 7 compounds were
identified with the yield of 81.342%. the main components were (Z,72)-9,12-
octadecadinoic acid (72.353%), hexadecanoic acid (15.402%) and octadecanoic acid
(4.936%).

Xil



In order to determine the antimicrobial effects of the plants, it was tried to determine the
minimum inhibition concentration values using different concentrations of essential oils
isolated from the plants. The effects of the substances against different Gram-positive
and Gram-negative bacteria were investigated and it was found that the essential oils of
C. tinctoria subsp. euxina showed inhibitory effects against all bacterial strains at
different concentrations. On the other hand, A. pauciloba var. sieheana showed
inhibitory effect against Escherichia coli DH5a and Staphylococcus aureus at different
concentrations.

For the cytotoxic activity assay, HeLa cell line belonging to human cervical cancer was
used. When cells were treated with different concentrations of hexane extracts, any
cytotoxic effect was not observed.

Keywords: Anthemis pauciloba, Cota tinctoria, Asteraceae, essential oils, fatty acids
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BOLUM 1

GIRIS
1.1 Literatiir Ozeti

Giliniimiize kadar Anthemis L. ve uzun siire Anthemis’in {i¢ seksiyonundan (Anthemis,
Cota, Maruta) biri olarak kabul edilen Cota J. Gay tiirleri lizerinde yapilan ¢aligmalar
sonucunda farkli hastaliklara kars1 kullanilabilecek bir¢ok madde tespit edilmistir. Bazi
tiirlerden elde edilen ugucu yaglarin Gram-pozitif ve Gram-negatif olmak {izere ¢esitli
bakterilere kars1 giiclii antimikrobiyal etkiler gosterdikleri ve bakteri kaynakli
infeksiyon hastaliklarina karsi ilag etken maddesi olarak kullanilabilecekleri
anlagilmistir. Cesitli calismalarda bazi tiirlerin farkli kanser hiicreleri {izerindeki
sitotoksik etkileri arastirildiginda toksik etki gostererek kanser hiicrelerinin gelisimini
ve c¢ogalmasini inhibe edebildikleri goriilmiistiir. Melanom, akciger kanseri bazi

Anthemis ugucu yaglariin sitotoksik aktivite gosterdigi kanser tiirlerindendir [1].

Yapilan arastirmalarda bazi Anthemis tirlerinin giiclii antioksidan etkilere sahip
olduklar1 da belirlenmistir [2]. Birden cok biyolojik aktivite {iizerinde yapilan
calismalarda Anthemis palestina gibi bazi tilirlere ait ugucu yaglarin antioksidan,
antimikrobiyal, antifungal ve kanser hiicrelerine kars1 sitotoksik aktivite gosteren ¢ok
degerli kaynaklar oldugu belirlenmistir [1]. Bir takim ¢alismalarda da gastrointestinal
hastaliklar ve kalp-damar hastaliklarinin tedavisinde kullanilabilecek, beyin ve goz
gelisiminde etkin rol oynayan bazi yag asitlerinin de Anthemis tlirlerinde bulundugu
anlasilmistir [3]. Anthemis tiirlerinden elde edilen ugucu yaglarla ilgili calismalara
bakildiginda farkli tiirlere ait ugucu yaglarda benzer degerli bilesenlerin bulundugu

gorilmistir [1],[4],[5],[61.[7]-



1.2 Tezin Amaci

Tez kapsaminda Tiirkiye’de yetigen ve biri endemik olan, Compositac Familyasi’na ait
Anthemis pauciloba var. sieheana (Eig) Grierson ve Cota tinctoria subsp. euxina
(Boiss.) Oberpr. & Greuter bitkilerinin yag asidi ve ugucu yag profillerinin arastirilmasi,
elde edilen maddelerin antimikrobiyal ve sitotoksik etkilerinin incelenmesi ve aktivite
gosteren maddelerin muhtemel ilag hammaddesi olarak kullanilmak iizere bilim

diinyasina kazandirilmasi amaglanmaistir.

1.3 Hipotez

Gliniimiize kadar yapilan ¢alismalarda Compositae Familyasi’na ait birgok bitkiden elde
edilen etken maddelerin antimikrobiyal, antikanser, antioksidan, insektisit gibi ¢ok
cesitli aktiviteler gosterdikleri belirlenmistir. Ayrica bazi bitkilerde kozmetik, ilag, gida
sanayilerinde kullanilabilecek ¢ok degerli ugucu yaglarin bulundugu da tespit edilmistir.
Anthemis, tiirleri lizerinde en ¢ok c¢alisilan cinslerdendir. Bu ¢alismada da iilkemizin
degerlerinden olan Cota tinctoria subsp. euxina (Boiss.) Oberpr. & Greuter ve endemik
Anthemis pauciloba var. sieheana (Eig) Grierson bitkilerinin igerdikleri yag asitlerinin
ve ugucu yaglariin biyolojik aktivite yoniinden degerlendirilmesi yapilarak insanliga

hizmet i¢in kullanilip kullanilamayacaklari tespit edilecektir.



BOLUM 2

GENEL BIiLGILER

2.1 Cahismada Kullamilan Bitkiler

2.1.1 Compositae (Asteraceae) Familyasi

Diinya iizerinde yaklasik olarak 1600 cins ve 25000’in iizerinde tiir ile temsil edilen
Compositae (Asteraceae) Familyasi, ¢icekli bitkiler icinde en ¢ok sayida tiire sahip olan
familyadir [8]. Compositae Akdeniz Bolgesi, Giineybati Amerika, Giineybat1 Asya,
Giliney Afrika, Avustralya gibi diinyanin bir¢ok yerinde yayilis gostermektedir [9].
Compositae’ye ait cinsler igerisinde Centaurea L., Hieracium L. ve Cirsium Mill. en
cok tiire sahip olan cinslerdir. Compositae Tiirkiye’de Asteroideae (Tubuliflorae) ve
Cichorioidae (Liguliflorae) olmak iizere iki alt familyaya sahiptir [10],[11],[12]. Bu alt

familyalara ait 133 cins ve 1156 tiiriin ilkemizde bulundugu bilinmektedir [13].

Compositae’ye ait Anthemideae Oymagi diinya iizerinde yaklagsik olarak 111 cins ve
1800 tiir ile yayilis gostermektedir. Tiirkiye’de bu oymaga ait cinsler Anthemis, Cota,
Achillea, Otanthus, Arcanthemis, Anacyclus, Tanacetum, Tripleurospermum,
Matricaria, Chamaemulum, Artemisia, Santolina, Leucanthemum, Chrysanthemum ve
Leucocylus 'tur. Diinyanin birgok yerinde yayilis gosteren bu bitkiler ¢ogunlukla
Akdeniz, Orta Asya ve Kuzey Afrika bolgelerinde bulunmaktadir [14],[15].

Compositae bitkileri tek yillik, iki yillik ya da ¢ok yillik olabilmektedir. Bitkilerin
yapisina bakildiginda cogunlukla kapitulanin birden fazla sayida ¢icekten olustugu
gorilmektedir. Ancak tek cicekten olusan kapitula da goriilebilmektedir. Cigekler

sapsizdir ve baz tiirlerde ¢iplak olan ¢igek tablasi bazilarinda kilgik ya da uzun tiiylere



sahip olabilmektedir. Cigekler tek eseyli ve steril olabildigi gibi hermafrodit ve
protandrous da olabilmektedir [14].

Compositae’nin farkli bolgelerde bulunan bircok tiiriiniin antibakteriyel, antifungal,
antitimor, antienflematuar ve insektisit gibi etkilere sahip olmasi bu familyaya ait

bitkileri degerli kaynaklar haline getirmektedir.

2.1.2 Anthemis L.

Anthemideae Oymagi’na ait Anthemis L. Cinsi sahip oldugu 210’un lizerinde tiir ile
Compositae Familyasi’nin ikinci en biiyiik cinsidir [16]. Anthemis genel olarak Bati
Avrasya, Akdeniz Bolgesi ve Dogu Afrika’nin kiiglik bir bolgesinde yayilis
gostermektedir [17]. Orta Avrupa Bolgesi’nde sadece birkag tiir bulunurken cesitliligin
ana merkezi Gilineybati Asya’dir. Bazi tiirler ise Kuzey Amerika’da ve gliney
yarimkiirede de bulunmaktadir [18]. Anthemis, Flora of Turkey’e gore Anthemis,
Maruta ve Cota olmak tlizere ili¢ seksiyona ayrilmistir. Anthemis’in 29, Maruta’nin 6 ve
Cota’nin 15 tiir ile temsil edildigi belirtilmistir [19]. Ancak daha sonra bazi bilim
insanlar1 Cota’nin bagimsiz bir cins olarak ele alinmasi gerektigini belirtmistir [18].
Anthemis’in Tiirkiye’deki ilk revizyonu 80 takson ile Grierson ve Yavin tarafindan 1975
yilinda yaymnlanmistir. Daha sonra 4. karacae Giliner ve A. kotschyana Boiss. var.
gypsicola H.Duman taksonlar1 tanimlanmis ve bu kayitlarla say1 toplam 83’e ulagmistir
[11],[22]. Tirkiye’de bulunan Anthemis tiirlerinin %354’linlin endemik oldugu
kaydedilmistir [19].

Genellikle kuru, agik yamaclarda, kalkerli topraklarda yetisen Anthemis tiirleri ilag,
kozmetik ve gida endiistrisinde yaygin olarak kullamlmaktadir [4]. Ozellikle igerdikleri
flavonoid ve uguct yaglarin antiseptik ve iyilestirici etkileri bilinmektedir [21].
Giliniimlize kadar Anthemis tilrlerinin ekstreleri agrilar1 azaltmak, yara ve {lserleri
tyilestirmek, sistiti tedavi etmek, dis hastaliklarmi iyilestirmek gibi amaclarla
kullanilmistir  [22]. Anthemis tiirlerinde bulunan sekonder metabolitlerin baslica
simiflarindan  biri  olan seskiterpen laktonlar, ekolojik islevleri ve biyolojik

aktivitelerinden dolay1 6nem arz etmektedir [23],[24].



2.1.2.1 Anthemis pauciloba var. siecheana (Eig) Grierson

Anthemis pauciloba var. sieheana Tiirkiye nin endemik bitkilerindendir. Cok yillik otsu
bir bitki tiiriidiir ve genellikle nisan ile temmuz aylart arasinda ¢igeklenme
gostermektedir. Ozellikle Giiney Anadolu’da 500-1700 metre yiikseklik arasinda
kirectas1 yariklar1 ve kenarlari, marnli kiyilar ve bozulmus steplerde bulunmaktadir

[25].

Sekil 2.1 Anthemis pauciloba var. sieheana

Anthemis pauciloba var. sieheana bitkisinin sistematigi:
Alem : Plantae

Altalem  : Tracheophyta

Boliim : Magnoliophyta

Smif : Magnoliopsida

Alt simif . Asteridae



Takim : Asterales

Familya : Asteraceae (Compositae)
Tribus : Anthemideae

Cins : Anthemis L.

Tiir . Anthemis pauciloba BOISS.

Alt tiir : Anthemis pauciloba var. sieheana (EIG) GRIERSON [25]

2.1.3 Cota J. Gay

Flora of Turkey’de Anthemis L. cinsinin ii¢ seksiyonundan biri olarak gosterilen Cota
daha sonra yapilan c¢aligmalar sonucu cins seviyesine yiikseltilmis ve seksiyonda yer
alan taksonlar da tiir olarak Cota J. Gay cinsine aktarilmistir. Tiirkiye’de 15 cins ile
temsil edilen Anthemideae oymagina ait bir cinstir [18],[19]. Diinya iizerinde 49 tiir ve
63 takson ile yayilis gosteren Cota iilkemizde toplam 22 taksona sahiptir. Endemik
takson sayis1 diinya genelinde 27; Tiirkiye’de ise 10°dur. Genel olarak Iran-Turan ile
Akdeniz bdlgelerinin kesisiminde bulunan Cota’nin Kuzey Afrika’da, Avrupa’da,
Rusya’nin kuzeyinde ve Anadolu-Afganistan arasindaki bolgede yayilis gosterdigi

bilinmektedir [14],[15].

Cota cinsine ait bazi bitkilerin istah agici, sakinlestirici, iltihapli yaralari iyilestirici, agr1
kesici gibi etkileri bulunmaktadir. Yaniklar iizerine siiriildiigiinde de iyilestirici etkide
bulundugu belirtilmistir. Bu bakimdan ekonomik &neme sahip oldugu bilinmektedir

[26].

2.1.3.1 Cota tinctoria subsp. euxina (Boiss.) Oberpr. & Greuter

[k olarak Anthemis euxina adi verilen bu tiiriin sonradan Anthemis tinctoria’nin bir alt

tiirli oldugu diistiniilmiistiir. Daha sonra ise Cota cinsine ait oldugu belirlenmistir [27].

Cota tinctoria subsp. euxina ¢ok yillik otsu bir bitkidir. Genellikle temmuz ve ekim
aylar1 arasinda ¢iceklenme goriiliir. Deniz seviyesinde kumullarda yetismektedir. Govde

tabanda dallanmaktadir ve u¢ kisimlart yiikselmektedir [26].



Sekil 2.2 Cota tinctoria subsp. euxina

Cota tinctoria subsp. euxina (Boiss.) Oberpr. & Greuter sistematigi:



Alem : Plantae

Altalem : Tracheophyta

Boliim : Magnoliophyta

Smif : Magnoliopsida

Takim : Asterales

Familya : Asteraceae (Compositae)

Tribus : Anthemideae

Cins : Cota J. Gay

Tir : Cota tinctoria

Alttiir : Cota tinctoria subsp. euxina (Boiss.) Oberpr. & Greuter [26]

2.1.4 Baz1 Anthemis ve Cota Tiirleri ile ilgili Son Yillarda Yapilmis Biyoaktivite

Calismalan

Anthemis’in ¢esitli tlirlerinin farmasotik, kozmetik ve gida endiistrisinde kullanilan
degerli bitkilerden oldugu bilinmektedir [4]. Bu nedenle heniiz ¢alisiimamis tiirlerle

ilgili yapilabilecek aragtirmalar bilim insanlarinin ilgisini ¢ekmektedir.

Son yillarda yapilan ¢alismalardan birinde Anthemis pseudocotula ve Anthemis cretica
subsp. pontica, Anthemis coelopoda var. coelopoda, Anthemis aciphylla var. aciphylla,
Anthemis coelopoda var. bourgaei, Anthemis pestalozzae, Anthemis rosea subsp. came,

Anthemis  wiedemanniana  gibi  bitkilerin ugucu yaglari analiz  edilmistir

[11[4L[5L.[61.[7].

Geleneksel tipta mikrobiyal infeksiyonlar, kanser ve {iiriner hastaliklarin tedavisinde
kullanildig1 bilinen 4. wiedemanniana bitkisinin cesitli bakterilere karsi antimikrobiyal
etkisi Conforti ve ark. tarafindan yapilan ¢alismada belirlenmis ve baz1 Gram-pozitif ve
Gram-negatif bakterilere karsi etkili bir antimikrobiyal oldugu anlasilmistir. Ayrica

insan kanser hiicreleri iizerinde yapilan sitotoksik aktivite caligmalarinda da melanom



hiicrelerinde ve biiyiik akciger hiicre karsinomunda toksik etki gosterdigi saptanmigtir

[1].

Bir diger calismada Anthemis nobilis bitkisinden elde edilen etanol ekstrelerinin
antimikrobiyal aktivitesi arastirilmistir [28]. Anthemis palestina bitkisi tlizerine yapilan

calismalarda ugucu yaglar analiz edilmis ve ana bilesenler belirlenmistir [29].

Albayrak ve ark. tarafindan yapilan bir ¢alismada iilkemizde geleneksel tipta sikca
kullanildig1 bilinen Anthemis fumariifolia ve Anthemis cretica subsp. argaea tirlerine
ait ekstrelerin total fenolik ve flavonoid igerikleri tayin edilmis ve antioksidan ve
antimikrobiyal aktiviteleri degerlendirilmistir. Calisma sonucunda her iki bitkinin de
giiclii antioksidan etkilere sahip olduklar1 belirlenmistir. Ayrica 13 farkli bakteri tiiriine
kars1 da yiiksek oranda toksik etki gosterdikleri anlagilmistir [2].

Gegtigimiz yillarda Anthemis palestina ugucu yaglar1 {lizerine yapilan c¢alismada bu
yaglarin antioksidan aktivite gdstermesinin yaninda gesitli patojen bakteri ve mantar
tiirleri lizerinde inhibe edici etkiye sahip oldugu saptanmistir. Ayn1 ¢aligmada bu ugucu
yaglarin insan serviks kanserine ait Hela hiicreleri iizerinde de antiproliferatif etki
gosterdigi belirlenmistir [30]. Boylece bu bitkiye ait ugucu yaglarin ilag sektdriinde

bir¢ok hastaliga kars1 ilag hammaddesi olarak kullanilabilecegi anlasilmistir.

Tiirkiye’de yetisen dort Anthemis tiiri iizerinde yapilan ¢alismada bitkilerde bulunan
yag asitleri arastirilmis ve gastrointestinal yolun probiyotik tedavisinde kullanilabilecek
butyric acid, insan viicudu tarafindan sentezlenmeyen ve kalp sagligi ile beyin ve goz

gelisimi i¢in 6nemli olan linaloic acid gibi maddeler bulunmustur [31].

Baltac1 ve ark. tarafindan Anthemis aciphylla var. aciphylla tizerinde yapilan
caligmalarda anti-inflamatuvar etki gosterdigi tespit edilmistir [32]. Bir diger anti-
inflamatuvar etkiye sahip Anthemis tiirii de Goneng ve ark. tarafindan yapilan ¢alisma

sonucunda belirlenmistir [33].

2.2 Yag Asitleri

Lipitler, kloroform ve dietil eter gibi polar olmayan ¢oziiciiler igerisinde ¢oziinebilen
biyolojik kokenli bilesiklerdir. “Lipit” ismi Yunanca ya§ manasina gelen “lipos”

kelimesinden gelmektedir. Yapilari bakimindan tanimlanan karbonhidrat ve proteinlerin



aksine lipitler izolasyonlar1 i¢in kullanilan fiziksel islemlere gore tanimlanir [34].
Lipitler monogliseritler, digliseritler, trigliseritler, steroller, terpenlerve yag asitleri gibi
sayisiz kimyasal bilesikten olusabilirler. Karbon (C), hidrohen (H) ve oksijen (O) gibi
elementlerden olusan yag asitleri fosfolipit, trigliserit, digliserit, monogliserit ve sterol

esterlerin ana bilesenlerini olusturmaktadir [35].

Lipitler, bilesenlerinde bulunan yag asitlerine gore cesitli fonksiyonlara sahip
olabilmektedir. Hiicre zar yapisinda yapi tasi olarak kullanilmak, viicuda enerji kaynagi
olarak kullanilmak ve gerektiginde depolanmak, bazi maddelerin viicutta emilimine

yardimc1 olmak gibi iglevler bunlara 6rnek olarak gdsterilebilmektedir [36].

Yag asitleri lipitleri olusturan bilesenlerdir. Sekil 2.3’te gosterildigi gibi bir yagin

hidrolizi sonucunda yag asidi karisim1 meydana gelir [34].

O 0
_D-'"-"' ‘R R -~ OH
0 —OH 0
e ISI
L o0 R {1) OH In H,0, __OH I T
0 {2) H,0 0
L v GH L
0 "R R~ "OH
Yag Gliserol Yag asidi

Sekil 2.3 Yagin hidrolizi

Yag asitleri yapisal olarak bir karboksil (-COOH) grubuna sahiplerdir. Karboksil grubu
hidrofilik ve kimyasal olarak aktifken hidrokarbon zinciri hidrofobik ve kimyasal olarak
pasiftir [37]. Triagilgliseroller bitkisel ya da hayvansal kaynakli yaglardir. Oda
sicakliginda kat1 ya da sivi halde bulunabilen triagilgliserollerin yapisinda bulunan agil
gruplar1 birbiri ile ayn1 ya da birbirinden farkli olabilmektedir [38]. Gliserol ve
triagilgliseroliin yapis1 Sekil 2.4’°te gosterildigi gibidir [34].
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Sekil 2.4 Gliserol ve triagilgliserol

2.2.1 Yag Asitlerinin Adlandirilmasi

Gida miihendisligi, biyokimya, biyomedikal gibi bir¢cok farkli bilim dalinin ilgi alaninda
olan yag asitlerinin ortak bir sistemle isimlendirilmesini zorunlu kilmistir. Bu
isimlendirme i¢in farkli sistemler mevcuttur ve bazi bilim insanlari da hala yag
asitlerinin izole edildigi bitkisel ya da hayvansal tiir isimleri baz alinarak olusturulmus
geleneksel isimleri kullanmaya devam etmektedir. Ancak bu geleneksel isimler

maddenin yapisina iligkin bir ipucu saglamadig: i¢in iglevsel degildir [35].

Yag asitlerinin adlandirilmasi ile ilgili problemlerin ¢oziimii i¢in Uluslararas1 Temel ve
Uygulamali Kimya Birligi (IUPAC) ve Uluslararasi Biyokimya Birligi (IUB) iki
isimlendirme komitesi olusturmustur. Sistematik bir metot ile yag asitleri sahip
olduklar1 karbon atomlari, doymamis baglarin sayisi ve karboksil gruba uzakligi baz
aliarak adlandirilmistir. Optik aktivite ve geometrik konfigilirasyonlar da gz oniinde
bulundurulmustur. Yag asitlerinin adlandirilmasinda omega (®w) ve delta (A) da
kullanilabilmektedir. Omega genellikle ¢ift bagin son metil karbonundan ne kadar uzak
oldugunu ifade ederken delta ¢ift ya da {i¢lii baglarin varligin1 ve karboksil grubuna

gore uzakligini ifade etmektedir. Bazi yag asitleri Cizelge 2.1°de gosterilmistir [35].

Cizelge 2.1 Yag asitlerinin adlandirilmasi

Geleneksel IUPAC Karboksil referansh n- veya w- referansh
Palmitic acid Hexadecanoic acid 16:0 16:0

Stearic acid Octadecanoic acid 18:0 18:0

Oleic acid 9-Octadecenoic acid 18:1A9 18:1n-9 or 18:1-9
Linoleic acid 9.12-Octadecadienoic acid 18:2A9,12 18:2n-6 or 18:2-6
Linolenic acid 9.12,15-Octadecatrienoic acid 18:3A9,12.15 18:3n-3 or 18:3=-3
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2.2.2 Yag Asitlerinin Yapisi ve Siniflandirilmasi

Bitkilerden elde edilen yag asitleri ¢ift ya da ti¢lii baglarin varligina gore doymus yag
asitleri ve doymamis yag asitleri olarak iki genis gruba ayrilmaktadir [39]. Yag
asitlerinin isimlendirilmesinde karbon sayisi ile ifade edilen bilesik isminin sonuna
doymus yag asitleri i¢i —oik asit; doymamis yag asitleri i¢in de —enoik asit ekleri

getirilmektedir [40].

2.2.2.1 Doymus Yag Asitleri

Doymus yag asitlerinin karbon zincirleri birgok konformasyonu kabul edebilir, ancak
bircogu dallanmadan uzatilmis durumdadir. Karbon atomlar1 arasinda tekli kovalent
baglar bulunmaktadir; yani doymus yag asitleri karbon atomlar1 ile ¢ok sayida
hidrojenin bag kurmasi ile olusabilmektedir [41]. Doymus yag asitlerinde dispersiyon
kuvveti ¢cekimi bliyiik oldugu i¢in nispeten yiiksek erime noktalarina sahiptirler ve oda
sicakliginda genelde kati haldedirler. Erime noktalar1 molekiil agirligi arttikca artar
[34]. Doymus yaglarin genel kimyasal formiilii R-COOH seklindedir. R grubu C,Hy,:2
formundaki diiz hidrokarbon zincirini ifade etmektedir. Kisa zincirli doymus yag
asitlerinden bazilarmin siit yaglarinda, balik yaglarinda, bazi memelilerin depo
yaglarinda ve sebze yaglarmmda bulundugu belirlenmistir. 19°dan fazla karbona sahip
olan bazi uzun zincirli doymus yag asitleri ise bazi tohum yaglarinda bulunmaktadir.

Bazi 6nemli doymus yag asitleri Cizelge 2.2°de verilmistir [35].

12



Cizelge 2.2 Baz1 doymus yag asitleri ve formiilleri

Kimyasal isim Formiil Kisaltma  Geleneksel isim
Methanoic CHOOH 1:0 Formic
Ethanoic CH:—COOH 2.0 Acelic
Propanoic CHyCH,) -COOH 30 Propionic
Butanoic CH4(CH,)—~CO0H 4:0 Butyric
Pentanoic CH4(CH,),—~CO0OH 5:0 Valeric
Hexanoic CH4(CH,) ~CO0H 6:0 Caproic
Hepianoic CH4(CH,)—~CO0H T.0 Enanthic
Octanoic CHyCH3)—COOH 8.0 Caprylic
MNonanoic CHCH»)—=CO0OH Q0 Pelargonic
Decanoic CH4(CH, )~ CO0H 100 Capric
Undecanoic CH4(CH,)—~CO0H 11:0
Dodecancic CHy(CH, ), —CO0OH 12:0 Laurie
Tridecanoic CH4(CH, ), —CO0OH 13:0
Tetradecanoic CHy(CH,) ,—CO0OH 14:0 Myristic
Pentadecanoic CHy(CHy )y —COO0H 15:0
Hexadecanoic CH3(CH3) s—~COOH 16:0 Palmitic
Hepladecanoie CH(CH,), .~CO0H 17:0 Margaric or daturic
Octadecanoic CH(CH, ), —CO0OH 18:0 Stearic
MNonadecanmc CHyCH, ) +~COO0H 19:0
Eicosanoic CHy(CH, ) .~ CO0OH 200 Arachidic
Docosanoic CHy(CH, )y~ COOH 22:0 Behenic
Telracosanoic CH3y(CH3)p—COOH 24:0 Lignoceric
Hexacosanoic CH i CHy )py—CO0OH 26:0 Cerolic
Oclacosandic CHy(CH, )~ COOH 28:0 Monianic
Triaconlanoic CHCHy )y ~COO0H 30 Melissic
Dotricosanoic CH(CH, )y~ COOH 32:0 Lacceroic or lacceric
Tritricosanoic CH4(CH, )y —COOH 330 Payllic or ceromelissic
Telratricosano CHy(CHy py»—CO0OH 34:0 Geddic or gheddic
Pentatncosanoic CHCH ) 3:—CO0OH 3510 Ceroplastic

2.2.2.2 Doymams Yag Asitleri

Doymamis yag asitleri yapilarinda bir ya da daha fazla sayida ¢ift bag barindirmaktadir.
Yapilarindaki ¢ift baglar doymamis yag asitlerini kimyasal olarak daha aktif hale
getirmektedir [42]. Doymamis yag asitlerinde c¢ift baglar cis ya da trans
konfigiirasyonunda bulunabilirler. Cis konfigiirasyonu karbon zincirinde kristal
paketlemeye engel olan sert bir biikiilmeye sebep olmaktadir. Bu ¢ift baglarin sayisinin
artmast hidrokarbon zincirinin esnekligini azaltmaktadir. Bu da molekiiller arasinda
dagilma kuvvetinin azalmasina neden olur. Dolayisiyla, doymamis yag asitleri daha

diisiik erime noktalarina sahip olmaktadir [34].
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Bir doymamis yag asidi sadece ¢ift baglar iceriyorsa alkenoik, etenoik ya da olefinik
asit olarak adlandirilmaktadir. Sadece ii¢lii baglar iceriyorsa alkinoik, etinoik ya da
asetilenik asit olarak adlandirilir. Cift baglarin sayis1 “-enoik™ ekinden 6nce di-, tri-,
tetra- gibi rakam ekleri getirilerek belirtilmektedir. Cizelge 2.3‘te bazi doymamis yag

asitlerinin adi, formiilii ve geleneksel ad1 gosterilmistir [35].

Cizelge 2.3 Baz1 doymamis yag asitleri ve formiilleri

Kimyasal isim Formiil Geleneksel isim
Ethanedioic (COOH), Oxalic
Propanedioic CH,(COOH}, Malonic
Butanedioic (CH,)(COOH]), Succinic
Pentanadioic (CHa) 3OO0 H ) Glutaric
Hexanedioic (CHa) OO0 H ) Adipic
Heptanedioic (CH,)s(COOH), Pimelic
Octanedioic (CH,)(COOH), Suberic
Monanedioic (CH,)o(COOH]), Azelaic
Decanedioic (CH, ) (COOH]), Sebacic
Tridecanedioic (CH,) (COOH), Brassylic
Hexadecanadioic (CH:) i COO0H ) Thapsic
Heneicosanediomic (CHa) o CO0H ) Japanic

[IP2)

Doymamis yag asitlerinin genel kimyasal formiilii C,H(-)O>’dir ve buradaki “a” yag
asidinin yapisindaki ¢ift bag sayisidir [34]. Tek cift bag iceren yag asitleri tekli
doymamis yag asitleri; iki ya da daha fazla cift bag iceren yag asitleri ¢oklu doymamis
yag asidi olarak adlandirilmaktadir [35].

2.2.3 Yag Asitlerinin Onemi

Yag asitleri enerjik, metabolik ve yapisal fonksiyonlarindan dolayr canlilar i¢in ¢ok
onemli bir yere sahiptir [35]. Beslenmede yer alan uzun zincirli omega-3 yag asitlerinin,
oliimciil kalp krizi riskini azaltma ve romatoid artrit ve sedef hastalig1 gibi bazi deri
hastaliklar1 da dahil olmak iizere bazi otoimmiin hastaliklar1 hafifletme ag¢isindan
avantajl etkileri oldugu bilinmektedir [34]. Yapilan ¢alismalar sonucunda bazi yag
asitlerinin koroner kalp hastaliklarini1 6nlemede etkili oldugu, antiaritmik etki gostererek
ani Oliimleri engelledigi anlagilmigtir. Alzheimer gibi beyin hastaliklar1 tizerinde yapilan

caligmalar umut vadetmektedir. Anne karnindaki bebegin saglikli gelisimde etkili
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olduklar1 bilinmektedir [43]. Baz1 yag asitlerinin felg, kanser, inflamatuvar bozukluklar
gibi rahatsizliklara kars1 viicudu kodurudugu da yapilan ¢aligmalarda anlagilmistir [44].
Belirli yag asitleri yeterli miktarda alinmadiginda oOgrenme gilicliigii, gorme

bozukluklari, unutkanlik, depresyon gibi problemlere yol acabilmektedir [45].

Yag asitlerinin antimikrobiyal etkileri lizerine yapilmis ¢aligmalara bakildiginda bir¢ok
yag asidinin bakterilerin gelisimini engelleyerek ya da direkt 6lmelerini saglayarak
antimikrobiyal etki gosterdigi anlasilmaktadir. Formik asit, asetik asit, porpionik asit,
biitirik asit, izobiiitik asit, hekzanoik asit, palmitik asit gibi bir takim kisa, orta ve uzun
zincirli yag asidi ile yapilan ¢alismada bazi yag asitlerinin agiz i¢inde bulunan bazi
bakterilere karsi toksik etki gosterdigi belirlenmistir [46]. Substrat molekiillerinin hiicre
icine girmesini engelleyen bir¢cok yag asidi gida iiriinlerin raf dmriinii uzatmak iizere

antimikrobiyal katki maddesi olarak kullanilmaktadir [47].

2.3 Ucucu Yaglar

Canli organizmalar tarafindan iretilen ve bir bitki veya bitki pargasindan yalnizca
presleme ya da distilasyon gibi fiziksel yontemlerle izole edilen ugucu yaglar, ugucu
bilesiklerin kompleks karigimlaridir. Terpenoidler, benzenoidler, fenilpropanoidler gibi
ucucu bilesiklerden olusan ugucu yaglar cesitli biyolojik etkilere sahip maddelerdir.
Ucucu yaglarin insanlara, hayvanlara ya da diger bitkilere kars1 gosterebilecegi
biyolojik etkileri belirleyen sey kimyasal bilesimleridir. Dolayis1 ile ugucu yaglarin

kimyasal karakterizasyonu biyolojik etkilerinin anlasilmasi i¢in ¢ok 6nemlidir [48].

Ugucu yaglarin bilesimleri ¢ok ¢esitlidir ve bu bilesimleri olusturan sayisiz bilesik
bulunmaktadir. Ayni bitkinin farkli organlarinda bile ugucu yag bilesimi farkl
olabilmektedir [48]. Aym bitki tiirliniin farkli ortamlarda yetismis 6rneklerinin ugucu
yag bilesimleri ¢evre kosullarina bagl olarak farkli olabilmektedir. Genellikle genetik
farkliliklardan kaynaklanan bilesen farkliliklari, ¢evresel kosullardan kaynaklananlara
gore daha fazladir [49]. Tir i¢i kimyasal polimorfizmler, bitki organlar1 arasindaki
gelisim evrelerine bagl olarak ortaya ¢ikan bireyi¢i farkliliklar, mikroorganizmalar,
sulama ve giibreleme gibi yetistirme yontemleri, iklim kosullari, 151k miktari, toprak
kalitesi, toplama zamani gibi etmenler ugucu yaglarim miktarin1 ve kalitesini

etkilemektedir [48].
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Parfiim ve gida tatlandiricist iiretiminde kullanilan ugucu yaglara artan talepten dolay1
19. Yiizyilin baglarinda bu yaglarin {iretimi sanayilestirilmeye baslanmistir. Asteraceae,
ekonomik olarak ucucu yag elde edilebilen en 6nemli familyalardan biridir [52]. Bu

durum da ugucu yaglarin bilesenlerinin saptanmasini mecbur kilmistir [48].

2.3.1 Ucucu Yaglarin Onemi

Gilintimiizde tatlandirici ve katki maddesi olarak gida endiistrisinde, aroma verici olarak
sigara liretiminde, kozmetik ve parflimeri sektorlerinde, ilag sektoriinde ve masaj jelleri
gibi {iriinlerin eldesinde ugucu yaglar sik¢a kullanilmaktadir. Ayrica aromaterapi ve
aromakoloji alanlarinda da genis bir kullanim alanma sahip olan ugucu yaglar, sahip
olduklar1 biyoaktivite potansiyelleri sayesinde boceklerle ve mikroorganizmalarla

miicadele i¢in tarim sektoriinde de kullanilabilmektedir [48].

Diger biyolojik aktivitelerinin yani sira, 6zellikle 1990'lardan bu yana, ugucu yaglarin
ve bunlarin temel bilesenleri ile metabolitlerinin antikanser 6zellikleri iizerine yapilan
caligsmalar giderek artmaktadir [51]. Ayrica ugucu maddelerin bir¢ogunun cesitli
ekolojik islevlere sahip oldugu bilinmektedir. Herbivorlara karsi savunma ya da

tozlagsmaya yardimci olan bocekleri cezbetme gibi etkiler gosterebilmektedirler [52].

2.3.2 Ucgucu Yaglarin Elde Edilmesi

Ugucu yaglarin ticari olarak elde edilmesinde soguk sikim yontemi ve ¢esitli distilasyon
yontemleri kullanilirken laboratuvar ortamlarinda bilimsel arastirmalar i¢in daha az
miktarda ucucu yag elde etmek i¢in kullanilan yontemler i¢inde en sik kullanilani

hidrodistilasyondur [48].

Ugucu yag ekstraksiyonu i¢in en sik kullanilan cihaz, 1928'de Clevenger'in ortaya
cikardigl ve daha sonra cesitli degisikliklere ugramis olan sirkiilasyonlu distilasyon
aparatidir [54]. Bu cihaz, i¢ine kiigiik parcalara ayrilmis bitki materyali ve su
yerlestirilen, 1s1iya maruz kalan yuvarlak tabanli bir balon ile bu balonun bagl oldugu
dikey bir geri sogutucu ve yagin volumetrik tayini i¢in kullanilan kademeli bir borudan
olusur. Bu kapali devre distilasyon sisteminde borunun alt tarafinda bulunan ti¢ yonli
valf buharlasan suyun balona geri donmesini saglar. Distilasyon siiresi bitki materyaline

gore degisiklik gosterebilir ancak genel olarak 3-4 saat yeterli olmaktadir.
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Sekil 2.5 Clevenger ile ugucu yag eldesi

2.3.3 Tiirkiye’de Yetisen Anthemis ve Cota Tiirlerinin Ucucu Yaglar1 Uzerine Son

Yillarda Yapilmus Cahismalar

Ulkemizde vyetisen bircok Anthemis tiiriiniin ucucu yag analizlerinin yapildig
bilinmektedir. Son yillarda c¢alisilmis bazi tiirlere ait ugucu yag bilesenlerinin ana

maddeleri Cizelge 2.4’te belirtilmistir.

17



Cizelge 2.4 Baz1 Anthemis tiirlerinin ugucu yaglarinin ana bilesenleri

Bitki U.g:ucu Yaglardaki Ana % Oram
Bilesenler
1,8-cineole 39.40
Camphor 9.36
Anthemis pseudocotula [4] | Artemisiaketone 5.68
Filifolene 5.15
a-terpineol 4.69
[-caryophyllene 20.26
Anthemis cretica subsp. Azulene 14.98
pontica [4] Spathulenol 6.03
Germacrene D 5.82
B-caryophyllene 21.8
Nerolidol 10.8
Anthemis coelopoda var. Azulene 9.5
coelopoda [5] Borneol 5.5
Linalool 43
Cyclopentadecane 4.2
Anthemis aciphylla var. Santohnatrlep ¢ 44.2
. Methyl chavicol 4.1
aciphylla [6] a-terpineol 3.2
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Cizelge 2.4 Baz1 Anthemis tiirlerinin ugucu yaglarinin ana bilesenleri (devami)

Anthemis coelopoda var. B-pinene 45.2
bourgaei [6] Santolinatriene 14.8
B-caryophyllene 26.3
Limonene 10.6
. Caryophyllene oxide 5.7
Anthemis pestalozzae [7] Linalool 50
Tricosane 4.4
a-humulene 4.0
Sabinene 13.1
Anthemis rosea subsp. Borpeol R
carne [7] B-pinene 8.0
B-caryophyllene 8.0
1,8-cineole 7.1
9,12-Octadecadienoic acid | 12.2
Hexadecanoic acid 10.5
Anthemis wiedemanniana | Hexahydrofarnesyl 8.3
[1] Acetone
1,8-cineole 6.2
Carvacrol 5.8
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BOLUM 3

3.1 Materyal

DENEYSEL BOLUM

3.1.1 Ekstraksiyon i¢in Kullanilan Materyaller

Calismada kullanilan Anthemis pauciloba var. sieheana (Eig) Grierson bitkisi Temmuz

2016 tarihinde Prof. Dr. Sezgin CELIK tarafindan Kayseri Bakirdag - Saimbeyli aras

gecit civarinda toplanmis ve teshis edilmistir. Cota tinctoria subsp. euxina (Boiss.)

Oberpr. & Greuter bitkisi ise Agustos 2016 tarihinde Istanbul Karaburun’dan Betiil
EREN KESKIN tarafindan toplanmis ve Prof. Dr. Sezgin CELIK tarafindan teshis

edilmigtir. Bitkilerin toplandiklar1 bolgelerin koordinatlar1 Cizelge 3.1°de gosterilmistir.

Cizelge 3.1 Bitkilerin adlari, toplandiklar lokaliteler ve kayit numaralari

Bitkinin Ad1

Toplantig1 Lokalite

Kayit Numarasi

Anthemis pauciloba var.

Kayseri, Bakirdag-Saimbeyli

. . . arasi gecit civari, 1915 m Budak 3312
sieheana(Eig) Grierson N 38 11 543 E 35 58 192
Cota tinctoria subsp. euxina Istanbul, Karaburun’un dogusu,
P kumul vejetasyonu, 0-5 m Celik YTU 4840

(Boiss.) Oberpr. & Greuter

N411933E284342

Bitkilerin ¢igeklenme donemlerinde toplanmis olmasina dikkat edilmistir. Toplanan

bitkilerin kok tistii kistmlarmin gblgede tamamen kurumasi saglanmistir.
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Sekil 3.1 Cota tinctoria subsp. euxina bitkisinin kurutulmus hali

Sekil 3.2 Anthemis pauciloba var. sieheana bitkisinin kurutulmus hali

Ekstraksiyon islemleri i¢in kullanilan kimyasal materyaller Cizelge 3.2°de, cihazlar ise

Cizelge 3.3 te gosterilmistir.
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Cizelge 3.2 Ekstraksiyon i¢in kullanilan kimyasal malzemeler

Kimyasal Maddenin Adi Markasi
Aseton Merck
Hekzan Merck
Hekzan (GC-MS Grade) Merck
MeOH Merck
KOH Merck
Su Ultra saf

Cizelge 3.3 Ekstraksiyon i¢in kullanilan cihazlar
Cihaz Markasi Modeli
Bitki 6giitme degirmeni Retsch SM100
Clevenger [ldam 01-426-012
GC-MS Agilent 5975 GC-MSD
Mantolu 1s1tict J. P. Selecta Fibroman-C
Rotary Evaporator Buchi Rotavapor R-200
Su Distilasyon Cihazi Millipore Milli-Q Academic A10
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Cizelge 3.3 Ekstraksiyon i¢in kullanilan cihazlar (devami)

Sogutuculu su pompasi Tescom XT-110

Ultrasonik su banyosu Bandelin Sonorex | RK-31

3.2.1 Ekstraksiyon I¢in Kullanilan Materyaller

Antimikrobiyal aktivite icin Escherichia coli DHS5a, Escherichia coli Topl0O ve
Staphylococcus aureus bakterileri kullanilmistir. Kullanilan kimyasal malzemeler

Cizelge 3.4’te; cihazlar ise Cizelge 3.5’te belirtilmistir.

Cizelge 3.4 Antimikrobiyal aktivite i¢in kullanilan kimyasal malzemeler

Kimyasal Maddenin Adi Markasi
DMSO Merck

LB Broth Medium Multicell
Su Ultrasaf

Cizelge 3.5 Antimikrobiyal aktivite i¢in kullanilan cihazlar

Cihaz Markasi Modeli
Giivenlik kabini Thermo Fisher Safe 2020
Scientific
Inkiibator Stuart S1500
Research plus
Mikropipet Eppendorf (10, 100, 1000
pl)
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Cizelge 3.5 Antimikrobiyal aktivite i¢in kullanilan cihazlar (devami)

Spektrofotometre

Thermo Fisher

Scientific Multiskan GO

3.1.3 Sitotoksik Aktivite Icin Kullamlan Materyaller

Sitotoksik aktivite icin insan serviks kanserine ait HeLa hiicre hatti kullanilmistir.

Calisma i¢in kullanilan kimyasal materyaller Cizelge 3.6’da, cihazlar ise Cizelge 3.7°de

gosterilmistir.

Cizelge 3.6 Sitotoksik aktivite i¢in kullanilan kimyasal malzemeler

Kimyasal Maddenin Ad1 Markasi
DMEM — Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium Sigma Aldrich
(High glucose)

DMSO Merck

FBS Merck
izopropanol Sigma Aldrich
MTT Reagent Sigma Aldrich
Penisilin-Streptomisin Sigma Aldrich

Cizelge 3.7 Sitotoksik aktivite i¢in kullanilan cihazlar

Cihaz Markasi Modeli
Givenlik kabini Thermo Fisher Scientific | Safe 2020
Inkiibator Thermo Fisher Scientific | Forma Direct Heat CO2
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Cizelge 3.7 Sitotoksik aktivite i¢in kullanilan cihazlar (devami)

Research plus (10, 100, 1000

Mikropipet Eppendorf ul)

Otomatik pipet CappAid -
Spektrofotometre Thermo Fisher Scientific | Multiskan GO
Santrifiij Thermo Fisher Scientific |SL16

Su banyosu BioRad -

3.2 Metot

3.2.1 Ekstraksiyon

Golgede kurutulan bitkilerin bir kismi elektrikli bitki de§irmeninde Ogiitiilmiistiir.

Sonrasinda yapilan maserasyon isleminde bitkiler oda sicakliginda ii¢ giin hekzanda

bekletilmistir. Her giin ¢oziicl filtre kagidi ile siiziilerek yeni ¢oziicli eklenmistir.

Islemin sonucunda hekzan rotary evaporatdrde ugurularak her iki bitkinin de ekstreleri

elde edilmistir. Ekstreler kullanilacagi zamana kadar +4°C’de saklanmistir.

Sekil 3.3 Bitkilerin hekzan ekstrelerinin elde edilmesi
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Sekil 3.4 Rotary evaporator ile ¢oziiciiniin ugurulmast

3.2.1.1 Yag Asidi Metil Esterlerin Elde Edilmesi

Hekzan ektrelerinden yag asidi metil esterler (YAME) transesterifikasyon ile elde
edilmistir. Bunun i¢in tiirevlendirme yontemi uygulanmistir. Bu islemde ultrasonik
banyo kullanilarak 1 g hekzan ekstresinin 10 ml hekzanda ¢6ziinmesi saglanmistir.
Cozelti bir ayirma hunisinde metanol ile hazirlanmis 2 M’lik KOH c¢ozeltisi ile
karistirilmistir. Yaklasik iki dakika c¢alkalayarak tamamen karigmalari saglandiktan
sonra fazlarin olusmasi beklenmis ve iist tarafta kalan berrak faz olabildigince hassas bir
sekilde alinmistir. Elde edilen yag asidi metil esterler koyu renkli viale konularak

kullanilacag: giine kadar -20°C’de saklanmustir.
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3.2.1.2 Ugucu Yaglarin Elde Edilmesi

Kurutulan bitkilerin kok iistii kisimlar1 bitki makas1 ile kiiclik pargalar halinde
kesilmistir. Bir balona kesilmis bitkiler ve 1000 ml saf su konularak mantolu 1siticiya
yerlestirilmis ve Clevenger aparatina baglanmigtir. Clevenger’in geri sogutucusu
+4°C’ye ayarlanmis su pompalama cihazina baglanmistir. 3 saat siiren hidrodistilasyon
islemi sonucunda ugucu yaglar yaklasik 1 ml n-hekzan ile koyu renkli viallere alinmis

ve analiz edilecegi zamana kadar -20°C'de saklanmuistir.
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Sekil 3.6 Ugucu yaglarin elde edilmesi

3.2.2 GC-MS Analizi

Yag asitleri ve ugucu yaglarin bilesenlerini analiz etmek i¢in Gaz Kromatografisi —
Kiitle Spektrometresi (GC-MS) sistemi kullanilmistir. Gaz kromatografisi ile ayrilan

yag asidi ve ugucu yag bilesenleri kiitle spektrometrisi ile yorumlanmastir.

Yag asitlerinin analizi i¢in Agilent 5975 DC-MSD ile FSC kolon (30 m x 0.25 mm x
0.25 pm) kullanilmigtir. Tasiyic1 olarak akis hizi 1ml/dk olan helyum gaz
kullanilmistir. Enjektor ve MS transfer hatti sicakliklar1 250°C olarak ayarlanmistir.
Firin sicakligi 170°C olarak ayarlanmis ve 2°C/dk orani ile 210°C’ye yiikseltilmistir.
Kiitle spektrumlar1 70 eV iyonizasyon enerjisi ve 35-450 kiitle araligi ile
olusturulmustur. Yag aside bilesenlerinin belirlenmesi i¢in analiz sonucunda olusan

piklerin gecikme zamanlar1 ve zincir uzunluklart kayith kiitliphane verileri ile
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karsilagtirilmistir. Karsilastirma sonucunda benzerlik orani yiiksek olan maddeler

secilmigstir. Bu maddelerin dogrulugu literatiir kayitlari ile belirlenmistir.

Ugucu yaglar icin GC-MS analizi Agilent 5975 Inert XL EI/CI MSD sistemi ile EI
modunda uygulanmistir. Ugucu yag ornekleri analiz icin GC-MS grade hekzan ile 1/100
(V/V) oraninda seyreltilmistir. Enjektor ve MS transfer hatt1 sicakliklar1 250°C olarak
ayarlanmistir. Ugucu yaglarin ve yag asitlerinin analizinde tasiyici olarak akis hizi 1
ml/dk olan helyum gazi ve Innowax FSC kolon (60 m x 0.25 mm, 0.25 pm)
kullanilmistir. Analiz splitless modda uygulanmistir. Firin sicakligi 10 dk boyunca 60°C
olacak sekilde ayarlanmis ve sonra 4°C/dk oraninda 220°C’ye yiikseltilmistir. Sicaklik
220°C’de 10 dk boyunca sabit tutulmus ve sonrasinda 1°C/dk orani ile 240°C’ye
yiikseltilmistir Kiitle spektrumu 70 eV iyonizasyon enerjisi ve 35-425 kiitle aralif ile
olusturulmustur. Her bir maddenin relatif yiizde oranlar1t MS kromatogramlarindaki
piklerin integrasyonuna gore hesaplanmistir. Ugucu yag bilesenleri n-alkanlara gore
(C5-C30) hesaplanan bagil kirilma indisi (RRI) degerlerinin literatiir verileri ile
karsilastirilmas1 sonucu belirlenmistir. Kiitle spektrumu karsilastirmalart Wiley 8.
Ed./NIST 05 Mass Spectra Library, Adams Essential Oil Mass Spectral Library ve
Pallisade 600K Complete Mass Spectra Library kiitiiphaneleri kullanilarak yapilmistir.

3.2.3 Antimikrobiyal Aktivite

A. pauciloba var. sieheana (Eig) Grierson ve C. tinctoria subsp. euxina (Boiss.) Oberpr.
& Greuter bitkilerinin ugucu yaglarmin antimikrobiyal etkilerinin belirlenmesi ig¢in
mikrodillisyon yontemi uygulanmis ve maddelerin minimum inhibisyon konsantrasyonu

degerleri tespit edilmistir.

Calismada kullanilan mikroorganizmalar:
Escherichia coli DH50— ATCC 67878 (Gram -)
Escherichia coli Top10 — ATCC PTA-10989 (Gram -)
Staphylococcus aureus — ATCC 25923 (Gram +)

%20 gliserol igeren besiyerinde -85°C’de saklanan bakteri stoklar1 deneylerde

kullanilmak tizere Luria Broth sivi besiyerine inokiile edilerek 37°C’de 24 saat inkiibe
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edilmistir. Inkiibasyon sonras1 her bir bakteri i¢in 600 nm’de OD degerleri dl¢iilmiis ve

OD degeri 0,055 olacak sekilde besiyeri ile seyreltilmistir.

Bitkilere ait ugucu yaglar DMSOda c¢oziinerek her biri i¢in 50 pl/ml konsantrasyona
sahip stok c¢ozeltiler hazirlanmistir. 96 kuyucuklu plakalarin ilk sirasina (A1-10) ilgili
maddelerin stok ¢ozeltilerinden 20 pl konulmustur. Diger kuyucuklara 10’ar pl sivi
besiyeri konulmustur. ilk siralarda bulunan stok c¢ozeltilerin her birinden 10’ar ul
alinarak alttaki siralara konulmus ve bu sekilde her bir maddenin seri dillisyonlari
hazirlanmigtir. Daha sonra kuyucuklara bakterilerden 90’ar mikrolitre eklenmistir.
37°C’de 24 saat inkiibasyon yapildiktan sonra sonuglar spektrofotometre ile 600 nm’de

Ol¢iilmiistiir. Bu calismanin 3 tekrari yapilarak ortalama sonuglar degerlendirilmistir.

3.2.4 Sitotoksik Aktivite

Bitkilerin hekzan ekstrelerinin sitotoksik aktivitelerinin tayini i¢in insan serviks
kanserine ait HeLa hiicre hatti1 kullanilmigtir. Besiyeri olarak %10 Fetal Bovine Serum
(FBS) ve %1 antibiyotik iceren DMEM kullanilmistir. Hiicrelerin inkiibasyonu %5 CO,
iceren 37°C inkiibatorde gergeklestirilmistir.

96 kuyucuklu plakanin her kuyucuguna yaklasik olarak 2x10* hiicre ekilmistir.
Hiicrelerin yapismasi i¢in 24 saat 37°C’de inkiibasyon saglanmistir. Ertesi giin son
konsantrasyonlar1 2000 pg/ml - 31,25 pg/ml araliginda olacak sekilde hekzan ekstreleri
her bir kuyucuga eklenmistir. Kontrol grubu i¢in DMSO kullanilmistir. Hiicrelerin
herbir konsantrasyon i¢in 24 saat, 48 saat ve 72 saat olmak iizere farkl siirelerde hekzan
ekstrelerine maruz kalmasi saglanmistir. {lgili siirelerin sonunda her bir kuyucuga 10 ul
MTT Reagent eklenmistir. Yaklasik 3 saat inkiibasyondan sonra kuyucuklara 100’er pl
izopropanollii DMSO eklenmistir. 30 dk beklemeden sonra 96 kuyucuklu plakalarin 570
nm’de Ol¢limleri alinmustir. Her bir test grubu icin calisma 3 kere tekrarlanmis ve

ortalama degerler alinmistir.
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BOLUM 4

BULGULAR

4.4 GC-MS Analiz Sonuclari

4.4.1 Yag Asitlerinin Bilesenleri

Anthemis pauciloba var. sieheana (Eig) Grierson ve Cota tinctoria subsp. euxina
(Boiss.) Oberpr. & Greuter bitkilerinin yag asidi bilesenleri GC-MS ile analiz edilmistir.

Analiz sonucunda bitkilerin yag asidi profillerinin benzer oldugu tespit edilmistir.

Yag asidi igeriginin %97.115°1 belirlenen 4. pauciloba var. sieheana (Eig) Grierson
bitkisinin bilesenlerinin (Z,2)-9,12-Octadecadienoic acid (%55,61), hexadecanoic acid
(%12,831), octadecanoic acid (%4,562), tetradecanoic acid (%3,393), docosanoic acid

(%2,728) ve eicosanoic acid (%2,218) oldugu anlasilmistir.

C. tinctoria subsp. euxina (Boiss.) Oberpr. & Greuter bitkisinin yag asidi igeriginin ise
%81,342’s1 belirlenmistir. Bu orani1 olusturan bilesenlerin (Z,72)-9,12-Octadecadienoic
acid (%72,353), hexadecanoic acid (%15,402), octadecanoic acid (%4,936), docosanoic
acid (%1,559) eicosanoic acid (%1,399), (Z)9-Hexadecenoic acid (%0,803) ve
tetradecanoic acid (%0,663) oldugu tespit edilmistir. Bitkilerin yag asidi metil esterleri

Cizelge 4.1°de verilmistir.

Cizelge 4.1 Bitkilerin yag asidi bilesenleri

A. pauciloba var. sieheana C. tinctoria subsp. euxina
Bilesik RT (dk) Ort. % RT (dk) Ort. %
Tetradecanoic
acid ME 31,064 3,393 31,050 0,663
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Cizelge 4.1 Bitkilerin yag asidi bilesenleri (devami)

(2)9-
Hexadecenoic - - 34,732 0,803
acid ME
Hexadecanoic
cod ME 35,204 12,831 35,223 15,402
(Z.2)9,12-
Octadecadinoic | 38,461 55,61 38.509 72,353
acid ME
Octadecanoic |14 ¢4 4,562 38,954 4,936
acid ME ’ ’ ’ ’
Eicosanoic acid| ;) 53¢ 2218 42,528 1,399
ME
Docosanoic acid| 4¢ 4, 2,728 47,981 1,559
ME

TOPLAM 97,115 81,342

RT: Alikonma stiresi

Yag asitlerinin bilesenleri incelendiginde her iki bitki i¢cin de ana madde oldugu
belirlenen (Z,7)-9,12-octadecadienoic acid metil esterin A. pauciloba var. sicheana
(Eig) Grierson bitkisinin yag asidi igeriginin %55,61’ini; C. tinctoria subsp. euxina
(Boiss.) Oberpr. & Greuter bitkisinin yag asidi igeriginin %72,353’iinii olusturdugu
gorilmistiir. Ayrica (Z)-9-hexadecenoic acid metil ester C. tinctoria subsp. euxina’da
%0,803 oraninda bulunurken A. pauciloba var. sieheana’nin yag asidi iceriginde

bulunmadig tespit edilmistir.

4.4.2 Ucucu Yaglarin Bilesenleri

A. pauciloba var. sieheana (Eig) Grierson) ve C. tinctoria subsp. euxina (Boiss.)
Oberpr. & Greuter bitkilerinin ugucu yag verimlerinin sirasiyla 0,02 ve 0,03 % (V/W)

oldugu belirlenmistir.

C. tinctoria subsp. euxina bitkisinin uguci yag analizinde %74,944 verim ile 84 madde
belirlendi. Ana maddeler B-pinene (%23,237), a-pinene (%6,518), limonene (%3,655),
1,8-cineole (%3,447) ve longiverbenone (%3,428) olarak tespit edilmistir. Diger yandan
Anthemis pauciloba var. sieheana bitkisinin ugucu yag analizinde 96 madde
belirlenmistir. Ana maddeler 1,8-cineole (%8,499), B-pinene (%5,115), spathulenol
(%3,247), pentacosane (%2,531) ve caryophyllene oxide maddeleridir (%2,19).
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Cizelge 4.2 Bitkilerin ugucu yag bilesenleri

C. Tinctoria

A. pauciloba

No | RRI Bilesik subsp. euxin var. sieheana
ort. % Ort.% | tamm

1 1018 a-Pinene 6,518 1,371 RI, MS
2 1079 Camphene 0,782 - RI, MS
3 1118 B-pinene 23,24 5,115 RI, MS
4 1180 a-Terpinene 0,067 - RI, MS
5 1201 Limonene 3,655 - RI, MS
6 |1209 1,8-Cineole 3,447 8,499 RI, MS
7 11234 2-Pentyl furan 0,416 1,102 RI, MS
8 1248 y-terpinene 0,324 0,779 RI, MS
9 1274 p-Cymene 0,523 0,567 RI, MS
10 | 1285 a-Terpinolene 0,179 0,316 RI, MS
11 {1292 Octanal - 0,516 RI, MS
12 11300 Tridecane - 0,228 RI, MS
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Cizelge 4.2 Bitkilerin ugucu yag bilesenleri (devami)

6-Methyl-5-hepten-

131341 |00 0,153 0,193 RI, MS
14 |1352 | Hexanol ; 0,09 RI, MS
15 1382 |(Z)-3-Hexen-1-ol |- 0,2 RI, MS
16 |1397 Nonanal 0,754 1,852 RI, MS
17 |1444 | 9-p-Dimethyl i 0,338 RI, MS
styrene
18 | 1451 1-Octen-3-ol 0,5 0,213 RI, MS
19 |1467  |B-Thujone 0,173 0,2 RI, MS
20 | 1475 l(lli)d'rs;t‘:inene - 0,479 RI, MS
21 |1475 a-Longipinene 0,469 - RI, MS
22 11499 a-Copaene 0,153 0,847 RI, MS
23 | 1497 gl'(%r;gimlene 0,161 - RI, MS
24 11504 Decanal 0,2 0,912 RI, MS
25 11527 Camphor 1,645 0,43 RI, MS
26 |1534 ;E;gt};rysanthenyl - 0,449 RI, MS
27 | 1535 Benzaldehyde 0,131 - RIL, MS
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Cizelge 4.2 Bitkilerin ugucu yag bilesenleri (devami)

28 11539 a-Gurjunene - 0,145 RI, MS
29 | 1542 (E)-2-Nonenal - 0,186 RI, MS
30 | 1549 Linalool 0,157 0,228 RI, MS
31 | 1558 Octanol 0,102 0,27 RI, MS
1-Methyl-4-
32 | 1567 acetylcyclohex-1- 0,084 - RIL, MS
ene
33 (1580 Pinocarvone 0,58 0,486 RI, MS
34 1589 Bornyl acetate 0,116 - RIL, MS
35 | 1593 (E)-B-Bergamotene |- 0,121 RI, MS
36 | 1600 B-Elemene - 0,217 RI, MS
37 |1604 | Hexadecane i 0,366 R M5
38 | 1608 B-Caryophyllene - 1,791 RI, MS
39 11609 Terpinen-4-ol 1,071 - RI, MS
40 |1619 Aromadendren - 0,222 RI, MS
41 11632 B-Cyclocitral - 0,5 RI, MS
22 1633 | E)rp-Mentha-2.8- 1, 6 i RIL MS

dien-1-ol
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Cizelge 4.2 Bitkilerin ugucu yag bilesenleri (devami)

43 1635 Thujopsene - 0,053 RI, MS
44 11637 cis-p-Terpineol - 0,236 RIL, MS
45 11643 Myrtenal 0,938 0,514 RI, MS
46 |1650 Isobornyl propionate | 0,3 - RIL, MS
47 11650 1-p-Menthen-9-al - 0,326 RI, MS
48 1658 Alloaromadendren 0,436 RI, MS
49 1661 1-Nonanol 0,108 - RI, MS
50 |1664 (E)-Pinocarveol 0,554 0,286 RI, MS
51 |1672 (E)-B-Farnesene 0,283 0,2 RI, MS
52 (1676 |GSP-Mentha28 g 1) i RIL MS
53 | 1682 v-Selinene 0,4 - RI, MS
54 11686 a-Caryophyllene - 1,445 RIL, MS
55 |1696  |p-Mentha-1.8-dien- 1, 55, i RIL MS
4-ol
56 |1704 a-Terpineol 0,623 1 RI, MS
57 |1711 Borneol 1,956 0,813 RI, MS
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Cizelge 4.2 Bitkilerin ugucu yag bilesenleri (devami)

58 (1717 1-Heptadecene - 0,241 RI, MS
59 |1723 Germacrene D 0,205 - RI, MS
60 (1730 o-Muurolene - 0,05 RI, MS
61 [1732 a-Cadinene 0,076 - RI, MS
62 1740 o-Selinene 0,344 0,055 RI, MS
63 | 1748 Bicyclogermacrene |0,426 - RI, MS
64 |1767  |Isobornyl 0,1 - RI, MS
isovalerate
65 |1769 d-cadinene 0,178 0,357 RI, MS
66 |1774 B-Cadinene 0,08 0,18 RI, MS
67 |1789 E;le\:/t[s;};l}:none 0,03 i RIL MS
68 | 1797 Cumin aldehyde 0,044 0,08 RI, MS
69 |1802 Myrtenol 1,5 0,9 RI, MS
70 1803 Nerol - 0,011 RI, MS
71 | 1805 Octadecane - 0,17 ilc’ MS,
72 |1805 | (E)-p-Mentha- 0,346 i RIL MS

1,(7),8-dien-2-ol
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Cizelge 4.2 Bitkilerin ugucu yag bilesenleri (devami)

73 | 1816 2-Tridecanone - 0,124 RI, MS
74 1823 gﬁfﬁ;;ﬂ 0,124 0,131 RIL, MS
75 | 1828 (E)-o-Damascone - 0,065 RI, MS
76 | 1825 Tridecanal - 0,262 RI, MS
77 1834 (E)-B-Damascenone | 0,14 0,065 RI, MS
78 | 1842 (E)-Carveol 0,206 0,044 RI, MS
79 11848 Calamenene 0,106 0,6 RI, MS
80 | 1856 p-Cymen-8-ol 0,108 - RI, MS
81 | 1864 (E)-Geranyl acetone | 0,3 1 RI, MS
82 1904 Nonadecane - 0,25 ilc’ MS,
83 11933 Tetradecanal - 0,367 RI, MS
84 1934 a-Calacorene 0,07 - RI, MS
85 | 1941 ifl;‘l:;f’:;‘eysamal' - 0,442 RI, MS
86 | 1945 Palustrol 0,5 - RI, MS
87 1954 (E)-B-Ionone 0,211 0,9 RI, MS
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Cizelge 4.2 Bitkilerin ugucu yag bilesenleri (devami)

88 |1968 Dodecanol 0,064 0,4 RI, MS
89 12008 Caryophyllene oxide | 2,077 2,19 RIL, MS
90 |2017 ngz)-)[(}i-;gnone-S S 0,43 RI, MS
91 |2023 Methyl eugenol 0,209 0,31 RIL, MS
02 2032 |Salviad(ldyen-d- o, 0.5 RIL MS
93 12040 Pentadecanal 0,123 0,87 RI, MS
04 |2064  [Fumuleneeponide 1o 57, i R MS
95 12048 Ledol 0,204 0,198 RI, MS
96 |2091 Globulol - 0,346 RI, MS
97 12091 -oplopenone 0,67 - RI, MS
98 2108 Heneicosane - 0,396 ilc’ MS,
99 2113 p-Cymen-7-ol 0,197 - RI, MS
100[2136 | Hexahydrofamesyl -, 5 i R MS
101 2141 Spathulenol 2,268 3,247 RI, MS
102 {2146 Nor-copaanone 0,241 0,5 RI, MS
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Cizelge 4.2 Bitkilerin ugucu yag bilesenleri (devami)

10312176 1-Tetradecanol - 1,267 RI, MS

10412186 y-eudesmol 0,236 - RI, MS

10512242 o-eudesmol 1,821 - RI, MS

1062253 B-eudesmol 2,5 - RI, MS

107 {2259 Longiverbenone 3,428 - RI, MS

108 {2284 Oxo-a-ylangene 0,231 0,819 RI, MS

1092302 |Tricosane 0.4 1,471 AL MS
Caryophylla-

1101|2315 2,(12),6(13)-dien-5- 0,43 0,531 RI, MS
B-ol

1112334 Cedr-8-en-13-o0l - 0,087 RI, MS
Caryophylla-

11212338 2(12),6(13)-dien-5- [0,205 0,183 RI, MS
o-ol

1132355 Octadecanal - 0,19 RI, MS

1142359 (2E,6E)-Farnesol - 0,214 RI, MS

11512383 Farnesyl acetone - 0,496 RI, MS

116]2392 | Aromadendren 0,192 0,441 RI, MS
oxide

117 {2397 y-Cadinen-15-al - 1,189 RI, MS
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Cizelge 4.2 Bitkilerin ugucu yag bilesenleri (devami)

1182378 Hexadecanol 0,124 - RI, MS
119(2401  |Tetracosane 0,134 0,35 RLMS
1202460 Nonadecanal - 0,084 RI, MS
121 (2483 1-Heptadecanol - 0,08 RI, MS
12212503 Pentacosane 0,245 2,531 ilc’ MS,
12312540 Geranyl linalool - 0,128 RI, MS
12412553 Diisobutyl pthalate |0,122 1,1 RIL, MS
12512565 Eicosanal - 0,119 RI, MS
126 12587 1-Octadecanol - 0,195 RI, MS
127]2603  |Hexacosane i 0,163 RLMS
128 2615 Phytol - 0,37 RI, MS
129 (2701 Heptacosane 0,336 0,887 ilc’ MS,
1302794 1-Eicosanol - 0,133 RI, MS
1312905 Nonacosane - 0,3 ilc’ MS,
TOPLAM 74,94 63,11

RRI: Bagil alikonma indisi (C5-C30)
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Ort. %: 3 tekrarli analizin ortalama degerleri
Tanim Met.: Tanim metodu

RI: HP Innowax kolondaki maddelerin literatiirverilerine ve maddelerin bagil alikonma

indisine (RRI) bagl olarak tanimlanmasi

MS: kiitle spektrumuna (MS) bagh olarak veritaban1 ya da literatiir verisi ile

karsilastirarak tanimlama

Ac: Tanimlama giivenilir maddelerin bagil alikonma indisi (RRI) ve kiitle spektrumu

(MS) degerlerine gore yapilmaistir.

Bitkilerin ugucu yag analizleri incelendiginde iki bitkinin ugucu yag igeriklerinin
oldukga benzer oldugu ve bir¢ok bilesenin her iki bitkide de bulundugu belirlendi. Bu
durum, Anthemis ve Cota cinslerinin ¢ok yakin olmasindan kaynaklanmistir. Ancak A.
pauciloba var. sieheana ile karsilastirildiginda B-pinene maddesinin C. tinctoria subsp.
euxina’da ¢ok daha yiiksek oranda bulundugu goriildii. Ayrica C. tinctoria subsp.
euxina’nin ana maddelerinden olan limonene ve longiverbeone bilesenlerinin A.

pauciloba var. sieheana’nin ugucu yag igeriginde bulunmadigi anlasildi.

4.5 Antimikrobiyal Aktivite Sonuclari

Bitkilere ait hekzan ekstreleri ve ugucu yaglarin cesitli bakteri suslarinda toksik etki
gosteren minimum konsantrasyonu belirlemek i¢in mikrodiliisyon yontemi
uygulanmistir.  Bitkilere ait hekzan  ekstrelerinin  antimikrobiyal  etkileri
degerlendirildiginde her iki bitkiye ait test 6rneklerinin de bakteriler lizerinde inhibe

edici etkilerinin bulunmadig: tespit edilmistir.

A. pauciloba var. sieheana bitkisine ait ugucu yag miktar1 yeterli olmadigindan bu yagin
sadece iki bakteri lizerindeki etkisine bakilabilmistir. Bitkinin ugucu yaglarinin E. coli
DH5a i¢in denenen en diisiik doz olan 0,435 pl/ml’de inhibe edici aktivite gosterdigi
belirlenmistir. S. aureus ta ise minimum inhibisyon konsantrasyonu degerinin 25 pl/ml
oldugu tespit edilmistir. C. tinctoria subsp. euxina bitkisine ait ugucu yaglarin ise belirli

konsantrasyonlarda denenen tiim suslarda inhibe edici etki gosterdigi belirlenmistir.
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Ucucu yaglarin bakteriler tizerinde toksik etki gdsterdigi minimum konsantrasyonlari

Cizelge 4.3’te verilmistir.

Cizelge 4.3 Bitkilerin ugucu yaglarmin MIK degerleri

Bakteri A. pauciloba var. siecheana C. tinctoria subsp. euxina
(nl/ml) (ul/ml)

E. coli DH5a 0,435 0,435

E. coli Top10 - 25

S. aureus 50 25

4.6 Sitotoksik Aktivite Sonuclari

Bitkilerin hekzan ekstrelerinin HeLa hiicreleri iizerindeki sitotoksik etkilerini
belirlemek lizere hiicreler 24 saat, 48 saat ve 72 saatlik siirelerde hekzan ekstrelerinin
farkli konsantrasyonlarina maruz birakilmistir. Elde edilen sonuglara gore hekzan
ekstrelerinin hiicreler {izerinde herhangi bir toksik etki gdstermedigi belirlenmistir.

Hiicrelerdeki canlilik oranlar1 Cizelge 4.4, Cizelge 4.5 ve Cizelge 4.6’da verilmistir.

Cizelge 4.4 Hekzan ekstrelerinin 24 saatte hiicrelere etkisi

104
1oz
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9
4

g4

| T Y N s R

2% canhlik

[ x R
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=2}

. tinctoria subsp. euxina & paucilobawar. sieheana

B Eontrol ®S00 pgiml 250 pg'ml B125 pgfml mE2S pgiml o m31,75 pedml
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Cizelge 4.5 Hekzan ekstrelerinin 48 saatte hiicrelere etkisi

. tinctaria subsp. euxina & paucilobavar. sieheana

mEontrol w2000 pgiml w1000 pgdral w500 pgl

Cizelge 4.6 Hekzan ekstrelerinin 72 saatte hiicrelere etkisi

. tinctoria subsp. euxina & paucilobavar. sieheana

mkontrol  m2000 pgiml w1000 pgiml w500 pgdl
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BOLUM 5

SONUC VE ONERILER

Birgok c¢esitli alanda bitkilerin ve bitkilerden elde edilen yaglarin ve etken maddelerin
onemli bir yere sahip oldugu bilinmektedir. Ancak bir bitkinin hangi amacla
kullanilabileceginin anlasilabilmesi i¢in icerdigi yag asiti, ugucu yag, etken madde gibi
bilesiklerin iyi analiz edilmesi gerekmektedir. Bu durum bilim insanlarini heniiz i¢erdigi
etken madde bilesenleri belirlenmemis bitkiler lizerinde g¢aligmalar yapmaya tesvik

etmektedir.

Bu calisma kapsaminda diinya iizerinde genis bir c¢esitlilige ve yayilis alanina sahip
Compositae Familyasi’nin {ilkemizdeki temsilcilerinden olan endemik Anthemis
pauciloba var. sieheana (Eig) Grierson ve Cota tinctoria subsp. euxina (Boiss.) Oberpr.
& Greuter bitkilerinin yag asidi ve ugucu yag igerikleri belirlenmis, birbirlerine oldukca
yakin olan bu tiirlerin birgok ortak madde icerdigi belirlenmistir. Bitkilerin yag asitleri
icerigi incelendiginde her iki bitkinin de yag asidi i¢eriginde en yiiksek oranda bulunan
maddenin (Z,72)-9,12-octadecadienoic acid oldugu belirlenmistir. Bitkilerin ugucu yag
bilesenleri literatiir bilgileri ile karsilastirildiginda A. coelopoda var. bourgaei bitkisi
gibi C. tinctoria subsp. euxina’da da en yiiksek oranda bulunan maddenin B-pinene
oldugu goriilmiistiir [6]. A. pauciloba var. sieheana bitkisinin ugucu yaglarinda en
yiiksek oranda bulunan bilesigin ise A. pseudocotula bitkisinde oldugu gibi 1,8-cineole

oldugu belirlenmistir [4].

Yag asidi ve ugucu yag icerikleri belirlendikten sonra bu maddelerin ilag sektoriinde
kullanilmak tizere ne tiir biyoaktiviteler gosterdikleri tespit edilmeye c¢alisilmistir. Bu
kapsamda insan servikal kanserine ait hiicreler iizerinde yapilan sitotoksik aktivite
caligmalar1 sonucunda C. tinctoria subsp. euxina ve A. pauciloba var. sieheana

bitkilerine ait hekzan ekstrelerinin herhangi bir inhibe edici etki gostermedigi
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belirlenmistir. Boylece bu bitkilerden elde edilebilecek etken maddelerden kanser

hastaliklarina kars1 bir ilag gelistirmenin pek miimkiin olmadig1 anlasilmistir.

Antimikrobiyal aktiviteler arastirilirken bitkilere ait ugucu yag ve hekzan ekstrelerinin
cesitli Gram-pozitif ve Gram-negatif patojen bakteriler iizerinde ne tiir etkiler
gosterdikleri lizerinde ¢alisilmistir. Bitkilere ait ugucu yaglarin denenen tiim bakteriler
tizerinde farkli konsantrasyonlarda toksik etki gosterdikleri belirlenmistir. Boylece
yapilacak ileri arastirmalar sonucunda bu maddelerin ilag endiistrisinde g¢esitli

infeksiyon hastaliklarinin tedavisinde kullanilabilecegi anlagilmistir.
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EK-A

BITKIiLERDEKI YAG ASIiDi METIiL ESTERLERIN YAPISI

Cizelge A.1 Yag asitlerinin yapilari

Yag Asidi Metil Ester Yapisi
Hexadecanoic acid ME \n/\/\//\/\//\/\/
O
o
(£)9-Hexadecanoic acid ME — e
MaO (CH 2) 7 - (CH2)s

Hexadecanoic acid ME

(Z,2)-9,12-Octadecanoic acid
ME

Octadecanoic acid ME
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Cizelge A.1 Yag asitlerinin yapilar1 (Devami)

o)
Eicosanoic acid ME I I
MeQ —C— (CH 2 ) 18 —Me

o
Docosanoic acid ME | |

MeO—C— (CH2) 20 —Me
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