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OZET

BAZI Galium (Rubiaceae) TURLERININ

UCUCU YAG ANALIZLERI ve ANTIMIKROBIYAL AKTiVITELERI

YAGIZ, Filiz
Nigde Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisii
Kimya Anabilim Dali
Danisman: Yrd. Dog. Dr. Rifat BATTALOGLU
Haziran 2015, 68 sayfa

Bu c¢alismada, Rubiaceae familyasina ait olan Galium cinsinin Galium incanum, Galium
dieckii ve Galium aladaghense tiirlerinin ugucu yag bilesenleri ve antimikrobiyal aktiviteleri
belirlenmistir. Yapilan bu tez ¢aligmasi kapsaminda, bitki Orneklerinin ugucu yag
izolasyonlar1 tamamlandiktan sonra ugucu yag bilesenlerinin belirlenmesi GC/MS yontemiyle
gerceklestirilmistir. Analizler sonucunda, bu bitkilere ait toplam 61 adet bilesigin yapisi
aydmlatilmistir. Bilesiklerin yapist incelendiginde bes bilesigin monoterpen (%8.2), dokuz
bilesigin monoterpenoid (% 14,75) ve dokuz bilesigin seskiterpen (%14,75) yapisinda
olduklar1 belirlenmistir. Antimikrobiyal aktivite testleri sonucunda Galium aladaghense
bitkisine ait ugucu yagm, Galium incanum ve Galium dieckii bitkilerinin ugucu yaglarina gore
her iki mikroorganizmaya kars1 daha giiclii antimikrobiyal aktivite gosterdigi gozlenmistir.
Her {i¢ bitkinin ugucu yaginin da Escherichia coli ATCC 25922 mikroorganizmasina,
Staphylococcus aureus ATCC 25923 mikroorganizmasina gore daha yiiksek antimikrobiyal
aktivite gosterdigi belirlenmistir. Galium incanum bitkisine ait ugucu yag S. aureus
mikroorganizmasina karsi zayif aktivite gosterirken E. coli mikroorganizmasina karsi daha
gliclii antimikrobiyal aktivite gosterdigi belirlenmistir. Galium dieckii bitkisine ait ugucu yag
hem S. aureus hem de E. coli mikroorganizmasina karsi yakin bir antimikrobiyal aktivite
sergilemistir. Galium aladaghense bitkisine ait u¢ucu yag ise E. coli mikroorganizmasina

kars1 S. aureus mikroorganizmasindan daha giiglii aktivite gosterdigi saptanmustir.

Anahtar Kelimeler: Galium incanum, Galium dieckii, Galium aladaghense, E. Coli, S.

Aureus, ucucu yag, antimikrobiyal aktivite.
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SUMMARY

ESSENTIAL OIL ANALYSIS and ANTIMICROBIAL ACTIVITES of SOME
Galium (Rubiaceae) SPECIES

YAGIZ, Filiz
Nigde University

Graduate School of Natural and Applied Sciences
Department of Chemistry

Supervisor: Assist. Prof. Rifat BATTALOGLU

Haziran 2015, 68 pages

This thesis study was made for aiming the investigation of chemical composition and
antimicrobial activity of the essential oils of Galium incanum, Galium dieckii and Galium
aladaghense. In this respect, determination of essential oil contents were made by GC-MS after
complete essential oil isolataion of plant samples. A total of 61 compound structures which
belongs to these plants were identified after analysis. When analyzed the structures of compounds
were identified as five compounds were monoterpen (8.2 %), nine compounds were
monoterpenoid (14.75 %), and nine compounds were seskiterpen (14.75 %). According to
antimicrobial tests it is observed that the essential oil of Galium aladaghense plant showed a
stronger antimicrobial activity against both microorganisms than the essential oils of Galium
incanum and Galium dieckii plants. All three essential oils of the plants showed stronger
antimicrobial activity against Escherichia coli ATCC 25922 microorganism than against
Staphylococcus aureus ATCC 25923 microorganism. It is determined that the essential oil of
Galium dieckii plant showed a weak activity against S. aureus while showed a stronger
activity against E. coli microorganism. The essential oil of Galium dieckii plant showed
similiar antimicrobial activities both against the microorganisms of E. coli and S. aureus.

The essential oil of Galium aladaghense plant showed stronger antimicrobial activity against

the microorganism of E. coli than the microorganism S. aureus.

Keywords: Galium incanum, Galium dieckii, Galium aladaghense, essential oils, E. Coli, S.

Aureus, antimicrobial acktivity.



ON SOz

Bu tez ¢alismasi, Rubiaceae familyasina ait olan Galium tiiriinden Galium incanum, Galium
dieckii ve Galium aladaghense bitkilerinin ugucu yag bilesenlerinin ve antimikrobiyal
aktivitelerin belirlenmesi amaciyla yapilmis. Tez c¢alismasi kapsaminda, bitki 6rneklerinin
ucucu yag izolasyonlar1 tamamlandiktan sonra ugucu yag bilesenlerinin belirlenmesi GC/MS
yontemiyle gergeklestirilmistir. Ugucu yaglara antimikrobiyal testler uygulanmis ve sonuglar

degerlendirilmistir.

Yiikksek Lisans Tez calismam sirasinda ve bu tezin konusunun belirlenmesinde,
caligmalarimin yiritilmesi ve degerlendirilmesinde yardim ve destegini esirgemeyen
danismanim Yrd. Dog. Dr. Rifat BATTALOGLU’na, bitki 6rneklerinin toplanmasinda ve
teshisinde yardimlarindan ve desteklerinden dolay1 Nigde Universitesi Fen Edebiyat Fakiiltesi
Biyoloji Béliimii Ogretim Uyesi Yrd. Dog. Dr. Ahmet SAVRANa, antimikrobiyal aktivite
testleri i¢in bakterileri saglayan Nigde Universitesi Biyoloji Boliimii Ogretim iiyesi Yrd. Dog.
Dr. Tuba ARTAN ONAT’a, , antimikrobiyal aktivite testlerini gerceklestiren Uzman Sedef
ILK’e, 6grenim hayatim boyunca bana her zaman sonsuz destek olan ve sabir gdsteren

aileme sonsuz tesekkiirlerimi sunarim.

Haziran 2015 Filiz YAGIZ
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BOLUM 1
GIRIS
Bitkiler insanligin var olusundan itibaren hayatin vazge¢ilmez temel kaynaklarindan
biridir.  Ilk¢aglardan bu yana insanlar bitkileri gesitli amaglarla kullanmislardir.

Gegmisten giliniimiize bitkiler besin maddesi olarak kullanilmalarinin yansira koku

verici, tat verici, tedavi edici ve diger amaglarla kullanilmaktadirlar (Baytop, 1986).

Buradan hareketle Galium (Rubiaceae) cinsine ait Galium incanum, Galium dieckii ve
Galium aladaghense tiirlerinin ugucu yaglar1 ¢alisilarak, bilesenleri analiz edilmistir.

Buna ilaveten ad1 gegen tiirlerin antimikrobiyal 6zellikleri de ortaya konulmustur.

M.O. 3000 yillarinda kullanilmaya baslanan sifali bitkiler, 1900°lii yillarda modern
tibbin gelismesiyle yerini biiyiik 6l¢iide kimyasal ilaglara birakmis ve alternatif bir tip
dali olarak anilmaya baslanmistir. Kimyasal ilaglarin yan etkilerinin ortaya ¢ikmasiyla,
bitkisel ilaglar yeniden 6nem kazanmaya baglamistir (Baser, 1990). Bu nedenle yeni
dogal ilag ham maddeleri bulmak {izere bitkiler ilizerinde yapilan arastirmalar giin

gectikce artmaktadir (Baytop, 1984).

Bir ¢ok bitki tiirii, tat ve aroma verici 6zellikleri nedeniyle kullanilmaktadir. Bu
Ozellikleri onlarin ucucu yag bilesimleri ile dogrudan ilgilidir. Bu bilesenler arasinda
alkol, ester, fenol ve eter gibi maddeler bulunmaktadir. Ancak her bitki tiiriiniin
biinyesinde bir bilesen digerlerinden daha fazla bulunmaktadir. Buda bitkiye kendine

0zgii bir takim 6zellikler kazandirmaktadir.

Ugucu yaglar; esas itibariyle tepenlerden olusmus karisimlardir. Genellikle sivi olup,
kuvvetli kokulu ve ugucu maddelerdir. Suda ¢6ziinmez, organik c¢oziiciilerde kolaylikla
¢cozliniirler. Ugucu yaglar bitkilerin belirli organlarinda (6rnegin; ¢icek, yaprak,
meyve, kabuk, gdvde gibi) mevcuttur. Ugucu yaglar konusunda ¢ok sayida ¢aligma
bulunmaktadir. Tiirkiye’de Baser ve arkadaslari ile Mirza ve arkadaslarinin galigmalari,
Diinya’da Shakirullah ve arkadaslar1 ile Il'ina ve arkadaslarinin caligmalar1 goze

carpmaktadir.

Rubiaceae familyas1 Tiirk¢e’miz de Kokboyasigiller diye adlandirilmistir. Bu ¢alisma
kapsaminda Rubiaceae’ye ait Galium incanum, Galium dieckii ve Galium

aladaghense’in ugucu yaglar1 analiz edilmis ve antimikrobiyal aktivite ¢aligmalar



gerceklestirilmistir. Galium dieckii ve Galium aladaghense endemiktir. Galium
incanum ise endemik degildir, yayilig gosterir (Davis, 1994). Yaptigimiz bu ¢alisma ile

ad1 gegen ti¢ tiirlin ugucu yag analizleri ortaya ¢ikarilmistir.

Ugucu yaglarin izolasyonlar1 Nigde Universitesi Fen Edebiyat Fakiiltesi Kimya Boliimii
Aragtirma Laboratuvarlarinda bulunan Clevenger aparatinda gergeklestirilmistir. Ugucu
yaglarin analizi GC/MS yontemi ile gergeklestirilmistir. Elde edilen ucgucu yaglar
lizerinde yapilan antimikrobiyal aktivite calismalar1 Nigde Universitesi Fen Edebiyat

Fakiiltesi Biyoloji Boliimii’nde gergeklestirilmistir.



BOLUM 11

GENEL BILGIiLER

Bitkiler, insanoglunun temel besin gereksinimlerini karsilayabilmesi i¢in gereken
primer metabolitlerin (karbonhidrat, protein ve yaglarin) ana kaynagidir. Bu dnemli
bilesiklerin disinda odun, seliiloz, zamk, lastik gibi bazi yararli maddeler de
bitkilerden saglanmaktadir. Besin ve enerji saglama gibi yasamsal kaynaklar1
tasimakla birlikte, basta ilag sanayi olmak {izere kimya, gida, kozmetik ve zirai

miicadele sektorlerinde bitkisel dogal tiriinlerden yararlanilmaktadir (Philipson, 1990).

Bitkilerden elde edilen dogal iiriinlerin tedavi amaciyla kullanilmasi, bilim adamlari
igin uzun zamandan beri ilgi ¢ekici bir ¢alisma alani olmustur. Bu maddeler,
onceleri bitkiler tarafindan olusturulan ve higbir islevi bulunmayan atik maddeler
olarak kabul edilmekteydi. Ancak son zamanlarda bu metabolitlerin bazi ekolojik
islevlerin gerceklesmesinde 6nemli rol oynadiklar1 anlasgilmistir (S6kmen ve Giirel,

2001; Cox, 1990).

Bitkilerin tedavi edici 6zellikleri binlerce yil dncesinden bu yana insanlarin ilgisini
cekmistir. Eski tarihlerden bu yana bir ¢ok uygarlik hastaliklara karsi bitkilerden elde
edilen ilaglar1 kullanmislardir. Bitkilerden 18. yy’da bazi 6enmli bilesiklerin elde
edilmesi, ozellikle 20.yy' nin sonlarina dogru analiz yontemlerinin geligsmesiyle
igeriklerinin saptanmas ve etkilerinin arastirilmasi 6nem kazanmistir. Bu konuda
1990’11 yillarda A.B.D ve Avrupa Birligi iilkelerinde bazi yasalar yiiriirliige girmistir
(Tanker ve Tanker, 1998).

Giiniimiizde tibbi kokenli bitkiler, geleneksel tedavi yontemlerinin aktif birer unsuru
olarak goriilmektedir. Diinya Saglik Orgiitii verileri gelismekte olan iilkelerde
yasayan insarin % 80’inin halen geleneksel yontemleri uyguladigini ve yaklasik ii¢
milyar insanin da tibbi bitkileri terapi araci olarak kullandigini belirlemistir (Eloff, 1998;
Keles vd., 2001).

Diinya Saglik Orgiitii’ne gore bitkisel ilag, bitkilerin toprakalti ve toprak iistii
kisimlarm igerir. Bunlarin kombinasyonunu tasiyan bitkisel preparatlar, glinlimiiz

ilag endiistrisi teknolojisinin tiim gerek ve kurallarina uygun olarak hazirlanmis ve

3



etiketlenmis tibbi iriinlerdir. Kimyasal olarak tanimlanmis, etken maddelerle kombine
edilmis, bitkiden saf olarak izole edilmis kimyasal madde igeren iiriinler bitkisel ilag
olarak tanimlanmaktadir (Cubukgu vd., 2002).

Bitkisel ilaglara ilginin artmasinin nedeni, modern ilaglarin her hastaligi tedavi etme
yetenegine sahip olmamasidir. Birgok yan etkilerinin olmasi ve ¢ok pahali olmasi da
bir bagka nedendir. Bitkisel kokenli ilaglarin daha fazla etkili, daha rsikli ve daha
pahali olan sentetik ilaglarla birlikte kullanimlarinda tamamlayict olarak rol
oynamalarina olanak saglamaktadir. Bunun yaninda tek baslarina kullanimlarinda ise
alternatif terapi aract olarak deri ve mukoza lezyonlar1 ile diger sistem
enfeksiyonlarinda iyilestirici ve antiseptik amacli olarak kullanimlarini giindeme

getirmektedir (Alzoreky ve Nakahara, 2003; Menaker vd., 2004; Miguel vd., 2004).

Ticari antimikrobiyal ilaclarin veya kimyasallarin enfeksiyon hastaliklarinin
tedavisinde rasgele kullanilmasi, hem insan viicudundaki hem de bitkilerdeki
patojen mikroorganizmalarin bunlara diren¢ kazanmalarina sebep olmaktadir. Bunun
yaninda gida kaynakli mikroorganizmalarin neden oldugu hastaliklar en gelismis
tilkelerde dahil olmak iizere hala diinyanin 6nemli sorunlarindan biridir. Gidalarin agik
olarak satisa sunulmasi, uygun olmayan yerlerde saklanmasi, bunlarda
kontaminasyona sebep olmaktadir. Bu ylizden bazi kimyasal maddelerin
kullanilmasi, yiyecekleri bozulmalara sebep olan mikroorganizmalardan korumak i¢in
sart olmustur. Fakat kimyasal madde iceren gidalarin insan saglig1 agisindan ciddi
sonuglarindan dolayi, bunlarin yerine antimikrobiyal etkisi kontrol edilen aromatik
bitkilerden elde edilen ekstraktlar veya ucucu yaglar tercih edilmeye baslanmistir

(S6kmen vd., 2004; Davis, 1994; Loper vd., 1991; Service, 1995).

Bitkilerin ugucu yaglari, onlarin sekonder metabolizma {riinleridir ve halk arasinda
yemeklere tat ve koku vermek, yiyecekleri korumak ve tedavi amaciyla
kullanilmaktadir. Bitki materyalleri igindeki yeni bilesenler tanimlandik¢a, bunlarin
antimikrobiyal ve antioksidan ozellikleri kanitlanmis ve "geleneksel yiyecek
koruma" yontemlerinin yerini almaya baslamiglardir. Bazi ugucu yag igerigindeki
maddelerin antimikrobiyal o6zelligi, O6zellikle mikotoksin {ireten funguslar gibi

yiyeceklerin bozulmasina sebep olan mikroorganizmalara karsi test edilmis, ayrica



yiyeceklerde dogal antioksidan olarak kullanilmistir (Dorman ve Deans,2000; Alma

vd.,2003; Valero ve Salmeron, 2003; Esen,2005).

2.1. Ucucu Yaglarin Tanmmm ve Ozellikleri

Ugucu yaglar, bitkilerden elde edilen, oda sicakliginda sivi halde bulunan yagimsi
karigimlardir. Su buhart ile siiriiklenebilirleri i¢in ugucu Ozelliktedirler. Agikta
birakilinca oda 1sisinda bile buharlasabildiklerinden dolay1 "ugucu yag" veya "esans"

gibi isimlerle anilirlar (Baytop,1986; Berk,1953).

Ugucu yaglar, su ile karigsmadiklar1 halde, kokularinin suya geg¢mesine yetecek
diizeyde coziiniirler. Etanol, eter, benzen ve petrol eteri gibi organik ¢oziiciilerde
¢oziinlirler. Ugucu yaglar sudan hafiftirler, az bir kismi sudan agirdir. Optikge
aktiftirler, polarize 15181 belli bir derecede saga ve sola g¢evirirler ve kirtlma indisleri

yiiksektir (Svigar vd.,1981).

Ucgucu yaglar, bitkilerin herhangi bir organinda bulunabilirler. Bazen bitkinin biitiin
dokularinda, bazen de bulundugu familyaya gore farkli bir organda, salg: kanallarinda,
salgt ceplerinde veya hiicrelerinde toplanabilmektedirler. Bazi durumlarda Piperaceae
familyasinda ki gibi degisiklige ugramis parankima hiicrelerinde, bazen de gil' de
oldugu gibi epiderma-parankima hiicrelerinde dagilmis olarak bulunurlar. Ugucu
yaglarin bitkide ya dogrudan dogruya protoplazmada veya hiicre ¢eperinin 6zel bir
tabakasinda olustugu ileri siiriilmektedir. Bununla birlikte glikozitlerin hidrolizi
yoluyla da meydana gelebildigi belirlenmistir. Kendilerine has renk, koku, tat ve
goriiniime sahip ugucu yaglarda terpenik hidrokarbonlar ve bunlarin oksijenli tiirevleri
yaninda organik asitler (asetik asit, benzoik asit, sinnamik asit), alkoller (benzil
alkol, sinnamik alkol, sitronellol), fenoller (karvakrol, kavitol, timol), ketonlar (kafur,
karvon, pulegon), aldehitler (benzaldehit, sinnamik aldehit, sitral), esterler (benzil
benzoat, bornil asetat, granil asetat), fenol esterleri ve diger bilesikler (indol, kumarin)
bulunmaktadir. Ugucu yaglarin istenen koku ve tadi oksijenli bilesiklerden ileri
gelmektedir. Oksijenli tlirevler ise terpenlerin oksitlenmesiyle meydana gelir
(Baytop,1986; Svigar vd.,1981).



Bugiine kadar ugucu yaglarda binlerce kimyasal bilesigin bulundugu gdsterilmis olup,
bunlarin biiylik bir ¢cogunlugu terpenik maddelerden olusmaktadir. Pek azi aromatik

benzen tiirevlerinin terpenlerle karisimi olarak goriliir (Baytop, 1986).

Ucucu yaglarin bitkilerde neden olustugu bilinmemektedir. Bitkinin yaralanmasi
esnasinda olusan reginelerin ¢oziinmesinin sagladigi, boceklere karsi koruyucu ve
cezbedici Ozellik gosterdigi ve buna bagli olarak tozlasmaya yardimci olduklar1 ve
ucucu yag tasiyan bitkilerin genellikle hayvanlar tarafindan yenmedigi de diisiiniiliirse,

bitkiyi korudugu ve neslini siirdiirmesine yardim edici 6zellikler tagidigi sdylenebilir.

Ugucu yaglar tazeyken genelde renksiz veya agik sar1 renklidirler. Ancak karanfil
yag1 gibi saridan kahverengiye veya papatya yagi gibi yesilden maviye kadar degisik
renkte olanlar1 da bulunmaktadir. Fakat uzun siire bekletilirse oksitlenebildikleri ve
recinelestikleri i¢in renkleri koyulasir. Bu durumda genelde koku degisimi ve yagin
kalitesinin azalis1 s6z konusu olmaktadir. Bu nedenle serin bir yerde ve koyu renkli

siselerde saklanmalidir

Ucgucu yaglarin kalitesini saptarken her zaman ugucu yagi olusturan esas maddeyi
analiz etmek miimkiin olmaz. Zira genellikle ugucu yagdaki tek maddenin degil, toplu
halde maddelerin bir fizyolojik etkisi olmaktadir. Ugucu yaglarin terapideki
kullanim alanlarinin genislemesi ve tiiketim miktarinin her giin artmas: fiyatlarinin
diinya pazarinda yildan yila artmasina neden olmaktadir. Bu artis bazilarinda ¢ok
yiiksek diizeydedir. Bu giine kadar arastirilan 300 bitki familyasindan % 30'dan
fazlasinin ucucu yag icerdikleri anlagilmistir. Aromatik bitkilerde ugucu yag oran1 %

0.01 ile % 20 arasinda degiskenlik gosterir.

Ugucu yaglar1 tanimak i¢in, kesitlerde ve drog tozlarinda Sudan m boyas1 kullanilir.
Bu boya sabit ve ugucu yaglara turuncu bir renk vermektedir. Kesitler bir siire
1sitildiginda ya da sulu etanol ile yikandiginda yag damlaciklar1 kayboluyorsa ugucu

yag, kaybolmuyorsa sabit yag olarak tanimlanabilir (Baytop, 1986; Esen, 2005).
2.2.Terpenler

Insanlar gegmisten giiniimiize, bitkilerden organik bilesikler izole etmektedir. Bitki

yavasca 1sitildiginda yada buhar destilasyonuna tabi tutuldugunda, ucucu yaglar olarak



bilinen kokulu bilesiklerin bir karisimi elde edilir (Solomons ve Fryhle, 2002). Ugucu
yaglar parfimeride yaygin olarak kullanilmaktadir. Ugucu yaglarin yapisi

aydinlatildiginda ise en 6nemli bilesenler ; monoterpenlerdir.

Terpenoidler olarak da bilinen terpenler yaygin olarak bitki aleminde bulunan bir bilesik
grubudur (Finar vd., 1975). Bes karbonlu izopren molekiillerinden olusmuslardir (Sakar
ve Tanker, 1991). Ugucu yaglarda bulunan karbon ve hidrojen iceren oksijensiz terpenik
maddelere hidrokarbiir denilmektedir. Ayrica dogal olarak bulunan her tiir terpenin
oksijen iceren tiirleri de vardir ve bunlar temelde alkol, aldehit veya keton formlaridir.
Bunlar ya dallanmis zincir bigimindedir. Ya da siklik yapida (halkali yapida) bulunurlar
(Tanker ve Tanker, 1990). Bugiin gerek agik zincirli gerekse halkali yapida olan ¢esitli
fonksiyonel gruplara sahip 20.000°den fazla terpen yapilar1 bilinmektedir (Goren, 2002).

Hemen hemen tiim terpenlerin termal bozunmalar1 izopren molekiiliinii vermistir ve bu
da dogal olarak bulunan biitiin terpenlerin iskelet yapisinin izopren {initesinden olustugu
fikrine gotiirmiistlir. Bu izopren kurali olarak bilinir ve ilk Leopold Ruzicka tarafindan
gosterilmistir. Ayrica, Ingold (1925) dogal terpenlerin i¢inde ki izopren tinitelerinin
“’bastan kuyruga ¢’ birbirine katildigin1 sdylemistir. Bununla birlikte, bu kuralin oldukca
kullaniglt oldugu kanitlansa da, sabit bir kural olarak degil de yol gosterici bir prensip
olarak gosterilebilir. Cesitli istisnalar vardir; karotenler merkezlerinden kuyruk kuyruga
baglanir, ayrica bazi terpenlerin igerdikleri karbon besin kat1 degildir ve karbon sayisi

besin kati olup ta izopren molekiillerine boliinemeyen terpenler vardir (Finar vd., 1975).

(CsHg)n formiiliine uyan terpenler ve oksijenli tiirevleri bitkisel ugucu yaglarin belli bash
bilesiklerini olustururlar. Terpen, iki izopren molekiiliiniin bas-kuyruk kondenzasyonu

sonucu meydana gelmektedir.

CH,

H,C—CH—LC——CH,
4 3 2 ]

4 A

kuyruk — bas

izopren (2-metil-1.3-biitadien)

Sekil 2.1. Bas-kuyruk kondenzasyonu



Bu kurali gore izopren lnitelerindeki 1 nolu karbon (dallanmis taraftaki) bas olarak
adlandirilirken, 4 nolu karbon (dallanmanin olmadig: taraftaki) kuyruk olarak

adlandirilir.

Ornek olarak, mirsen (2) iki izopren iinitesinin bas-kuyruk kondenzasyonu ile

olusmustur.

kuyiruk

bas Mirsen
(2)
Sekil 2.2. Mirsen

Yine a-pinen (3) de benzer sekilde olusmustur.

A\
e
_

g-pinen

Sekil 2.3. a-pinen

2.2.1. Terpenoit bilesikler
2.2.1.1. Terpenoitlerin siniflandirilmasi

Terpenler igerdikleri karbon atomu sayisina gore smiflandirilirlar. Bundan dolay1 iki
izopren linitesinin biyosentezi yoluyla olusan 10 karbonlu molekiiller monoterpenler, 15
karbonlu molekiiller seskiterpenler ve 20 karbonlu molekiiller ise diterpenler olarak

adlandirilirlar.



Cizelge 1.1. Terpenlerin siniflandirilmasi

Izopren sayis1 Smifi Karbon Sayisi
| Hemiterpenler 5

2 Monoterpenler 10

3 Seskiterpenler 15

4 Diterpenler 20

5 Sesterpenler 25

6 Triterpenler 30

8 Tetraterpenler (karotenoidler) 40

N Politerpenler (5)a

Ugucu yaglarda monoterpen yapisinda olan maddelerle bazi seskiterpenlere
rastlanmaktadir. Ciinkii bunlar ugucu karakterde olan maddelerdir. Seskiterpenlerin bir
kismi ile diterpen ve triterpenler ugucu olmayan maddelerdir. Bunlar da bitkilerdeki
ucucu yag icinde erimis olarak bulunurlar, ancak su buhari ile siiriiklenemediklerinden,

elde etme sirasinda ugucu yaga gecemezler.

Monoterpenler, seskiterpenler, diterpenler ve sesterterpenler izopren birimlerin bas-son
birlesmesiyle olugmuslardir. Triterpenler ve karotenoitler ise sirasiyla Cis ve Cy
birimlerinin bas-bas birlesmesiyle olusmustur. Sekil 2.4. *de bazi terpenlerin izopren

birimleri gosterilmistir (Karabacak, 2007).

LA} / -
N LN
, Jo X l
" H}E ‘-._\_:fn}z m.r""")%"“xvh&
/L\ CH,OH

Sekil 2.4. Terpenlerin izopren birimlerinin gosterilmesi



Bitkilerin yapisinda serbest halde bulunabildikleri gibi glikozitler, organik asit esterleri

ve proteinler ile birlikte bulunurlar.
2.2.1.2. Terpenoitlerin Biyosentezi

Terpenoitlerin biyosentezinde 6nemli yeri bulunan mevalonik asit 3 mol koenzim A’nin
kondenzasyonu ile olusur. Mevalonik asidin su ve karbondioksit kaybetmesi ile

terpenleri olusturan izopren birimleri meydana gelir.

Sekerlerin oksidasyonu sonucu olusan asetil CoA, pek ¢ok dogal bilesigin sentezinde

oldugu gibi mevalonik asit sentezinde de baslangi¢c maddesi olarak kullanilir.

Iki mol asetil CoA nin kondenzasyonundan elde edilen asetoasetil CoA nin baska bir
mol asetil CoA ile birlesmesiyle 3-hidroksi-3-metilglutaril CoA elde edilir. Bunun
ardindan enzimatik heterolitik boliinme ve tiyol ester grubunun NADPH (nikotinamit
adenin diniikleotit fosfat) ile indirgenmesi sonucunda mevalonik asit elde edilir. Bu
reaksiyon geri donidsiimsiizdir. Sekil 2.5. ’de mevalonik asidin olusumu

gosterilmektedir.

CH,CO-SCon
|

2 CH,CO-SCoA —_—— CH,COCH,CO-SCoA + CH,CO-SCoA —— CH,—C —oH
Asetil Col, Azetoasetil Cof

CH,COOH
OH j||r Enzim
TH’m’GH I:H_,-li:H-sEm CH,CC-SEnz
Hocon O g c—on <M om
CH,COOH CH,COCH CH,COOH
Mevalonik Asit

Sekil 2.5. Mevalonik asidin olusumu

Mevalonik asidin 2 molekiil ATP (adenin trifosfat) ile fosfatlanmasi sonucu mevalonik
asit-5-pirofosfat bilesigi olusur. Bu bilesikteki tersiyer hidroksil grubu da bir mol ATP

ile fosfatlanarak daha kolay ayrilabilen bir grup haline gelir. Sonra su ve karbondioksit
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cikmasiyla izopentil pirofosfat molekiilii olugur. Sekil 2.6. ‘da izopentil pirofosfatin

olusumu gosterilmektedir.

o ™
HO  CH, HO  CH, FPO CH3
' L \ K
| ATP | aATP Y [
HO—C CHO0H ———®=HO—C CH,0-PP ———m= H-O CI CH,0-PP
1l 1
o o o
Mevalonik asit l

Sekil 2.6. izopentil pirofosfatin olusumu

Olusan izopentil pirofosfatin enzim izomerizasyonu sonucu dimetil allil ester olusur. Bu
iki izomerin birbiriyle olan kondenzasyonu ile geranil pirofosfat olusur. Bu bilesikte

monoterpenleri meydana getirir. Sekil 2.7. ’de geranil pirofosfatin olusumu

gosterilmektedir.
cH, OPP CH, CH, |
o o | AN
CH @ m/f}i.\f\m - P VaWe VaN - OPP
: C CH, PP N
7\

Sekil 2.7. Geranil pirofosfatin olusumu

Geranil pirofosfatin izopentil pirofosfat ile kondenzasyonu farnesil pirofosfati olusturur.
Olusan bu bilesik seskiterpenlerin gecis bilesigidir. Sekil 2.8. *de farnesil pirofosfatin

olusumu gosterilmektedir.
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| CH,OPP
CH,OPP

Sekil 2.8. Farnesil pirofosfatin olusumu

Farnesil pirofosfat yeniden izopentil pirofosfat ile kondenzasyon sonucu diterpenlerin
ve karotenoitlerin yapi tas1 olan geranil-geranil pirofosfat bilesigini olusturur. Sekil 2.9.

‘da geranil-geranil pirofosfatin olusumu gosterilmektedir.

) o
7 —- |
CH,OPP S
\,OPP

Sekil 2.9. Geranil-geranil pirofosfatin olusumu.

Iki geranil-geranil pirofosfatin kondenzasyonu ile karotenoitler, iki farnesil pirofosfatin
kondenzasyonu ile de triterpenler olusur. Sekil 2.10. ’da terpen bilesiklerinin olusumu

gosterilmektedir.
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ASETIL CoA
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MEVALONAT

[ZOPENTIL-PP

|

GERANIL-PP (C1) » MONOTERPENLER

l Izopentil-PP

/ SESKITERPENLER

FARNESIL-PP (C1s)

\ STEROITLER
/
Izopentil-PP SKUALEN
\‘ TRITERPENL
ER
v
DITERPENLER
GERANIL-GERANIL-PP (Cy) /
\ KAROTENOITLER

Sekil 2.10. Terpen bilesiklerinin olusumu
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2.2.1.3.Terpenoitlerin izolasyonu

Monoterpenler ve seskiterpenler gibi kiiciik molekiillii terpenoitler su buhart destilasyonu ile,
daha biiyiik molekiillii terpenoitler ise ekstraksiyon yontemleri ile ayrilabilirler.

Terpenlerin elde edilecekleri materyal Kkurutularak toz haline getirildikten sonra degisik
polaritedeki c¢oziiciilerle ekstrakte edilir. Daha sonra uygun kromatografik yontemlerle
saflagtirilir.

Saflagtirmada  genellikte kolon ve preparatif ince tabaka kromatografisi yontemleri
kullamlabildigi gibi MPLC ve HPLC, VLC ve pek ¢ok kromatografik yontem kullamlabilir
(Karabacak, 2007).

2.2.2. Monoterpenler

Bir cogu yiiksek bitkilerden izole edilen, 100’den fazla bilinen monoterpen vardir. Ayrica deniz
organizmalarindan izole edilmis halojenli monoterpenler vardir ve monoterpenler bazi
bdceklerin koruma ve feromonal salgilarinda da bulunmustur. Monoterpenlerin 6ne ¢ikan
karakteristigi, uguculugu, keskin kokular1 ve bitkilerde bulunan tat ve kokudan sorumlu olan
yaygin bilesendir.

Monoterpenler yapisal olarak farklidir ve yaklasik 35 farkli yapt vardir. Yapi tipleri asiklik
myracene, monosiklik p-menthane ve bisiklik bornane, carane, fechane, pinane ve thujane’yi
icerir. Bu grupta ki bir ¢cok monoterpenin optikce saf formlart dogal olarak bulunmasina ragmen
baz1 bitkilerde her iki enantiyomer bulunabilir (Robbers vd., 1996).

Terpenoidlerin en kiiciik birimi olan monoterpenler iki izopren izomerinin kondenzasyonu ile
monoterpenlerin iskeletinde belirli rol oynayan geranil pirofosfattan olusur. Sekil 2.11. de baz1
monoterpenler, Sekil 2.12. *de monoterpenlerin biyosentezi goriilmektedir.
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Bornane sinifi Carane sinifi Fenchane sinifi

HaC_  CHy CHs CHs
0
CHj
H CHj
OH CH;,
H.C
3 CH,
(+)-Borneol (-)-Car-3-ene (-)-Fenchone

Thujane sinifi

Pinane sinifi
CH,
(+)-o-Pinene (-)-Thujone
Myrcane sinif Geranile sinifi
CH, CHy
= 4 = .0H CHs
| CHO
HO CHaz
HaC CHy
HaC CHs3 HaC CHa
(+)-Citronellal (+)-Linalol Geranial

Menthane sinifi

CH, CHs
oH ; ~OH
He” CH, HaC ChH,
Menthol Thymol

Sekil 2.11. Baz1 monoterpenler
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Sekil 2.12. Monoterpenlerin biyosentez semast.
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2.2.2.1. Asiklik monoterpenler

Asiklik monoterpenler 2,6-dimetiloktan iskeletini (Sekil 2.13.) tagir ve 3 gifte bagi vardir.
Oksijenli tiirevleri farmakognozi yoniinden daha énemlidir. Bu tiirevler primer alkol, tersiyer
alkol, ester ve aldehit gruplari tasiyabilir, monoetilenik ya da dietilenik olabilir.

2 6-dimetiloktan

Sekil 2.13. Asiklik monoterpenler

Ornegin; mirsen, osimen, sitronellol, lilanol, linalil asetat ve sitral bilesikleri (Sekil 2.14.)
bitkilerden izole edilmistir.

J ) oH J(::ucc—m
CrCnCoL L/kﬂ I J““‘W

)N DN U

Mirsen Ozmmen Sitronellol Linalal Limalil asetat Sitral

Sekil 2.14. Asiklik monoterpenlere 6rnekler
2.2.2.2. Monosiklik monoterpenler

Cogunlukla p-mentan iskeleti tasirlar. Cifte bag iki tanedir. Oksijenli tiirevleri sekonder
yada tersiyer alkol, ester, keton, epoksit ve peroksit gruplar tasiyabilir. Bu bilesikler

dietilenik, monoetilenik veya doymus yapida olabilir.

Ornegin; mentol, timol ve limonen (Sekil 2.15.) 5nemli monosiklik monoterpenlerdir.
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Mentol Timol Limonene

Sekil 2.15. Monosiklik monoterpenler

2.2.2.3. Bisiklik monoterpenler

Bisiklik monoterpenler ya sabinon ya karan ya pinon ya da kamfon iskeletinden

tiremislerdir (Sekil 2.16.). Bir ¢ifte bag tasirlar. Oksijenli tiirevleri sekonder alkol, ester

yada keton gruplar tasirlar. Bu bilesikler monoetilenik veya doymus olabilirler.

Ornegin ; sabinen, karen, a-pinen, B-pinen, kamfen, sabinol asetat ve kafur bilesikleri

bisiklik monoterpenlerdir.

X

Sabinen

G,
-:H-I:'l,.-"-'

Earen a—Pinen B—inen Kamfen
O
| e
CCHs
J To H \[/G x"\fo
-y ey LJ,
Samnol Sabinol asetat Eafur

Sekil 2.16. Bisiklik monoterpenler
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2.2.3. Seskiterpenler

Seskiterpenler 15 karbonlu bilesiklerdir (Sekil 2.17.). Dogada genis bir dagilima sahiptir
ve terpenlerin en genis sinifidir (Robbers vd., 1996). Monoterpenlerin yapi tasi olan
geranil pirofosfat molekiilii izopentenil pirofosfat ile kondenzasyona ugrayarak
seskiterpenleri olusturur. Bu yapilar 6zellikle Compositae familyasinda olduk¢a yaygin
olarak bulunurlar. Ulkemizde bu familyaya ait olan Tanecetum ve Inula tiirleri iizerinde
cesitli aragtirmalar yapilmistir. Seskiterpenler asiklik, monosiklik, bisiklik, trisiklik ve
tetrasiklik olarak 5 ayr1 formda bulunabilirler. Iskelet yapilarinin olusumu sirasinda
farnesil pirofosfatin trans- ve cis-farnesil katyonlarina doniistiigii ve farnesil difosfatin

siklizasyon ile bir germakradien iskelet olugturdugu tespit edilmistir.

Seskiterpenler laktonlar1 diger seskiterpenlerden bir a-metilen-y-lakton sistemi
varligiyla farklilik gosterir. Bircogu, epoksitlerde oldugu gibi a-f doymamis karbon
grubu icerir. Bu fonksiyonel grup enzimlerde ki amino gruplar1 ve thiolde oldugu gibi
biyolojik niikleofil i¢in reaktif reseptor yeri gibi gorev goriir (Sekil 2.18.). Sonug olarak
bu bilesikler i¢in genis bir biyolojik aktivite spektrumu rapor edilmistir. Ornegin;
antimikrobiyal ve antitimor aktivite ve bazilari memeliler i¢in oldukca toksiktir

(Robbers vd., 1996).

Seskiterpenler laktonlar: igerdikleri karboksilik iskelet yapisina gore ii¢ grupta incelenir.
10 tyeli halka germacranolidler, birbirine baglanmis iki altili halka eusmonolidler ve

yedi tiyeli halkaya baglanmis bir besli halka guaianolidlerdir.
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Sekil 2.17. Baz1 seskiterpen yapilari
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2.2.3.1. Asiklik seskiterpenler

Farnesol asiklik seskiterpenlere ornektir (Sekil 2.19.). Ambrette tohumlarinin yaginda
bulunur (Finar, 1975). Leylak kokusundadir. Farnesol ayn1 zamanda bazi boceklerde
hormon 6devi de goriir ve kurtcuk seklinden giive sekline doniistimii baglar (Solomons

ve Fryhle, 2002).

X:

OH

Sekil 2.19. Farnesol

2.2.3.2. Monosiklik seskiterpenler

Dort farkli tip monosiklik seskiterpen yapist bilinmektedir: bisabalone, elemane,

humulane ve germacrene.

Bisabolene miir ve diger esansiyel yaglarda bulunur. Bisabolene i¢in {i¢ yap1 yazmak

miimkiindiir: a-bisabalone, B-bisabalone, y-bisabalonedir (Sekil 2.20. Finar, 1975)

Sekil 2.20. Bisabalene’nin {i¢ yapisi
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2.2.3.3. Bisiklik seskiterpenler

Bisiklik seskiterpenler, cadinane, eudesmane ve perhidroazulen grubu olmak iizere ii¢
grupta incelenir (Finar, 1975)

Kamazulen (Sekil 2.21.) mayis papatyast olarak bilinen bitkiden elde edilen ve bogaz
agrilarinda gargara olarak kullanilan bisiklik seskiterpendir (Tanker ve Tanker, 1990).

Sekil 2.21. Kamazulen

2.2.3.4. Trisiklik seskiterpenler

Cedrene ve Longifolene (Sekil 2.22.) olmak tizere iki gruptur (Finar,1975).

I
f
\
\
”'»

Sekil 2.22. Trisiklik seskiterpenler.
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2.2.4. Diterpenler

Diterpenler 2E, 6E, 10E geranil-geranil pirofosfattan tiiremis dogal izoprenoid iriinler
ailesinin en ¢ok bulunan iiyeleridir. Esas olarak bitki ve mantar orijinli olmalarina
ragmen deniz ve bocek diinyasinda da bulunmaktadir. Triterpen ve steroidlerden farkli
olarak diterpenlerde kolay oksitlenme goriiliir. Bu nedenle diterpenlerde komsu grup
desteginden dolay1 yapisal reaksiyonlarda bir¢ok farklilik gdzlenir ve bu ylizden
onemlidir. Ayrica bunlardaki gruplar arasinda bag yapmayan i¢ etkilesmeler, 6zellikle
1,3 diaksial etkilesmeler bulunmaktadir. Kopriilii halka sistemlerinin bulunusu, 6zellikle
tetrasiklik diterpenlerde non-klasik karbokatyon olusumunu destekler ve Wagner-

Meerwein diizenlenmesi gozlenir.

Dogal iiriinler icerisinde, diterpenler en genis biyolojik aktiviteye sahip bilesiklerdir.
Diterpenler hormonlar1 gelistiren bitkilerde bulunmaktadir. Ornegin Gibberalin; bitki
bliylime hormonu, Podolacton; bitki biiyiime inhibitorii, Cloradane; act maddeler,
Antifeedantlar; bocekleri, Antitiimor; kanser etkisi ve bazi antibiyotiklere benzer
ozellikleri, bunun yani sira yiiksek tansiyonu disiiriicii etkisi oldugu gibi solerol

tiriinlerinin parfiimeri endiistrisinde kullanildig1 goriilmektedir.

Diterpenler arasinda bulunan yap tirliiliigiiniin farklilig1 fitokimyanin gelismesini de
kolaylastirmaktadir. Gergekte diterpenlerin bir¢ogu kimyasal ayirimlar, incelemeler
sonucu bulunmuslardir. Ayrica kompleks diterpen karisiminin izole edilmesi degisik
ekstraksiyon sistemleri ve ayirma yontemlerinin gelismelerine yol agmustir. Ayrica

biyolojik aktivite siklik diterpenlerde daha fazla goriiliir (Sekil 2.23.) (McMurry, 1986)
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Sekil 2.23. Diterpenlerin biyosentezi i¢in dnerilen mekanizmalar.
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Biyogenetik ¢esitlilik diterpenler i¢in de s6z konusudur. Literatiirde 70 farkli diterpen
iskeleti rapor edilmistir. Bunlarin 20 tanesi ana diterpen iskeletleri geri kalan 50 tanesi
ise yaygin olmayan diterpen iskeletleri olarak smiflandirilmiglardir. Yaygin diterpen
iskeletleri lineer, totarol, labdan, kauren, pimaran, kasan, abieatan, rozan, beyeren,
kaurene, alkaloids, gibbera, taksan, trachyloban, cembran, atisen, kolevan,

ericacan,fujinan ve tiglian olarak adlandirilmistir (Devon ve Scott, 1992).

Sideritis tiirlerinde genellikle kauren diterpenler yaygin olarak bulunmaktadir. Fakat
kauren diterpenlerin yaninda labdan, pimaran ve beyeren diterpenler de nadir de olsa
bulunmaktadir. Ulkemizde mevcut olan bir diger Labiatae familyas:1 iiyesi Salvia
turlerinde abietanlar, Teucrium ve Inula tiirlerinde ise kloredan ve neokloredanlar

yaygin olarak bulunmaktadir (Ulubelen vd., 2000).
2.2.4.1. Asiklik diterpenler

Halkal1 olmayan bu diterpenler yapilar1 20 karbon ve bagl: siibstitiientlere gore yirminin
iizerinde karbona sahip olan doymus ya da doymamis yapilardir. Ornek olarak fitol

verilebilir (Sekil 2.24.).

)\/’ S~ J\xm l“a/’" A“\A»”CH:DH

Sekil 2.24. Asiklik diterpenlere 6rnek (fitol).
2.2.4.2. Monosiklik diterpenler

Karasal bitkilerde ¢ok yaygin olmamakla birlikte bu tiir diterpenler 6zellikle deniz
yosunlarindan elde edilmislerdir. Nadir gézlenen bu yapilara 6rnek olarak bir kirmizi
alg olan Laurencia viridis’den elde edilen epimerik molekiiller viridolis A verilebilir

(Sekil 2.25.).

-~

W
o ey OH

Sekil 2.25. Virodolis A
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2.2.4.3. Bisiklik diterpenler
Bisiklik diterpenler labdanlar ve kloredans olmak tizere iki iskelet yapisinda incelenir.

Cam agacinin kabugundan sizan oleoresinin su buhari destilesinden elde edilen tortu,
rosin, bir asit karisimidir. Bu asitlerin bir kac1 bisiklik diterpenlerdir. Ornek olarak

labdanoik asit verilebilir (Sekil 2.26.) (Finar, 1975).

P ]/,
[J’HTJ/\ F H‘“CDGH
OH
>

Sekil 2.26. Labdanoik asit

2.2.4.4. Trisiklik diterpenler

Trisiklik diterpenler pimaranlar, abietanlar, kasanlar, rosanlar olmak tizere dort iskelet

yapisina sahiptir. Ornek olarak abietik asit verilebilir (Sekil 2.27).

Sekil 2.27. Abietik asit

2.2.4.5. Tetrasiklik diterpenler

Tetrasiklik diterpenleri kaurenler ve beyerenler olarak iki grupta incelenebilir. Linearol
bir tetrasiklik diterpen molekiiliidiir (Sekil 2.28).
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Sekil 2.28. Linearol

2.2.5. Triterpenler

Triterpenler alt1 izopren {initesinden biyosentetik olarak elde edilebilir ve ilk asiklik 30
karbonlu {iye squalendir. Squalende c¢esitli sekilde halka kapanmasi triterpenlerin gesitli
iskelet yapilarinda olmalarina neden olur. Gergekte 4000 dogal triterpen izole edilmistir
ve 40°dan fazla iskelet tipi belirlenmistir. Triterpenler iki ana smifa ayrilabilirler.

Tetrasiklik triterpenler ve pentasiklik triterpenlerdir.

Squalene (CsoHsp) kdpekbaliginin karaciger yagindan izole edilmistir. Diger kaynaklari
bitkisel yaglar ve zaytinyagidir. Nikel ile katalitik hidrojenasyon squaleni
perhidrosqualene (CsoHs2) doniistiiriir, bu yiizden squalenin alt1 tane gift bagi vardir ve
asikliktir. Squalenin ozonolizi, laevulik asidi verir, buda squalende izopren {initesinin
varligin1 gosterir. Squalen sodyum ve amil alkollerle indirgenmediginden molekiilde
konjuge ¢ift bag yoktur. Squalenin molekiil yapisina bakildiginda (Sekil 2.29.),
molekiiliin merkez bdliimiinde birbirine kuyruk kuyruga bagl iki izopren molekiilii

olduguna dikkat edilmelidir (Finar, 1975).

Sekil 2.29. Squalenine
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2.2.5.1. Tetrasiklik triterpenler

Steroid karbon iskeleti igeren dnemli bir bilesik sinifidr. Bu smif temelde iki grupta
incelenir; lanosterol ve euphol grubudur (Sekil 2.30.).

Lanosterol

f”‘“m: i .
f”“\t/LT
HGJ><;P| ~

Euphol

Sekil 2.30. Tetrasiklik triterpenler
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2.2.5.2. Pentasiklik Triterpenler

Bunlarda cesitli alt gruplarda incelenir. Ornek olarak; oleanane grubu, ursane grubu,

lupane grubu verilebilir (Sekil 2.31.).

p-amyrin ¢-amyrin

Lupeol

Sekil 2.31. Pentasiklik triterpenler
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2.2.6. Tetraterpenler

Karotenler, tetraterpenlerdir (Sekil 2.32.). Bunlar kuyruk-kuyruga baglanmis iki terpen
gibi diistiniilebilir.

- Karoten

p- Karoten

v- Karoten

Sekil 2.32. Tetraterpenler
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2.2.7. Politerpenler

Politerpenlerin en bilinen iyesi kauguktur (Sekil 2.33.). Kauguk diger adiyla lateks daha
cok tropik bolgelerde yetisen agaglardan elde edilen bir politerpendir. Agacin
govdesinde herhangi bir kesik acildiginda lateks buradan sizmaya baglar. Asetik asit
ilavesi kaucugu cozeltiden ayrilabilecek sekilde pihtilastirir ve yapraklara sarilir ve ya
bloklara bastirilir. Son olarak 1lik hava akiminda kurutulur veya tiitsiilenir (Karahan,

2007).

Kaugugun yikici destilasyonu ana iiriin olarak izopreni verir. Bu kaugugun izopren bir
polimeri oldugu fikrine neden olur ve bdylelikle molekiiler formiil (CsHg), olur. Bu

molekiiler yapi saf kaugugun analizleri ile dogrulanmustir (Finar, 1975).

Dogal kauguk, izoprenin 1,4 katilma polimeri olarak goriilebilir. Dogal kaugugun
olusumunda, izopren birimleri bas-kuyruga baglanir ve tiim ikili baglar cis’tir (Robbers

vd., 1996).

4 CH» CHa vb
Sekil 2.33. Dogal kauguk

2.3. Ucucu Yag Elde Etme Yontemleri

2.3.1. Destilasyon yontemi

Destilasyon, sivilarin kaynama noktalarindaki farklardan yararlanilarak gerceklestirilen

bir ayirma islemidir. Bu yontem ile elde edilen ugucu yaglar:
e Yiiksek oranda kaynama noktasi diisiik bilesikleridir.
e Az miktarda kaynama noktasi yiiksek ve suda ¢ozilinen bilesikler igermektedir.

Destilasyon yontemleri, su destilasyonu, buhar destilasyonu ve vakum destilasyonu

olmak iizere 3’e ayrilmaktadir.
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2.3.1.1. Buhar destilasyonu

Bu yontemde cam kap igerisine yerlestirilen bitki materyaline basing ile uygulanan
buhar, yag damlaciklarin1 da beraberinde siiriikleyerek toplama kabina getirmektedir.

Yag burada yogunlastirilarak sudan ayristirllmaktadir (Linskens ve Jackson 1997D).
2.3.1.2. Vakum destilasyonu

Kaynama noktalar1 olduk¢a yiiksek olan bilesikleri elde etmek amaciyla sicakligi
artirmak yerine basinci diisiirmek daha etkilidir. Basing bir kez bilesigin buhar basincinin

altina indirilirse kaynama ve destilasyon islemi baglamaktadir.
2.3.1.3. Hidrodestilasyon

Bu yontem, ugucu tiirden bilesiklerin elde edilmesinde yaygin olarak kullanilan bir
yontemdir. Kiigiik o6lgekteki tiretimlerde Clevenger tipi aparatla yapilan destilasyon
islemi, biiyiikk endiistriyel uygulamalarda destilasyon kazanlarinda (farkli biyiiklikteki
imbikler) gerceklestirilmektedir.

Yo6ntemin 6zii; sogutucuya baglanan bir cam balonun igerisinde su ile bitki materyalinin
2-8 saat siire ile kaynatilarak, su buhar ile birlikte hareket eden yag molekiillerinin
sogutucuda yogunlastirilip sudan ayristirilmasina dayanmaktadir. Toplanan ugucu yag
miktar1 hacimsel olarak ifade edilir. Bu yontem, en iyi toz halindeki materyallerde sonug

vermektedir. (Linskens ve Jackson, 1997b).

Elde edilen yagin miktar1 ¢ok olmakla birlikte, suyun kaynatilmasi siiresince uygulanan
yiiksek sicaklik, termal bazi reaksiyonlara neden olmaktadir. Bu olaym sonucunda
artifak olusumu, hidroliz ve izomerizasyon olaylar1 meydana gelmektedir. Sekil 2.34. ‘de
sicaklik etkisi ile meydana gelen ve destilasyon yontemlerinde sik¢a rastlanilan bir
termal degradasyon olayr goriilmektedir. Ugucu yaglarin bilesimi pH’a bagli olarak
degisse de su destilasyonu yonteminde genellikle sivimin pH degeri kontrol

edilmemektedir (Fakhari vd, 2005).
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Sekil 2.34. Sabinanhidratasetat’ta meydana gelen termal degradasyon (Rowe, 1989)
2.3.2. Ekstraksiyon yontemi

Ayrigtirma yontemlerinden bir digeri de ekstraksiyon yontemidir. Bu yontem, geleneksel
ve yeni metotlar olmak tizere iki gruba ayrilabilir. Sokslet ekstraksiyonu ve maserasyon
islemi geleneksel yontemler arasindadir. Islem siiresi uzundur ve biiyiikk miktarlarda
coziiciiler kullanilmaktadir. Siiper kritik sivi ekstraksiyonu, mikrodalga ekstraksiyonu ise
son yillarda gelistirilmis hizli, etkin ve modern yontemlerdendir. (Moyler, 1993). Etkin

bir ekstraksiyon i¢in sicaklik 6nemlidir.
2.3.2.1. Coziicii ekstraksiyonu

Geleneksel bir ekstraksiyon yontemi olup, bitki 6rnegi dogrudan oda sicakliginda
¢Oziiciiniin igerisine konabilecegi gibi Sokslet igerisinde organik ¢oziicii ile
kaynatilmaktadir. Endiistriyel calismalarda ¢oziicii olarak hekzan ve etanol; analitik
laboratuar ¢aligmalarinda da eter ve pentan-diklormetan yaygin olarak kullanilmaktadir.
Ekstraksiyon sonucunda, ¢oziicii destilasyon ile ortamdan uzaklagtirilarak geri

kazanilmaktadir. Kalan yagimsi kisim igerisinde ugucu bilesikler bulunmaktadir.

Bu yontemin buhar destilasyonuna gore bazi avantajlari vardir. Ekstraksiyon sirasinda
diisiik sicaklik kullanilmasi bunlardan birisidir. Genellikle sicaklik, Sokslet cihazinda 60
°C den az ve daldirma yonteminde ise 5-25 OC arasindadir. Diisiik sicaklik, elde edilen
ucucu yagin buhar destilasyonuna gore daha dogal bir icerik olusturmasini saglamaktadir

(Linskens ve Jackson, 1997h).

Bunun yaninda ¢oziicii ekstraksiyonunun dezavantajlari da vardir. Bunlardan birisi
ekstraksiyon sonrasinda yogunlastirma isleminde molekiil agirhgr disik ugucu
bilesiklerin kaybedilmesi ve artifaklarin olusumudur. Diger birisi ise ekstraksiyon

sonrasinda artan ¢oziiciidiir. Bu sorun hem ekonomik agidan hem de cevre kirliligi
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yoniinden ¢ok dnemlidir. Saf ve yiiksek Kalitedeki ¢oziiciiler pahali ve biiyiik miktarlarda
kullanildig1 takdirde maddi bir yiik getirmektedir.

2.3.2.2. Siiperkritik siv1 ekstraksiyonu

Dogal iirtinlerin ¢oziiciilerle muamele edilmesi ¢cevre ve saglik agisindan son yillarda pek
istenmeyen bir olgu halini almistir. Bu anlamda daha az ¢oziicli harcayan, ekstraksiyon
stiresi daha kisa ve normal sartlarda yiiksek sicaklikta ¢Oziinen bilesikleri ayristirma
ozelligi ile siiperkritik sivi ekstraksiyonu giderek biiyiik ilgi ¢ekmektedir (Yamani vd.,
2007).

Siiperkritik sivi ekstraksiyonu, gergekte bir ¢oziicli ekstraksiyon yontemidir. Organik
¢oziiciiler yerine, stiperkritik sivi 6zelligindeki maddeler ¢6ziicti amaglh kullanilmaktadir.
Bir madde, kritik sicaklik (Tc) ve kritik basing (Pc) noktasinin iizerinde stiperkritik sivi
ozelligi gostermektedir. Bu durumda, siiperkritik sivi termofiziksel o6zellikleri
bakimindan sivi ve gaz arasinda yer almaktadir. Sivi ¢oziiciilerin ¢ozme giicii ile birgok
maddeyi ¢6zebilirken bunun yaninda gazlara yakin difiizyon katsayisi 6zelligi ile de

¢ozlinen maddeyi hizla yaymaktadir (Linskens ve Jackson, 1997b).

Stiperkritik sivilarin  diisiik akigkanliklari, sivilarim yiiksek diflizyon katsayilar: ile
birlesince bitkiler i¢in ideal bir ekstraksiyon maddesi olarak ortaya ¢ikmaktadir. (Porta,
1999).

Karbondioksitin stiperkritik noktasi, 1869’da Andrews tarafindan kesfedilmistir. Coziicti
olarak ilk 6nemli kullanimi ise 1960’lar da Rusya ve A.B.D.’de olmustur. Giivenli
olmasi, yanict olmamasi, ucuz ve az bir kokusu olmasi nedeniyle karbondioksit, diisiik
vizkozitesi sayesinde bitkilere kolayca niifuz edebilmektedir. Bununla birlikte atik
birakmadan kolayca buharlasabilmektedir. Siiperkritik CO, , N.S.A.’da, 200-300 bar ve
40-50°C’de bitki ekstraksiyonu amaciyla kullanilmaktadir. Ekstraksiyon sirasinda
degisken sicaklik ve basing etkisi ile ugucu yaglara oOzgii belli bilesikler
aynistirabilmektedir. Cizelge 2.2. ’de sivi CO; ‘de c¢ozlinebilen madde gruplarn
goriilmektedir (Moyler, 1993; Congiu vd. 2002; Pourmortazavi, 2004).
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Cizelge 2.2. Siiperkritik siv1 karbondioksitte ¢oziinebilen madde gruplari (Moyler, 1993).

Kolay ¢oziinenler

Az ¢oziinenler

Hic ¢ozlinmeyenler

Diisiik molekiil agirliga

sahip organikler,

Tiyoller, Tiyaziller,

Pirazoller

Asetik asit, Benzaldehit,
Hexanol ve gliserol

asetatlar,

Yiiksek molekil

agirliktaki organikler,

Su,  oleikasit,gliserol,

decanol

Doymus yaglar

Molekiil agirhigr 400’e
kadar olan bilesikler

Sekerler, proteinler

Klorofil, karatenoidler,

sitrik ve malik asitler,

Amino asitler, nitratlar,

pestisitler, insektisitler

Molekiil agirligi 400’{in

tizerinde olan bilesikler

o  Molekiil agirlig1 250°ye
kadar olan bilesikler.

2.3.2.3. Mikrodalgayla ekstraksiyon

Il diinya savagindan bu yana kullanilan mikrodalga teknolojisinin, analitik laboratuarinda
kullanim1 ylizyilin sonunda olmustur. Mikrodalga enerjisinin etkinligi biiylik oranda
¢oziiclinilin igerigine baghdir. Bitki materyaline ve uygulanan mikrodalga giiciine bagh
olmaktadir. Polar molekiiller ile iyonik tiirlerin bulundugu durumlarda daha hizli bir
enerji yayillmast gerceklesmektedir. Mikrodalga yoOnteminin avantaji molekiillerin
kutuplarinda ki yiikseltgenen zayif hidrojen baglarinin bozunmasidir. Klasik temas
yoluyla 1s1 iletimi yOntemlerinin tersine, mikrodalga Ornegin tiimiinii ayn1 anda
isitmaktadir. Mikrodalga sayesinde ekstraksiyon iki farkli sistemle gergeklestirilmektedir.
Sicaklik ve basing kontrol edilebilen kapali bir kap icerisinde yapilan kapali sistem
ekstraksiyonudur. Diger bir yontem de atmosferik basing altinda agik kap iginde
gerceklestirilmektedir. Bu yontemin avantaji, ekstraksiyon siiresi ve ¢oziicii miktarinin
biiyiik oranda az olmasidir. Bu yontemle bitkilerdeki polifenoller ve lignanlar kolaylikla
ayristirtlabilmektedir (Kaufmann ve Christen 2002; Kaufmann vd., 2007; Beejmohun vd.,
2007).

2.3.2.4. Sikistirilms coziicii ekstraksiyon

Klasik ekstraksiyon yontemlerine alternatif olarak gelistirilen bir yontemdir. Ekstraksiyon

stiresi, ¢Ozilicii tiiketimi, verim ve tekrarlanabilirlik gibi avantajlar1 bulunmaktadir.
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Yontemin etkinligini artirmak amaciyla yiliksek basing ve sicaklikta organik ¢oziiciiler
kullanilmaktadir. Sicakligin artmasi, ekstraksiyonun kinetigini hizlandirirken, yiikseltilen
basing da ¢oziiciiyli sivi halde tutar. Boylece giivenli ve hizli bir ekstraksiyon saglanur.
Bunun yaninda yiiksek basing, ¢6ziiciiniin, deney materyalinin i¢ kisimlarina kadar niifuz

etmesine imkan saglar. (Kilig, 2008).

Bu yontem geregince, ¢elik bir kap icine yerlestirilen kat1 ya da yar1 kat1 6rnek ¢oziicii ile
bir firn igerisinde 50-200 °C arasinda degisen sicakliklarda isitilir. Boylece 1sitma
esnasinda firina 500-3000 psi degerleri arasinda basing uygulanir. Ekstraksiyonun bes ve
10. dakikalarinda ortama yeni ¢Oziicli pompalanarak, ornegin ve kabin yikanmasi

saglanmalidir. (Kaufmann ve Christen, 2002).
2.3.3. Mekanik yontem (Presleme)

Bazi turunggillerin kabuklarinda ki ugucu bilesikler, destilasyon yontemi uygulandiginda
bozunmaya ugramaktadir. Bu nedenle bu tiir meyvelerin kabuklar1 bez bir torbaya konup,
soguk hidrolik preslerde sikilirsa ugucu yaglar elde edilebilmektedir (Ceylan, 1983;
Kilig, 2008).

2.4. Ugucu Yaglarin Miktar Tayini

Ugucu yaglarin miktarlarinin tayin edilmesi amaciyla birisi voliimetrik digeri
gravimetrik olmak tizere iki farkli yontemden faydalanilmaktadir. Voliimetrik miktar
tayini yontemlerinin 6zii, bitkiden su buhari destilasyonuyla ayrilan ugucu yagi

dereceli bir kapta toplayarak hacmini 6lgmektir.

Bu yontem sonucunda, ugucu yag miktar1 hacim/agirlik olarak bulunur. Yagin yogunlugu

olgiilerek, agirhik/agirlik olarak yiizdesi hesaplanabilir.

Diger yontem olan gravimetrik yontemde ise, ugucu yag su buhari destilasyonu ile
ayrilmaktadir. Su-yag karisimindan olusmus destilat, tuz ile doyurularak organik bir
¢oziicli ile gekilmektedir. Coziicii, daras1 alinmig bir kapta ugurularak kalan miktarin
Ol¢iimii yapilir ve agirlik/agirlik olarak yiizde miktar1 hesaplanir (Tanker ve Tanker,
1998; Karadeniz, 2001).
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2.5. Ugucu Yagdaki Bilesiklerin Belirlenmesi

Bir karisimdaki organik bilesikler gaz kromatografisi yontemi ile kolayca ayrilarak
taninabilir. Kiitle spektrometrisi, yliksek duyarliligi ve tarama hizi sayesinde bir gaz
kromatograftan elde edilen ¢ok az miktarda maddenin yapist hakkinda bilgi
edinmek amaciyla kullanilan uygun bir yoldur. Her iki teknigin birlestirilmesi ile,
dogal ve sentetik organik karigimlarda ki bilesenlerin yap1 analizi i¢in olduk¢a uygun
bir yontem olusturur. Gaz kromatografisi ile birkag saniye icerisinde ayrilan nanogram

miktardaki bilesiklerin dahi duyarlikli kiitle spektrumlar alinabilir.

Ayirma islemi, genis ylizeyli kat1 bir destek iizerindeki hareketsiz faz ile hareketli
faz arasinda ayrilmasi istenilen bilesiklerin gb¢ hizlarinin farkindan yararlanilarak
yapilir. Hareketsiz fazi iizerinde tasiyan katiya destek katisi, hareketsiz faza durucu
faz ve hareketli faza tasiyict gaz denir. Yontemde ayrilmasi istenen karisim, lizeri
durucu fazla kaplanmis destek katisiyla doldurulmus cam veya metal bir kolon
igerisinden gegirilerek ayrilma islemi gerceklestirilir. Ayrilan bilesikler, kolonun diger
kismindan farkli zamanlarda ¢ikar ve uygun bir dedektor yardimryla tespit edilir. (Erdik
vd., 1993; Esen, 2005).

2.6. Gaz Kromatografisi Kiitle Spektroskopisi (GC/MS)

Gaz Kromatografisi Kiitle Spektroskopisi (GC/MS), gaz kromatografisi teknigi ve kiitle
spektroskopisinin birlestirilmesi ile olusmus bir sistemdir. Bir numunedeki bilesiklerin
tanimlanmasi i¢in olduk¢a yaygin olarak kullanilmaktadir. GC/MS ile bilinmeyen
numune, ilag, gevre, patlayici, besin, narkotik madde, kozmetik ve parfiim analizleri
yapilabildigi gibi, son zamanlarda hava alanlarinda giivenlik kontrollerinde ve
astronomik caligmalarda uzaya gonderilerek gezegenlerin atmosfer ve toprak
analizlerini yapmada kullanilmaktadir. GC/MS ile bir numunedeki eser elementler bile
tayin edilebilir (http://en.wikipedia.org/wiki/Gas_chromatography-mass_spectrometry,
2008).

Her iki yontemin birlikte kullanilmasi ile daha kesin sonuglar elde edilir. Birden ¢ok
bilesik i¢eren bir numunenin analizinde, bu yontemlerden sadece birinin kullanilmasi ile

kesin bir sonuca ulasilamayabilir. Kiitle spektroskopisinde oldukg¢a saf numunelerin
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kullanilmast gerekir. Ayrica bazen, iki molekiiliin olusturuldugu iyonlar benzer olabilir.
Gaz kromatografisinde ise kullanilan dedektdr, bir karisimdaki alikonma zamanlari ayni
olan maddeleri ayiramaz. Bu iki yontem bir arada kullanildiginda, iki farkli molekiiliin
hem gaz hem kiitle spektrometrelerinde aymi sekilde davranmalari son derece zor

oldugundan, sonuglar oldukca kesin bir sekilde elde edilir.

Cihaza enjekte edilen numune, enjeksiyon kisminda buhar haline geldikten sonra
tasiyict gaz ile kolona tasinir. Kolon icinde ilerlerken, numune i¢indeki maddeler kolon
icinde ¢esitli siirelerde tutulurlar. Bu tutulma siiresi, bilesigin uguculuk ve molekiil
agirligr gibi 6zelliklerine bagl olup alikonma siiresi (RT) olarak adlandirilir (genelde
ucucu ve molekiil agirlig1 diisiik olan bilesikler kolonda daha az tutulmaya ugrarlar).
Kolonun 1sisinin yiikselmesiyle kolonda tutulmus olan molekiiller gaz fazina gegerek
tastyici gaz ile kolonun ¢ikigina ilerlerler. Tutunma siirelerine gore birbirlerinden ayrilip
kolonu terk eden bilesikler, kiitle spektrometresine ulagirlar. Burada bir flamentten elde
edilen elektronlarla bombardimana tabi tutulurlar. Bu olaya elektron iyonlastirmasi (EI)
denir. Elektron iyonlastirmasi sonucu olusan iyonlar, kiitle/yiik oranlarina gore ayrilarak
dedektorde kaydedilir ve veriler bilgisayardan spektrum seklinde alinir. Bilgisayarda
kayith olan veri kiitliphanelerindeki bilesiklerin spektrumlar: ile karsilastirma sonucu

bilesikler tayin edilir (http://en.wikipedia.org/wiki/Gas_chromatography-

mass_spectrometry, 2008).

GC/MS cihazi temel olarak 3 kisimdan olusur, bunlar enjeksiyon, kolon ve kiitle dedektorii
kisimlaridir.

2.6.1. Enjeksiyon

Analizi ypialacak 6rnek, kolona enjeksiyon kismi araciligr ile gonderilir. Kolona giden
ornegin gaz fazinda olmasi gerekir. Bu nedenle enjeksiyon kisminin en 6nemli gorevi
ornegi 1sitmaktir. Bu amag icin, enjeksiyon kisminda bir 1sitma ¢emberi bulunur. Ornegi
buharlastirmak i¢in bu kisim genellikle 200-300°C civarinda tutulur. Sicaklik diisiik
olursa tam buharlasma olmaz ve pikler yayvan olur, ¢ok yiiksek olursa da ornekde
bozunmalar olusabilir. Ornegi enjeksiyon kisminda buharlastiktan sonra sabit akistaki
tasiyici bir gaz ile kolona tasinir. Bu amag i¢in kullanilan tasiyici gaz, 6rnek ve kolonla
reaksiyona girmeyecek 6zellikte olmalidir. Bu nedenle genellikle helyum, azot gibi inert

gazlar kullanilir. Hidrojen de ¢ok iyi bir tasiyici gazdir. Ancak ornek ile reaksiyona
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girme ihtimali vardir. Tastyic1 gazin se¢imi kullanilan dedektére de baglhidir. Ornegin,

alev iyonlastirma dedektorii (FID) kullaniliyorsa hidrojen kullanilmasi gerekmektedir.

Enjeksiyon kisminin diger bir gérevi de split ve splitless akislarini diizenlemektir. Split
akista, 6rnege ulasan tasiyict gaz numunenin bir kismini kolona, diger kismini farki bir
yol ile cihazin digina tasir. Yani enjekte edilen numunenin analizci tarafindan belirlenen
belli bir kism1 kolona taginmis olur. Bu akisa numunenin ¢ok derisik oldugu durumlarda
basvurulur. Splitless akista ise tastyicti gaz tiim numuneyi kolona tasir

(http://en.wikipedia.org/wiki/Gas_chromatography-mass_spectrometry, 2008).

2.6.2. Kolon

Kolonlar genellikle cam veya paslanmaz celik yapili kapiler veya tiip seklindedir. I¢
caplart 5 mm olup, uzunluklar1 1 m’ den 5 m’ ye kadar degisir. Kapiler kolonlarin 3
cesidi vardir. Destek kapli kapiler kolonlarda (SCOT), kapiler duvarlar1 ince bir tabaka
halinde destek maddesi ile kaplanmistir ve lizerine sabit faz adsorbe edilmistir. Gozenek
tabakali kapiler kolonlarda (PLOT), sabit faz olarak gdzenekli bir adsorban polimer
kullanilir. Duvar kapli kapiler kolonlarda (WCOT) ise, kolon duvarlari sivi bir sabit
fazla kaplanmistir
(http://testequipment.globalspec.com/LearnMore/Labware_Test_Measurement/Chromat
ography_Instruments/GC_Columns About GC Columns. 06.04.2008. ).

2.6.3. Dedektor

Gaz kromatografisi cihazlarinda amaca gore ¢ok ¢esitli dedektorler kullanilir. Bunlarin
bazilari, argon iyonlastirma dedektorii, alev iyonlastirma dedektorii, alev yayma
dedektorii, termal iletkenlik dedektori ve elektron tutma dedektoridir. GC/MS
cihazimin MS kisminda ise genellikle kiitle segici veya iyon yakalayic1 dedektor
kullanilir (http://en.wikipedia.org/wiki/Gas_chromatography-mass_spectrometry,
2008).

2.7. Galium (Rubiaceae)

Rubiaceae familyas1 500 cins ve 6000 kadar tiir igerir. Ulkemizde 10 cins ve 170 kadar

tir ile temsil edilmektedir. Agag, ¢ali ve otsu bitkilerdir, yapraklar simetrilidir. Cigekler
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ise erdisi, aktinomorf, nadiren simetrilidir veya basak durumlarinda gosterir. Tez
calismasinda materyal olarak kullanilan Galium dieckii ve Galium aladaghense
endemik tiirlerdir. Orta Anadolu’da yayilis gosterir. Galium incanum ise Yunanistan

ve Tirkiye’de yayilis gosterir (Simson, 2006).

2.7.1. Galium aladaghense

Galium aladaghense, ¢ok yillik kokleri odunsulagmis, 24-37 cm boylanabilen, tabandan
itibaren yogun dallanan yayik yiikselici govdeye sahip bir bitkidir. Yapraklar seritsiden
dar mizraksiya degismektedir. Cicek durumu yalanci semsiyemsidir, korolla grimsidir.
Meyveleri yumurtamsi burusuk ve parlak kirmizimsidir. Cigeklenmeleri 6-8. aylardadir
(Fotograf 2.1., C5 Nigde, Aladaglar, Yalak Deresi. 2640 m. Parolly. Topotip: C5 Nigde,
Aladaglar, Yalak Deresi Kapi, 2300-2600 m. 05.07.2012 Savran 5100).

Fotograf 2.1. Galium aladaghense Parolly

2.7.2. Galium dieckii

Galium dieckii, ¢cok yillik otsu, kokten itibaren dallanan ciice bitkilerdir. Govde 10-15
cm. Yapraklar obovat- oblong dan genis eliptike degisir. Cigek durumu ovoid veya kisa
silindirikdir, korolla yesilimsi—saridir. Meyve genis elipsoid, diiz ve tiiysiizdiir.
Cigeklenmeleri 5-6. aylardadir (Fotograf 2.2., C5 Nigde, Torslar, Ciftehan 1400 m.
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Dieck C5 Nigde, Mazmili Dag, Mezarlik dogusundaki tepeler 2000-2100 m.
05.06.2012, Savran 5060).

Fotograf 2.2. Galium dieckii
2.7.3. Galium incanum

Galium incanum, ¢ok yillik otsu ¢ok goévdeli 2.5-40 cm, gdovde yapraklart linear-
lanseolat ve korolla beyazdir. Meyveleri yuvarlagimsi veya oval tiiysiizdiir. Cigeklenme
5-8. aylardadir (Fotograf 2.3., (C5 Nigde, Ciftehan- Ulukigla 4. Km. Kayaliklar. 850m.
05.06.2012 Savran 5065).

Fotograf 2.3. Galium incanum Sm.
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BOLUM 111
DENEYSEL CALISMALAR

3.1. Materyal

Galium (Rubiaceae) cinsine ait  Galium incanum, Galium dieckii ve Galium
aladaghense tiirleri Biyoloji Boliimii Ogretim Uyesi Yrd. Dog. Dr. Ahmet SAVRAN
tarafindan 2013 yilinda toplanmus, teshis edilmis ve bize verilmistir. Bu bitkilerden
Galium dieckii ve Galium aladaghense endemiktir. Galium incanum ise endemik
degildir, Kuzey Suriye, Kuzey Iran ve Transkafkasya’da yayilis gostermektedir.
Yunanistan ve Tiirkiye’nin Orta Anadolu bolgesinde yetismektedir. Literatiir taramasi
sonucu bu tiirlere ait daha onceden kimyasal ve antimikrobiyal bir analiz yapildigina
dair bir yaym bulunamamigtir. Galium tiirli, Rubiaceae familyasinin onemli
tiirlerindendir. Antimikrobiyal aktivite ¢alismasi i¢in gereken gram pozitif (S. aureus
ATCC 25923), Gram negatif (E. coli ATCC 25922) bakterileri Biyoloji Bolimii
Ogretim iiyesi Yrd. Dog. Dr. Tuba ARTAN ONAT °‘tan temin edilmistir. Bakteriler icin
kullanilan besiyerleri Luria Bertani sivi besiyeri ve Miiller Hinton agar besiyeri Sigma

Aldrich firmasindan temin edilmistir.

3.2. Metot
3.2.1. Ucucu yaglarin izolasyonu

Ugucu yaglarin izolasyonlar1 Nigde Universitesi Fen Edebiyat Fakiiltesi Kimya Boliimii
Arastirma Laboratuvarlarinda bulunan Clevenger aparatinda gerceklestirilmistir.
Kurutulmus ve 6giitiilmiis her bir bitki tiirlinden tartilarak alinan materyal uygun bir
balona konulmus, iizerine mateylain kiitlesinin yedi kati kadar su ilave edilerek
Clevenger aparatainda (Sekil 3.1.) dort saat siireyle kaynatilmistir. Bu islem her 6rnek
igin ikiger tekrarli olarak gergeklestirilmistir. Elde edilen ugucu yaglar 0.5 ml n-hekzan
(HPLC kalitesinde) ile ¢oziilerek alinmis ve NaySO, ile kurutulup koyu renkli siseler
icinde 4°C ‘de saklannmstir. Ucucu yaglarm analizi GC/MS yontemi ile
gergeklestirilmistir.
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Sekil 3.1. Clevenger aparati
3.2.2. Ucucu yag bilesenlerinin belirlenmesi

Ugucu yag bilesenlerinin belirlenmesi GC/MS yontemiyle gergeklestirilmistir. Bu
amagla Ege Universitesi Eczacihk Fakiiltesi Farmasotik Bilimler Arastirma
Laboratuvarinda bulunan Thermo marka DSQII model GC/MS cihazindan
faydalanilmistir (Sekil 3.2).

VR T £

Sekil 3.2. Thermo marka DSQII model GC/MS cihazi
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Cihazin kolonu yine Thermo marka TR-WAXMS 60mx0.32mmx0.25m ve enjeksiyon
hacmi 1pL’dir. Enjeksiyon ii¢ tekrarli yapilmistir. Ornek kromatogramlarinda goriilen
bagil bolluklar1 en yiiksek bilinmeyen pikler i¢in GC/MS cihazinin MAINLIB,
WILEY7N ve Replic kiitiiphanesindeki olasi sonuglar benzerlik indeksi ile birlikte
belirlenmistir. Analiz sonuglarinda elde edilen her bir bilesige ait alikonma siirelerinden
alikonma indeksleri hesaplanmistir. Dogrulama icin bilesiklere ait alikonma indeksleri

literatiir verileriyle karsilagtirilmistir.

Bir maddenin kalitatif analizi i¢in tek bir alikonma zamani yeterli olmamaktadir. Ciinkii
alikonma zamani kolon sicakligi, akis hizi, basing ve sabit fazin yapisi gibi ¢alisma
kosullarina gore degismektedir. Tayin sonucunun kesinlik kazandirilmasi i¢in analit ve
standartin alikonma zamanlari, ¢alisma kosullart degistirilerek incelenir. Her ikisindeki
alikonma zamani benzer bir degisiklik goOsteriyorsa, analitin standart ile ayni madde
oldugu sdylenebilir. Alikonma indeksi Kovats tarafindan ¢ikarilmig bir parametredir ve
kromatografik verilerin tanimlanmasinda kullanilir. Bir analitin alikonma indeksi analit
normal parafinin alikonma indeksi, i¢erdigi karbon atomlart sayisinin 100 katidir ve
kullanilan kolonlara veya kromatografik kosullara bagimli degildir. Esitlik 2.1. ‘de
verilen formiil araciligi ile alikonma zamanindan alikonma indeksi hesaplamalari

yapilmistir.

log (tr)x = log (tr)s
lx =100 ]+100n
log (tr)n+1 - l0g (tR)s

(2.1)
Bu esitlikte t’r, her madde i¢in diizeltilmis alikonma zamanidir ve t’r = (tr-tm) ye esittir.

X analiti, n ve (n+1) karbon sayisina gore parafinleri belirtir (Besergil, 2002).
3.2.3. Antimikrobiyal Aktivitelerin Belirlenmesi

Elde edilen ugucu yaglar iizerinde yapilan antimikrobiyal aktivite ¢alismalar1 Nigde
Universitesi Fen Edebiyat Fakiiltesi Biyoloji Béliimii'nde gerceklestirilmistir.
Kullanilan mikroorganizmalar yine ayni bolimden temin edilmistir. Antimikrobiyal
aktivite gram pozitif (S. aureus ATCC 25923), Gram negatif (E. coli ATCC 25922)
bakterileri kullanilarak belirlenmistir. Antimikrobiyal aktiviteyi belirlemek i¢in Disk
Diflizyon yontemi uygulanmistir (NCCLS, 1997). Taze kiiltlirden 6ze ile alinan

mikroorganizmalar Luria Bertani (LB) broth sivi besi yerinde 0.5 Mc Farland’a esit
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tirbidite olusana kadar 37 ©°C’de inkiibe edilmistir. Kiiltiiri hazirlanan test
mikroorganizmalarindan 100 pL alinarak Miiller Hinton agar kati besi yerine yayma
ekim yapilmustir. Steril diskler ekim yapilan petrilere esit araliklarla yerlestirilmistir ve
hazirlanan Galium incanum (A), Galium dieckii (B), Galium aladaghense (C)
bitkilerinin ugucu yaglarindan 20 pL alinarak yerlestirilen steril diskler iizerine
emdirilmistir. Petriler 37 © C’de 24 saatlik inkiibasyona birakilmis ve sonra diskler
etrafinda olusan inhibisyon zon caplar1 6l¢lilmiistiir. Her test farkli zamanlarda 3 tekrar

halinde gerceklestirilmistir.
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BOLUM 4 BULGULAR VE TARTISMA

Rubiaceae familyasina ait olan Galium tiirlinden Galium incanum, Galium dieckii ve
Galium aladaghense bitkilerinin ugucu yag bilesenlerinin belirlenmesi amaciyla yapilan
bu tez caligmasi kapsaminda, bitkilerin Clevenger aparati ile ugucu yag izolasyonlar1
tamamlandiktan sonra ugucu yag bilesenlerinin belirlenmesi GC/MS yontemiyle
gerceklestirilmistir.  Analizler sonucunda elde edilen kromatogramlardan bagil
bolluklart en yiiksek pikler i¢cin GC/MS cihazinin kiitiiphanesindeki olas1t sonuglar
benzerlik indeksleri ile karsilastirilarak ve Esitlik 2.1. ‘de verilen formiil araciligi ile

alikonma zamanindan alikonma indeksi hesaplamalar1 yapilmistir.

Analiz sonucunda, bu bitkilere ait toplam 61 adet bilesigin yapis1 aydinlatilmistir. Bu
bilesikler sirasiyla; trans-2-hekzanal (1), Heptanal (2), Siklopenten (3), 3-oktanon (4),
a-terpinen (5), a-pinen (6), n-oktanol (7), Heksanal (8), Linalool (9), B-pinen (10),
Kamfor (11), Borneaol-L (12), Borneol (13), Miritenal (14), Limonen (15),
Izoamilalkol (16), 1,8-sineol (17), Nonanoik asit (18), Karvakrol (19), 2-heptanol (20),
Ogenol (21), (Z)-3-heksenol (22), Sipren (23), Nonanal (24), Dodekanal (25), a-sedren
(26), B-karyofillen (27), geranil aseton (28), Trans-p-farnesen (29), 1-okten-3-ol (30), a-
humulen (31), B-ionen (32), a-kamfolen aldehit (33), Benzaldehit (34), Karpofillenoksit
(35), Elemisin (36), Oktanol (37), 5-metilfurfural (38), Pinokarvon (39), Kubenol (40),
Karvenon (41), Zerumbon (42), Oktadekan (43), cis-kalamenen (44), Heksanoik asit
(45), 1-hekzadekanol (46), hekzadekanoik asit (47), Tetradekanal (48), Eikosan (49),
Fitol (50), Timol (51), Trikosan (52), Dekanoik asit (53), Pentakosan (54), Metil
linenoat (55), Heptakozan (56), Tetradekanoik asit (57), Pentadekanoik asit (58),
Nonakosan (59), Oleik asit (60), Linoneik asit (61)’dir. Galium incanum bitkisi (A),
Galium dieckii bitkisi (B) ve Galium aladaghense (C) bitkisi ugucu yag bilesenlerine ait

veriler Cizelge 4.1.de verilmistir.
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Cizelge 4.1. Ugucu yag bilesenleri

No Bilesen RI* % A % B % C
1 | trans-2-hekzanal 801 15 2,3 -

Heptanal 903 - 1,8 0,7

Siklopenten 931 0,9 0,6 -
4 | 3-oktanon 984 - 0.2 0,2
5 | a-terpinen 1019 0,3 - 0,7
6 | a-pinen 1032 0,1 0,2 -

n-oktanol 1063 - - 0,3

Heksanal 1093 0,7 0,3 0,4
9 | Linalool 1098 - 0,2 -
10 | B-pinen 1118 0,2 - 0,6
11 | Kamfor 1147 1,2 0,2 0,5
12 | L-Borneol 1165 3,2 1,8 -
13 | Borneol 1171 - - 0,3
14 | Miritenal 1194 - 0,7 0,5
15 | Limonen 1203 0,1 - -
16 | izoamilalkol 1212 0,3 - 0,5
17 | 1,8-sineol 1213 0,6 - -
18 | Nonanoik asit 1267 0,1 0,3 -
19 | Karvakrol 1298 0,4 1,2 2,4
20 | 2-heptanol 1320 0,1 - 0,3
21 | Ogenol 1360 7.8 8,1 6,9
22 | (Z)-3-heksenol 1391 0,2 - -
23 | Sipren 1398 - - 04
24 | Nonanal 1400 1,2 2,4 0,8
25 | Dodekanal 1409 115 - 2,6
26 | a-sedren 1411 - - 0,6
27 | B-Karyofillen 1426 - 0,2 -
28 | geranil aseton 1445 - - 0.7
29 | Trans-B-farnesen 1449 0,1 0,2 -
30 | 1-okten-3-ol 1452 0,7 - 0,4
31 | a-humulen 1454 7,8 5,3 3,2
32 | B-ionen 1487 - - 0,2
33 | a-kamfolen aldehit 1500 11 0,9 0,2
34 | Benzaldehit 1541 0,3 0,1 0,2
35 | Karpofillenoksit 1555 - - 0.6
36 | Elemisin 1558 - - 0,2
37 | Oktanol 1562 2,7 9,7 0,6
38 | 5-metilfurfural 1585 0,9 - 0.2
39 | Pinokarvon 1586 - - 0.9
40 | Kubenol 1648 0,6 - 0,2
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Cizelge 4.1. (devam) Ugucu yag bilesenleri.

41 | Karvenon 1737 0,4 0,3 0,3
42 | Zerumbon 1754 - - -
43 | Oktadekan 1800 0,2 1,9 0,4
44 | cis-kalamenen 1853 0,5 - -
45 | Heksanoik asit 1870 0,4 6,8 0,3
46 | 1-hekzadekanol 1874 0,6 04 1,6
47 | hekzadekanoik asit 1929 21,6 - 6,4
48 | Tetradekanal 1933 1,7 - 0,6
49 | Eikosan 1999 0,7 0,3 0,4
50 | Fitol 2102 - - 1,5
51 | Timol 2205 7,4 5,7 21,4
52 | Trikosan 2300 - 6,8 0,4
53 | Dekanoik asit 2300 1,7 2,8 -
54 | Pentakosan 2499 - - 0,2
55 | Metil linenoat 2509 0,2 - 0.7
56 | Heptakozan 2700 0,9 0,2 -
57 | Tetradekanoik asit 2713 - 3,6 -
58 | Pentadekanoik asit 2822 0,3 - 0,1
59 | Nonakosan 2900 1,7 - -
60 | Oleik asit 3200 1,3 0,2 -
61 | Linoneik asit 3290 - 2,1 4,7

*: RI: Alikonma indeksi, ** SI: Benzelik indeksi.

Analizi yapilan tiirler igerisinde; Kamfor (11), Karvakrol (19), Ogenol (21), Nonanal
(24), a-humulen (31), a-kamfolen aldehit (33), Benzaldehit (34), Oktanol
(37), Karvenon (41), Oktadekan (43), Heksanoik asit (45), 1-hekzadekanol
(46), Eikosan (49), Timol (51) bilesiklerinin Galium incanum (A), Galium dieckii (B)
ve Galium aladaghense (C) tiirlerinin her dglinde de ortak oldugu
goriilmiistiir. Dodekanal (25) ve Hekzadekanoik asit (47) Galium incanum (A) , Oktanol
(37) Galium dieckii tiiriinde (B) , Timol (51) Galium aladaghense (C) tiiriinde yiiksek
miktarda bulundugu ve Ogenol (21) bilesiginin her iic tiirde de yiiksek miktarda oldugu

tespit edilmistir.

Yapilar1 aydinlatilan bilesiklerin sirasiyla molekiil formiilleri ve isimleri asagida

gorilmektedir.
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Bilesiklerin yapist aydinlatilirken, GC/MS analizi ile elde edilen kiitle spektrumlarinin,
cihaz veri tabaninda bulunan NIST ve WILEY Kkiitiiphanelerindeki kiitle spektrumlari
ile karsilastirilmasi yonteminin yani sira, literatiir verilerinde bulunan bazi saf
bilesiklerin, ayni1 cihazda yapilan analizleri sonucu elde edilen sonuclarla karsilastirma
yontemi de kullanilmistir. Kiitiiphane karsilastirmalarinda benzesme orami %80 ve
tizerinde olan bilesikler dikkate alinmistir. Benzesme oranlarina gore tespit edilen
bilesiklerin dogrulanmas1 i¢in, bu bilesiklere ait alikonma indeksleri literatiir alikonma

indeksleri ile karsilastirilmistir.

Bilesiklerin yapisi incelendiginde bes bilesigin monoterpen [a-terpinen (5), a-pinen (6),
B-pinen (10), Limonen (15), Timol (51)], dokuz bilesigin monoterpenoid [Linalool (9),
Kamfor (11), L-Borneol (12), Borneol (13), Miritenal (14), 1,8-sineol (17), Karvakrol
(19), Ogenol (21), Pinokarvon (39)], dokuz bilesigin seskiterpen [Sipren (23), a-sedren
(26), B-karyofillen (27), Trans-B-farnesen (29), a-humulen (31), Karpofillenoksit (35),
Kubenol (40), Zerumbon (42), cis-kalamenen (44)] yapisinda olduklari belirlenmistir.
Buna gore toplam bilesenlerin %8.2 ‘si momoterpen, % 14,75’1 momoterpenoid,
%14,75°1 ise seskiterpen yapisindadir. Siiflandirilamayan bilesikler diger bilesikler

olarak nitelenmistir.

Antimikrobiyal aktivite gram pozitif (S. aureus ATCC 25923), Gram negatif (E. coli
ATCC 25922) bakterileri kullanilarak belirlenmistir. Antimikrobiyal aktiviteyi
belirlemek i¢in Disk Difiizyon yontemi uygulanmistir (NCCLS 1997). Elde edilen

54



ucucu yaglar lizerinde yapilan antimikrobiyal aktivite g¢aligmalar1 Disk Difiizyon
metodu kullanilarak gerceklestirilmistir. Bu testler icin, Nigde Universitesi Biyoloji
Bolimi’nden temin edilen, E. coli ATCC 25922 ve S. aureus ATCC 25923

mikroorganizmalar1 kullanilmistir.

Elde edilen Galium incanum ’a ait ugucu yaglar, S. Aureus’a 7mm, E. Coli’ye ise 9 mm

inhibisyon zonu olusturmustur.

Antimikrobiyal aktivite testleri sonucunda Galium aladaghense bitkisine ait ugucu
yagin, Galium incanum ve Galium dieckii bitkilerinin ugucu yaglarma gore her iki
mikroorganizmaya karsi daha giiclii antimikrobiyal aktivite gosterdigi gozlenmistir. Her
ti¢ bitkinin ugucu yagmin da E. coli ATCC 25922 mikroorganizmasina, S. aureus
ATCC 25923 mikroorganizmasina gore daha yiiksek antimikrobiyal aktivite gosterdigi
belirlenmistir (Sekil 1). Galium incanum bitkisine ait ugucu yag S. aureus
mikroorganizmasina karsi zayif aktivite gosterirken E. coli mikroorganizmasina karsi
daha gii¢lii antimikrobiyal aktivite gosterdigi belirlenmistir. Galium dieckii bitkisine ait
ugucu yag hem S. aureus hem de E. coli mikroorganizmasma karsi yakin bir
antimikrobiyal aktivite sergilemistir. Galium aladaghense bitkisine ait ugucu yag ise E.
coli mikroorganizmasina karst S. aureus mikroorganizmasindan daha giiglii aktivite
gostermistir (Tablo 1). Antimikrobiyal aktivitelere ait veriler Cizelge 4.1, Sekil 4.1. *de

goriilmektedir.

Cizelge 4.2. Galium incanum (A), Galium dieckii (B), Galium aladaghsis (C)
bitkilerinin ugucu yaglarmin antimikrobiyal aktiviteleri (Inhibisyon Zon

Caplar1 (mm).
Inhibisyon Zon Caplar1 (mm)

Test Galium incanum (A) Galium dieckii (B) Galium aladaghense (C)
Mikroorganiz (0.1 pg/ul)
malari (0.1 pg/ul) (0.1 pg/ul)
S. aureus
ATCC 25923 7 8.5 8.5
E. coli
ATCC 25922 9 85 9.5
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Sekil 4.1. Galium incanum (A), Galium dieckii (B), Galium aladaghense (C)
bitkilerinin ugucu yaglarinin antimikrobiyal aktiviteleri.

Bitkilerin ve ugucu yaglarinin antimikrobiyal 6zelliklerinin bilinmesi, insan saglig1 ve
gida triinlerinin raf Omriinii uzatmak acisindan ila¢ ve gida endiistrisine 6nemli katki
saglayacaktir. Sonug olarak; tez calismasinda analizleri yapilan ii¢ tiliriin ugucu yaglari
esas bilesenlerinin E. coli ve S. aureus mikroorganizmalarna karsi antimikrobiyal
aktivite gosterdikleri belirlenmistir.
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BOLUM V SONUCLAR

Rubiaceae familyasina ait olan Galium cinsinden Galium incanum, Galium dieckii ve
Galium aladaghense tiirlerinin ugucu yag bilesenlerinin belirlenmesi amaciyla yapilan
bu tez calismasi kapsaminda, bitki drnekleri Nigde Universitesi Fen Edebiyat Fakiiltesi
Biyoloji Bolimii Yrd. Dog. Dr. Ahmet SAVRAN tarafindan toplanmis ve teshis
edilmistir. Bu bitkilerden Galium dieckii ve Galium aladaghense endemiktir. Galium
incanum endemik degildir, Yunanistan ve Tiirkiye’de yayilis gostermektedir. Literatiir
taramas1 sonucu her {i¢ bitki icinde daha Onceden yapilmis kimyasal herhangi bir

analize rastlanmamistir. Galium tiirii, Rubiaceae familyasinin 6nemli tiirlerindendir.

Bitki orneklerinin Clevenger aparati ile ugucu yag izolasyonlari tamamlandiktan sonra
ucucu yag bilesenlerinin belirlenmesi GC/MS yontemiyle gergeklestirilmistir. Bu
amagla Ege Universitesi Eczacilik Fakiiltesi Farmasotik Bilimler Arastirma
Laboratuvarinda bulunan Thermo marka DSQII model GC/MS cihazindan
faydalanmilmistir. ~ Cihazin ~ kolonu  yine = Thermo  marka  TR-WAXMS
60mx0.32mmx0.25m ve enjeksiyon hacmi 1pL’dir. Enjeksiyon ii¢ tekrarli yapilmigtir.
Ornek kromatogramlarinda goriilen bagil bolluklari en yiiksek bilinmeyen pikler igin
GC/MS cihazinin MAINLIB, WILEY7N ve Replic kiitiiphanesindeki olas1 sonuglar
benzerlik indeksi ile birlikte belirlenmistir. Analiz sonuglarinda elde edilen her bir
bilesige ait alikonma siirelerinden alikonma indeksleri hesaplanmistir. Dogrulama igin
bilesiklere ait alikonma indeksleri literatiir verileriyle karsilastirilmistir. Analizler
sonucunda bu bitkilere ait toplam 61 adet bilesigin yapisit aydinlatilmistir. Bilesiklerin
yapist incelendiginde bes bilesigin monoterpen [a-terpinen (5), a-pinen (6), B-pinen
(10), Limonen (15), Timol (51)], dokuz bilesigin monoterpenoid [Linalool (9), Kamfor
(11), L-Borneol (12), Borneol (13), Miritenal (14), 1,8-sineol (17), Karvakrol (19),
Ogenol (21), Pinokarvon (39)], dokuz bilesigin seskiterpen [Sipren (23), a-sedren (26),
B-karyofillen (27), Trans-p-farnesen (29), a-humulen (31), Karpofillenoksit (35),
Kubenol (40), Zerumbon (42), cis-kalamenen (44)] yapisinda olduklar1 belirlenmistir.
Buna gore toplam bilesenlerin %8.2 ‘si momoterpen, % 14,75’1 momoterpenoid,
%14,75’1 1se seskiterpen yapisinda. Siniflandiralamayan bilesikler diger bilesikler

olarak nitelenmistir.

Antimikrobiyal aktivite gram pozitif (S. aureus ATCC 25923), Gram negatif (E. coli
ATCC 25922) bakterileri kullanilarak belirlenmistir. Antimikrobiyal aktiviteyi
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belirlemek i¢in Disk Diflizyon yontemi uygulanmistir (NCCLS 1997).Elde edilen ugucu
yaglar iizerinde yapilan antimikrobiyal aktivite ¢aligmalar1 Disk Diflizyon metodu
kullanilarak gergeklestirilmistir. Bu testler igin, Nigde Universitesi Biyoloji
Bolimi’nden temin edilen, E. coli ATCC 25922 ve S. aureus ATCC 25923

mikroorganizmalar1 kullanilmigtir.

Antimikrobiyal aktivite testleri sonucunda Galium aladaghense bitkisine ait ugucu
yagin, Galium incanum ve Galium dieckii bitkilerinin ugucu yaglarma gore her iki
mikroorganizmaya kars1 daha giiclii antimikrobiyal aktivite gosterdigi gozlenmistir. Her
ti¢ bitkinin ugucu yagmin da E. coli ATCC 25922 mikroorganizmasina, S. aureus
ATCC 25923 mikroorganizmasina gore daha yiiksek antimikrobiyal aktivite gosterdigi
belirlenmistir (Sekil 1). Galium incanum bitkisine ait ugucu yag S. aureus
mikroorganizmasina karsi zayif aktivite gosterirken E. coli mikroorganizmasina karsi
daha gii¢lii antimikrobiyal aktivite gosterdigi belirlenmistir. Galium dieckii bitkisine ait
ucucu yag hem S. aureus hem de E. coli mikroorganizmasina kars1 yakin bir
antimikrobiyal aktivite sergilemistir. Galium aladaghense bitkisine ait ugucu yag ise E.
coli mikroorganizmasina Kars1 S. aureus mikroorganizmasindan daha giiglii aktivite

gostermistir.

Baser ve ark., Ankara ve Kastamonu'dan topladiklar1 Galium aparine ve Galium
odoratum orneklerinde ugucu yag bilesenlerini belirlemislerdir. Bu ¢alisma da, ugucu
yaglarin izolasyonu sonrasinda bilesenler GC/MS ile analiz edilmistir. Toplam 96
bilesik elde edilirken, Galium odoratum 6rneklerinde bilesenlerin % 89.1°1 ve Galium
aparine orneklerinde bilesenlerin % 64.7’si karakterize edilmistir. Galium odoratum'un
ucucu yag ana bilesenlerini; timol (% 30.6) ve izo timol (% 22.8) olarak belirlemisler,
Galium aparine’in ise ugucu yag ana bilesenini heksadekanoik asit (% 22.3) olarak

saptamislardir (Baser ve ark, 2004).

Mirza ve ark. ise 2004 yilinda iran’da yaptiklar1 bir arastirma da, Galium Verum L.
(Rubiaceae) orneklerinin st kisimlarindan Clevenger tipi aparat kullanilarak
hidrodistilasyon yoluyla ugucu yaglar1 izole etmislerdir. Elde ettikleri ugucu yaglarin
kimyasal bilesenlerini GC ve GC/MS yontemlerinin bir kombinasyonu ile
incelemislerdir. Arastirma sonucunda bitki 6rnegine ait 23 bilesen izole edilirken,

Galium % 93 oraninda bilesenleri karakterize etmisleridr. Ana bilesenleri; kariyofilen
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(% 26), kariyofilen oksit (% 16.2) ve germakren-D (% 11.2) olarak tespit etmislerdir
(Mirza ve ark., 2004).

Pakistan’da Shakirullah ve arkadaslarinin 2009 yilinda yaptiklart bir arastirmada,
Galium tricornutum subsp. 6rneklerinin kimyasal bilesenleri ve biyolojik aktiviteleri
incelenmistir. Hidrodistilasyon ve GC/MS analizleri sonucunda bilesenleri; eikosil ester
(12.7%), 9-oktadekanoik asid (2)-, tetradesil ester (12.3%), hekzadekanoik asit (5.6%),
9-oktadekanoik asit (Z), 2-hidroksi-1-(hidroksimetil) etil ester (5.5%), hekzadekanoik
asit, 1-(hidroksimetil)-1,2-etanedil ester (5.2%), 4H-1-benzopiran-4-one,2-(3,4-
dihidroksifenil)-6,8-di-a-D-glukopiranosil-5,7-dihidroksi-(3.6%) mirtenol (2.3%) ve 9-
oktadekanoik asit (Z)-, tetradesil ester (2%) olarak belirlemislerdir. Antimikrobiyal
aktivite incelenmeleri sonrasinda Escherichia coli’ ye karst aktivite gormiislerdir.

Fitotoksik incelemelerde ise anlaml1 bir sonuca ulasmamislardir (Shakirullah, 2009).

Ukrayna’da halk arasinda tedavi amacli olarak ve peynir yapiminda yaygin olarak
kullanilan Galium verum L. (Rubiaceae Juss.) bitkisinin c¢icekleri {izerine Il'ina ve
arkadaglar1 2009 yilinda bir arastirma yapmuslardir. Bu arastirma da GC yontemi
kullanilarak bilesenler tespit edilmistir. Aragtirma sonucunda fenol karboksilik asitler,
kumarinler, flavonoidler, tabaklama maddeleri ve saponin tirii bilesiklere
rastlamiglardir. Bilesenler smiflandirildiginda; dokuz tane terpen, bes tane aromatik
bilesik ve dort tane de yag asiti icerdigini gérmislerdir. Diger tespit edilen bilesikleri ise

organik bilesiklerin ¢esitli siniflarina ait olduklarini bildirmislerdir (Il'ina ve ark, 2009).

Sirbistan’da iki farkli lokasyondan toplanan Galium verum L., Rubiaceae drneklerinin
metanol ekstraklarinda Laki¢ ve ark. tarafindan antioksidan 6zelliklerin arastirildig bir
calisma da ise, kurutulmus ekstraktin toplam fenolik madde igerigi, flavonoidler ve
klorofil igerigi belirlenmistir. Arastirma sonucunda farkli antioksidan o6zelliklere
rastlanirken bunun nedeni olarak da fenolik bilesenlerdeki degisiklikler gdsterilmistir

(Laki¢ ve ark., 2010).

Tez ¢alismasina konu olan Galium cinsine ait literatiirde farkli bir c¢aligmaya
rastlanmamistir. Ancak yapilan az sayida diger galium cinslerini i¢eren caligmalarda
Ozellikle monoterpen ve seskiterpen tiirii bilesikler goze ¢arpmaktadir. Bu kapsamda tez

calismasi sonucunda elde edilen bilesikler de bu ¢alismalarla uyum igerisindedir. Ayrica
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bazi caligmalarda goriilen antimikrobiyal Ozelliklerinde tez c¢alismasi ile

karsilastirildiginda benzer 6zelliklerde oldugu goriilmektedir.

Terpen ve terpenoidler, ¢ogu bitki ve ¢igekteki esans yaglarmin baslica
bilesenlerindendir. Bu tiir bilesenler gidalara tatlandirici katkisi olarak, parfiimeride,
koku tedaviside, ayrica geleneksel ve alternatif tipta kullanilirlar. Dogal terpenlerin
sentetik degisiklikleri ve tiirevleri, parfiimeri ve gida tatlandirici katki maddelerindeki
cesitliligi ¢ok arttirmistir. Tez calismasi sonucunda belirlenen terpen ve tepenoid tiirii
bilesenlerin de bu yonde eczacilikta ve Ozellikle kozmetikte kullanilabilecegi on

goriilmektedir.

Bitkilerin yapisinda ugucu yaglar ile birlikte yiizlerce bilesik daha bulunmaktadir. Farkli
ekstraksiyon ve izolasyon yontemleri ile bu bilesikler de incelenebilir ve antimikrobiyal
aktiviteleri arastirilabilir. Bu tiir ¢alismalar farkli bitkiler tizerinde de denenerek
biyolojik agidan ¢ok daha aktif bilesikler tespit edilmeye calisilabilir. Elde edilen ugucu
yaglarin biiyiik bir kismin1 terpen tiirii bilesikler olusturmaktadir. Bu bilesikler, hem hos
kokulartyla hem de biyolojik aktivitelerinin olduk¢a yiiksek olmasi nedeniyle ilag,
kozmetik, parfiimeri, gida gibi pek cok alanda kullanilmaktadirlar. Yiiksek oranda
faydali bilesen igeren bitkileri bulmak i¢in benzeri ¢calismalarin yapilmasi ve arttirilmasi
gerekmektedir. Antimikrobiyal madde direngliligi bakterilerde hizli bir sekilde
artmaktadir. Boylece bakteriler, antimikrobiyal 6zellik gosteren bitkilere ve bitkisel
irtinlere kars1 diren¢ kazanamamaktadir. Bunun nedeni, sentetik olarak {iretilen ilaclarin
bitkilerdeki herhangi bir aktif maddenin izole edilmesi suretiyle yapilmasidir. Bakteriler
tek bir yapit iceren sentetik ilaglara karsi kisa zamanda dayanikli irklar olusturarak
ilaglar1 etkisiz hale getirebilmektedir. Buna karsilik, bitkilerdeki aktif maddeler diger
maddelerle birlikte kompleks bir yap1 halinde bulunduklarindan bakterilerin bu yapilara
kars1 direng gelistirmesini gili¢lestirmektedir. Bu ylizden antibiyotiklere alternatif olarak
bitkilerin ve bitkisel iirlinlerin geleneksel antimikrobiyaller olarak kullanilmalari igin
arastimalarin artirilmasi uygun olabilir. Ayn1 zamanda sentetik kokenli maddelerin yan
etkilerinin daha fazla olmasi nedeniyle bitki ve bitkisel iirlinlerin kullanilmasi1 bu
yonden avantajlidir. Fakat daha detayli ve 6zellikle ugucu yag bilesenlerinin veya ana
gruplariin saf olarak elde edilerek mikroorganizmalar iizerinde test edilmesi ile elde

edilecek sonuclar daha da aydinlatici olabilir.
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