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OZET

Doktora Tezi

CASIRIN (Ferula orientalis L.) ESANSIYEL YAGI iLE FARKLI
EKSTRAKTLARININ ANTIOKSIDAN ANTIMIKROBIYAL VE iN VITRO
NOROPROTEKTIF AKTiVITELERININ ARASTIRILMASI

Elif Feyza TOPDAS

Atatiirk Universitesi
Fen Bilimleri Enstittisi
Gida Miihendisligi Anabilim Dali

Danisman: Prof. Dr. Memnune SENGUL

Apiaceae familyasindan yenilebilir yabani bir bitki cinsi olan Ferula, ayni zamanda
aromatik bilesimi ve tibbi 6zellikleri ile de diinya ¢apinda taninmaktadir. Bu ¢aligmada,
Dogu Anadolu Bolgesi halki tarafindan yaygin sekilde tiiketilen Ferula orientalis L.
salamurasinin hidrodistilasyon ydntemiyle elde edilen esansiyel yagi ve liyofilize
salamuranin klasik ve ultrasonik yontemlerle elde edilen su, etanol: su, metanol: su,
kloroform ve n-hekzan ekstraktlar1 iizerinde ¢aligilmistir. DPPH* ve ABTS** radikali
giderme aktiviteleri ile Cu*? iyonlar1 indirgeme kapasitesi verileri, esansiyel yagin en
yiiksek antioksidan aktiviteye (sirasiyla; 50,040 pug/ml; 80,777 pg/ml ve 0,530) sahip
oldugunu gostermektedir. Tespit edilen en yiiksek toplam fenolik ve flavonoid madde
miktarlari ultrasonik metanol: su ekstraktina aittir (sirasiyla; 117,222 mg GAE/g ekstrakt
ve 21,325 mg KE/g ekstrakt). Ekstraktlarin LC-MS/MS ile tespit edilen fenolik
bilesenleri arasinda Klorojenik asit ve diosmin major bilesenler olarak tespit edilmistir.
GC-MS ile ugucu yagda ana bilesikler olarak a—pinen (%20,55), osimen (%18,83),
terpinolen (%7,63), D-limonen (6,19), p-karyofilen (%5,44), bornil asetat (%5,28)
saptanmigtir. ICP-MS ile belirlenen minaral madde kompozisyonuna gore, ultrason
uygulamasinin ekstraktlara mineral madde gecisini belirgin sekilde artirdigin
gostermistir (p<0,01). Ekstraktlar ve esansiyel yagda, kuyu difiizyon yéntemi ve MIK
testi ile belirlenen antimikrobiyal aktivite degerleri mikroorganizmalara gére degisen
zayif ya da orta derecede aktiviteyi gostermektedir. En yiiksek antimikrobiyal aktivite
Streptococcus mutans’a karsi etanol: su ekstraktlarinda (31,25 ug/ml) belirlenmistir.
Korteks noronlar1 kullanilarak saptanan glutamat indiikli nérotoksisite verileri, esansiyel
yagin noroprotektif etkisinin belirgin sekilde yiiksek oldugunu gostermistir. Bu arastirma,
salamura Ferula orientalis L., esansiyel yagi ve ekstraktlarmin mineral madde
kompozisyonu, antimikrobiyal aktivitesi, in vitro noroprotektif aktivitesinin belirlenmesi
acisindan ilk olma 6zelligi tasimaktadir.

2018, 260 sayfa

Anahtar Kelimeler: Ferula orientalis L., antioksidan aktivite, fenolik bilesikler,
noroprotektif aktivite, antimikrobiyal aktivite, mineral.



ABSTRACT

Ph. D. Thesis

INVESTIGATION OF ANTIOXIDANT, ANTIMICROBIAL AND IN VITRO
NEUROPROTECTIVE ACTIVITIES OF ESSENTIAL OIL AND DIFFERENT
EXTRACTS OF CASIR

Elif Feyza TOPDAS
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Department of Food Engineering

Supervisor: Prof. Dr. Memnune SENGUL

Ferula is an edible wild plant genus from the Apiaceae family, is also recognized with its
aromatic profile and medicinal properties. In this study, pickled Ferula orientalis L.
which is widely consumed by the people of Eastern Anatolia Region was used. Its
essential oil was obtained by hydrodistillation method and lyophilized water, ethanol:
water, methanol: water, chloroform and n-hexan extracts were obtained by ultrasonic and
classical extraction methods. DPPH* and ABTS** radical scavenging activities and Cu?*
ions reduction capacity data show that essential oil has the highest antioxidant activity
(50,040 pg/ml, 80,777 pg/ml and 0,530, respectively). The highest total amount of
phenolic and flavonoid substances were found in ultrasonic methanol: water extract
(117,222 mg GAE / g extract and 21,325 mg KE / g extract, respectively). The major
phenolic components of the extracts were determined by LC-MS/MS as chlorogenic acid
and diosmin. The main compounds of volatile oil were identified as a-pinene (20.55%),
ocimene (18.83%), terpinolene (7.63%), D-limonene (6,19%), - caryophyllene (5,44%)
and bornyl acetate (5,28%). The mineral substance comosition results showed that
ultrasound application significantly increased the mineral migration into extracts
(p<0,01). In extracts and essential oil, the antimicrobial activity values which were
determined by well diffusion method and MIC test, showed weak or moderate activity
depending on microorganisms. The highest antimicrobial activity was determined against
Streptococcus mutans in ethanol: water extracts (31,25 ug/ml). Glutamate induced
neurotoxicity data detected using cortex neurons have shown that the neuroprotective
effect of essential oil is markedly high.

This study is the first to determine the mineral composition, antimicrobial activity and in
vitro neuroprotective activity of pickled Ferula orientalis L., essential oil and extracts.

2018, 260 pages

Keywords : Ferula orientalis L., antioxidant activity, phenolic compounds,
neuroprotective activity, antimicrobial activity, mineral.
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1. GIRIS

Dogada bulunan bitkiler, insanlar tarafindan gida, boya ham maddesi, siis veya baharat
olarak degerlendirilmelerinin yani sira, insanlik tarihi boyunca deneme yanilma ile elde
edilen bulgular vasitasiyla hastaliklardan korunma veya tedavi amaciyla da
kullanilmislardir. Bu amagla bitkilerin tohum, yaprak, govde, kabuk, ¢igek veya kok
kisimlarindan ‘6z’ olarak nitelendirilen ¢esitli ekstraktlar hazirlanmig ve tedavi amaciyla
kullanilmistir. Giliniimiizde kullanilan bircok ila¢ ekonomik olusu, zaman- mekan
tasarrufu saglamasi gibi sebeplerle; bitkilerde kesfedilen etken maddelerin laboratuvar
ortaminda sentetik olarak {iretilmesi sonucunda elde edilmektedir. Bitkiden ilag
asamasina gecis seriiveninde bilim diinyasinin, halkin sahip oldugu ve c¢aglar boyunca
bazen yazili, gogunlukla sozlii olarak aktarilan bilgi birikiminden yararlanmasi en 6nemli
basamagi olusturmaktadir. Bu bilgi birikiminin modern tekniklerle birlestirilerek insanlik
yararina sunulmasi; gida, kimya, botanik ve farmakoloji gibi bir¢ok bilim dalinin

kombine bir sekilde ¢aligsmasi ile miimkiin olacaktir.

Yenilebilir yabani bitkiler artan diinya niifusunun 6nemli gida kaynaklarindandir ve
viicudun saglikli isleyisine katkida bulunmaktadirlar (Unuofin et al. 2017). FAO
(Birlesmis Milletler Gida ve Tarmm Orgiitii) raporlar1 6zellikle gelismekte olan iilkelerde
yaklagik 1 milyar kisinin beslenmesinin yabani bitkilere dayali oldugunu gostermektedir
(Taylor et al. 2015). Birgok iilkede favori lezzetler arasinda sayilan ve sevilerek tiiketilen
yenilebilir yabani bitkilerin bazilart ayni zamanda saglik {izerine faydali etkileri sebebiyle
tedavi amaciyla da kullanilmaktadir (Ubwa et al. 2014). Yapilan etnobotanik bir
calismada, 6zellikle kirsal alanda yasayan halkin beslenme ve tibbi amaglarla yenilebilir
yabani bitkileri ¢okca kullandiklar1 ve onlar i¢in bu bitkilerin adeta hayati bir rol oynadig:
rapor edilmektedir (Bhogaonkar et al. 2010).

Tirkiye yaklasik olarak 10000 bitki tiiri ile iliman iklim kusaginin en onemli bitki
alanlarindan biri olarak bilinmektedir. Ulkemizin sahip oldugu bitki cesitligi,
ekonomimize katma deger saglayacak gida ve ilag sanayi gibi bir¢ok sektorde

kullanilmay1 bekleyen dogal bir hazine niteligindedir. Bu durum, arastirmacilari bitkilerin



birer gida veya ilag hammaddesi olarak kullanimina yonelik yeni arastirmalar yapmaya

sevk etmektedir.

Son 15 yilda bilim diinyasinda adeta bir ilgi odagi haline gelmis olan yenilebilir yabani
bitkiler tizerine yapilmis bir¢ok ¢alisma mevcuttur. Yapilan c¢alismalarda, bitkilerin
geleneksel beslenmedeki yerleri (Heinrich et al. 2005; Unuofin et al. 2017), elementel
kompozisyonlart (Renna et al. 2015; Konieczynski et al. 2016), esansiyel yag
kompozisyonlar1 (Khajeh et al. 2005; Pavlovic’'et al. 2012), pisirme sonrasi besin
degerleri (Boari et al. 2013; Sengiil et al. 2014), antioksidan aktiviteleri (Ercisli et al.
2012; Tupec et al. 2017; Wang et al. 2017), fenolik bilesen profilleri (Cappellari et al.
2017; Skendi et al. 2017), antimikrobiyal aktiviteleri (Yuan et al. 2017; Ramdane et al.
2017), sitotoksik aktiviteleri (Shayganni et al. 2016; Al-Muniri and Hossein 2017;
Karakas et al. 2017) ve ¢esitli hastaliklar tizerine etkileri (Abushouk et al. 2017; Fatima
et al. 2017) gibi gesitli konular iizerine odaklanilmigtir. Dolayistyla yenilebilir yabani
bitkiler, basta Avrupa ve Asya olmak iizere neredeyse tiim diinya iilkelerinde saglikli ve
dogal olmalar1 sebebiyle ilgi gormektedir (Pereira et al. 2011; Sanchez-Mata et al. 2012;
Renna and Gonnella 2013).

Shirin et al. (2010)’a gore, yenilebilir 6zellikteki yabani, tibbi ve aromatik bitkiler gesitli
hastaliklarda miicadelede etkin rol oynayan iz elementlerce zengindir. Bu bitkilerin
elementel bilesiminin tespiti; demir, magnezyum, kalsiyum, potasyum, ¢inko, bakir ve
fosfor gibi metabolizmanin isleyisinde etkin esansiyel rol oynayan elementler (Kumar et
al. 2005) ile civa, kursun, kadmiyum ve aliminyum gibi saglik {izerine potansiyel olarak
olumsuz etkiye sahip elementlerin (Mamani et al. 2005) seviyelerinin belirlenmesi
acisindan olduk¢a onemlidir. Esansiyel elementler insan organizmasinda bagta enzim
aktivatorligii (Fe, Zn, Mn vs..) olmak {izere bir¢cok metobolik faaliyette rol almaktadirlar
(Razic et al. 2005). Ayrica baz1 elementler flavonoidler gibi sekonder metabolitlerle
etkilesime girerek insan organizmasina dahil olabilmekte ve etkilesime girdigi

bilesiklerin aktivitesini etkileyebilmektedirler (Weber 1988).


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Konieczynski%20P%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=26306588

Flavonoidler; bitkiler tarafindan iiretilen, bitki biiyiime ve gelisiminde 6nemli olan ¢esitli
stireglerde (UV korumasi, pigmentasyon, nitrojen sabitleme nodiillerinin uyarilmasi ve
hastaliklara karsi direng) (Pierpoint 2000) aktif rol oynayan ve ayrica antioksidan,
antibakteriyel, antifungal ve antiviral aktivite gibi potansiyel biyolojik faydalar saglayan
sekonder metabolitlerdir (Zakaryan et al. 2017). Flavonoidler (flavanoller, flavonlar,
flavon 3-oller, antosiyaninler, falavanonlar, izoflavonoidler, neoflavonoidler, kalkonlar)
ve flavonoid olmayanlar (fenolik asitler, tanenler, stilbenler, lignanlar) olarak iki gruptan
olusan fenolik bilesikler, bir veya daha fazla hidroksil grubunun baglandig1 en az bir
aromatik halka ile karakterize edilmektedirler (Crozier et al. 2006). Middleton et al.
(2000), fenolik maddelerin meyve, sebze, bitkiler, tohumlar, baharatlar ve ¢ayda en biiytik
sekonder metabolit gruplarini olusturdugunu ifade etmektedir. Fenolik bilesiklerin
sekonder metabolitler olarak adlandirilmalarinin nedeni, aromatik amino asit
metabolizmasi sirasinda ara bilesikler olarak olustuklarmin diisiiniilmesi (Naczk and
Shahidi 2004) ve bu bilesiklerin bitkinin tamami veya belirli kisimlar1 ig¢in yagsamsal

zorunlulugunun olmamasindan dolayidir (Artik vd 2016).

Fenolik bilesikler, onemli antioksidan kaynaklar1 olduklarindan reaktif oksijen veya azot
tirlerinin olumsuz etkilerini nétralize ederek; kardiyovaskiiler hastaliklar, norolojik
hastaliklar ve kanser gibi dejeneratif hastaliklarin 6nlenmesine yardimci olmaktadirlar
(Henderson et al. 2000). Bu dejeneratif hastaliklardan biri olan nérolojik hastaliklar,
beyinin belli bolgelerinde bulunan ortak 6zelliklerdeki néron gruplarinin 6liimii ile ortaya
cikmaktadirlar (Sahan 2010). Norodejeneratif hastaliklarin ¢ogu reaktif oksijen tiirlerinin
fazlaca tiretimi veya oksidatif stres kaynaklidir (Behl and Moosmann 2002). Basli et al.
(2012)’ye gore polifenolik maddeler, serbest radikallerin olusumunu engelleyen ve
bdylece Parkinson, Alzheimer ve iskemi gibi oksidatif strese bagli ndrodejeneratif

bozukluklarin olusum riskini sinirlandiran giiclii antioksidanlardir.

Beyin dokusunda doymamuis yag asitleri, demir konsantrasyonu ve oksijen tiiketimi fazla
iken; antioksidatif enzim aktivitesinin (6zellikle glutatyon peroksidaz ve siiperoksit
dismutaz) diisiik (Alejandro and Nuria 2009; Padurariu et al. 2013) olmasi, beyni
oksidatif stresten en fazla etkilenen doku haline getirmektedir. Ortamda serbest radikal



liretiminin artmasi; antioksidan tiikketimini artirmakta, bdylece antioksidan kapasitesi
azalmakta ve olusan kisir dongii viicudu oksidatif ataga karst savunmasiz birakmaktadir

(Padurariu et al. 2013).

Norodejeneratif hastaliklarin tedavisinde kullanilan sentetik ilaglarin ¢ofu tedavi
stirecinde giiclii etkilerinin yani sira; bir dizi yan etkilere de sahiptir. Bu yiizden, tedavide
sentetik ilaclarin yerine daha az yan etkiye sahip olan dogal kaynakli ilaglarin tercih
edilmesi gerektigi rapor edilmektedir (Verpoorte 1999). Dogal kaynakli iiriinler,
icerdikleri ¢esitli biyokimyasal bilesikler sayesinde organizmalar iizerinde ¢esitli
biyolojik etkilere sahiptir (Brahmachari 2013) ve bu sebeple binlerce yildir geleneksel tip
ad1 altinda tedavi amaciyla birer diyet takviyesi olarak kullanilmaktadirlar (Ekor 2014).
Giivenilir bilesen profilleri, kolay ulagilabilir ve ucuz olmalar1 sebebiyle fenolik
bilesikleri igeren bitki tiirleri yeni birer umut verici nutrasotik veya farmakolojik arag
olarak goriilmekte (Vauzour 2014) ve beyindeki nérodejeneratif bozukluklarin 6nlenmesi
veya geciktirilmesi i¢in koruyucu ve/veya tedavi edici yollar izledikleri rapor

edilmektedir (Bensalem et al. 2016).

Fenolik ve polifenolik maddelerin yani sira; tanenler, siilfiir iceren bilesikler, terpenler,
alkoloidler ve asetilenler de bitkilerde bulunan biyolojik aktiviteleri yiiksek olan sekonder
metabolit gruplaridir (Crozier et al. 2006). Yenilebilir yabani ve tibbi bitkilerin igerdigi
sekonder metabolitler ve organizmadaki etkileri ilizerine yapilmis pek cok c¢aligma
mevcuttur (Katiki et al. 2013; Abdelaaty et al. 2014; Verma et al. 2015; Peng et al. 2016;
Barrett et al. 2017; Brandao et al. 2017; Poojary et al. 2017; Zhang et al. 2017).

Sekonder metabolitler ve/veya diger biyoaktif bilesenleri iceren meyve, ¢igek, bitki veya
tohum ekstraktlar1; dogal olmalar1 ve biyokimyasal degerlerinin yiiksek olmasi nedeniyle
gelisen diinya pazarinda ragbet goren iriinlerdir. Cografi konumu sayesinde zengin bir
bitki ortiisiine sahip olan iilkemizde, dogal olarak yetisen 9000'in tizerindeKi bitki tiiriniin
etkin  bilesenlerinin  ekstrakte  edilmemesi; bu  irlinlerin  ticari  agidan

degerlendirilememesine ve dolayisiyla gida, ilag veya kozmetik endiistrilerinde



kullanilabilecek biyoaktif 6zellikli {iriinlerde dis iilkere bagimli hale gelmemize sebep

olmaktadir.

Ekstraksiyon; bitkilerden pigmentler, polifenoller, pektin vs.. gibi ¢esitli biyoaktif
bilesenlerin izolasyonunda uygulanan ilk basamaktir (Adetunji et al. 2017; Rezende et al.
2017). Tarihte Misirli ve Fenikeliler, Yahudi ve Araplar, Hintli ve Cinliler, Yunanl ve
Romalilar hatta Maya ve Azteklerin; parfiim, kozmetik iiriinleri ve gidalar i¢in kullanilan
ekstraksiyon ve distilasyon sistemlerine sahip olduklar1 bilinmektedir (Chemat et al.
2017). Giiniimiizde ise; gida, ilag, kozmetik, nutrasdtik ve biyoenerji endiistrilerinde
maserasyon (yumusatma), solvent ekstraksiyonu, kaynatma, buhar veya su distilasyonu,
soguk presleme ve soxhlet ekstraksiyonu (Adetunji et al. 2017) gibi klasik ekstraksiyon
yontemlerinin yan1 sira; ultrason yardimli ekstraksiyon, mikrodalga yardimli
ekstraksiyon, basingh ¢oziicii ekstraksiyonu ve siiperkritik akigkan ekstraksiyonu gibi
ekstraksiyon iglemlerinin kullanilmadigi bir tiretim hatt1 hemen hemen yok gibidir (Barba
et al. 2016).

Ekstraksiyonda kullanilan yontemlerin ¢ogu; toksik solventlerin kulllanimi sebebiyle
saglik tlizerine olumsuz etkileri, yiiksek sicaklik uygulamalar ile uzun ekstraksiyon
stireleri gibi biyoaktif bilesenlere zarar veren olumsuz ve simirlayici etkilere sahiptir
(Garcia et al. 2015). Ultrason yardimli ekstraksiyon islemi, verimli, hizli, basit, ucuz ve
stirdiiriilebilir bir sistem olmasi sebebiyle diger ekstraksiyon yontemlerine alternatif bir
teknolojidir (Chemat et al. 2011; Rezende et al. 2017). Bu yontem kullanilarak bitkiler,
hayvan dokulari, mikroalgler ve mayalardan; aroma maddeleri (Caldeira et al. 2004; Xia
et al. 2006; Canales et al. 2017) pigmentler (Chen et al. 2007; Barbero et al. 2008; Zhu
et al. 2017) antioksidanlar (Ma et al. 2009; Virot et al. 2010), fenolik bilesenler (Caleja
et al. 2017; Chen et al. 2018; Nipornram et al. 2018) ve diger organik maddeler (Preece
etal. 2017; Guo et al. 2017; Zhang et al. 2017) ile mineral maddelerin (Santos et al. 2017)
de igerisinde bulundugu bazi gida bilesenleri yiiksek verimle ekstrakte edilmektedir.
Ultrason yardimli ekstraksiyon uygulamasinin biyoaktif bilesenler ve antosiyaninlerin

ekstraksiyon verimini %6-35 arasinda artirdigi rapor edilmektedir (Vilkhu et al. 2008).



Ultrason uygulamasinin esast; 20 kHz ile 10 MHz arasindaki ses dalgalarinin sivi ortamda
ilerlerken olusturdugu mikron ebatindaki oyukcuklarin, hiicre duvarinda bozunmaya ve
parcacik boyutlarinda kiigiilmeye neden olmasi ve boylece kiitle transferini hizlandirarak
ekstraksiyon oranlarinin artirilmasidir (Chemat et al. 2011). Ultrason uygulamasi ile
hiicre duvar1 pargalanarak ortadan kaldirildig1 i¢in diger ekstraksiyon yontemlerine gore
daha hizli bir ekstraksiyon gergeklestirilmektedir (Bayraktaroglu ve Obuz 2006). Ayrica,
sistemde daha az solvente ihtiya¢ duyulmasi, ultrason yardimli ekstraksiyonu g¢evreci bir
teknoloji olarak da karsimiza ¢ikmaktadir (Vilkhu et al. 2008; Jadhav et al. 2009).
Belirtilen nedenlerle ultrason yardimli ekstraksiyon isleminin gelecekteki uygulamalar

icin 6nemli bir potansiyele sahip oldugu belirtilmektedir (Er 2014).

Ekstraksiyon yoluyla Ferula cinsinden seskiterpenler, seskiterpen kumarinler ve kiikiirt
iceren bilesikler gibi birkag biyoaktif smif izole edilmistir (Buddrus et al. 1985;
Appendino et al. 1993; Bandyopadhyay et al. 2006; Iranshahi et al. 2010a; Iranshahi et
al. 2010b). Ferula cinsinin ana bileseni olan seskiterpen kumarinler; antienflamatuar,
sitotoksisite, p-glikoprotein inhibe edici, kanser kemopreventif, antibakteriyel ve antiviral

etkiler gostermektedir (Nazari and Iranshahi 2011).

Yenilebilir yabani bir bitki cinsi olan Ferula, ayn1 zamanda aromatik bilesimi ve tibbi
ozellikleri ile de diinya ¢apinda taninmaktadir. Ferula cinsi Apiaceae familyasindan olup
genellikle Avrasya'nin kurak bolgeleri, Kanarya Adalari, Kuzey Afrika (Pavlovic et al.
2012), Iran ve Tiirkiye'de yetisen 170 tiirii icermektedir (Downie et al. 2000). Cinsin
cesitlilik merkezi Asya'dadir (Drude 1898). Caglar 6ncesinden giiniimiize dek bu cinsin
bircok tiirii gida olarak veya tibbi amaglarla kullanilmaktadir. Ornegin; Ferula orientalis
L. Tirkiye'de tursu aroma maddesi olarak (Kartal et al. 2007) veya salatalarda
kullanilmaktadir. F. hermonis Boiss bazli bitkisel iiriinler afrodizyak aktiviteleri
dolayisiyla ABD'de gida takviyesi olarak kullanilmaktadir (Hadidi et al. 2003). F. assa-
foetida L. kokiinden elde edilen bir oleogum reginesi Asya iilkelerinden Hindistan, Nepal,
[ran ve Afganistan'da baharat olarak kullanilmaktadir (Eigner and Scholz 1999; Teuscher
2006). Iran geleneksel tibbinda, F. assa-foetida ekstraktlar1 kurt diisiiriicii olarak

kullaniminin yani sira; karin agrisi, kabizlik ve ishal tedavisinde kullanilmaktadir (Fatehi



et al. 2004). Benzer sekilde F. gummosa'nin oleogum reginesi ishal tedavisinde
kullanilirken (Sadraei et al. 2001), toprak {istii ve toprak alti kisimlarinin cesitli
ekstraktlari ile esansiyel yaginin ileum diiz kasinin kasilmalarin1 6nemli 6l¢iide inhibe
ettigi belirlenmistir (Sadraei et al. 2001). Ayrica bu bitkinin kokleri tibbi amagli olarak;
tonik, ishal Onleyici, mide agrisi, epilepsi ve yara iyilestirici olarak kullanilmaktadir
(Iranshahi et al. 2010b; Nabavi et al. 2012). F.heuffelii esansiyel yaginin spazm giderici,
antimikrobiyal ve antioksidan aktivitesinin yiiksek oldugu belirlenmistir (Pavlovic” et al.
2012). Italya’da F. communis antiseptik (Sanna et al. 2006) olarak kullanilmaktadir. F.
narthex Pakistan'da halk arasinda oksiiriik, astim, dis agrisi, gastrik problemler, kabizlik,
bogmaca ve akrep sokmasindan kaynaklanan rahatsizliklarin  tedavisinde
kullanilmaktadir (Srinivasan 2005; Khan et al. 2011; Mahendra and Bisht 2012). Ayrica,
bu bitkinin ekstraktlar1 ile izole edilen bilegenlerinin de kanser ve diyabet dnleyici etkileri
bilinmektedir (Saleem et al. 2001; Iranshahy and Iranshahi 2011). Ferula cinsinin
sergiledigi yliksek biyoaktivite yapilan bu arastirmada bolgemiz cografyasinda yetisen

Ferula orientalis L. tiiriine yonelmemize sebep olmustur.

Ferula cinsine ait bir tiir olan Ferula orientalis L. Dogu Anadolu Bélgesi’nin kayalik
yamaglarinda 1600-2900 m rakimda (Tibives 2017) yetismektedir (Sekil 1.1). Bolge
halk1 arasinda ‘Casir’ olarak adlandirilan bu bitki, nisan ve mayis aylarinda toplanmakta

ve salamura edilerek muhafaza edilmektedir.

Sekil 1.1. Casir bitkisi (Ferula orientalis L.)



Ferula orientalis L.’in sistematikteki yeri (Ttbives 2017):

Alem:Plantae

Alt alem: Tracheobionta
Sube: Magnoliophyta
Sinif: Magnoliopsida
Alt sinif: Rasidae
Familya: Apiaceae

Cins: Ferula

YV V V V V V V VY

Tiir: Ferula orientalis L. olarak tespit edimistir.

—

Sekil 1.2. Ferula orientalis L.”in Tiirkiye iizerindeki dagilim1 (Tiibives 2017)

Ferula orientalis L. bitkisi ile ilgili yapilan literatiir taramalarinda smirli sayida
aragtirmaya rastlanmistir. Yapilan bu ¢alismaya en yakin ¢alisma Kartal et al. (2007)
tarafindan Sivas ilinde yetisen Ferula orientalis L. bitkisi ile gergeklestirilmistir.
Arastirma kapsaminda; bitkinin soxhlet ekstraksiyonu ile elde edilmis aseton oleoresin,
deodorize aseton oleoresin, deodorize su, metanol ve n-hekzan ekstraktlarinin DPPHe
radikal giderme aktivitesi ve B-karoten agartma yontemleri ile antioksidan aktivite tayini
ve GC-MS ile esansiyel yaginin kompozisyonu belirlenmistir. Iran’da yetisen Ferula
orientalis L. koklerinden soxhlet ekstraksiyonu ile n-hekzan, diklorometan ve metanol
ekstraktlarinin elde edildigi farkli bir ¢alismada ise, Razavi et al. (2016) ekstraktlardan

Ferulone A ve Ferulone B isimli iki yeni kumarin esteri izole etmistir. Ozkan et al. (2014)



ise, Ferula orientalis L. bitkisinin yaprak ve ¢i¢eklerinden elde edilen esansiyel yaglarin

genotoksik ve antigenotoksik 6zelliklerini degerlendirmislerdir.

Bu aragtirmanin baslangicinda amacg, Dogu Anadolu Bolgesinde halkin faydali olduguna
inanarak kis aylarinda siklikla tiikettikleri Ferula orientalis L. (¢asir) salamurasinin
esansiyel yagi ile Klasik ve ultrasonik yontemlerle elde edilen liyofilize su ekstraktlarinin;
antioksidan, antimikrobiyal ve in vitro noroprotektif aktivite analizleri ile LC-MS/MS ile
fenolik bilesen kompozisyonu ve ICP-MS ile mineral madde kompozisyonunun
belirlenmesi idi. Fakat yapilan analizler sonucunda genel olarak su ekstraktlarinin analiz
sonuglarinin oldukga diisiik, esansiyel yaga ait sonuglarin ise yiiksek olmast; bize klasik
ve ultrasonik etanol: su, metanol: su, kloroform ve n-hekzan ekstraktlarinin eldesi fikrini
vermis ve analizler tiim ekstraktlar ve esansiyel yagda tekrarlanmistir. Caligsma amacglari

genel olarak 6zetlenecek olursa;

v" Ferulaorientalis L. salamurasinda su, etanol: su, metanol: su, kloroform ve n-hekzan
¢oOziiclilerinin yan1 sira uygulanan; c¢alkalamali su banyosunda ekstraksiyon,
hidrodistilasyon ve ultrason yardimli ekstraksiyon tekniklerinin; antioksidan,
antimikrobiyal ve in vitro noroprotektif aktivite ile fenolik bilesen, mineral madde ve
ucucu yag kompozisyonlar1 {izerine etkilerinin saptanmasi amaclanmustir.

¢ Bu dogrultuda gergeklestirilen analizlerden biri olan antioksidan aktivite analizinde,
birgok ¢alismada kullanilan, uygulamalar1 basit ve maliyetleri diisiik yontemlerden olan
DPPH- ile ABTS** serbest radikal giderme aktiviteleri ve Cu?*-Cu® indirgeme
kapasitelerinin belirlenmesi hedeflenmistir.

% Ayrica tiim ekstraktlar ve esansiyel yagda toplam fenolik ve toplam flavonoid madde
miktarlarinin belirlenmesinin yani sira; su, etanol: su ve metanol: su ekstraktlarinda
fenolik asitler ve flavonoidlerden olusan 19 standart fitokimyasal bilesigi iceren fenolik
bilesen profillerinin LC-MS/MS cihazi ile kantitatif olarak belirlenmesi ve ¢alismanin bu
konuda yapilmis olan ilk arastirma olmas1 hedeflenmistir.

¢ Hidrodistilasyon yontemi ile elde edilmis esansiyel yagin kimyasal

kompozisyonunun GC-MS yontemi ile belirlenmesi amaglanmistir.
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% Giliniimiiziin 6nemli saglik sorunlarindan olan noérodejeneratif hastaliklarin
tedavisinde kullanilan sentetik ilaglarin ¢ogu tedavi siirecinde giiclii etkilerinin yani sira;
bir dizi yan etkilere de sahiptir. Bu arastirmada, polifenolik maddelerce zengin dogal
kaynakl1 bir tirtiniin kullanim1 disiiniilmiis ve olusturulan glutamata bagli beyin hipoksi
modelinde ekstraktlar ile esansiyel yagin hiicre canlilik oranlari iizerine etkilerinin
belirlenmesi hedeflenmistir. Yapilan ¢alisma, bu bitki ile noroprotektif aktivite
konusunda yapilan ilk arastirma olma niteligi tasimaktadir.

¢ Estraktlar ve esansiyel yaga ait mineral madde kompozisyonlarinin ICP/MS cihazi
ile kantitatif olarak belirlenmesi amaglanmistir. Bu sayede kullanilan farkli ¢oziicii ve
yontemlerin mineral madde kompozisyonu iizerine etkileri goriilebilecektir. Ayrica, in
vitro noroprotektif aktivite analizinden elde edilen hiicre sivilarinda néron iletiminde
onemli rolii olan ve miktarindaki degisimin hiicrelerin canlilik oranlari iizerinde oldukca
belirleyici oldugu Ca*? iyonu seviyelerinin belirlenmesi de hedeflenmistir.

% Antimikrobiyal aktivite analizlerinde; Escherichia coli BC 1402, Pseudomonas
aeruginosa ATCC 9027, Staphylococcus aureus ATCC 29213 ve Streptococcus mutans
ATCC 35668 bakterileri ile Saccharomyces cerevisiae BC 6541, Candida albicans
ATCC 1223, Aspergillus niger ATCC 16888 ve Penicillium roqueforti BC 111 maya ve
kiifleri ile kuyu difiizyon metodu kullanilarak ekstraktlar ve esansiyel yag tarafindan
olusturulan inhibisyon zonlarinin belirlenmesi ve inhibisyon zonunun goézlenmesi

durumunda minimum inhibisyon konsantrasyonlarinin tespit edilmesi amaglanmustir.

v" Yapilan bu aragtirma kapsaminda F. orientalis L. bitkisinin 6zellikle esansiyel
yaginin yiiksek antioksidan, antimikrobiyal ve in vitro ndéroprotektif aktiviteleri sayesinde
fonksiyonel oOzellikli bu {riiniin gida ve/veya ilag katkist olarak ekonomiye

kazandirilmast hedeflenmektedir.
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2. KURAMSAL TEMELLER

2.1. Ekstraksiyon

Ekstraksiyon, secgici ¢oziiciiler kullanilarak bitki veya hayvan dokularindaki biyoaktif
bilesenlerin indrt veya inaktif kisimlardan ayrilmasini igeren islemler biitliniidiir (Handa
et al. 2008). Bitkisel ekstraktlar ise; bitkilerin yaprak, ¢igek, tohum, kdk veya kabuk
kisimlarindan bir ekstraksiyon prosediirii uygulanarak elde edilmis aktif bilesenler veya
bilesenlerin karisimi olarak tanimlanabilmektedir. Bitkisel materyallerden biyoaktif
bilesenlerin ekstraksiyonu 6zellikle kozmetik, bitkisel kaynakli ila¢ ve gida endiistrilerini
ilgilendirmektedir (Vinatoru et al. 2017). Ideal bir ekstraksiyon ydntemi basit, ucuz, hizl
ve gevreci olmanin yani sira; istenen bilesenin yiiksek verimde elde edilmesini de
saglamahdir (Chemat et al. 2011). Ayrica, ekstrakte edilen biyoaktif bilesenler kayip ve
bozunmaya ugramadan ve ilave saflagtirma gerektirmeden elde edilmelidir (Demir et al.
2015). Kati: stv1 ekstraksiyonunda verim; ¢oziicii tiirii, pH, kati-sivi oranlari, partikiil

boyutu, sicaklik ve siire gibi faktorlerden etkilenmektedir (Ilbay 2016).

Bitkilerden biyoaktif bilesenlerin ekstraksiyonunda kullanilan yontemler, klasik ve

modern ekstraksiyon yontemleri olmak tizere 2 ana gruba ayrilmaktadir.

2.1.1. Klasik ekstraksiyon yontemleri

Biyoaktif bilesikler, bitkilerin yaprak, cicek, sap, kok veya tohum gibi kisimlarindan
cesitli klasik ekstraksiyon yontemleri uygulanarak ekstrakte edilebilmektedirler. Bu
tekniklerin ¢cogu; kullanilan farkli ¢oziiciilerin sicaklik ve/veya karigtirma uygulamalar
ile artirllan ekstraksiyon giicline dayanmaktadir. Klasik ekstraksiyon yontemlerinde
ekstraksiyonun etkinligi temelde ¢6ziicii se¢imine baglidir (Cowan 1999). Hedeflenen
bilesigin polaritesi ¢oziicli segiminde dnemli bir faktordiir. Bununla birlikte; ¢oziicii ve

¢Oziinen madde arasindaki molekiiler ¢cekim, kiitle transferi, yardimei ¢oziicii kullanima,
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cevre ve insanlar agisindan ¢oziicliniin giivenligi ve mali agidan ekonomikligi de dikkate

alinmasi gereken parametrelerdir (Azmir et al. 2013).

Bitkilerden biyoaktif bilesenlerin ekstraksiyonunda kullanilan klasik teknikler genel
olarak: (1) Soxhlet ekstraksiyonu, (2) Maserasyon (Yumusatma) ve (3) Hidrodistilasyon
olarak siniflandirilmaktadir (Azmir et al. 2013). Asagida, bu teknikler hakkinda bilgi

verilmigtir.

2.1.1.a. Soxhlet ekstraksiyonu

Soxhlet ekstraktorii ilk defa 1879 yilinda Alman kimyager Franz Ritter Von Soxhlet
tarafindan Onerilmistir. Sistem baslangicta sadece lipid ekstraksiyonu i¢in tasarlanmig
olup zamanla kullanim alan1 genisletirek ¢esitli dogal kaynaklardan degerli biyoaktif

bilesenlerin ekstrakte edilmesinde de yararlanilan bir uygulama haline gelmistir.

Genellikle az miktarda kuru numunenin igerisine yerlestirildigi giiclii bir filtreden
tiretilmis olan timbil soxhlet aparatinin B bolmesine yerlestirilmektedir (Sekil 2.1). A
balonunda bulunan c¢oziicii 1sitilmakta ve buhart D kondenserinde yogunlagarak
numunenin bulundugu timbil tizerine damlamaktadir. B boliimiindeki sivi seviyesi C’nin
ist kismina kadar yiikseldiginde yani tasma seviyesine ulastiginda, ¢oziicii sifon yaparak
biyoaktif bilesence zengin ¢ozelti aspire edilerek A balonuna aktarilmaktadir. Coziinen
bilesenler damitma balonunda (A) kalirken; ¢6ziicii tekrar katt numune {izerine
gonderilmektedir. Siireg, kesintisiz bir sekilde devam ederek numunede istenen bilesenler

kalmayana kadar devam ettirilmektedir (Azmir et al. 2013).
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Sekil 2.1. Soxhlet diizenegi

Yontemin avantajlarindan biri, numunenin siirekli ¢6ziicii ile temas halinde olmasindan
dolay1 bitki matrisinden uzaklastirilan biyoaktif bilesenlerin miktarinin artmasidir.
Ekstraksiyon sonrasi ek bir filtrasyona gerek kalmadan ekstraktin elde edilebilmesi
sistemin diger avantajidir. Ayrica, sistem maliyeti diisiik ve islem oldukca basittir
(Biiyliktuncel 2012). Ancak, diger ekstraksiyon yontemleri ile kiyaslandiginda,
calkalama islemi gibi herhangi bir yardimci uygulama icermediginden ekstraksiyon
oldukca uzun siirmekte ve fazla miktarda solvent kullanilmaktadir. Bu durum ¢evre
kirliliginin yani sira, solventin zararsiz hale getirilebilmesi i¢in ek bir maliyet de
demektir. Sicaklik, solventin kaynama noktasina kadar yiikselmekte ve dolayisiyla 1siya
kars1 hassas bilesenler zarar goérebilmektedir. Bununla birlikte sistemin optimizasyonu
zor ve ¢Oziicii segiciligi ile sinirlidir (de Castro et al. 2010). Sistem kiigiik 6l¢ekte kesikli
olarak ¢aligsa da orta ve biiyiik 6lcekte siirekli bir ekstraksiyon uygulamasina doniismekte

ve ekonomik hale gelmektedir (Handa et al. 2008).

Son yillarda calisma prensibi temelde ayni olan modern soxhlet uygulamalar
gelistirilmistir. Basingli  soxhlethlet ekstraksiyonu, ultrason destekli  soxhlet
ekstraksiyonu, mikrodalga destekli solvent ekstraksiyonu bu uygulamalardan bazilaridir

(Biiyiiktuncel 2012).
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2.1.1.b. Maserasyon

Maserasyon, oda sicakliginda gerceklestirilebilen ve dolayisiyla 1siya duyarli bilesenlerin
ekstraksiyonunda rahatlikla kullanilabilen Kklasik bir ekstraksiyon yontemidir
(Ngamwonglumlert et al. 2017). Eskiden ev yapimi toniklerin hazirlanmasinda
kullanilirken, giiniimiizde biyoaktif bilesenler ve esansiyel yaglarin elde edilmesinde

ucuz ve popliler bir yol haline gelmistir.

Kiiciik 6lgekli ekstraksiyonlarda maserasyon genelde bir ka¢ adimdan olusmaktadir. Bu
adimlardan ilki, bitki materyalinin kiiclik parcalara ayrilmasi ve bodylece ylizey alani
biiyiitiilerek ¢oziicii ile diizgiin bir sekilde karismasinin saglanmasidir. ikinci adim, uygun
¢Oziici ve parcalanmisg bitki materyali kapali bir kap i¢inde birlestirilmesinden
olugmaktadir. Bekletme sonrasi ii¢lincii asamada materyale uygulanan baski ile ¢oziicii
ve icerisine gecen biyoaktif bilesenlerin bitki kalintilarindan uzaklastirilmasi saglanmakta

ve ardindan filtre edilmektedir (Azmir et al. 2013).

Maserasyon isleminde igerisinde ¢0zlicii ve numunenin bulundugu kabin ara sira
calkalanmas1 ekstraksiyonu kolaylastirmaktadir. Bunun durum, calkalama islemi ile
numunenin ylizeyinde birikmis olan aktif bilesenlerce zengin ¢6zeltinin yerine yeni
solvent gegisinin saglanmasi ve difiizyonun artmasindan kaynaklanmaktadir (Azmir et al.
2013). Maserasyon ile ektraksiyonun uzun siirmesi ve fazla miktarda ¢oziicii kullanilmasi

yontemin en biiylik dezavantajlaridir (Handa et al. 2008).

Chaetal. (2010), Chlorella vulgaris mikroalginden klorofil degradasyonunun indikatorii
olan feofitini igeren ekstraktlar1 elde etmek igin soxhlet ekstraksiyonu ve maserasyon
tekniklerini kullanmis ve 25°C’de 6 saatte maserasyon ile elde ettigi ekstrakti solvent

ekstraksiyonu ile 100°C'de 2 saatte elde ettigini rapor etmistir.
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2.1.1.c. Hidrodistilasyon

Hidrodistilasyon, bitkilerden biyoaktif bilesikler ve esansiyel yaglarin eldesinde
kullanilan Kklasik bir yontemdir. Islem esnasinda herhangi bir organik c¢oziicii
kullanilmamaktadir. Islem; su distilasyonu, su ve buhar distilasyonu ve direkt buhar
distilasyonu olmak tiizere {i¢ sekilde uygulanabilmektedir (Mohammadhosseini 2016).
Bitki materyalinin hidrodistilasyonu esnasinda hidrodifiizyon, hidroliz ve termal ayrisma

olmak tizere ti¢ fizikokimyasal islem meydana gelmektedir (Azmir et al. 2013);

Hidro-difiizyon: Esansiyel yaglar ve sicak suyun bitki membranindan difiizyonu hidro-
diftizyon olarak adlandirilmaktadir. Teorik olarak, buhar kuru bitki materyalinde bulunan
yag tagtyan hiicrelerden dolay kuru hiicre membranina niifuz edememektedir. Bitki hiicre
zarlar1 ugucu yaglar icin neredeyse gegirimsizdir. Buharin etki edebilmesi i¢in 6ncelikle
yag tasiyan hiicrelerden ugucu yagin tamaminin uzaklastirilmasi gerekmektedir. Yalnizca
parcalanmis bitki materyali suya batirildiginda buhar dokuya niifuz edebilmektedir. Bu
durumda, dokudaki buhar alis verisi bitki hiicrelerinin sismis durumdaki gegirgenliklerine

dayanmaktadir.

Gergek siirecte, suyun kaynama sicakliginda ucucu yaglarim bir kismi salgi bezleri
icerisindeki suda c¢oziinmektedir. Bu yag-su karisimi ozmoz yoluyla sismis
membranlardan difiize olmakta ve son olarak karisim yagin sicak buhar gecirilerek
buharlastirildig: farkli bir yiizeye ulasmaktadir. Hidro-difiizyonun diger bir yonii de, yag
buharlasma hizinin yag bilesenlerinin uguculuguna degil, onlarin sudaki ¢oziiniirliik
derecelerine bagli olmasidir. Bu nedenle sistem, yiiksek kaynama derecesine sahip fakat
suda ¢oziintirliigii yliksek olan bilesenleri, diisiik kaynama noktasina sahip ancak sudaki
¢cOziinilirliigli diisiik olan bilesenlerden oOnce bitki dokusundan ayrigtirmaktadir.
Parcalanmamis materyallerin hidro-difiizyon oranlar1 olduk¢a diisiik oldugundan
esansiyel yag eldesi pargalanmis materyallere kiyasla daha uzun siirmektedir (Handa et
al. 2008).
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Hidroliz: Mevcut durumda hidroliz, bazi ugucu yag bilesenleri ve su arasindaki kimyasal
reaksiyon olarak tanimlanmaktadir. Ugucu yag bilesenleri olan esterler su varliginda
ozellikle yiiksek sicakliklarda su ile tepkimeye girerek asit ve alkolleri olusturmaya
meyillidirler. Su miktar1 fazla ise, alkol ve asit miktar1 da fazla olacak ve bu durum da
ucucu yag veriminin azalmasina neden olacaktir. Ayrica, gergeklesen reaksiyon zamana
bagli oldugundan; hidrolizin derecesi su ve yagin temas siiresine baglidir. Bu durum su

distilasyonu i¢in bir dezavantajdir (Handa et al. 2008).

Termal ayrisma: Hemen hemen tim ugucu yag bilesenleri yiiksek sicaklikta
dengesizdir. Buhar distilasyonunda uygulanan sicaklik derecesi tamamen uygulanan
basinca bagli iken; su distilasyonu ile su-buhar distilasyonunda uygulanan basing genelde

atmosferik basing olup, basingtan bagimsizdir.

Daha once ifade edilen hidro-difiizyon, hidroliz ve termal ayrisma etkileri ayni anda
gerceklesen ve birbirlerini etkileyen fizikokimyasal olaylardir. Difiizyon hizi, esansiyel
yaglarin sudaki ¢ozlnirliigii gibi genellikle sicaklik arttik¢a artmaktadir. Ayni durum,
hidroliz oran1 ve derecesi icin de gegerlidir. Bununla birlikte, sicakligi olabildigince
diisiik tutarak, buhar distilasyonunda miimkiin oldugu kadar az su kullanarak ve bitki
materyalini iyice pargalayip homojen hale getirdikten sonra paketleyerek yiiksek verim

ve kalitede esansiyel yag elde etmek miimkiindiir (Handa et al. 2008).

- Su distilasyonu

Su distilasyonu, suya batirilmis kuru veya yag bitki parcalarmin dogrudan ates
uygulamasi, kapali veya agik buhar ceketi ya da kapali veya agik buhar sarmali ile 1s1
uygulanarak kaynatilmasi yoluyla gerceklestirilmektedir (Vankar 2004). Y 6ntemin temel
Ozelligi organik solventlere gerek duyulmaksizin kaynar su ile bitki materyalinin
dogrudan temas halinde olmasidir (Alexandre et al. 2017). Kapali buhar ceketi veya buhar
sarmalinin asir1 1sinma tehlikesi daha diisiiktiir. Ancak, dogrudan atesle 1sitma yapilmasi
durumunda asir1 1sinmay1 Onleyici tedbirler alinmalidir. Dogrudan ates uygulamalarinda

bitki materyalinin bulundugu balon, alt kisimda meydana gelebilecek ¢okelme ve termal
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bozunmalari1 6nlemek i¢in ara sira ¢alkalanmalidir. Ancak, diger uygulamalarda materyal
ve suyun uygun oranlarda karistirtlmast durumunda kaynama ile yeterli calkalama
yapildigindan ilave calkalamaya gerek yoktur ve sistem sabit tutulmalidir. Materyal
miimkiin oldugunca parcalanmali ve yiizey alani artirilarak ¢ozilinen bilesenlerin su ile
daha fazla temas etmesi saglanmalidir (Handa et al. 2008). Su distilasyonunda kullanilan

ornek bir sistem olan Clevenger sistemi Sekil 2.2'de goriilmektedir.

Sekil 2.2. Clevenger diizenegi

Su distilasyonunda ekstrakte edilcek bitki materyali balon icerisinde kaynayan su ile
birliktedir. Sicak su, bitki dokularindan biyoaktif bilesenlerin serbest kalmasinda ana
faktordiir. Kaynama sonrasi buharlagan su ve esansiyel yag karisimi, igerisinden su
gegirilen yogunlastiriciya bagli bir kolona gelmekte ve yogunlagmaktadir (Majekodunmi
2015). Daha sonra kolondan biyoaktif bilesenlerce zengin olan esansiyel yag ve su ayri

ayr1 alinmaktadir.

Distilasyon esnasinda bitkinin tiim parcalarinin kaynayan su igerisinde seyreltik sekilde
bulunmasi ve canli haldeki buhar ile direkt ve siirekli temas halinde olmasi yontemin en
biliyiik avantajidir. Sistem kurulumunun ucuz ve kolay olmasi ise sistemin diger
avantajlaridir (Alexandre et al. 2017). Bununla birlikte yiiksek ekstraksiyon sicakliklar
bazi ugucu bilesenlerde kayiplara sebep olabilmektedir. Bu durum, yontemin sicakliga
kars1 hassas bilesenlerin ekstraksiyonunda kullanimini sinirlandirmaktadir (Cheok et al.
2014).



18

- Su ve buhar distilasyonu

Su distilasyonu gibi su ve buhar distilasyonu da yaygin olarak kullanilan bir ekstraksiyon
yontemidir. Buhar, stirekli buhar kazanlar1 yardimu ile tiretilmektedir. Sistemde kullanilan
ekipmanlar su distilasyonunda kullanilan ekipmanlara benzerdir. Ancak su
distilasyonundan farkli olarak, bitki materyalinin su iizerinde kalmasini saglamak
amaciyla delikli bir aparat kullanilmaktadir. Kullanilan delikli 1zgara veya plaka
kapasiteyi azaltmakta ancak esansiyel yag kalitesini artirmaktadir. Kazanin alt kismini
dolduran su, su distilasyonunda oldugu gibi direkt alev, direkt buhar, buhar ceketi veya
buhar halkasi ile 1sitilmaktadir. Bitki materyali su iizerinde bulunmakta ve su ile degil

stirekli doygun ve 1slak halde bulunan buhar ile temas halindedir.

Yontem genellikle kiiciik isletmeler tarafindan tercih edilen bir ekstraksiyon yontemidir.
Diger ekstraksiyon yontemlerinde oldugu gibi bitki materyali miimkiin oldugunca kiigiik
parcalara ayrilmalidir. Aksi takdirde buharin bitki ile tam olarak temas etmesi sz konusu
olamamaktadir. Su ve buhar distilasyonunun en biiyilk dezavantaji, sistemde buhar
basincinin  diigilk olmasi sebebiyle yliksek kaynama noktasina sahip yaglarin
buharlasabilmesi i¢in daha fazla buhara ihtiya¢ duyulmaktadir. Bu durum, distilasyon
sliresini uzatmaktadir (Handa et al. 2008).

- Buhar distilasyonu

Buhar distilasyonu, bitki materyalinin sistem disinda bulunan bir kazanda {iretilen buhar
ile direkt temas: ile gerceklesmektedir. Su- buhar distilasyonunda oldugu gibi bitki
materyali buhar girisi iizerindeki delikli bir 1zgara veya plaka {izerine konmaktadir. Su
buhar1 deliklerden piskiirtiilerek bitki igerisine niifuz etmektedir. Bitki hiicre zari
icerisindeki ugucu yag sulu ¢oOzeltiye difiize olmakta ve ardindan buharlasarak
tasinmaktadir. Sistemin en biiyiikk avantaji buhar miktarinin kolayca kontrol
edilebilmesidir. Ayrica, su buhari ortamdaki yaglarin oksidasyonunu oOnlemektedir.
Buhar ayr1 bir kazanda iiretildiginden, numune hi¢bir zaman 100°C iizerinde bir sicaklik

ile muamele gorlip termal bozunmaya maruz kalmamaktadir. Buhar distilasyonu biiyiik
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Olcekli esansiyel yaglarin iiretiminde en ¢ok kabul goren prosestir. En biiyiik dezavantaji

ise biiylik dl¢eklerde kurulumu icin yiiksek sermaye gerektirmesidir.

2.1.2. Modern ekstraksiyon yontemleri

Klasik ekstraksiyon yontemlerinin; uzun ekstraksiyon siiresi, yiiksek saflikta solvent
ihtiyaci, biiylik miktarlarda solventin buharlagtirilma zorunlulugu, yiiksek maliyet, diigiik
ekstraksiyon segiciligi ve sicakliga hassas bilesenlerin termal bozunumu (Chemat 2017)
gibi olumsuz yonlerininin giderilme c¢abalari, yeni ve umut verici ekstraksiyon
tekniklerinin gelistirilmesini saglamistir (Azmir et al. 2013). Bu teknikler, modern
ekstraksiyon teknikleri olarak adlandirilmakta ve ultrason yardimli ekstraksiyon, enzim
yardimli ekstraksiyon, mikrodalga yardimli ekstraksiyon, darbeli elektrik alan1 yardiml
ekstraksiyon, stiperkritik akis ekstraksiyonu ile basingli sivi ekstraksiyonu olarak

siniflandirilabilmektedir.

Modern ekstraksiyon tekniklerden bazilari, ABD Cevre Koruma Kurumu tarafindan
belirlenen standartlara uydugu i¢in 'yesil teknikler' olarak adlandiriimaktadir (EPA 2017).
Gilintimiizde gelistirilen yeni tekniklerde aranan 6zelikler; daha giivenilir kimyasallarin
kullanimi, enerji verimliligi tasarimi, yenilenebilir hammadde kullanimi, kirliligin
onlenmesi, kisaltilmis ekstraksiyon siiresi, diisiik maliyet ve kazalarin 6nlenmesi seklinde

siralanabilmektedir (Chemat 2017).

Bahsedilen modern ekstraksiyon tekniklerinden tez ¢calismasinda yararlanmis oldugumuz

ultrason yardimli ekstraksiyon teknigi asagida ayrintili olarak anlatilmistir;

2.1.2.a. Ultrason yardimh ekstraksiyon

Ultrason yardimli ekstraksiyon, 1si-kiitle transferini hizlandiran ve ekstraksiyon
uygulamalarinda basariyla kullanilmakta olan ¢evreci potansiyel bir teknolojidir. Bu
ekstraksiyon yonteminde kullanilan ultrasonik dalgalar, elastik bir ortamda yayilan

mekanik dalgalardir. Ses dalgalar1 ve ultrasonik dalgalar arasindaki fark dalganin frekans
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araligidir. Insanlarin algilayabildigi ses dalgalar1 16 Hz ile 16-20 kHz arasinda iken;
insanlarin duyma esiginin lizerinde fakat mikrodalga frekansinin altinda olan ultrasonik

dalgalar ise, 20 kHz ile 10 MHz araliginda yer almaktadir (Chemat et al. 2011).

- Ultrasonik dalgalarin etki mekanizmasi

Diger ses dalgalar1 gibi, ultrasonik dalgalar da bir ortamdan gegerken parcaciklarin
boylamasina yer degistirmelerinden dolayr (Mason 1990) sikistirma ve gevsetme
fazlarinin olusmasina sebep olmaktadir (Vinatoru et al. 2017). Ses dalgasi kaynagi
ortamda adeta bir piston gorevi gormektedir. Piston acik pozisyonda iken ortamda
sikistirma fazi meydana gelirken; kapali konumda oldugunda gevsetme fazi vuku
bulmaktadir Gevsetme fazlar1 sirasinda negatif bir basing olugsmakta ve bu basing
molekiilleri ayr1 ayr1 ¢ekmektedir (Suslick 1989). Negatif basincin biiyiikligii sivinin
niteligi ve safligina baglidir (Mason and Lorimer 2002). Sikistirma fazinda, sivi fazi
olusturan molekiiller gegici olarak yerlerinden koparak cevredeki diger molekiillerle
carpisabilmektedirler (Chemat et al. 2017). Yeterince yiiksek yogunlukta olan bir ses
dalgasinda gevsetme fazinda g¢ekici kuvvetler arasi ¢ekim giicli asilabilmekte ve sivi
icerisinde bosluklar meydana gelmektedir (Mason and Lorimer 2002). Olusan bosluklar
kavitasyon kabarciklar1 olarak adlandirilmaktadir. Ortamda ¢6ziinmiis halde bulunan
buhar veya gazlar gevsetme safhasinda kabarcik i¢ine girmekte ve sikistirma c¢evrimi
sirasinda da tamamen disar1 atilmamaktadirlar. Bu yiizden kavitasyon kabarciklar

birleserek biiylimektedirler (Ashokkumar 2011; Leong et al. 2011).

Kavitasyon kabarciklar1 kararli ve gegici kabarciklar olmak {izere iki sekilde
siiflandirilmaktadir (Mason and Lorimer 2002; Leong et al. 2011). Kararl kavitasyon
kabarciklari, bir¢ok sikistirma-gevsetme dongiisiine maruz kalarak bir denge boyutu
etrafinda ¢ogunlukla lineer olmayan bir sekilde salinmaktadirlar. Gegici kavitasyon
kabarciklar1 ise, bir veya birka¢ akustik dongiiye maruz kalarak siddetle ¢okmeye
baslamadan 6nce baslangi¢ biiyiikliigiinii iki katina ¢ikarmaktadirlar (Mason and Lorimer

2002; Leong et al. 2011). Gegici kavitasyon kabarciklar 'aktif kabarciklar' olarak kabul
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edilmektedir. Ashokkumar (2011), her iki baloncugun da yiiksek enerji ile ¢oktiiglinii

vurgulamaktadir.

Kabarcik boyutlar kritik bir degere ulastiginda sikistirma ¢evrimi sirasinda ¢okmekte ve
coktiikleri yerlerde yaklasik 50-1000 atm basing (Suslick 1999) ile 5000 K civarinda
sicaklik (Flint and Suslick 1999) aciga ¢ikarak gecici sicak noktalar olusmaktadir (Flint
and Suslick 1999). Olusan sicak noktalar kimyasal reaksiyon oranint 6nemli Ol¢iide

hizlandirmaktadir (Suslick et al. 1999).

Akustik kabarciklar kat1 materyalin yiizeyinde ya da yakininda ¢okerse bir takim fiziksel
etkiler ger¢eklesmektedir (Chemat et al. 2017). Kabarciklar kat1 bir materyalin yiizeyinde
¢oktiigiinde olusan yiiksek basing ve sicaklik, mikrojetlerin olusmasini saglamaktadir.
Mikrojetler, gida endiistrisinde bitkisel bilesiklerin ekstraksiyonunda ve malzemelerin

temizlenmesinde kullanilan ilging ve etkili bir aragtir (Chemat et al. 2011).

Sekil 2.3’de kavitasyon kabarciginin olusum ve ¢okiisii gosterilmektedir. Goriildigi gibi
kavitasyon kabarcigi bitki yiizeyinin yakininda iiretilebilmekte (a), ardindan sikistirma
dongiisti sonucu kabarcik ¢okmekte (b) ve bitki matriksine yonlendirilen bir mikrojet
olugmaktadir (b ve c¢). Bu islemde yiiksek basing ve sicaklik, bitki matrisinin hiicre

duvarin yok ederek igerigi ortam igerisine bosaltabilmektedir (d).
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Sekil 2.3. Kavitasyonun olusum ve ¢okiisii

Ultrason uygulamasi ile olusan mikron ebatindaki oyukcuklar hiicre duvarinda
bozunmaya ve pargacik boyutlarinda kiigiilmeye neden olmakta ve boylece kiitle
transferini hizlandirarak ekstraksiyon oranlarinin artmasini saglamaktadir. Ayrica,
ultrason yardimli ekstraksiyon islemi, ekstraksiyon islem siiresini kisalmakla birlikte
daha yiiksek saflikta iirlin eldesi saglamakta, enerji sarfiyatin1 azaltmakta ve daha az
solvent kullanim1 ile ¢evreci bir teknoloji olarak karsimiza ¢ikmaktadir (Vilkhu et al.

2008; Jadhav et al. 2009).

Gida, kozmetik ve ila¢ endistrileri i¢in onemli olan biyoaktif maddelerin ultrason
yardimli ekstraksiyon teknigi ile ekstrakte edilmesi, gliniimiizde oldukca ilgi ¢ceken bir
alan haline gelmistir. Bu konuda yapilmis birgok ¢aligma mevcuttur (Caldeira et al. 2004;
Xia et al. 2006; Chen et al. 2007; Barbero et al. 2008; Ma et al. 2009; Virot et al. 2010;
Canales et al. 2017; Zhu et al. 2017; Caleja et al. 2017; Chen et al. 2018; Nipornram et
al. 2018).

Bu ¢alismalardan biri de Xu et al. (2017) tarafindan Limonium sinuatum g¢igeklerinden
dogal antioksidanlarin ekstraksiyonunu gergeklestirmek amaciyla ultrason yardimli

ekstraksiyonun kullanimina yoneliktir. Arastirmacilar, 40°C’de %60°lik etanol
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kullanarak, 56:9.1 ml/g ¢oziicli: numune oraninda, 9.8 dk boyunca gergeklestirilen
ultrason uygulamasinin klasik maserasyon ve soxhlet ekstraksiyon metodlarina gore
antioksidan aktivite ile verimi artirdigini1 ve ayrica ekstraksiyon siiresini dnemli 6l¢iide
kisalttigin1 belirtmistir. Ma et al. (2008) ve Hossain et al. (2012) ultrason yardimli
ekstraksiyon ile elde edilmis fenolik maddelerce zengin ekstraktlarda antioksidan
aktivitenin yiiksek oldugunu bildirmis ve bu durumu; ultrason uygulamasinin kati1 fazdan
s1vi faza kiitle transferini artirmasina baglamiglardir. Hammi et al. (2015) Tunus Zizyphus
lotus meyvesi igin en iyi antioksidan ekstraksiyon kosulunu, 63°C, %50 etanol
konsantrasyonunda, 25 dk, 67 ml/g ¢oziici/kati materyal orani ile ultrason yardimli
ekstraksiyon islemi olarak belirlemistir. Corbin et al. (2015), keten tohumlarindan lignan
ve bazi fenolik maddelerin ekstraksiyonununda ultrason yardiml ekstraksiyon yontemini
kullanmis ve bu metodun musilaj olusumunda azalma ve ekstraksiyon verimini artirdigini
rapor etmistir. Benzer sekilde, Caleja et al. (2017) Melissa officinalis L.’den rosmarinik
asit, Machado et al. (2017) Eugenia brasiliensis, Rubus fruticosus ve Vaccinium
myritillus’dan antosiyaninler, Velickovic et al. (2017) Erica carnea L.’den tanen,
gallotanenler ve antosiyaninler, Alonso Carrillo et al. (2017) Satureja macrostema’dan
fenolik bilesenlerin ekstraksiyonunda kullanmis olduklar1 ultrason yardimli ekstraksiyon
isleminin etkinligini vurgulamaktadirlar. Rostagno et al. (2003) soyadan farkli
ekstraksiyon stireleri ve ¢oziiciiler kullanarak dort izoflavon tiirevinin (daidzin, genistin,
glisitin ve malonil) ekstraksiyon verimliligini karsilastirdig1 bir arastirmada, ultrasonun
kullanilan ¢o6ziiciiye bagli olarak ekstraksiyon verimini artirdigini belirlemislerdir.
Herrera and Luque de Castro (2004), 0,8 saniye araliklarla 30 saniye boyunca
uyguladiklar yar1 otomatik ultrasonik yontem ile ¢ilekten rutin, naringin, naringenin,
kuersetin, elajik asit ve kaempferol gibi fenolik bilesikleri etkin sekilde ekstrakte
ettiklerini rapor etmislerdir. Li et al. (2005), %70'lik konsantrasyonda metanol, 20:1
¢oOziicli: numune oran1 ve 30 dk siireyle uyguladigi ultrason yardimli ekstraksiyon
yontemi ile diger klasik ekstraksiyon yontemlerine gére, Eucommia ulmodies Oliv.'in taze
yaprak, taze kabuk ve kurutulmus kabuklarindan klorojenik asidin daha yiiksek verimle
geri kazanimini saglamistir. Yang and Zhang (2008) Euonymus alatus (Thund.) Sieb
yapraklarindan rutin ve Kuersetin biyoaktif bilesiklerini ekstrakte etmek igin sonikasyon
kosullarini optimize etmis ve uygulamanin diger Klasik yontemlere gore daha iyi bir

ekstraksiyon verimliligine sahip oldugu sonucuna varmiglardir. Farkli bir ¢aligmada
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iyonik sivi bazli ultrason yardimli ekstraksiyon isleminin Catharanthus roseus'dan
vindoline, catharanthine ve vinblastine alkoloidlerinin ekstraksiyonunda etkili oldugu
ifade edilmistir (Yang et al. 2011). Benzer sekilde iyonik bazli ultrasonik ekstraksiyon
yontemi kullanilarak fenolkarboksilik asit, karnosik asit ve rosmarinik asitin Rosmarinus
officinalis'den ekstraksiyonunun klasik yontemlere gore daha yiiksek verim ve daha kisa

stirede gerceklestirildigi Zu et al. (2012) tarafindan ispatlanmstir.

Bir c¢ok arastirmada avantajlarindan bahsedilen ultrason yardimli ekstraksiyon
uygulamasinin bazi olumsuz yonleri de rapor edilmektedir. Zhao et al. (2006) bir
karetenoid ¢esidi olan (all-E)-astaksantinin ultrason uygulamasi ile degradasyona
ugradigini ve ultrasonik gii¢ ile ekstraksiyon siiresindeki artisin degradasyonu artirdigini
belirtmislerdir. Biesaga (2011) ise, mirisetin, kuersetin, kamferol, ramnetin gibi
flavonoidlerin ultrason ile ekstraksiyonda diger yontemlere gore daha fazla degrade
olduklarin1 ileri stirmektedir. Farkli bir c¢alismada ise Aronia melanocarpa atik
kisimlarindan ultrason yardimli ekstraksiyon uygulamasi ile antosiyanin eldesi
amaglanmistir (D'alessandro and Dimitrov 2014). Arastirmada sicaklik ve etanol
konsantrasyonundaki artisin meyvenin icerdigi 17 polifenolik bilesik lizerinde olumlu
etki gosterdigi ancak ultrason uygulamasimin diisiik sicaklikta daha etkili oldugu tespit
edilmistir. Sicaklik artiginin antosiyaninlerin degradasyonuna sebep oldugu ve sicaklik

arttikca antosiyanin veriminin diistiigii rapor edilmistir.

Ultrason yardimli ekstraksiyon uygulamasi ayrica bitkilerden aroma maddeleri (Caldeira
et al. 2004; Xia et al. 2006; Canales et al. 2017), diger organik maddeler (Preece et al.
2017; Guo et al. 2017; Zhang et al. 2017) ve mineral maddelerin (Santos et al. 2017) de
icerisinde bulundugu baz1 gida bilesenlerinin eldesinde de yiiksek verimle
kullanilmaktadir. Ozellikle dogal renk maddelerinin ekstraksiyonunda ultrason kullanimi
oldukg¢a yaygindir (Shen et al. 2014; Joaquin-Cruz et al. 2015; Zhang and Wang 2017;
Machado et al. 2017). Yomeh et al. (2014) bitkilerden dogal renk maddelerinin
ekstraksiyonunda kullanilan klasik yontemlere ilaveten mikrodalga yardimh
ekstraksiyon, siiperkritik akis ekstraksiyonu gibi modern ekstraksiyon tekniklerinin

zaman alic1 olmas1 ve fazla ¢oziicii gerektirmesi ve/ veya maliyetinin yiiksek olmasi
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dolayisiyla tercih edilebilir olmadigini belirtmis ve bu tekniklere kiyasla ultrason yardimli
ekstraksiyonun daha ekonomik ve uygulamasinin kolay oldugunu ifade etmistir. Ayni
arastirmacilar anatto tohumundan ekstrakte ettikleri renk maddelerinde en yiiksek verimi
ultrason yardimli ekstraksiyon yontemi ile elde ettiklerini rapor etmislerdir. Sivakumar et
al. (2009) farkli bitki materyallerinden ultrasonik yontemle ekstrakte edilen dogal renk
maddelerinin %13 ile %100 arasinda artan verimle elde edildigini bildirmistir. Leungo et
al. (2014) domatesin kabuk, tohum veya pulpundan karotenoidlerin ekstraksiyonunda
ultrason kullaniminin etkin sonuglar verdigini ve karotenoidlere herhangi bir zarar

vermeksizin ekstraksiyon verimini %143 oraninda artirdigini rapor etmiglerdir.

Kimbaris et al. (2006), sarimsaktan esansiyel yag ekstraksiyonunda kullanilan ultrasonik
yontemin  hidrodistilasyonla  kiyaslandiginda  sicakliga  duyarli  molekiillerin
degradasyonunu azalttigin1 rapor etmistir. Yang et al. (2018) piringten protein
ekstraksiyonunda kullanmis oldugu ultrason yardimli ekstraksiyon isleminin p <0.05
diizeyinde Onemli olarak ekstraksiyon verimini, triin safligini ve modifiye edici
ozellikleri artirdigini belirtmistir. Ponmurugan et al. (2017) ay ¢igegi atiklarindan 3.2 pH
degerinde 32 dk boyunca uyguladig ultrason yardiml ekstraksiyon isleminde pektinin
%8.91 oraninda ekstrakte edildigini ve bu oranin daha 6nce Shi et al. (1996) ve Iglesias
and Lozano (2004) tarafindan uygulanan klasik ekstraksiyon yontemlerine kiyasla ¢ok

daha etkili oldugunu ifade etmislerdir.

- Ekstraksiyonda kullanilan ultrason teknikleri

Yiiksek giiclii ultrason, problu ultrason cihazi veya ultrasonik banyo olmak {izere baslica
iki tip cihaz kullanilarak uygulanabilmektedir. Her iki sistemde de ultrasonik gii¢ kaynag:
olarak bir giic cevirici (transdiiser) kullanilmaktadir. Piezoelektrik doniistiiriicii,

ultrasonik reaktorler icerisinde en yaygin kullanilan tiptir.

Ultrasonik banyo (Sekil 2.4), en ¢ok bilinen ve kullanilan ultrasonik cihaz tiridiir.
Genellikle bir veya daha fazla ultrasonik doniistiiriicii ile paslanmaz ¢elik bir tanktan

olusmaktadir. Ultrasonik banyolar genellikle 40 kHz civar frekansta ¢alismakta ve bir
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sicaklik kontrol mekanizmasi ile donatilmaktadirlar. Olduca ucuz ve kolay erisilebilir
olmalarmin yani sira ¢ok sayida ornek ile ayn1 anda ¢alisma imkéani sunmaktadirlar.
Bununla birlikte problu sistem ile karsilastirildiginda; numuneye direkt gonderilen diistik
ultrason giicii sistemin dezavantajidir. Son zamanlarda ekstraksiyon uygulamalari i¢in bu
olumsuzluklarin simirlandirildigi 25 kHz'de calisan yeni banyo sistemleri gelistirilmistir.
Bu banyolar, sogutma/ 1sitma sistemleri sayesinde su dolasimi ile sicaklik kontroliinii
saglayan cift katmanli bir manto ile donatilmis paslanmaz c¢elik bir reaktorden
olusmaktadirlar. Sistem, proplu ultrason sistemine gore daha az verimlidir ancak, cihazin
kullanim kolaylig1 ve ayni1 anda birden fazla numuneyi isleme alma imkani1 nedeniyle

yaygin olarak kullanilmaktadir (Chemat et al. 2017).

Ekstraksivon

’: . karisinn ‘ - ?

Ultrasonik
domiistiarici(ler)

Sekil 2.4. Ekstraksiyonda kullanilan ultrasonik banyo modeli (Vinatoru et al. 2017)

Ekstraksiyon uygulamalarinda ultrasonik problar da tercih edilen sistemlerdir (Sekil 2.5).
Prob sistemi ultrasonik banyolara kiyasla daha giicliidiir ¢iinkii génderilen ultrasonik
yogunluk kiigiik bir yiizeyden iletilmektedir. Genelde 20 kHz civarinda calismakta ve
doniistiiriicii reaktore daldirilmis bir proba baglanmaktadir. Boylece minimal enerji
kayiplariyla ekstraksiyon ortamina ultrasonun dogrudan iletimi saglanmaktadir. Farkli
uzunluk, ¢ap ve ug sekillerne sahip prob c¢esitleri mevcuttur. Prob se¢imi uygulama ve
numune hacmine goére yapilmaktadir. Prob tarafindan sivi ortama iletilen ultrasonik

yogunluk reaktorde hizla sicaklik yiikselmesine neden olmaktadir. Reaktdriin ¢ift ceketli
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bir sogutucu sistem ile sogutulmasi ekstraksiyon igin gereklidir. Bu durum problu sistem

i¢in bir dezavantajdir.

Déniistiiriici

Ekstraksiyon
karisim

Ultrasonik
jeneratdr

Sekil 2.5. Problu ultrasonik sistem

- Ultrason yardimh ekstraksiyonu etkileyen parametreler

» Fiziksel parametreler

Ultrasonik dalgalarin frekans, dalga boyu ve genlik gibi 6zellikleri akustik kavitasyonu
ve dolayisiyla ekstraksiyonu etkilemektedir. Gii¢ girisinin yan1 sira reaktor tasarimi ve

prob sekli de siireci etkileyen faktorler arasindadir (Pingret et al. 2013).

Giic ve sicakhik: Sonokimyasal bir siirecte uygulanan akustik gii¢ enerjisinin her zaman
rapor edilmese de; dogrudan veya dolayli olarak Slgiilmesine izin veren bazi fiziksel
yontemler mevcuttur. Bu yontemler, ultrasonik dalgalarin uygulanmasinin ardindan
ortamdaki fiziksel ve kimyasal degisiklikleri Olgerek artan enerjiyi tahmin etmektedir.
Akustik basincin dlgiilmesinde en yaygin kullanilan fiziksel yontemler, hidrofon ve optik
mikroskoplar kullanilarak gerceklestirilen aliiminyum folyo yontemi ve kolorimetrik
yontemdir (Margulis and Margulis 2003). Kavitasyon kabarciklarinin ¢okiisii sonrasi

olusan OHe radikallerinin indirekt 6l¢iimii de kullanilmakta olan kimyasal bir yontemdir
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(Suslick et al. 2011). Birg¢ok ¢aligsma, yiiksek ultrasonik giiciin kesme kuvvetini artirdigini
ve materyalde biiyiik degisikliklere neden oldugunu gostermektedir. Ancak, gida
endiistrisinde bu parametre en iyl sonucu elde etmek ve minimum gii¢ kullanmak i¢in
optimize edilmistir (Bermudez-Aguirre et al. 2011). Genelde, ultrasonik ekstraksiyonda
en yiiksek verimlilik ultrason giicliniin artirilmasi, ¢oziicli-kat1 temasini artirmak igin
gidanin nem igeriginin azaltilmasi ve ekstraksiyon siiresini kisaltacak sekilde sicakligin

ayarlamasi ile gergeklestirilmektedir (Chemat et al. 2017).

Secilen ultrason frekansi da ekstraksiyon islemini etkileyen faktorler arasindadir.
Frekans, kabarcik rezonans boyutunu etkilemektedir. En ¢cok kullanilan frekans araligi 20
kHz ile 100 kHz arasidir. Ultrason yardimli ekstraksiyonda daha yiiksek frekanslarin
kullanim1 sadece birka¢ ¢alismada incelenmistir. Toma et al. (2001) 20 kHz'e kiyasla
uyguladiklart diger yliksek frekans araliklarinin marigold yapraklarinin yapisi iizerinde
ultrasonun fiziksel etkilerini azalttigim rapor etmistir. Ilging sekilde, Chukwumah et al.
(2009) fistik lizerine yaptigi bir ¢alismada uygulanan frekansa gore ekstrakte edilen
fenolik bilesenlerin degistigini 25 kHz'de daidzein ve genistein elde ederken, 80 kHz'de
biyokanin A ve trans-resveratroliin ekstrakte edildigini bildirmistir. Ancak 80 kHz
frekansta gerekli ekstraksiyon siiresinin uzadigina dikkat ¢ekilmistir. Gonzalez-Centeno
et al. (2014) tiziim posasindan fenoliklerin eckstraksiyonu amaciyla 40, 80 ve 120 kHz
olmak tizere 3 farkli frekans uygulamis ve en etkin frekansin 40 kHz oldugunu rapor

etmislerdir.

Ultrason frekansi arttik¢a sivi igerisinde kavitasyon liretimi ve dolayisiyla kavitasyon
yogunlugu azalmaktadir (Mason and Lorimer 2002). Yiiksek frekansta akustik
kavitasyonun gerceklesmesi oldukc¢a zordur. Ciinkii kavitasyon baloncuklar1 gevsetme
cevrimi esnasinda eski haline donebilmek i¢in bir miktar siireye ihtiya¢ duymaktadir ve
bu siire yiiksek frekansta azalacagi icin kavitasyon kabarciklar1 yeterince
bliyliyemiyecektir. Gevsetme fazinin siiresi ultrasonik frekans ile ters orantilidir. Bu
nedenle yiiksek frekansta kavitasyon olusturmak igin daha biiyiik amplitiid degerleri
gereklidir (Mason and Lorimer 2002).
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Diisiik frekanslarda, gecici kavitasyon kabarciklart goreceli olarak daha az sayidadir
ancak kabarcik ¢aplari biiyliktiir ve kimyasal etkilerindense fiziksel etkileri daha fazladir

(Leong et al. 2011; Mason et al. 2011).

Yogunluk: Ultrasonik yogunluk, saniyede metrekare emisyon ylizeyi icin iletilen enerji
olarak tanimlanmaktadir (Tiwari et al. 2015). Bu parametre transdiiser genligi ve
dolayisiyla ses dalgasiin basing genligi ile dogrudan iligkilidir (Santos et al. 2009).

Basing genliginin artmasi kabarcik ¢okiisiinlin siddetini artirmaktaktadir.

Kavitasyon esigini asmak i¢cin minimum bir ultrasonik yogunluk degeri gereklidir.
Ultrason yogunlugu, ekstraksiyon verimini etkileyen ©nemli faktdrlerdendir.
Yogunluktaki artis sonokimyasal etkilerin de artisina neden olmaktadir (Mason and
Lorimer 2002). Genligin (amplitud) artmasi ultrason yogunlugunu arttirip kavitasyon
yerine stvinin karigmasina ve dolayistyla zayif ultrason iletimine sebep olarak ultrasonik
transdiiserin hizla bozulmasina neden olabilmektedir. Ancak, yag gibi yliksek viskoziteli

stvilarla ¢aligilirken amplitiid degeri artirillmalidir (Santos et al. 2009).

Wang et al. (2015) ultrason yardimli ekstraksiyon ile pektin eldesi lizerine yapmis
olduklar1 caligmada, 20 kHz frekansta ultrasonik yogunluk degerini 10.18-14.26 W/cm?
olarak belirlemiglerdir. Ancak, Chemat et al. (2017) bu yogunluk degerinin
optimizasyona tabi tutulmasi gerektigini ¢iinkii ultrasonik yogunlugun ¢ok yiiksek
olmasimin verimin ¢ok artacagi anlamina gelmedigini rapor edilmistir. Benzer sekilde
soya yagi ekstraksiyonunda 20 kHz frekansta, 16,4, 20,9 ve 77,6 W/cm? ultrason
yogunlugunun belirlendigi bir ¢alismada verim 20,9 W/cm? degerine kadar artmis ancak

yogunluktaki artisa paralel bir verim artis1 kaydedilmemistir (Li et al. 2004).

Ultrasonik reaktorlerin sekli ve boyutu: Ultrasonik dalgalar kati yiizeylerde
yansidigindan dolay1 ultrasonik banyo kullanilmasi durumunda; reaksiyon kabinin sekli
olduca 6nemlidir. Dalgalarin en diisiik diizeyde yansimasi i¢in en 1yi se¢im alt1 diiz konik
sekilde cam numune kaplartyla ¢alismaktir (Lorimer and Mason 1987). Numune kabinin

duvar kalinlig1 ultrason iletimini zayiflatmamak adina miimkiin oldugunca minimum
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seviyede olmalidir (Santos et al. 2009). Reaktor boyutlarinin hesaplanmasi, maksimum
verime ulagmak ve ortama maksimum enerji transferini saglamak igin vericinin
transdiisere gore konumu belirlenmelidir (Sun et al. 2011). Ultrasonik problar
kullanildiginda hem dairesel hem de eksenel olarak yogunlugun hizla azaldigi
gozlemlenmektedir. Bu yilizden ultrasonik prob ile kap duvari arasinda, birbirlerine
dokunmayacak sekilde minimum bosluk birakilmalidir (Santos et al. 2009).
Ekstraksiyonda ultrasonik probun kullanilmasi durumunda prob sekli ve capinin
ekstraksiyon tizerine etkili olabilecegi diistinlilmektedir. Problarin ¢ogu 1s1 ve korozyana
kars1 dayanikli olmalar1 nedeniyle titanyum alasimindan tiretilmektedir. Ancak zamanla
asiman problarin kullanilmasi ekstraksiyon ortamina metal pargalarin gecisine neden
olmaktadir. Pyrex ve quartz malzeme kullaniminin metallerin ortama iletimi problemini

¢ozebilecegi diisiiniilmektedir (Cravotto et al. 2008).

» Ortam ile ilgili parametreler

Ortam, ultrason yardimli ekstraksiyon isleminin etkinliginin artirilmasi igin dikkate

alinmasi gereken bir¢ok unsuru icermektedir. Bu unsurlar asagida agiklanmistir.

Solvent: Ultrason yardimli ekstraksiyon isleminde ekstraksiyon verimi iizerine, hedef
metabolitlerin ¢ozlinilirliigiiniin yan sira ¢oziiciiniin viskozite, ylizey gerilimi ve buhar
basinct gibi fiziksel parametrelerin de etkisi vardir. Bu fiziksel parametreler akustik
kavitasyon ftizerine etkilidir (Mason and Lorimer 2002). Bir sivida kavitasyonun
baslamasi i¢in gevsetme dongilisiinde negatif basincin siviyr olusturan molekiiller
arasindaki koheziv kuvvetlerin listesinden gelmesi gerekmektedir. Viskozite veya yiizey
geriliminin artmasi molekiiler etkilesimlerde artisa neden olarak kavitasyon esigini
onemli Ol¢lide yiikseltmektedir. Bu yiizden yiiksek viskoziteli sivilarla c¢alisilirken
amplitiid degeri ylikseltilmelidir. Ciinkii 6rnek viskozitesi artinca ultrasonik cihaz
hareketi (6rnegin prop ucu)ne karst 6rnegin direnci artmaktadir. Bu nedenle kavitasyonla
sonuclanacak gerekli mekanik titresimleri elde edebilmek i¢in yiiksek yogunluk (veya
yiiksek amplitiid degeri) Onerilmektedir (Santos et al. 2009). Ultrason yardimli

ekstraksiyon isleminde yiiksek buhar basincina sahip ¢oziiciilere kiyasla kavitasyon
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kabarciklariin ¢okiisii daha yogun oldugundan diisiik buhar basingh ¢oziiciiler tercih

edilmektedir (Santos et al. 2009). Buhar basinci sivi ortamin sicakligina da baglidir.

Sicakhik: Sicaklik, ¢oziicli 6zelliklerini etkileyen en 6nemli faktorlerdendir. Sicaklik
artis1 viskozite ve ylizey geriliminde diisiise sebep olurken; buhar basincini artirmaktadir.
Buhar basincinda meydana gelen artis ise, kabarciklar igerisine daha fazla ¢6ziicti buhari
girmesine neden olarak ¢ok sayida daha az siddette ¢okecek kabarciklarin olusumuna
neden olacak ve dolayisiyla daha yliksek sicakliklarda sonikasyon etkisi azalacaktir
(Santos et al. 2009). Bu nedenle diisiik sicaklik dereceleri tercih edilmekte ve genelde
sicaklik artigini sinirlandirmak igin sicaklik kontrolii yapilmaktadir (SaliSova et al. 1997).
Genellikle belli bir seviyeye kadar olan sicaklik artisinin ekstraksiyon verimini artirdigi
bilinmektedir (Palma et al. 2013). Sonikasyon uygulanmamis 6rneklerle kiyaslandiginda
20 ile 70°C arasindaki sicaklik artisinin ekstraksiyon verimini artirdig1 bazi arastirmacilar
tarfindan rapor edilmektedir (Shirsath et al. 2012; Chemat et al. 2017). Bu etki,
kavitasyon kabarciklarinin sayisinin artmasi, ¢oziicii-kat1 temas alaninin daha fazla
olmasi, solvent diflizyonunun artmasi ve dolayisiyla istenen bilesiklerin hiicre i¢cinden
cikist ve c¢oOziiniirliklerinin artmasina sebep olmaktadir. Bununla birlikte sicaklik
¢Oziiciinlin kaynama noktasina yakin oldugu zaman bu etkinin azaldig: tespit edilirken
ayni zamanda; ¢ogu arastirmaci 30°C'nin altindaki diisiik sicakligin verimlilik {izerine
yararl etkisini bildirmektedir (Palma and Barroso 2002; Zhang et al. 2008; Esclapez et
al. 2011). Sicakligin hedef bilesige gore segilmesi 6nemlidir (Zhang et al. 2009a; Zhang
et al. 2009b). Dolayisiyla, sicakliga karsi hassas bilesiklerin bozulmasini énlemek igin

sicaklik kontrolii gerekmektedir.

Coziinmiis gazlarin varh@ ve dis basing: Ortamda gazlarin olmamasi kavitasyon
kabarcig1 olusumunu zorlastirmaktadir. Ciinkii kavitasyon kabarciklari sivida ¢oziinmiis
gazlardan olusmaktadir (Pétrier et al. 2008). Co6ziinen gazlar ¢oziicli igerisinde yeni
kavitasyon kabarciklarinin olusturulmasi i¢in adeta cekirdek goérevi lstlenmektedir
(Mason and Lorimer 2002; Leong et al. 2011). Genel olarak ekstraksiyon alaninda ¢oziicii
icerisinde ¢Ozlinmiis gaz bilesimi kontrol edilememektedir. Dis basincin artmasi

durumunda, kavitasyonu saglamak i¢in daha biiyiik bir akustik basing gerekecektir.
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Ancak, kavitasyon esigine dis basincin altinda (>1 atm) ulasilirsa kavitasyon
kabarciklarinin ¢okiis yogunlugu basingsiz ortama gore daha yiiksek olmakta ve

dolayisiyla sonokimyasal etki artmaktadir (Santos et al. 2009; Leong et al. 2011).

Matriks parametreleri: Ultrason yardimli ekstraksiyonun hedefi ve hedef molekiile
bagli olarak bitki matriksi taze (alg veya maya gibi..) veya kuru (bitkiler, yagli tohumlar
gibi..) olarak kullanilabilmektedir. Matrikse uygulanan 6n islemler olduk¢a 6nemlidir ve
ekstraksiyon verimliligini etkileyebilmektedir (Vinatoru 2001). Hedef bilesenin
¢Oziiniirliik ve stabilitesi ile segilen ¢6ziicli ve s1vi1 ortam sicakligi ekstraksiyon verimini
etkilemektedir. Benzer sekilde, ekstraksiyon sistemi heterojen ve gozenekli bir ortam
oldugundan kavitasyon kabarciklarinin boyutu da ekstraksiyon verimi iizerine etkilidir.
Maddenin kati/s1v1 oran1 ve parcacik boyutu gibi diger faktorler de ekstraksiyon etkinligi
ile alakalhidir. Ekstraksiyon verimi; bitki materyalinin yapisi, esnekligi veya bilesim

farkliliklarina baglh olarak farkli dercelerde degisebilmektedir (Vilkhu et al. 2011).

2.2. Serbest Radikaller ve Reaktif Oksijen Tiirleri

Antioksidan hikayesinin baglangici olan serbest radikaller, atomik bir yoriingede bir veya
daha fazla eslenmemis elektron igeren, bagimsiz olarak varolma yetenegine sahip, kisa
omiirlii molekdllerdir (Cui et al. 2004). Eslenmemis elektron varligi, radikallerde bazi
ortak ozelliklerin olusmasini saglamaktadir. Radikallerin ¢ogu diisiik molekiil agirligina
sahip, kararsiz ve oldukga reaktiftir. [lave olarak, radikaller diger molekiiller ile elektron
alig verisi yaparak ingirgeyici veya oksitleyici olarak davranmaktadirlar (Lobo et al.
2010). Ayrica, serbest radikaller; DNA, proteinler, karbonhidratlar ve lipitler gibi
biyolojik olarak dnemli molekiillerin ¢ekirdek ve zarlarina zarar vererek, hiicre hasar1 ve

homeostatik bozulmaya neden olmaktadirlar (Young and Woodside 2001).

Serbest radikaller iizerine 1900°de Gomberg tarafindan trifenilmetil radikali (PhsCe)
izerine yapilan ¢alisma (Gomberg 1900) ile baslatilan siire¢, 1900’1l yillarda serbest
radikal 6zelligi tasimayan birgok molekiil {izerinde yogun bir sekilde devam etmistir

(Weiss 1935; Waters 1943; Cadogan 1973). 1968 yilina gelindiginde, hiicresel toksisiteye
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sebep olan siiperoksit radikali bazi ¢ozeltilerde tespit edilmis (McCord 1969) ve
arastirmalar giiniimiize dek uzanmistir (Frankel 1980; Papas 1993; Duthie 1996; Uguzlar
2009; Lobo et al. 2010; Islam et al. 2017). Ozellikle tip, biyoloji, gida, farmakoloji ve
toksikoloji bilim dallarinda ilgi ¢eken serbest radikaller ile saglik iizerine etkileri ve
giderilme yollar1 gliniimiizde halen ilgi géren ve iizerine bir¢ok ¢aligmanin yapilig1 bir

konudur.

Aerobik bir metabolizmada reaktif oksijen tiirlerinin olusumu dogal bir siirectir ve
dokunun oksijen homeostazini siirdiirebilmesi igin gereklidir (Castro and Freeman 2001).
Serbest oksijen tiirleri, zincirleme reaksiyonlarin baslatilmast ve/ veya ilerlemesini
saglayan radikal ve radikal olmayan tiim oksijen tiirlerini igcermektedir. Kanser,
norodejeneratif hastaliklar, kalp hastaliklari, akciger hastaliklar1 ve katarakt gibi bircok
hastaligin olusumunda rol oynayan en 6nemli oksijen iceren serbest radikaller; hidroksil
radikali (OHe), siiperoksit anyon radikali (O2), singlet oksijen (*O?), nitrik oksit radikali
(NO), peroksinitrit radikali (ONOO")’dir (Cui et al. 2004).

Canli sistemlerde tiretilen radikal tiirlerinin en onemli kaynag: oksijendir (Islam et al.
2017). Molekiiler oksijen kendine 6zgii bir elektronik konfigilirasyona sahip olan bir
radikaldir. Molekiiler oksijene bir elektron eklenmesi ile siiperoksit anyon radikali elde

edilmektedir (Miller et al. 1990).

Siiperoksit anyonu metabolik iglemler sirasinda, fiziksel radyasyon, enzim ya da metal
katalizli iglemler yoluyla sekonder reaktif oksijen tiirlerini tiretmek i¢in diger molekiil
tirleri ile fazlaca etkilesime girebilen primer bir reaktif oksijen tiirli olarak
distintilmektedir (Valko et al. 2005). Bu serbest radikal, oksidatif reaksiyonlarda adeta
bir aract olup dismutasyonu sonucu hidrojenperoksit (H20z) tiretilmektedir. Hidrojen
peroksit bir serbest radikal degildir ancak, reaktif oksijen tiirleri (ROT) kapsamina
girmekte ve serbest radikal olusum siirecinde 6nemli bir rol oynamaktadir. Hidrojen
peroksit, Fe?* veya diger gecis metallerinin varhiginda Fenton reaksiyonu sonucu (Fe (11)
+ H202 — Fe (III) +*OH+OH") siiperoksit radikalinin (O2") varliginda ise Haber-Weiss
reaksiyonu sonucu (O2+—+H202 — O2+*OH+OH") en reaktif serbest oksijen radikali olan
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hidroksil radikali (OH¢)’nin olusumunu saglamaktadir (Al-Gubory et al. 2010). Hidrojen
peroksit gibi hipoklorit de bir serbest radikal degildir ancak, kuvvetli bir oksitleyicidir.
Hipoklorik asidin hiicre membranin1 bozarak hiicrenin par¢alanmasi ve Oliimiine yol
actig1, proteinlerin siilfidril gruplarina saldirdigi ve DNA piirin bazlarini klorlayabildigi
bilinmektedir (Ozeng 2011).

Nitrik oksit, gaz formunda olan 6nemli bir serbest radikaldir. Oksijenle birleserek zehirli
azot dioksit gazin1 olusturabildigi gibi; stiperoksit ile aralarinda gergeklesen reaksiyon
sonucu peroksinitrit (ONOOe¢) olusumuna da katkida bulunmaktadir. Peroksinitrit
DNA’da oksidatif hasara neden olmaktadir (Ak 2006). Nitrik oksit, kan damarlarindaki
endotelyal hiicreler tarafindan diisiik diizeyde iiretilen siiperoksit ile birleserek radikal
olmayan iriinlerin olusumunu da saglamaktadir. Yapilan arastirmalarda; nitrik oksidin
kan basincinin diisiiriilmesini sagladigi, kan dolasimini diizenleyerek damar sertligini
onledigi veya geciktirerek metabolizmanin isleyisinde etkili oldugu belirlenmis ve

metabolizma i¢in gerekli oldugu tespit edilmistir (Uguzlar 2009).

Serbest radikallerin olusum mekanizmas:

Serbest radikaller 3 sekilde olusmaktadir.

1. Normal bir molekiiliin kovalent baginin homolitik olarak ayrilmasi ile,

XYY X*+Y*

2. Normal bir molekiilden tek elektron kaybi ile ve

X:Y 2 X +Y

3. Normal bir molekiile tek elektron transferi ile olusabilmektedir.
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X+e o X

Eslenmemis elektron bir radikal tarafindan bir molekiile transfer edilebilmektedir.
Eslenmek icin diger molekiillerden elektron alabilmekte veya basitge bir molekiile
baglanabilmektedir. Radikalin elektron vermesi, elektron almasi veya farkli bir anyona
baglanmasi ile adeta bir zincir reaksiyonu seklinde ilerleyen bir radikalden baska bir

radikal olusumu gergeklesmektedir (Islam et al. 2017).

Serbest radikal olusumu hem enzimatik hemde enzimatik olmayan reaksiyonlar sonucu
hiicrelerde siirekli olarak meydana gelmektedir (Bachi and Puri 1998). Serbest
radikallerin kaynagi olarak islev goren enzimatik reaksiyonlar; solunum zincirinde,
fagositozda, prostagladin sentezinde ve sitokrom P-450 sisteminde yer alan reaksiyonlari
icermektedir. Serbest radikaller oksijenin organik bilesiklerle olan enzimatik olmayan
esmerlesme reaksiyonlarinda da olusabilmektedirler (Liu et al. 1999). Baz1 dahili serbest
radikal kaynaklari: mitokondri, ksantin oksidaz, peroksizomlar, iltihap, fagositoz,
arasidonat yollari, iskemi/ reperfiizyon hasari iken; bazi harici serbest radikal kaynaklari
ise sigara icilmesi, ¢evre kirleticileri (Asbest lifleri, mineral tozlar, ozon, karbon
monoksit, nitrik oksit, nitrojen dioksit, silika, baz1 solventler, toksinler, hipoklorit, kiik{irt
dioksit, yangin, PCB, parakuat, dikuat, plumbagin, juglone) radyasyon (UV, x-ray,
gamma 1sinlar1), bazi ilaglar (Aminotriazol, asetaminofen, bleomisin, doksorubisin,
hiperbarik oksijen, klonazin, klosapin, 3,4- metilendioksimetamfetamin, nitrofurantoin,
siprofloksasin, siklosporin, trisiklik antideprezanlar, troglitazon gibi..) bocek oldiirticiiler

ve endiistriyel solventlerdir (Ebadi 2001).

Normal sartlarda viicudumuz, oksidatif hasara karsi kendini korumaktadir. Ancak
yukarida sayilan fatdrlere ilaveten ilerleyen yas, yorgunluk, fazla kalorili veya yagh
beslenme gibi olumsuz durumlarda oksidan/antioksidan dengesi bozulmakta ve bu durum

oksidatif stres olusumuna neden olmaktadir (Giinald1 2009).

Islam et al. (2017)'ye gore, organizmalar gesitli kaynaklardan gelen serbest radikallere

maruz kalmalar1 durumunda savunma mekanizmalar1 gelistirmektedirler. Bu savunma
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mekanizmalart; Onleyici mekanizmalar, onarim mekanizmalari, fiziksel savunma ve
antioksidan sentezinden olusmaktadir. Enzimatik antioksidan savunma mekanizmasi
glutatyon peroksidaz (GPx), siiperoksit dismutaz (SOD) ile katalaz (CAT)'dan
olusmaktadir. Lipoksigenaz, monoamin oksidaz, sitokrom P-450 enzimleri ve oksido
rediiktaz ise diger enzimatik kaynaklardir. Enzimatik olmayan antioksidanlar ise askorbik
asit (C vitamini), korotenoidler, a-tokoferol (E vitamini), glutatyon (GSH), flavonoidler

ve diger antioksidanlardan olusmaktadir.

2.3. Antioksidanlar

Antioksidan, ilk serbest radikal olusumunu baskilayarak oksidasyonu inhibe eden veya
daha fazla serbest radikal olusumunu engelleyerek reaksiyonun ilerlemesini ve
istenmeyen {rlinlerin olusumunu onleyen maddedir (Usal 2014). Cesitli bilesiklerin
oksidatif bozulmay1 onleyen veya inhibe eden diizeyde antioksidan aktiviteye sahip
olduklar1 belirlenmis olmasina ragmen giivenlik nedenlerinden otiirii  gidalarda

antioksidan olarak sadece birkagi kullanilabilmektedir (Islam et al. 2017).

Gida iiriinlerinde antioksidan kullanimini ulusal ve uluslarasi standartlar ile diizenleyen
otoriteler mevcuttur. ilk kez 20 Subat 1995 tarihinde Avrupa Parlamentosu ve Konsey
Yonergesi 95/2/EC ile renk ve tatlandiricilar disindaki gida katki maddeleri iizerine
antioksidan kullaniminin diizenlemesi yapilmistir. Giiniimiizde antioksidan kullanimi
Codex Alimentarius komisyonu tarafindan diizenlenmektedir. Bu organizasyon yalnizca
JECFA (Joint of Expert Committee on Food Additives) tarafindan degerlendirilmis
antioksidanlarin kullanimina izin vermekte ve izin verilen antioksidanlar sadece kodeks
tarafindan standartlarda belirtilen gidalarda kullanilabilmektedir (Mikova 2001; Shahidi
and Zhong 2005).

Halliwell (1995)’e gore antioksidan sistemleri etkilerini birbirinden bagimsiz veya

beraber igleyebilen 6 farkli mekanizma ile sergilemektedir. Bu mekanizmalar siras ile;
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» Oksijen molekiili ile reaksiyona girerek veya oksijenin yerini alarak ortamdaki
oksijen konsantrasyonunu azaltmalari,

» Hidroksil radikalinde bulunan hidrojen atomlarina baglanabilecek molekiilleri
ortamdan uzaklastirarak peroksidasyonun baslamasin1 engellemeleri,

» Singlet oksijeni baskilayarak membran lipitlerini etkiyip peroksit olusturmasini
engellemeleri (Cheeseman and Slater 1993),

» Metal iyonlarin1 baglayarak reaktif gruplarin serbest radikal olusturmasini
Onlemeleri,

» Peroksitleri indirgeyerek alkoller gibi radikal 6zellik tagimayan {iriinlerin olusumunu
saglayabilmeleri (GPx bu duruma en iyi 6rnektir),

»  Zincir olusturma kabiliyetinde olan serbest radikallerle reaksiyona girerek yag asidi
zincirlerinden siirekli hidrojen iyonu salinimini 6nleyebilmeleri ve béylece zincir kirma
ozelligi gostermeleridir. Fenoller, aromatik aminler ve a-tokoferol zincir kirici

antioksidanlar arasindadir (Halliwell 1995).

Islam et al. (2017) ise antioksidanlari etki mekanizmalarma gore 2 gruba ayirmaktadir.
[k grup hidrojen vererek oksidasyon zincirini kiran ve kararli radikaller olusturan birincil
antioksidanlardir. Ikinci grubu ise metal ¢elatlama, birincil antioksidan rejenerasyonu,
hidroperoksitlerin ayrigsmasi ve oksijen temizleme (scavenging) gibi bir dizi mekanizma

sayesinde oksidasyonu yavaslatan ikincil antioksidanlar olusturmaktadir.

Farkl1 bir siniflandirmada antioksidanlar sentetik ve dogal antioksidanlar olmak tizere iki

gruba ayrilmaktadir (Islam et al. 2017).

2.3.1. Sentetik antioksidanlar

Tokoferol ve askorbik asit gibi dogal olarak gidalarda bulunan cesitli antioksidanlar
depolama veya isleme sirasinda kismen kaybolabilmektedir. Bu nedenle sentetik
antioksidanlar isleme esnasinda oksidasyonu onlemek i¢in gidalara eklenmektedir (Pratt

1996). Isleme sirasinda gidalara ilave edilecek antioksidanlar; toksik olmamali, diisiik
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seviyelerde etkili olmal1 (%0,001-0,02), isleme sirasinda ve son iiriinde stabil olmali,

tirtine istenmeyen renk, koku, lezzet vermemeli ve pahali olmamalidir (Islam et al. 2017).

Bir¢ok sentetik bilesik antioksidan ozellik gostermekte ancak tamaminin gidalarda
kullanimina izin verilmemektedir (Pratt 1996). Giinlimiizde BHA (Biitil Hidroksi
Anisol), BHT (Butil Hidroksi Toluen), PG (Propil Gallat) ve TBHQ (Tersiyer-Biitil
Hidrokinon) olmak iizere yalnizca 4 grup sentetik antioksidan gidalarda kullanilmaktadir.
Gida {riinlerinde ve ayrica insan viicudunda serbest radikallerin zararli etkilerini
yavaglatabilecek yeni sentetik antioksidanlarin iiretilmesi ve gelistirilmesi i¢in ¢aligmalar
yapilmaktadir (Hussain et al. 2003; Van aardt et al. 2004). Bu bilesiklerin gidalarda direkt
katki maddesi olarak kullanilabilecegi gibi, ambalaj materyalinden difiizyon yoluyla

dolayli olarak kullanilabilecegi de diisiiniilmektedir (Islam et al. 2017).

BHA ve BHT cok etkili antioksidanlar olarak kabul edilmektedirler. Bu bilesikler, alkil
gruplarin bagl oldugu aromatik halkaya sahip fenolik antioksidanlardir. BHA, beyaz,
mumsu yapida olan kati bir maddedir. Yagda c¢ok iyi ¢Oziinen, yaglarda ve yag/su
emiilsiyonlarinda yaygin olarak kullanilan monofenolik bir antioksidandir (Reische et al.
1998). BHA'nin kisa zincirli yag asitlerinin oksidasyonunu 6nlemede ¢ok etkili oldugu
kanitlanmistir. Bu nedenle Hidistan cevizi yaginin yani sira; birgok tahil ve sekerleme
tirlinlinde de antioksidan olarak yaygin sekilde kullanilmaktadir (Pratt 1996). Ayrica
BHA, difiizyon yoluyla antioksidan gorevi yapan ambalaj malzemelerine de dahil
edilebilmektedir. Antioksidan Ozelliklere sahip olmanin yaninda bu bilesik gida
uriinlerinde anmikrobiyal aktivite ve BHT gibi diger antioksidanlar ile sinerjist etki
gostermektedir (Giridhar and Reddy 2001). BHT, beyazdan sariya kadar degisen renk
tonlarinda olan toz formunda bir maddedir. Genelde yaglar ve diger gida iriinlerinde
oksitlenmeyi geciktirmek amaciyla kullanilmaktadir. E vitamininin sentetik bir analogu
olarak davranmakta ve otoksidasyonu baskiladigi bilinmektedir. Bu bilesigin ¢cocuklarda

kanser, astim ve davranigsal sorunlara neden olabilecegi diisiiniilmektedir (Islam et al.

2017).
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TBHQ fenolik ozellik gosteren aromatik bir antioksidandir. Beyazdan bronza kadar
degisen renkte kristallere sahip olup, yiiksek derece doymamis 6zellige sahip bitkisel
yaglarda kullanilmaktadir. Bu sentetik antioksidan 1siya dayaniklidir ve kizartma
yaglarinin oksidasyonunu onlemede en etkili antioksidan olarak bilinmektedir (Reische
et al. 1998). Yiiksek 1s1l islem esnasinda yaglarda yiiksek termal stabilite ve maksimum
koruma saglamak i¢cin TBHQ, monoagilgliserol sitrat ve askorbil palmitat karigimi
kullanilmaktadir (Allan and Mohamed 2002). TBHQ'nun, BHA ve BHT ile kombine
edildiginde sinerjistik etki gosterdigi ve yaglara ilave edildiginde dumanlanma noktasini

yiikselttigi belirlenmistir (Sung et al. 2014).

Propil gallat, oktil gallat ve dodesil gallat gallik asidin gidalarda kullanim1 onaylanmis 3
esteridir. Gallik asit ve propanoliin yogunlagmasi, beyaz ve Kristalin bir toz olan; suda ve
yagda hafif ¢6ziinen PG'in olusumu ile sonuglanmaktadir (Islam et al. 2017). Bu
antioksidan yaglarda ve yagl gidalarda oksidasyonu 6nlemek i¢in kullanilmaktadir (Pratt

1996). BHA, BHT, TBHQ ve PG'in kimyasal yapilart Sekil 2.6'da gosterilmektedir.

M7 N OM CH, R CH, OH CH-
“CH, HC” Y v CH

> . . - M
HO v OH y - )
OM OH oM Ci, CH,

PG THHO BHA BHT

Sekil 2.6. Sentetik antioksidanlarin kimyasal yapilari (Borsato et al. 2014)

2.3.2. Dogal antioksidanlar

Giiniimiizde insanlar, saglik konusunda oldukga bilinglidir ve potansiyel toksisitelerinin
yani sira saglik agisindan diger endise verici yonleri sebebiyle sentetik iiriinlerden ziyade
daha pahali olan dogal {iriinleri kullanmay1 tercih etmektedirler (Naveena et al. 2008).
Son zamanlarda yapilan arastirmalar, yeni dogal bazli antioksidanlarin bulunmasi ve

tanimlanmas1 iizerine yogunlagsmaktadir. Meyveler ve bitki materyalleri fenolik
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bilesiklerce zengin olduklarindan dogal antioksidan kaynaklari olarak goriilmekte ve
giinimiizde kullanilmakta olan sentetik antioksidanlara birer alternatif olarak
kullanilabilmektedirler (Nunez de Gonzalez et al. 2008).

Dogal antioksidanlar enzimatik antioksidanlar ve enzimatik olmayan antioksidanlar

olmak {izere 2 ana gruba ayrilmaktadir;

2.3.2.a. Enzimatik antioksidanlar

Enzimatik antioksidanlar primer ve sekonder enzimatik savunma mekanizmalar1 olmak
lizere 2 gruba ayrilmaktadir. Primer savunma mekanizmasi, serbest radikallerin

olusumunu engelleyen ve notralize edilmesini saglayan 3 ana enzimden olugmaktadir:

1. Glutatyon Peroksidaz (GPx): Hiicrede olusan hidroperoksitleri indirgeyerek
ortamdan uzaklastiran bir enzim olan glutatyon peroksidaz, kofaktor olarak icerdigi
selenyum atomundan dolay1 bir selenoenzim olarak da adlandirilmaktadir (Cheeseman
and Slater 1993). Selenyum, E vitamini ile birlikte lipid metabolizmasi tiriinlerinden olan
peroksitlerin sebep oldugu oksidatif hasara karsi hiicre membranini korumaktadir
(Mungan 1996). GPx enzimi, aktivitesini en fazla eritrositler ve Kkaracigerde
gostermektedir (Frei 1994).

2. Katalaz (CAT): Katalaz enzimi hidrojen peroksidi su ve molekiiler oksijene
dontistirmektedir. Bir molekiil katalazin 6 milyon hidrojen peroksiti doniistiirebildigi

rapor edilmektedir (Islam et al. 2017).

katalaz
H202 — » 2H0+ Oz

3. Siiperoksit dismutaz (SOD): Siiperoksit anyonlarini bir katalaz siibstrati olan
hidrojen perokside doniistiirmektedir (Rahman 2007). Yapisinda bulunan bakir, ¢inko ve
magnezyum iyonlarindan dolay1 metaloenzim olarak da adlandirilmaktadir (Cavdar et al.

1997).
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Sekonder savunma mekanizmasi ise 2 enzim sisteminden olusmaktadir;

1. Glutatyon rediiktaz: Bu enzim bir antioksidan olan glutatyonun, oksitlenmis formdan
indirgenmis forma geri doniisiimiinii saglamaktadir.

2. Glukoz-6- fosfataz: Bu enzim anabolik reaksiyonlarda kullanilan NADPH
(Nikotinamid adenin diniikleotid fosfat koenzimi)'1 yeniden {ireterek indirgeyici gevre

kosullarini olusturmaktadir (Ratnam et al. 2006).

2.3.2.b. Enzimatik olmayan antioksidanlar

C vitamini: C vitamini, askorbik asidi tanimlamak i¢in kullanilan genel bir terimdir.
Islam et al. (2017)’e gore, askorbik asit, antioksidan aktiviteye sahip olan ve
gastrointestinal sistem tarafindan emilebilen; L-Askorbik asit ve L-Dehidroaskorbik
asitten olusmaktadir. Aslinda, askorbik asidin L ve D-Askorbik asit izomerleri
bulunmaktadir. Bu izomerlerden, L-Askorbik asit biyolojik olarak aktif iken; D-Askorbik
asit C vitamini fonksiyonlarina sahip degildir. L- Askorbik asit kolayca ve doniistimlii
olarak dehidro L-Askorbik aside okside olabilmektedir. Bu iiriin aynen L-Askorbik asit
gibi C vitamini aktivitesine sahiptir ancak, bir ileri agamada diketo- L-glukonik aside geri
dontlisiimsiiz olarak pargalanmaktadir. Herhangi bir biyolojik aktivitesi olmayan bu
iriiniiniin en son asamada furfurala kadar pargalandigi bilinmektedir. Furfural ise
enzimatik olmayan esmerlesme reaksiyonlarina katildigindan; askorbik asidin elverigsiz
kosullarda o6zellikle de yiiksek sicaklikta esmerlesmeye neden olabilecegi ifade

edilmektedir (Cemeroglu 2009).

Askorbik asit, beyaz renkli kat1 formda bir maddedir. Ancak, i¢ecekler, meyve veya sebze
tirlinlerinin stabilizasyonunda yaygin kullanilan tam olarak saf olmayan formu hafif

sarims1 renkte goriinebilmektedir (Islam et al. 2017).

Askorbik asidin viicuttaki fonksiyonlarindan en 6nemlisi, indirgeyici ozellikte ortam
olusturmasi ve oksijenin metabolik iirlinlerinden olusan serbest radikalleri pargalamasidir

(Cemeroglu 2009). Bu bilesik, bir¢ok antioksidan ile sinerjist etki gostererek lipid
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stabilitesinde etkin rol oynamaktadir (Méakinen et al. 2001). Cesitli oksijen formlarini
sondiirerek, radikalleri (siiperoksit radikal anyonu, hidrojen peroksit, hidroksil radikali,
singlet oksijen ve reaktif azot oksit gibi) indirgeyerek ve primer antioksidanlarin
rejenarasyonunu saglayarak cesitli fonksiyonlara sahip bir antioksidan olarak gorev
yapmaktadir (Shahidi 2003; Barros et al. 2011). Ayrica, askorbik asidin olusturdugu
indirgen ortam birgok enzimin aktif formda kalmasina olanak saglamaktadir (Cemeroglu

2009).

Sekil 2.7. Askorbik asidin kimyasal yapis1

Glutatyon: Glutatyon (gamma-glutamil sisteinil glisin), diisiik molekiil agirlikli bir tiyol
bilesigi olup ayn1 zamanda dogal olarak olusan en 6énemli antioksidanlardan biridir. Bu
antioksidan bitki ve hayvan dokularinda tripeptid formunda bulunmaktadir. Kimyasal
kompozisyonu Sekil 2.8'de goriilmektedir. Bu antioksidanin serbest radikaller, metal
iyonlari, peroksitler ve lipid peroksitlerinin neden oldugu oksidatif hasara kars1 hiicreleri

korudugu bilinmektedir (Islam et al. 2017).
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Sekil 2.8. Glutatyonun kimyasal yapist
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E vitamini: E vitamini terimi, genelde lipidlerde ¢6ziinen sekiz bilesigi icermektedir. Bu
bilesiklerden dordiine tokotrienoller, geri kalan dordiine ise tokoferoller denmektedir.
Ayrica tokoferol ve tokotrienoller kimyasal yapilarina bagli olarak Sekil 2.9'da goriildiigi
gibi alfa, beta, gama ve delta 6n adlar ile tanimlanmaktadir. Tokoferollerin antioksidan
aktiviteleri sicakliga bagli olarak degiskenlik gostermekte ancak genelde a- tokoferol<p-
tokoferol < y- tokoferol <o- tokoferol seklinde siralanmaktadir (Shahidi 2000). Bir
peroksil radikali siipiiriiclisii olan E vitamini, tokoferil radikali olusturduktan sonra bir
hidrojen vericisi tarafindan indirgenerek antioksidan islevini yerine getirmektedir (Traber
and Stevens 2011). Yagda ¢oziinme Ozelliginden dolay: lipid membranlarina entegre

olarak onlar1 oksidatif hasara karsi korumaktadir (Islam et al. 2017).

A, Rrl R2
CH3y |CHi: @ Tokoferol
2 - - . CHy |H B- Tokoferol
R 4 & 12 H CH3 ¥ Tokoferol
H H &- Tokoferol

CH3 |CHi: aTokotrienol
CH3 |H p-Tokotrienol

H CH3  y-Tokotrienol
H H &-Tokotrienol

Sekil 2.9. Tokoferol ve tokotrienollerin kimyasal yapilar: (Zhang et al. 2014)

Karotenoidler: Karotenoidler; bakteri, yosun, mantar ve bitkiler tarafindan sentezlenen
ve diinya ¢apinda 600’lin iizerinde ¢esidi bulunan bilesiklerdir (Armstrong and Hearst
1996). Tek hiicreli parazitler ve yaprak bitleri disindaki hayvanlar (Tonhosolo et al. 2009;
Moran and Jarvik 2010), karotenoidleri sentezleyememekte ve giinliik karotenoid
ihtiyaclarim1 bitkisel kaynaklardan karsilamaktadirlar. Meyve ve sebzeler, insan
beslenmesinde baslica karotenoid kaynaklarini olugturmaktadir (Agarwal and Rao 2000;
Johnson 2002). Yapisinda oksijen bulunan karotenoidler ksantofiller olarak bilinirken,

oksijen icermeyenler karoten olarak adlandirilmaktadir.
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Tamamen hidrokarbondan iskelete sahip karotenler; a-karoten, - karoten ve likopenden
olusmaktadir (Aizawa and Inakuma 2007). Oksijen igeren ikinci siifi olusturan
ksantofiller ise; lutein, zeaksantin, fukoksantin, astaksantin gibi bilesiklerdir (Britton
1995; Perez-Rodréguez 2009). Karotenoidlerin yararli etkilerinin temel sebebi aslinda
sahip olduklar1 antioksidan aktiviteleridir. Bu grup, singlet oksijen veya diger serbest
radikalleri sondiirerek gidalar1 oksidasyondan koruyan ikincil antioksidanlar olarak islev
gormektedirler (Reische et al. 1998). Ayrica; hiicre biiylimesinin diizenlenmesi, gen
ekspresyonunun ayarlanmasi ve immiin yanit gibi bazi 6zellikleri de rapor edilmektedir
(Astrog 1997; Paiva and Russell 1999; Jewell and O’Brien 1999). B- karoten, lutein,
astaksantin, likopen ve izozeaksantin gidalarin oksidasyonunun Onlenmesi veya
geciktirilmesinde etkili antioksidanlar olarak bilinmektedirler (Mikova 2001).
Karotenoidler diger antioksidanlarla 6zellikle de tokoferollerle kombine edildiginde
sinerjist etki gostermektedir. Bazi karotenoidlerin kimyasal yapilar1 Sekil 2.10’da

goriilmektedir.
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Sekil 2.10. Baz1 karotenoidlerin kimyasal yapilar1 (Volk 2004)
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2.4. Fenolik Bilesikler

Fenolik bilesikler, bir veya daha fazla hidroksil grubuna ilaveten bir veya daha fazla
aromatik hidrokarbon halkas1 igeren, en az 10,000 farkli bilesikten olusan biiyiik bir
gruptur (Gonzalez-Vallinas et al. 2013; Li et al. 2014). Genel olarak flavonoidler ve
fenolik asitler olmak tizere iki genis alt gruba ayrilmaktadirlar (Aratjo et al. 2011). Bu
bilesikler bitkilerin; reaktif oksijen tiirleri, UV, patojenler, parazitler ve bitki yiyiciler gibi
farkli stres tiirlerine karsi savunma amaciyla iirettikleri bilesikler olup (Asensi et al.
2011); bitki, gida ve kozmetik tiriinlerin organoleptik ozelliklerine de biiylik dlgiide
katkida bulunmaktadirlar (Dai and Mumper 2010).

Antik uygarliklar tarafindan yiizyillar boyunca saglik icin sayisiz biyolojik etkileri
kullanilan (Konczak and Zhang 2004) fenolik bilesiklerin, ozellikleri ve etki
mekanizmalarina iligkin bilgiler yakin zamana kadar olduk¢a sinirli kalmistir (Dai and
Mumper 2010). Yakin zamana kadar, besleyici 6zelligi olmayan gereksiz bilesikler olarak
degerlendirilen fenolik bilesiklerin; antioksidan, antiinflamatuar, antimikrobiyal
aktiviteleri ile kardiyovaskiiler hastaliklar ile ndrodejeneratif hastaliklardan kansere kadar
cesitli hastaliklarin tedavisinde etkili olduklarina dair birgok kanit elde edilmistir (Mojzer
et al. 2016). Fenolik bilesiklerin gesitli hastaliklar {izerine etkisi esas olarak antioksidatif
ozelliklerinden kaynaklanmaktadir (Wu et al. 2016). Polifenoller, hidrojen iyonu veya
elektron verme yetenekleri ile serbest radikalleri nétralize etmeleri ve yag asitleri gibi
bilesiklerin oksidasyonunu onledikleri ig¢in birer antioksidan gibi davranmaktadirlar.
Ayn1 zamanda fenolik bilesikler, Fe?* and Cu* gibi gecis metallerini gelatlayarak ortamin
redoks potansiyelini de degistirmektedirler (Balasundram et al. 2006). Polifenollerin
sahip olduklar1 antioksidan aktiviteleri sayesinde, sadece c¢esitli hastaliklar1 6nlemekle
kalmay1p, ayn1 zamanda hastaliklarin ilerlemesini baskiladigi, hatta iyilesme siirecine de
katkida bulundugu rapor edilmektedir (Ramos 2008; Gonzalez-Vallinas et al. 2013).
Buna ek olarak, bazi polifenollerin hormonal etki gosterebildigi ve kemik erimesini

inhibe ettigi de ifade edilmektedir (Hendric 2006).
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Fenolik bilesikler, fenolik hidroksil gruplari tarafindan bir serbest radikale (R) bir
hidrojen atomu verebilmektedir. Boylece serbest radikalin eslenmemis elektronu fenolik
bilesiklerin konjuge aromatik sistemleri ile delokalize edilebilir (Sekil 2.11). Sekilde
gosterildigi gibi, fenolik bilesikler (POH) tarafindan serbest radikal’e hidrojen atomu
verilmesi sonucu fenoksil radikal ara iirlinleri (PO.) olusmaktadir. Bu ara {iriinlerin
yiiksek stabiliteleri sayesinde serbest radikal zincir reaksiyonu baskilanabilmektedir.
Scalbert et al. (2005) ve Dai Dai and Mumper (2010)’a gore, fenoksil radikal ara tiriinleri

diger olusan serbest radikallerle reaksiyona girerek yayilimi1 durdurmaktadirlar.
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Sekil 2.11. Serbest radikalin fenolik bilesikler tarafindan delokalizasyonu (Altay et al.
2015)

Stabdl Griin

Fenolik bilesikler, sekonder bitki metabolitleri olarak meyve ve sebzelerin cogunda bol
miktarda bulunmaktadirlar (Gonzalez-Vallinas et al. 2013). Sergiledikleri biyolojik
aktiviteleri sayesinde; dogal renklendiriciler ve aroma maddeleri, gida koruyucu
maddeler, beslenme takviyeleri ve hatta mirekkep, kagit, kozmetik ve ilag

formiilasyonlar1 gibi bir¢ok endiistriyel alanda kullanilmaktadirlar (Jackman et al. 2010).

2.4.1. Flavonoidler

Sayilarinin  4000’in iizerinde oldugu tahmin edilen flavonoidler, sekonder bitki

metabolitlerinin en biiylik ve 6nemli bir sinifin1 olusturmaktadir (Panche et al. 2016).
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Flavonoidler, iki fenil halkasinin propan zinciri ile birlesiminden olusan C6-C3-C6
iskeletine sahip polifenollerdir. Temel iskelet yapis1 Sekil 2.11°de goriilen flavanoidler;
B halkasinin bagl oldugu C halkasinin hangi karbonuna baglandigina ve C halkasinin
doymamislik ve oksidasyon derecesine bagli olarak farkli alt gruplara ayrilmaktadir
(Sekil 2.12). B halkasi1 C halkasinin 3. pozisyonuna bagli ise isoflavon; 4. pozisyona bagl
ise neoflavonoid olarak isimlendirilmektedir. Eger, B halkast 2. pozisyona bagh ise C
halkasinin yapisal 6zelliklerine gore flavonlar, flavonoller, flavanonlar, katesinler,

antosiyaninler veya kalkonlar olarak ifade edilmektedirler (Panche et al. 2016).

Flavonoidler, kanser, Alzheimer hastaligi ve ateroskleroz gibi ¢esitli hastaliklarin
tedavisinde yararli olan ¢esitli biyokimyasal ve antioksidan etkilere sahiptir (Burak and
Imen 1999; Ovando et al. 2009; Lee et al. 2009). Falavonoidler, saglik tizerindeki etkileri
sebebiyle cesitli nutrasotik, farmasotik, medikal ve kozmetik uygulamalar icin
vazgecilmez bilesenler haline gelmislerdir. Falvanoidlerin saglik iizerine bu kadar etkin
olmalarinin nedeni, sahip olduklart 6nemli hiicresel enzim fonksiyonlarini1 ayarlama
kapasiteleri ile antioksidan, anti-inflamatuar, antimutajenik ve antikanserojenik
ozelliklerinin birlesmesidir (Panche et al. 2016). Flavonoidler ayrica, ksantanoksidaz,
siklooksijenaz, lipoksigenaz ve fosfoinositid 3- kinaz gibi bir¢ok enzim igin giiglii
inhibitorler olarak bilinmektedirler (Metodiewa et al. 1997; Hayashi et al. 1988; Walker
et al. 2000).
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Sekil 2.12. Flavanoidlerin kimyasal yapilari

2.4.1.a. Flavonlar

Flavonlar flavonoidlerin énemli alt gruplarindan biridir. Falavonlar; yaprak, ¢igek ve
meyvelerde glukozit formunda bulunmaktadir. Kereviz, maydanoz, kirmizibiber,
papatya, nane ve ginkgo biloba flavonlarin baslica kaynaklari arasindadir. Luteolin,
apigenin ve tangeretin flavonoidlerin flavonlar alt sinifi igerisinde yer almaktadir.
Narenciye kabuklar1 polimetoksillenmis flavonlardan tangeretin, nobiletin ve
sinensetince zengin bir kaynaktir (Manach et al. 2004). C halkasinda 2 ve 3. konumlar
arasinda bir ¢ift bag ve 4. konumda bir keton grubu bulunmaktadir (Panche et al. 2016).
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2.4.1.b. Flavonoller

Flavonoller, keton grubuna sahip flavonoidlerdir. Proantosiyaninlerin yap1 taslaridir.
Uzerinde en fazla ¢alisilmis flavonoller kaempferol, kuersetin, myrisetin ve fisetindir.
Bir¢ok meyve ve sebzede bol miktarda bulunmakta olup; sogan, lahana, marul, domates,
elma, liziim, ¢ilek ve ¢ay zengin kaynaklaridir. Flavonollerin antioksidan potansiyelleri
nedeniyle vaskiiler hastalik riskini disiirdiikleri rapor edilmektedir. Flavonlardan farkli
olarak, C halkasinin 3. pozisyonunda hidroksil grubu bulundurmaktadirlar. Bu hidroksil
grubu antosiyanidinler gibi sekerlerle glikozit bagiyla baglanmis olabilmektedir. Genelde
glukoz, galaktoz, rutinoz gibi sekerler daha seyrek olarak da ramnoz, arabinoz, ksiloz ve
glukonik asit, glikozidik bagla baglanmis unsurlardir (Cemeroglu 2009). Bu grupta
bulunan aglikonlardan en yaygini kuersetindir (Iwashina 2013). Flavanol glikozitler, hafif

sar1 renkte olup, hemen hemen her bitkide bulunmaktadirlar.

2.4.1.c. Flavanonlar

Flavanonlar, genellikle narenciye meyvelerinde bulunan 6nemli bir flavonoid alt sinifidir.
Hesperidin, naringenin ve eriodiktiol bu grupta bulunmaktadir. Flavanonlar, serbest
radikal giderici aktivitelerinden dolayr saghk {izerine bir takim faydalarla
iliskilendirilmektedirler. Bu bilesikler narenciye kabugunda daha yogun bulunmakta ve
eger kabuk soyulmadan meyve suyu iretilmigse meyve suyunun act tadindan
sorumludurlar. Turunggil flavonoidleri antioksidan, antiinflamatuar, kan lipid distiriicti
ve kolesterol baglayici olmak tizere farkli aktiviteler sergilemektedir. Dihidroflavonlar
olarak da adlandirilan flavononlarin C halkas1 doymustur. Bu nedenle flavonlarin aksine
2 ve 3. pozisyonlar arasindaki ¢ift bag doymustur. Bu durum bu iki alt grup flavonoid
arasindaki tek yapisal farkliliktir. Son 15 yilda tespit edilen flavonon sayilari 6nemli

Ol¢iide artmistir (Iwashina 2013).
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2.4.1.d. izoflavonoidler

izoflavonoidler, flavonoidlerin en genis ve en farkli grubunu olusturmaktadir. Bu grup
bitkiler aleminde sinirli bir dagilima sahip olup, soya fasulyesi ve diger bakliyatlarda
tespit edilebilmistir. Baz1 izoflavonoidlerin mikroplarda da bulundugu (Matthies et al.
2008) ve bitki mikroplari aralarindaki etkilesimler sirasinda fitoaleksinlerin gelisimi i¢in
prokiirsor olarak 6nemli rol oynadiklart belirlenmistir (Aoki et al. 2000; Dixon and
Ferreira 2002). Genistein ve daidzein gibi izoflavonlar, bazi hayvan modellerinde
gostermis olduklar1 Ostrojenik aktiviteleri nedeniyle yaygin olarak fitodstrojen olarak
kabul edilmektedirler. Szkudelska ve Nogowski (2007), genisteinin hormonal ve
metabolik degisikliklere neden olan etkisini aragtirmig ve bu etki sayesinde gesitli

hastaliklarin metabolik yollarini degistirebildigini belirtmistir (Panche et al. 2016).

2.4.1.e. Neoflavonoidler

Neoflavonoidler bir polifenolik bilesik sinifidir. Flavonoidler 2. karbon pozisyonunda 2-
phenylchromen-4-one omurgasina sahip iken; neoflavonoidler yalnizca 4-fenilkromen
omrgasina sahiptir ve hidroksil grubu igermemektedirler. Belirlenen ilk neoflavonoid
1951 yilinda Calophyllum inophyllum tohumlarindan izole edilen kalofilolittir. Bu bilesik
ayni zamanda bir Sri Lanka endemik bitkisi olan Mesua thwaitesii'nin kabuk ve odun
kisminda da bulunmaktadir (Linuma et al. 1987; Nishimra et al. 2000; Garazd et al.
2003).

2.4.1.f. Flavon-3-ol’ler (Katesinler)

Bu grup bitkiler dleminde en yaygmn bulunan flavonoidler olup, flavanonoller,
dihidroflavonoller veya katesinler olarak da adlandirilmaktadirlar. C halkasinda 3 nolu
karbon atomuna bagli bir hidroksil grubu icermektedirler. Katesinler, oldukca ¢esitlenmis
coklu alt gruplara sahiptir. Bir¢ok flavonoidden farkli olarak 2. ve 3. pozisyonlardaki
karbon atolar1 arasinda ¢ift bag igermemektedirler (Panche et al. 2016). En yaygin
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katesinler; (+)- katesin, (-)-epikatesin, (+) gallokatesin ve (-)- epigallokatesinlerdir
(Cemeroglu 2009).

2.4.1.9. Antosiyaninler

Antosiyaninler meyve, sebze ve ¢igeklere kendine 6zgii, pembe, kirmizi, viyole, mavi
veya mor rengi veren suda ¢oziiniir 6zellikteki flavonoid bilesikleridir. Antosiyaninler,
yapisinin temeli 2-fenilbenzopirilium (flavilium katyonu)'dan olusan antosiyanidinlerden
tiiremektedirler. Antosiyaninler hidrolize ugrayip glikozit bag: ile baglanmis kisimlari
ayrildiginda geriye kalan aglikon kismi antosiyanidindir. Yani, antosiyaninler,

antosiyanidinlerin glikozitleridir (Cemeroglu 2009).

Simdiye kadar tespit edilmis olan 20’ye yakin antosiyanin ¢esidinden; Siyanidin,
delfinidin, malvidin, pelargonidin, petunidin ve peonidin en ¢ok calisilan
antosiyaninlerdir (Sri Harsha et al. 2013; Nasirizadeh et al. 2016; Mackert and McIntosh
2016; Baba et al. 2017; Amini et al. 2018; Mazewski et al. 2018). Antosiyaninler arasi
fark, 3., 5., 6., 7.,3’ ve 5’ pozisyonlardaki gruplarin farkli olmasindan kaynaklanmaktadir
(Cemeroglu 2009).

Agirlikli olarak kizileik, frenk {iziimii, kirmizi liziim, ¢ilek, ahududu, bogiirtlen ve yaban
mersini gibi ¢esitli meyvelerin dis hiicre katmanlarinda bulunmaktadirlar. Bu bilesiklerin
saglik tlizerine olan faydalarmin yani sira kararli yapilari, gida endiistrisinde cesitli
uygulamalarda kullanimlarin1  kolaylastirmaktadir (Giusti and Worolstad 2003).
Antosiyeninlerin  rengi kimyasal yapilarinin  yani sira; ortamin pH  derecesi,
konsantrasyon, ortamda kopigment olup olmamasi gibi faktorlere bagli olarak

degismektedir (Iwashina 2013).

2.4.1.h. Kalkonlar

Kalkonlar flavonoidlerin bir alt sinifidir. Bu grup Sekil 2.12'de gosterilen temel flavonoid

iskeletinin yapisinda C halkasinin bulunmayisiyla karakterize edilmektedir. Bu nedenle
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acik zincirli flavonoidler olarak da adlandirilmaktadirlar. Baslica kalkon ornekleri
arasinda floridzin, arbutin, floretin ve kalkonaringin bulunmaktadir. Kalkonlar domates,
armut, cilek ve bazi bugday iiriinlerinde 6nemli miktarda bulunmaktadir. Cizelge 2.1

aciklanan tiim flavonoidlerin gidalarda bulunduklar kaynaklari belirtmektedir.

Cizelge 2.1. Baz1 flavonoidler, siniflar1 ve bulunduklar1 gida kaynaklari (Pancha et al.
2016)

Flavonoid Sumif Gida kayna@ Referanslar

Kuersetin Flavonoller Sebzeler, meyveler ve igecekler, |Hertog et al. (1993); Justesen and
baharatlar, ¢orbalar, meyve sular1 | Knuthsen (2001); Stewart et al.

(2000); Zheng and Wang (2001)

Rutin Flavonol Yesil cay, liziim cekirdegi, aci|Atanassova and  Bagdassarian

biber, elma, narenciye, ¢ilek, seftali | (2009); Gudrais (2012); Chang et al.
(2000); Malagutti et al. (2006)

Makluraksanton | Ksantan Maclura tinctoria, Dyer dutu Khan et al. (2009)

Genistein Izoflavon Yaglar, s1g1r eti, kirmizi yonca, soya | Thompson et al. (2006); Umpress et
fasulyesi, psoralea, ac1 bakla, fava|al. (2005); Krenn et al. (2002);
fasulyesi, japon sarmasig1 Coward et al. (1993); Kaufman et

al. (1997)

Skopoletin Kumarin Sirke, karahindiba kahvesi Galvez et al. (1994)

Daidzein Izoflavon Soya fasulyesi, tofu Zhang et al. (1999)

Taksifolin Flavanonol Sirke Cerezoa et al. (2010)

Naringenin Flavanon Uziim Felgines et al. (2000)

Abissinons Flavanon Fransiz fasulyesi tohumu Rathmell and Bendall (1971)

Rutin Flavanol Narenciye, elma, ¢ilek, seftali Chang et al. (2000)

Eriodiktiyol Flavanon Limon, kugburnu Hvattum (2002)

Fisetin Flavanol Cilek, elma, sogan, salatalik,|Sahu et al. (2014)

Trabzon hurmasi

Teaflavin Flavon 3-ol Cay yapragy, siyah ¢ay, oolong ¢ay |Leung et al. (2001)

Peonidin Antosiyanidin | Kizilcik, yaban mersini, erik, iiziim, | Truong et al. (2010)
kiraz, tatl patates

Diosmetin Flavon Burgak Andreeva et al. (1998)

Trisin Flavon Piring kepegi Cai et al. (2005)

Biokenin Izoflavon Kirmiz1 yonca, soya, yonca filizi, | Medjakovic and Jungbauer (2008)
yer fistig1, nohut (Cicer arietinum),
diger baklagiller

Hesperidin Flavanon Ac1 portakal, tahil, portakal,|National  Agricultural  Library
portakal suyu, limon, misket limonu | (2014); Khan et al. (2009)

Epikatesin Flavon 3-ol Yag1 azaltilmug siit ve ¢ikolata Arts et al. (2000)

Mirisetin Flavonol Sebze, meyve, findik, ¢ilek, ¢ay, |Ross and Kasum (2002); Basli et al.
kirmizi gsarap (2012)

Taksifolin Flavanonol Narenciyeler Grayer and Veitch (2006); Kawaii et

al. (1999)

Kaempferol Flavonol Elma, tziim, domates, yesil ¢ay,|Calderon-Montafio et al. (2011);
patates, sogan, brokoli, Briksel |Liu(2013); Kim and Choi (2013)
lahanasi, kabak, salatalik, marul,
yesil fasulye, seftali, bdogiirtlen,
ahududu, 1spanak

Luteolin Flavon Kereviz,  brokoli,  yesilbiber, | Kayoko et al.(1998); Lopez-Lazaro
maydanoz, kekik, Kkarahindiba, [ (2009)
perilla, papatya ¢ayi, havug,
zeytinyag1, nane, biberiye

Apigenin Flavon Yag azaltilmus siit ve gikolata Hertog et al. (1993)
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2.4.2. Fenolik asitler

Fenolik bilesiklerin ii¢te birini temsil eden fenolik asitler (Yang et al. 2001), biiyiik kismi1
hidroksisinnamik asitlerden olusmak iizere, hidroksibenzoik asitleri de igeren 6nemli bir
polifenol smifidir (Cadenas and Packer 2002). Fenil propanoidler olarak da adlandirilan
bu grup, genelde serbest halde bulunmayip; glikozit ya da organik asit esterleri seklinde
proteinlere veya hiicre duvari polimerlerine bagl halde bulunmaktadirlar (Maier et al.

1990; Yang et al. 2001).

Fenolik asitler baklagil bitkilerinde; 1spanak, brokoli ve lahana gibi sebzelerde; ¢ileksi
meyvelerde; elmalarda; kahve, ¢ay, narenciye sular1 ve sarap gibi bazi igeceklerde; tahil
kepeginde ve zeytinyaginda bulunmaktadir (Manach et al. 2005; Scalbert et al. 2005;
Kampa et al. 2007; Weichselbaum and Buttriss 2010). En yaygin fenolik asitlerden biri
kafeik asittir. Kafeik asit, birgok meyve ve sebzede bulunmakta ve kahvenin baslica
fenolik asidi olan klorojenik asitte oldugu gibi; cogunlukla kuinik asit ile esterlesmektedir
(Scalbert et al. 2005). Diger yaygin fenolik asit ise, tahillarda bulunan ve hiicre duvari

hemiseliilozlari ile esterlesen ferulik asittir (Mojzer et al. 2016).

Fenolik asitler, birer gelatlayici olarak; hidroksil ve peroksil radikalleri, siiperoksit
anyonu ve peroksinitritler iizerinde etkili olan 6nemli serbest radikal siipiiriiciilerdir (Lall
et al. 2015). Antioksidan aktiviteleri, igerdikleri aromatik halkalarin hidroksil grubu
sayisina, bu gruplarin baglanma yerlerine ve pozisyonlarma gore degisiklik

gostermektedir (Sroka and Cisowski 2003).

Zeytinyaginda bulunan; kafeik, sinapik, sirinjik, protokatesik, ferulik ve 3,4-
dihidroksifenil asetik asitin meme ve prostat kanseri hiicre ¢ogalmasini zamana ve doza
bagl olarak azalttig1 belirlenmistir (Kampa et al. 2007). Diyette kullanilan %0,02 ile
%0,05 aras1 kafeik asit, elajik asit, klorojenik asit ve ferulik asitin siganlarda kanser
olusumunu engelledigi tespit edilmistir (Yang et al. 2001). Diger taraftan, gallik asit,
tannik asit ve kafeik asitin DNA'da in vitro oksidatif iplik¢ik kirilmalarina neden

olabildigi de rapor edilmektedir (Dai and Mumper 2010). Marinova and Yanishlieva
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(2003), yaptiklari ¢alismalarda hidroksibenzoik asit tiirevlerine kiyasla hidroksisinnamik
asit tlirevlerinin daha yiiksek antioksidan aktivite gdsterdiklerini belirlemislerdir. Peyrat-
Maillard et al. (2000) ve Fukumoto and Mazza (2000), hidroksil grubu sayisindaki artisin
antioksidan aktiviteyi yiikselttigini belirtmektedir.

2.4.2.a. Hidroksibenzoik asitler

Hidroksibenzoik asitler, C6-C1 fenilpropan yapisinda, giiglii antioksidatif ve
antikanserojenik aktiviteye sahip bilesiklerdir (Cemeroglu et al. 2001). Bu grup asitler,
lignin ve hidrolize edilebilir tanen gibi karmasik yapilara ait bilesenlerdir (Mojzer et al.
2016). Ayrica, organik asit ya da seker tlirevleri olarak da bulunabilmektedirler.
Yiyeceklerdeki sinirli dagilimlari, hidroksibenzoik asitlerin emilim ve metabolizmalari
hakkinda fazla bilgiye sahip olunamamasina neden olmaktadir (Manach et al. 2005).
Hidroksibenzoik asitlerin en 6énemli temsilcileri fasulye ve fistikta bol miktarda bulunan

gallik ve elajik asitlerdir (Sekil 2.13) (Stoner and Mukhtar 1993; Lall et al. 2015).

Gallik asit agirlikli olarak ¢ilek, ananas, muz, limon, ceviz, ¢ay, mese ve eclma
kabuklarinda bulunmaktadir (Santos et al. 2013; Verma et al. 2013; Lall et al. 2015).
Biyolojik etkisini ¢esitli biyokimyasal yollar1 etkileyerek ortaya koyan (Verma et al.
2013) bu biyoaktif molekiiliin giiglii antioksidatif, antiinflamatuar, antibakteriyel,
antiviral, antimelanojenik, antimutajenik ve antikanserojenik aktivitelere sahip oldugu
birgok arastirmaci tarafindan rapor edilmektedir (Verma et al. 2013; Santos et al. 2013;
Lall et al. 2015). Gallik asit, prostat kanseri arastirmalarinda tizerinde en ¢ok ¢alisilan ve
gelecek vaadeden bilesiklerden birisidir (Lall et al. 2015). Kanser hiicre dizilerinde
apoptosise neden olan prooksidatif 6zellik gosterdigi belirlenmistir (Verma et al., 2013).
Katesinlerde de s6z konusu olan bu durum ayni zamanda organizmalarda oksidatif hasara
neden olabilmektedir (Mojzer et al. 2016). Verma et al. (2013), Santos et al. (2013) ve
Lall et al. (2015) gallik asitin farkli molekiiler seviyelerde ¢esitli tiimorler tizerinde tedavi
edici 6zellikte oldugunu ifade etmektedir. Gallik asidin de dahil oldugu ¢ogu polifenolik
bilesigin ortak 6zelligi, kanserli hiicrelere kars1 segici bir sitotoksisite gdsterirken; normal

hiicrelere kars1 ¢ok diisiik diizeyde veya hig toksisite olusturmamalaridir (Verma et al.
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2013). Suda bile ¢oziinebilmesi gallik asitin kullanim alanlarini olduk¢a genisletmekte ve
giiniimiizde gelisen ila¢ sektoriindeki kullaniminin yani sira kanser riskini diislirmek i¢in

gida takviyesi olarak da kullanilmaktadir (Verma et al. 2013).
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Sekil 2.13. Elajik asit ve gallik asitin kimyasal yapilari

Birc¢ok c¢igekli bitki familyasinin bir pargasi olan ellajik asit, dogal olarak olusan dnemli
bir hidroksibenzoik asittir (Stoner and Mukhtar 1993). Bitkilerde, esas olarak glikozid
formunda bulunmakla birlikte ellajitanenler olarak adlandirilan hidrolize olabilen
tanenlerin bir pargasi olarak da goriilebilirler (Stoner and Mukhtar 1993; Santos et al.
2013). Gallik asidin bir dimerik tiirevi olan ellajik asidin en zengin kaynaklar1 arasinda;
bogiirtlen, ¢ilek, kizilcik, nar ve ceviz bulunmaktadir (Lall et al. 2015). Ellajik asit,
antikanserojenik, antioksidan, antiinflamatuar, antibakteriyel, antiateroskleroz,
antihiperglisemik, antihipertansif, antifibroz ve kardiyoprotektif etkilere sahiptir (Santos
et al. 2013; Lall et al. 2015). Ayrica, apoptozu indiikledigi, kanser hiicrelerinin
cogalmasini azalttig1 ve bu hiicrelerin yayilma ve hareketliligini engelledigi de rapor
edilmekedir (Santos et al. 2013; Tabrez et al. 2013; Lall et al. 2015). Gallik asit gibi,
ellajik asit te saglikli hiicrelere gore tiimor hiicrelerine kars1 daha reaktiftir (Santos et al.
2013). Cok kararli bir bilesik olan ellajik asit, dimetilsiilfoksitte orta diizeyde, diger

organik ¢oziiciilerde az, suda ise hi¢ ¢oziinmemektedir (Stoner and Mukhtar 1993).
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2.4.2.b. Hidroksisinnamik asitler

Hidroksisinnamik asitler C6-C3 fenilpropan yapisinda bilesiklerdir. Fenilpropan
halkasina baglanan hidroksil grubunun konumu ve sayisina gore farkli 6zellikler
gostermektedirler. Hidroksisinnamik asitler; genelde hiicre duvari polimerlerine bagli,
asitlerle esterler veya sekerlerle glikozitler olusturarak hiicrede bagli halde
bulunmaktadirlar (Artik et al. 2016). Sinnamik asit, hemen hemen her bitkide tiirevleri
bulunan, hidroksisinnamik asitlerin Onciisii olan fenolik bilesen grubudur (Yang et al.
2001; Lall et al. 2015). En sik karsilasilan hidroksisinnamik asitler kafeik asit ve ferulik
asittir (Yang et al. 2001) (Sekil 2.14).
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Sekil 2.14. Kafeik asit ve ferulik asitin kimyasal yapilar1

Kafeik asit, elma, erik, domates ve {iziim gibi birgok meyvede bulunmaktadir (Yang et
al. 2001). Kafeik asidin klorojenik aside esterifikasyonu, emilimini belirgin sekilde
azaltmaktadir (Manach et al. 2005). o-kuinik asitin kafeik asit esteri olan klorojenik asit,
meyvelerde yaygin ve baskin halde bulunan onemli bir fenolik asittir ve kahve
tikketenlerde gilinliik alim miktar1 800 mg'a kadar yiikselebilmektedir. Kahvenin igerdigi
fenolik bilesiklerin agirlikli kismini klorojenik asit olusturmaktadir. Ayrica kurutulmus
fasulyede de %7 oraninda bulundugu rapor edilmektedir (Yang et al. 2001). Klorojenik
asit, kahve ¢ekirdeklerinin yani sira bircok meyve ve sebzede de bulunmakta ve elma ile
armutta kahverengilesmeye neden olan enzimatik oksidasyon i¢in énemli bir siibstrat

olarak rol almaktadir (Yang et al. 2001).
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Ferulik asit, tahillarin hiicre duvarlarinda bulunan esterlesmis formunun tersine; domates
ve birada serbest ve absorbe edilebilecek halde bulunmaktadir (Yang et al. 2001; Manach
et al. 2005). Ferulik asidin dimerik bir tiirevi olan kurkumin de hidroksisinnamik asitler
grubu i¢erisinde siiflandirilabilir (Yang et al. 2001). Lokal olarak uygulanan kafeik asit,
ferulik asit, klorojenik asit ve kurkuminin tiimor gelisiminde inhibitdr etki gosterdigi ve
doza bagli olarak timor gesitliligini azalttig1 belirlenmistir (Yang et al. 2001). Kafeik asit,
antitimor ve antimetastatik 6zelliklere sahip bir kanser inhibitorii olmasinin yani sira; in
vitro antioksidan ve antibakteriyel aktiviteleri sayesinde ateroskleroz ve diger
kardiyovaskiiler hastaliklarin nlenmesinde destekleyici olarak da belirtilmektedir (Yang
et al. 2001; Lall et al. 2015). Ayrica kafeik asitin, prostat kanseri hiicrelerinde, androjen
reseptor sinyalizasyonu ve hiicre ¢gogalmasini inhibe ettigi rapor edilmektedir (Lall et al.
2015). Bu kuvvetli kanitlar, kafeik asitin 6zellikle prostat kanserinde daha fazla arastirilip
gelistirilebilecek ¢oklu koruyucu etkilerini ortaya koymaktadir (Lall et al. 2015).

2.4.3. Tanenler

Azot igermeyen, buruk bir lezzete sahip polifenolik bilesiklerdir. Bu grup; su, etanol ve
asetonda ¢oziiniirken; eter ve kloroformda az ¢oziinmektedir. Sekil 2.15°de goriildiigii
gibi, tannenler kimyasal yapilarina gore hidrolize olabilen tanenler ve kondense tanenler
olmak iizere iki alt gruba ayrilmaktadirlar (Artik et al. 2016). Hidrolize olabilen tanenler
orta merkezinde bir polyol (genelde D-glukoz) bulunduran molekiillerdir. Bu gruptaki
tanenler, gallik asit ve/ veya ellajik asite doniisebilen hekzahidroksidifenik asit ve
tiirevlerinden olusan poliesterler olarak da tanimlanmaktadir (Shahidi and Naczk 1995).
Hidrolize olabilen tanenler liztimsii meyveler, findik, fistik gibi kabuklu yemislerde
bulunmaktadirlar (Artik et al. 2016). Kondense tanenler dogada genellikle flavan-3-ol’ler

olarak bulunmaktadir. Bu bilesen grubu 6nceki boliimlerde ele alinmstir.
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Sekil 2.15. Tanenlerin kimyasal yapilar
(a; hidrolize olabilen tanenler, b; kondanse tanenler)

2.4.4. Stilbenler

Stilbenler, gam (Pinaceae), dkaliptus (Myrtaceae) ve maklura (Moraceae) cinsi agaglarin
Ozlerinin baslica bilesenleri olup, genelde aglikon veya glikozit formunda
bulunabilmektedirler. Stilbenlerin en c¢ok dikkat ¢eken liyesi resveratroldiir (3,4°,5-
trihidroksistilben). Resveratrol, kirmizi iziim kabuklar1 ve dolayisiyla da kirmizi sarapta
bulunmaktadir (Sawalha 2009). Resveratrol, ‘Fransiz Paradoksu’ teriminin olasi
aciklamas1 olabilmesi nedeni ile bilimsel arastirmalarin {izerine yogunlastigir fenolik
yapida olan bir bilesiktir. Bu terim, yliksek yag icerikli diyet uygulanmasina ragmen, kalp
hastalig1 insidansinin diisiik olmasi durumunda kullanilmaktadir (Artik et al. 2016).
Yapilan bazi hayvan calismalarinda, reveratroliin kanser gelisimini inhibe etme

potansiyeline sahip oldugu bildirilmistir (Jang et al. 1997; Howitz et al. 2003).

2.4.5. Lignanlar

Polifenolik bilesikler olan lignanlar, iki fenil propanoid kombinasyonundan
olusmaktadirlar. Biyooligomerlerin yapisal alt birimleri seklinde, seker rezidiilerine bagl
glikozitler veya esterler seklinde bulunabilmektedirler (Silvina-Latito and Frei 2006).
Keten tohumu, icerdigi matairesinol ve secoisolariciresinol glikozitleri sebebiyle
lignanlarin bilinen en zengin kaynagidir (Artik et al. 2016). Susam, bazi hububat iiriinleri,

mercimek, soya fasulyesi, havug, ananas ve sarimsagin da lignan igerdigi rapor
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edilmektedir (Coran et al. 1996; Milder et al. 2005). Lignanlarin antioksidan ve
antiostrojenik aktiviteleri sayesinde, bazi hormonlar ile iliskili kanserler ile
kardiyovaskiiler hastaliklara yakalanma riskini azalttiklar1 ifade edilmektedir (Artik et al.
2016).

2.5. Antimikrobiyal Aktivite Analizinde Test Edilen Mikroorganizmalar

Enterobacteriaceae familyasindan olan Escherichia coli, memeli ve kuslarin bagirsak
florasinda bulunan, hareketli, cubuk seklinde, sporsuz ve optimum iireme sicakligi 37 °C
olan fakiiltatif anaerop bir bakteridir. Insan normal bagirsak florasinda da bulunan bu
mikroorganizma normal sartlarda kokusma (putrifikasyon)/ mayalanma (fermantasyon)
dengesinin diizenlenmesi ve basta K vitamini olmak tizere bir¢ok vitaminin tiretilmesine
katkida bulunmaktadir. Bagirsak florasinda diger flora bakterileri ile denge halinde
bulunuyorsa herhangi bir hastalik olusturmamaktadir. Ancak, E.coli’nin bagirsak florasi
disia cikip farkli organlara gegmesi durumunda iiriner enfeksiyon, septisemi, neonatal
sepsis, menenjit ve diyare gibi 6nemli enfeksiyonlar olusabilmektedir (Keskin 2010).
Ampisilin, tetrasiklinler, kloramfenikol, sefaloporinler ve amigoglikozitler E.coli’ye

kars1 degisik sekillerde etki gdsteren antimikrobiyal ajanlardir (Celen 2011).

Onemli bir fekal bulagsma indikatérii olan E.coli, son zamanlarda gida giivenliginde en
ciddi tehditlerden biri haline gelmis olup; USDA (United States Department of
Agriculture) ve FDA (Food and Drug Administration) tarafindan denetim altina
alimmistir. Gida iireten tim isletmeler iirlinlerde bu patojenden kaynaklanan bir

kontaminasyon olup olmadigini belirlemek zorundadir (Koohmaraie et al. 2005).

Pseudomonas aeruginosa, Gram negatif, spor olusturmayan, aerobik, 1,5- 3 um
uzunlugunda ¢ubuk seklinde, hareketli bakterilerdir (Erdem 1999). Toprak, su, bitki ve
hayvan dokularinda yaygin olarak bulunmakta olup, E.coli gibi bagirsak kokenli
bakterilerin aksine fermantatif 6zellikte degillerdir. Optimum gelisme sicaklig1 42°C’dir.
Pseudomonas tiirleri insan, hayvan ve bitkiler i¢in firsat¢i patojen olup; insanlarda apse,

septisemi, menenjit, idrar yolu enfeksiyonu, dis kulak yolu enfeksiyonu ve yara ile
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yaniklarda enfeksiyonlara neden olmaktadir (Bilgehan 2000; Hasanekoglu 2002).
Aerobik olmalari nedeniyle gidalarin ylizeyinde hizla iireyebilmektedirler. Besinlerin
sinirl1 oldugu ortamlarda kolonize olarak organik bilesikleri besin kaynagi olarak
kullanabilir ve dolayisiyla c¢evre kosullarina kendilerini ¢ok kolay adapte
edilebilmektedirler (Stover et al. 2000). Hastane cihazlar1 ve banyolar ile gazli bezler
gibi ¢cok sayida alandan izole edildigi gibi, hastane enfeksiyonlarina da yol agmaktadirlar.
P. aeuginosa’ya karsi gentamisin ve sefalosporinler 6nemli diizeyde etkisi olan
antibiyotiklerdir (Celen 2011).

Staphylococcus aureus Gram pozitif, kok sekinde, fakiiltatif anaerop bir bakteri olup; toz,
toprak ve g¢evre yiizeylerde olduk¢a yaygin olarak bulunmaktadir. Optimum iireme
sicalig1 37°C olan bu bakterinin baglica konak yerleri insan ve hayvanlardir. Normal cilt
florasinda ve 6zellikle burun mukozasinda bulunmaktadir (Goss and Muhlebach 2011).
Deri-mukoza lokalizasyonlari, sepsisler ve zatiirre, artritis ve osteomiyelit gibi
enfeksiyonlar ile gidalarda gelismesi durumunda enteretoksin iireterek besin
zehirlenmelerine neden olmaktadir (Pakastigali 2014). S. aureus suslarmin ¢ogu

aminoglikozitler, tetrasiklinler ve metisiline direng gelistirmistir.

Streptococcus mutans, Gram pozitif, fakiiltatif anaerop bir bakteridir. Normal sartlarda,
insan agiz florasinda 6nemsiz bir bilesen olarak bulunmaktadir. Ancak aktif ¢iiriik sayis1
¢ok olan kisilerde, agiz florasinin énemli bir bileseni haline gelmistir (Roberson et al.
2010). Bu bakteri dncelikle biyofilm olusturmak i¢in dis yiizeylerine tutunup ortamdaki
karbonhidratlar1 fermantasyon ile asitlere doniistiirmektedir. Diisiik pH’li ortamda
karbonhidrat metabolizmasi devam ederken dis demineralizasyonunun olusumuna neden
olabilmektedir (Celik 2014). S. mutants, biyofilm igerisinde gelisen bir bakteri oldugu
icin antimikrobiyallere diger bakterilere gore daha az hassasiyet gostermektedir.
Dolayisiyla bu bakteri tiirtiniin sebep oldugu enfeksiyonlarin tedavisi ve onlenmesi

oldukga zordur (Wang et al. 2012).

Saccharomyces cerevisiae; ekmek mayasi olarak bilinmekte olup, boyutlari tiir ve kiiltiir

sartlarina gore degismekle birlikte 2-10X 3-16 um aralifinda degisen ve tomurcuklanan
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bir maya tiirtidiir. Probiyotik 6zellik gosteren S. cerevisiae, laktik, asetik ve formik asitleri
tireterek bagirsak pH’sin1 diisiirmektedir. Bu etkisi notr ve bazik kosullarda canliligini
devam ettiren patojen Gram (-) mikroorganizmalarin gelisimini engellemektedir. S.
cerevisia’nin {iremesi i¢in ortamda su, karbon ve azot kaynaklari ve vitaminler
bulunmalidir. Ayrica, glikoz, galaktoz, rafinoz gibi karbon kaynaklarini da
kullanabildikleri bilinmektedir (Barnett et al. 1990). Zararsiz bir mikroorganizma olan bu

maya tiirii uzun yillardir insan ve hayvan yiyeceklerinde kullanilmaktadir (Seyidoglu
2015).

Candida albicans, tiir ve kiiltiir sartlarina gore degismekle birlikte boyutlar1 2-3 X 4-6 um
olan, oval sekilli, tomurcuklanarak iireyen ve insan ve hayvan mukozalarinda bulunan bir
maya tiridiir. S.cerevisiae’nin aksine firsatgr ve patajen Ozellikte olan bu
mikroorganizma kandidiyasis olarak adlandirilan enfeksiyona yol a¢maktadir.
Enfeksiyon, viicudun rutubetli bdlgelerinde, dilde, agiz mukozasinda ve deri
kivrimlarinin arasinda goriilmektedir. C. albicans enfeksiyonlu bélgeden kan ve lenf

yoluyla yayilabilmekte ve farkli bolgeleri de etkileyebilmektedir.

Aspergillus niger, aerobik 6zellik gosteren, siyah sporlar olusturan flamentsi bir kiif
tiirtidiir. Koloni alt1 genellikle renksiz, bazen merkezde soluk saridir. Oldukga gevsek-
kompakt, beyaz- hafif sar1 bazal miselyum ve bol miktarda dik ve genelde yiginlar halinde
toplanmig konidilere sahiptir. A. niger’in bazi tiirleri, sogan, sarimsak, incir ve turunggil
meyvelerinde siyah c¢liriikliige neden olurken, bazilar1 ise gidalarda toksik metabolitler
meydana getirmektedir. Bu mikroorganizma saprofit bir fungus olup, hastalik etmeni
olarak zayif bir patojendir. Heniiz olgunlasmamis ve catlayan meyvelerde hastalik

olusturmaktadir (Blackburn 2006).

Penicillium roqueforti, dogada yaygin olarak bulunan saprofitik bir fungus olup (Abbas
and Dobson 2011), Rokfor, Gorgonzola, Stilson, Cabrales veya Danoblu gibi mavi
damarli peynirler i¢in bir starter kiiltiir olarak kullanilmaktadir. Mavi peynirlerin tipik
damarli goriintiisi ve farkli lezzeti P. roqueforti biiyiimesi, spor olusturmasi ve

metabolizmasina baghdir (Cantor et al. 2004). Bununla birlikte P. roqueforti cesitli
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gidalar (peynirler, arpa, piring, un, pismis Uriinler, dondurulmus hamur {iriinleri, et ve et
tirtinleri) ve hayvan yemlerinde yaygin bir bozulma organizmasidir (Pitt and Hocking
2009). Bu tiir, insan veya hayvan sagligi {izerine toksikolojik etkilere sahip olabilen
mikotoksinlerin de dahil oldugu sekonder metabolitler liretme potansiyeline sahiptir. Bu
toksinler arasinda, PR toksin, mikofenolik asit (MPA) ve rokfortin C bulunmaktadir
(Frisvad et al. 2004; Nielsen et al. 2006).

2.6. Esansiyel Yaglar, Antioksidan ve Antimikrobiyal Aktiviteleri

Esansiyel yaglar, bitkiler tarafindan sekonder metabolitler olarak sentezlenen (Ayaz et al.
2017); keskin kokulu, soluk sarimsi renkte ve sudan diisiik yogunluga sahip oldukca
karmagik yapida olan ugucu bilesen karisimlaridir (Mohammadhosseini et al. 2013).
Diistik polariteleri nedeniyle polar organik ¢oziiciilerde sinirl olarak ¢oziiniirken, polar
olmayan ¢oziiclilerde daha fazla ¢6ziinmektedirler (Mohammadhosseini 2017). Esansiyel
yaglarin bilesimi, genel olarak %20-95 araligindaki yiiksek konsantrasyonlarda 2 veya 3
ana bilesenden olusurken, diger bilesenleri ise diisiik diizeylerde bulundurduklari

bilinmektedir (Gonzalez-Burgos et al. 2011).

Esansiyel yaglarin temel bilesenleri, hidrokarbonlar (terpenler, seskiterpenler vs..),
esterler, laktonlar, aldehitler, asitler, alkoller ve ketonlar gibi bilesiklerdir (Burt 2007;
Bakkali et al. 2008; Benchaar et al. 2008; Gonzalez-Burgos et al. 2011). Bu bilesenler
sayesinde ugucu yaglar; agr1 kesici, sakinlestirici, antimikrobiyal, ferahlatici, zihin agici,
kasilma ve spazm Onleyici, stres giderici ve uyutucu etkiler gdstermektedirler (Kayman
2013). Giintimiize dek esansiyel yaglarin yapisinda tespit edilmis 2000’den fazla
kimyasal bilesigin %90’mnin terpenik maddelerden olustugu saptanmistir (Celen 2011).
Terpenler, izopren (2-metil-1, 3- butadien) olarak adlandirilan bes karbonlu tinitelerden
olusmaktadirlar (Sekil 2.16).
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Sekil 2.16. Izopren molekiiliiniin kimyasal yapisi

Terpenlerin; monoterpen (C10), seskiterpen (C15), diterpen (C20), triterpen (C30) ve
tetraterpen (C40) gibi farkli yapilar1 vardir. Su buhar distilasyonu ile siiriiklenebilen
kiiciik molekiilli mono ve seskiterpenler ucucu oOzellikte olup, biiyiikk molekilli

seskiterpenler, diterpenler ve triterpenler ugucu olmayan terpenlerdir (Aksit 2008).

Esansiyel yaglarin bilesimi, iklim faktdrleri, bitki metabolizma hizi, salgt bezlerine ait
tilylerin farklilagmasi (Jerkovic et al. 2001), bitkinin genetik 6zellikleri, yas1 ve yetistigi
cevre kosullar1 (Abughadyra 2017) gibi faktorlere bagl olarak degismektedir. Bilesimi
cok kolay bir sekilde karakterize edebilen, gaz kromatografisi- kiitle spektrometresi (GC-

MS) gibi, gelismekte olan modern analitik yontemler bulunmaktadir.

Bitkilerin ¢igek, yaprak, tohum, rizom veya kabuk kisimlarindan izole edilen esansiyel
yaglar genellikle hidrodistilasyon veya soguk presleme yontemleri ile elde
edilmektedirler (Edris 2007). En sik kullanilan esansiyel yag iiretim metodu olan
hidrodistilasyon, yaklasitk 2000 yil kadar énce ilk kez Misir, Hindistan ve Iran'da
kullanilmis, 9. yiizyilda ise Araplar tarafindan gelistirilmistir (Bauer et al. 2001). Gergek
anlamda esansiyel yag distilasyonunun Avrupaya ilk tanitimini yapan kisinin {inlii
Ispanyol hekim Arnald de Villanova oldugu ifade edilmektedir (Guenther 1948). Bauer
et al. (2001), 13. yiizyilda esansiyel yaglarin eczaneler tarafindan iretilebildigini ve
farmakolojik etkilerinin farmakope isimli ila¢ klavuzunda tarif edildigini belirtmektedir.
Ancak, bu ifadelere ragmen 16. yiizyila kadar Avrupa'da esansiyel yaglarin kullaniminin
yaygin olmadig1 goriillmektedir (Crosthwaite 1998). Guenther (1948), Brunschwig ve
Reiff isimli iki hekimin bulunulan yiizyilda terebentin, ardi¢ agaci, biberiye, lavanta,
karanfil, fistik, anason ve tar¢in esansiyel yaglarinin distilasyonu ve kullanimi iizerine

arastirmalarinin oldugunu ifade etmistir. Fransiz hekim Joseph Du Chesne, 17. ylizyilda
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esansiyel yag hazirlama tekniklerinin bilindigini ve eczanelerde 15-20 farkli gesit
esansiyel yagin bulundugunu belirtmektedir (Guenther 1948). Esansiyel yaglarin
bakterisidal 6zelliklerinin ilk deneysel 6l¢timii De la Croix tarafindan 1881'de yapilmistir
(Burnt 2004). Bununla birlikte, Guenther (1948) 19 ve 20. yiizyillarda esansiyel yaglarin
tibbi amagla kullanimindan ziyade, lezzet ve aroma maddesi olarak daha fazla dikkat

¢ektiklerini belirtmistir.

Bitkilerde bulunan fenolik bilesikler ve terpenoidler gibi biyoaktif bilesiklerin yogun
sekilde bulundugu esansiyel yaglarin biiyiik ¢ogunlugunun antimikrobiyal ve antioksidan
aktivite sergiledigi bilinmektedir (Zinoviadou et al. 2011). Gerek saglik, gerekse de
ekonomik kaygilar, arastirmacilar1 bakteri, kiif veya mayalar1 kismen inhibe edebilen
veya tamamen ortadan kaldirabilecek esansiyel yaglari bulmaya yonlendirmektedir
(Soliman and Badeea 2002).

Son yillarda ¢esitli bitkilerden elde edilen esansiyel yaglarin antioksidan ve
antimikrobiyal aktiviteleri {lizerine yapilmis olan ¢ok sayida ¢alisma mevcuttur. Bu
caligmalardan bazilari; karanfil (Emir Coban and Patir 2013), kakule (Nahr et al. 2018),
mercankosk (Anaya-Castro et al. 2017), targin (Wu et al. 2017), sarimsak (El-Sayed et
al. 2017), aga¢ kavunu (Mitropoulou et al. 2017), zerdecal (Masniyom et al. 2012),
adagayr (Emir Coban et al. 2016), maydanoz (Faour-Klingbeil et al. 2016), Adenium
obesum (Akhtar et al. 2017), Daucus virgatus (Snene et al. 2017), Epilobium parviflorum
(Bajer et al. 2017), Ferula orientalis (Kartal et al. 2007; Sepahi et al. 2014; Razavi et al.

2016) gibi endemik veya endemik olmayan aromatik bitkiler tizerinedir.

Bir esansiyel yagin en spesifik 6zelligi hidrofobisitesidir. Bu 6zellik esansiyel yaglarin,
bakteri hiicre membrani ile mitokondri lipitlerini pargalayarak membran gecirgenligini
arttirmast ve hiicre yapisinin bozulmasini saglamaktadir (Viuda-Martos et al. 2008).
Gecirgenligi artan hiicreden zamanla 6nemli molekiiller, iyonlar ve diger hiicre

bilesenleri ¢gikarak hiicre 6limii ger¢eklesmektedir (Viuda-Martos et al. 2008).



65

Web of Science, Science Direct, Pub Med ve Google Scholar veri tabanlarinda 6zellikle
son on yila ait aragtirmalar lizerine yogunlasildiginda; baz1 Ferula tiirleri, bu tiirlere ait
ekstraktlar ve esansiyel yaglarina ait yapilan literatiir taramalarinda, antioksidan ve

antimikrobiyal aktivite baslig1 altinda asagidaki ¢calismalara ulasilmistir;

Maggi et al. (2009), Ferula glauca L.'nin toprak alt1 kisimlarindan elde edilen esansiyel
yagin Bacillus subtilis'e kars1 yiiksek diizeyde aktivite gosterdigini rapor etmistir. Ferula
heuffelii esansiyel yaginin antioksidan ve antimikrobiyal aktiviteleri {izerine yapilan bir
caligmada; esansiyel yagin en yiiksek antimikrobiyal aktiviteyi Candida albicans’in iki
susu (MIK: 7.0 ve 13.7 pg/ml)'a kars1 sergiledigi, ayrica Micrococcus luteus (MiK=13.7
ng/ml), Staphylococcus epidermidis (MIK: 17.6 pg/ml), Bacillus subtilis (MIK: 21.1
ng/ml) ve Micrococcus flavus (MIK: 28.2 pg/ml) bakterileri iizerine de etkili oldugu
vurgulanmigtir. Ayni ¢alismada F. heuffelii esansiyel yaginin 6nemli diizeyde antioksidan
aktivite gosterdigi ve DPPHe radikal siiplirme aktivitesinin ICso degeri olarak 22.43 pu/ml
iken standart olarak kullanilan L-Askorbik asitte 3.80 p/ml oldugu ifade edilmistir
(Pavlovi¢ et al. 2012).

Farkli bir ¢alismada Nguir et al. (2016) Tunus’ta yetisen Ferula communis L. bitkisinden
hidrodistilasyon yontemi ile elde ettigi yaprak esansiyel yaginin P. aeruginosa tizerinde
giiglii bir antimikrobiyal aktivite sergiledigini (MIK: 0,156 mg/ml); aym bitkinin
kokiinden elde edilen esansiel yagin S. aureus’a karsi zayif aktivite gosterirken (MIK:2,5
mg/ml) , E.coli’ye kars1 onemli diizeyde inhibisyon etkisi gosterdigini (MIK: 0,312
mg/ml); cigek esansiyel yagimin ise yalnizca P.aeruginosa’a kars: etkili oldugunu (MIK:
1,25 mg/ml) belirtmislerdir. Antioksidan aktivitenin ise en yiiksek olarak bitki
saplarindan elde edilen esansiyel yagda saptandigi ifade edilmis ve DPPHe radikali
giderme aktivitesinin 1Cso degeri cinsinden 0,03 mg/ml; katalaz aktivitesinin ise 303.03

umol H2O: /dk/protein oldugu rapor edilmistir.

[ran Neishabour'da yetisen Ferula assafoetida'nin toprak {istii kisimlarindan elde edilen
esansiyel yag, GC/MS ile analiz edildikten sonra bazi Gram pozitif bakteriler
(Staphylococcus epidermidis, Staphylococcus aureus, Bacillus subtilis) ve bazi Gram
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negatif bakteriler (Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa, Klebsiella pneumonia)
tizerinde minimum inhibisyon konsantrasyonlar1 tespit edilmistir. Toplamda 23
bilesenden olusan esansiyel yagin major bilesenleri; %53,77 (E)-1-propenyl sec-butyl
disulfide, %35,6 (Z)-1-propenyl sec-butyl disulfide ve %3,4 a-pinene olarak
belirlenmigtir. Bakteriler {izerine 12-24 mg/ml araliginda inhibitdr etki gdsteren esansiyel
yagin antimikrobiyal aktivitesi i¢erdigi disiilfit bilesiklerine baglanmistir (Samadi et al.
2016).

Zhang et al. (2015a), Ferula sinkiangensis'e ait petrol eteri, etil asetat, n-biitanol ve
metanol ekstraktlarinin serbest radiakal siipiiriicii aktiviterini DPPH yontemini kullanarak
belirlemiglerdir. Ekstraktlar i¢in ICso degerlerinin sirastyla; 3166, 34.1, 33.8, ve 40.3
mg/L olarak rapor edildigi caligmada, etil asetat, n-biitanol ve metanol fraksiyonlarmnin
doza bagimlh olarak antioksidan aktivite gosterdigi ancak, petrol eteri ekstraktinin

herhangi bir antioksidan aktivite gdstermedigi vurgulanmistir.

Ferula pseudalliacea koklerinden elde edilen seskiterpen kumarinler ve diseskiterpen
kumarinlerin ~ mikrodiliisyon =~ metodu  kullanilarak ~ minimum  inhibisyon
konsantrasyonunun belirlendigi bir ¢alismada Dastan et al. (2016); elde ettigi esansiyel
yag1 Staphylococcus aureus ATCC 25,923, Enterococcus faecium, Bacillus cereus PTCC
1015, Escherichia coli ATCC 25,922, Pseudomonas aeruginosa PTCC 1430, Klebsiella
pneumoniae ve Helicobacter pylori'den olusan 7 patojen sus ilizerinde denemistir.
Inhibisyon etkisinin Gram pozitif bakterilere kars: daha yiiksek oldugunu belirlemistir.
Calismada sanandajin ve etil galbanat bilesiklerinin H.pylori ve S.aureus suslarina karsi
64 ng / ml konsantrasyonda etkili iken; metil galbanat'in da vankomisine direngli olan
E.faecium'u 64 pg/ml konsantrasyonda inhibe ettigi rapor edilmistir. Arastirmacilara
gore, mevcut sonuglar F. pseudalliacea koklerinden elde edilen seskiterpen ve
diseskiterpen kumarinlerin farmasotik ve gida endiistrileri i¢in gii¢lii birer antibakteriyel

olarak kullanilabileceklerini gdstermistir.

Razavi et al. (2016), n-hekzan, diklorometan ve metanol ¢oziiciileri ile Ferula orientalis

koklerinden soxhlet ekstraksiyonu ile elde ettigi ekstraktlarda ferulon A ve B olarak
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isimlendirdigi iki yeni kumarin esteri (7-O-(4,8,12,16-tetrahidroksi-4,8,12,16-tetrametil-
heptadekanoil)-kumarinand ve 7-O-(4-hidroksi-4,8,12-trimetil-trideka-7,11-dienoil)-
kumarin) belirlemistir. Arastirma kapsaminda yapilmis olan DPPHe serbest radikali
giderme analizinde, her iki bilesenin de pozitif kontrol olarak kuersetinin kullanildig:
duruma gore (0,004 mg/ml) diisiik diizeylerde serbest radikal giderme aktivitesi
gosterdigi (ICso degerleri sirasiyla; 0,252 ve 0,556 mg/ml) tespit edilmistir.

Ferula lutea koklerinden hidrodistilasyon yontemi ile elde edilen esansiyel yagin yiiksek
oranda monoterpen hidrokarbonlarindan (%72,6 delta-3-karen, %5,8 alfa-pinen, %5,1
mirisin ve %4 alfa-fellandren) olustugu kombine olarak ¢alisilan GC (FID), GC-MS ve
C-13-NMR spektroskopisi ile belirlenmistir (Salem et al. 2016). Disk diflizyon ve
mikrodiliisyon yontemleri kullanilarak antibakteriyel etkinin belirlendigi bu ¢alismada
Ferula lutea kok esansiyel yaginin ilging sekilde antibakteriyel ve anticandidal aktivite
sergiledigi tespit edilmistir. Elde edilen sonuglara gére minimum inhibisyon
konsantrasyonlari; E. coli'ye kars1 39 mg/ml, Salmonella typhimurium'a kars1 78 mg/ml

ve Candida albicans'a kars1 156 mg/ml diizeyinde belirlenmistir.

Farklt bir calismada jelatin filminin antioksidan ve antimikrobiyal 6zelliklerini
iyilestirmek amaciyla Ferula assa-foetida esansiyel yagi kullanilmigtir (Gholamreza et
al. 2015). Antimikrobiyal aktivite disk diflizyon yontemi ile Gram negatif bakterilerden
P. aeruginosa PTCC 1074 (ATCC 9027) ve E. coli PTCC 1330 (ATCC 8739), Gram
pozitif bakterilerden ise S. aureus PTCC 1112 (ATCC 6538) ve B. subtilis PTCC 1023
(ATCC 6633) kullanilarak tespit edilmeye ¢alisilmis ve her iki gruba kars1 esansiyel yag
uygulanmis filmlerin miikemmel antibakteriyel aktivite sergiledigi belirlenmistir.
Jelatinin antioksidan aktivitesi %0,4 mg askorbik asit esdegeri (AAE) iken, ilave edilen
esansiyel yag ylizdesi arttikca antioksidan aktivitenin arttigi ve %8 esansiyel yag ilave
edilen filmin antioksidan aktivitesinin 3.86 mg askorbik asit esdegeri olarak tespit edildigi

goriilmektedir.

Akbarian et al. (2017), iran’da yetisen F. assa-foetida, F.gummosa ve F. ovina

bitkilerinin antioksidan kapasitelerini belirlemek amaciyla yaptiklari galismada, F. ovina
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tiirlinlin en yiiksek fenolik madde igerigi ve p-karoten inhibisyonuna (sirasiyla; 120,72
mg/g ve %92,28) sahip oldugunu; toplam flavonoid miktarinin ise F.gummosa’da en

yiiksek oldugunu (8,09 mg Kuersetin Esdegeri/g) rapor etmislerdir.

Mamoci et al. (2011) Ferula communis'den izole edilen acetoxyferutinin, oxojaes-
keanadioyl anisate ve ferutidin bilesiklerinin; Botryotinia fuckeliana, Penicillium
digitatum, Penicillium expansum, Monilinia laxa, Monilinia fructigena ve Aspergillus
spp lizerine antimikrobiyal aktivitesini incelemis ve kok ekstraktinin yalnizca Bortryo
fuckeliana, Monilinia laxa ve Monilinia fructigena tiirlerinin gelisimini etkiledigini,
toprak ustii ekstraktinin ise koloni gelisimi {izerine herhangi bir etkisinin olmadigin

belirtmigtir.

Znati et al. (2017) Tunus'a ait endemik bir bitki tiirii olan Ferula tunetana bitkisinin
tohumlarindan ekstrakte ettigi esansiyel yagin %77,3 monoterpen hidrokarbonlar, %4,1
oksijenlenmis seskierpenler, %3,2 seskiterpen hidrokarbonlardan olustugunu ve en
baskin bilesiklerin a-pinen (39.8%), B-pinen (11.5%) ve (Z)-B-osimen (7.5%) oldugunu
belirlemistir. Esansiyel yagin Salmonella typhimurium LT2 DT104 (inhibisyon zonu;
16.2+1.0 mm) ve Bacillus cereus ATCC 14579 (inhibisyon zonu;15.8+1.0 mm) {izerine
antimikrobiyal aktivite sergiledigi; orta diizeyde antioksidan aktiviteye sahip oldugunu
ve HxOz'e karst ICso degerinin 78,2 pg/ml oldugunu tespit etmislerdir. Calismanin
devaminda esansiyel yagin antigerminatif etkisinin oldugu belirlenmis ve toksik oldugu

ifade edilmistir.

Kartal et al. (2007) tarafindan Sivas ilinde yetisen F. orientalis bitkisinin soxhlet
ekstraksiyonu ile elde edilmis aseton oleoresin, deodorize aseton oleoresin, deodorize su,
metanol ve n-hekzan ekstraktlarinin DPPHe radikal giderme aktivitesi ve B-karoten
agartma yontemleri ile antioksidan aktivite tayini ve GC-MS ile esansiyel yaginin
kompozisyonu belirlenmistir. Esansiyel yagin temel bilesenleri, B-fellandren (23.6%),
(E)-p-osimen (13.8%), a- (12.5%), a-fellandren (11.5%) ve dehidro-seskisineol (10.1%)
olarak tespit edilmistir. En yiikksek DPPHe radikali giderme aktivitesi polar 6zellikte olan

deodorize metanol: su ekstrakti (ICso: 99,1 pg/ ml) tespit edilmistir. Belirlenen sonucun
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aksine; B-karoten agartma yonteminde ise deodorize aseton ekstraktinin diger polar

ekstraktlardan daha yiiksek aktivite gosterdigi belirtilmistir.

Ferula cinsine ait baz1 dogal bilesenleri inceleyen Iranshahi et al. (2009), seskiterpen bir
kumarin olan umbellipreninin Gram negatif 6zellik tasiyan Serratia marcescens'in
kirmizi pigment iiretimini inhibe ettigini rapor etmistir. Bu durumun umbelliprenin
lipoksigenaz inhibe edici aktiviteye sahip olmasindan kaynaklandigi bildirilmektedir.
Lipoksigenaz inhibisyonu astim, kronik obstriiktif akciger hastaligi (KOAH), osteoporoz
ve ateroskleroz gibi ¢esitli hastaliklarin tedavisinde fayda saglamaktadir (Dwyer et al.
2004; PetersGolden and Henderson 2007). Bununla birlikte bazi Ferula tiirlerinde
bulunan umbelliprenin; Bacillus subtillis, Bacillus cereus, Escherichia coli, Klebsiella
pneumoniae, Staphylococcus typhi, Staphylococcus aureus ve Staphylococcus
epidermidis gibi ¢esitli mikroorganizmalara karsi antibakteriyel etki gosterdigi de rapor
edilmektedir (Iranshahi et al. 2004).

Appendio et al. (2004) Ferula communis'de bulunan seskiterpenlerden olan ferulenol ve
onun 3 tiirevinin (12'-benzoyloxyferulenol, 12'- hydroxyferulenol and 12'-acetoxy
ferulenol) Mycobacterium fortuitum, Mycobacterium aurum, M. smegmatis ve M. phlei
lizerine antibakteriyel aktivite gosterdigini belirlemistir. Ferulenol ve asetat tiirevinin
izonikotinik asit ile kombine edildiginde Mycobacterium tuberculosis H37Rv susuna
kars1 antimikrobiyal etki gosterdigi Mossa et al. (2004) tarafindan bildirilmistir. Ancak
aragtirmalarda ferulenoliin antimikrobiyal aktivite gosterdigi suslarin higbirinin M.

tuberculosis ana patojen susuna karsi etkili olmadig1 gézlenmektedir.

Shahverdi et al. (2007) Ferula szowitsiana'dan izole edilen galbanik asitin penisilin G ve
sefaleksinin antibakteriyel etkinligini artirdigini belirlemistir. Penisilin ve sefaleksin
antibiyotiklerinin antimikrobiyal aktivitelerini belirlemek icin disk diflizyon ve broth
dilisyon yontemleri uygulanmis ve Staphylococcus aureus'a karst penisilin G igin
galbanik asit yoklugunda 64 mg/ml olan MIK degeri; ortama 100 mg/ml galbanik asit
konsantrasyonun altinda galbanik asit ilavesiyle 1mg/ml'ye diisiiriilmiistiir. Sefaleksin

i¢in de benzer durum s6z konusudur. Staphylococcus aureus'a karst MIK degerlerinin,


http://www.klimik.org.tr/wp-content/uploads/2016/03/Kolistine-Diren%C3%A7li-Klebsiella-pneumoniae-Pn%C3%B6monisi-Deniz-%C3%96zkaya.pdf
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ortama galbanik asit ilavesiyle 128 mg/ml'den 1 mg/ml'ye kadar diistiigii bildirilmistir.
Bu bulgular galbanik asitin bulasict hastaliklarin tedavisini destekleyebilecegini
gostermektedir (Nazari and lIranshahi 2011). Fazly-Bazzaz et al. (2009), metisilin,
tetrasiklin ve siprofloksasin antibiyotiklerine direngli olan Staphylococcus aureus
izolatlarina kars1 galbanik asitin antimikrobiyal etkiyi artirdigini rapor etmistir. Galbanik
asitin sitotoksik konsantrasyonun altinda metisilin, tetrasiklin ve siprofloksasin
antibiyotiklerinin MIK degerlerinde sirasiyla; 10-80 mg/mL, 40-80 mg/mL ve 10-20
mg/mL araliklarinda diisiise neden olmustur. Ancak gozlenen etkinin sadece galbanik
asitten kaynaklanmadigi, galbanik asit ve antibiyotiklerin birlikte bu etkiyi gdsterdikleri

vurgulanmistir.

2.7. Beyin Dokusu ve Serbest Radiakaller

Beyin, hayvan anotomisinde merkezi sinir sisteminin yonetim merkezidir. Beyin dokusu,
noronlar (sinir hiicreleri) ve noronlar1 koruyan destek hiicreleri olan noroglialar olmak
tizere baslica iki tiir hiicreden olusmaktadir. Sinir sistemindeki hiicre kitle oran1 dikkate
alindiginda, sistemin %10’unu noronlar, %90’1n1 ise glial hiicrelerin olusturdugu

bilinmektedir (Alexei 2007).

Insan beyni yiiz milyarin {izerinde ndérondan olusmakta ve ndronlarm her biri, kendi
icerisinde on bin ndronla baglanti kurmaktadir. Cesitli sekillerde veya biyiikliikte
olabilen ndron hiicreleri, elektriksel ve kimyasal yollarla sinir uyarilarini iletmektedir.
Noron hiicrelerinin kisa uzantilarina dentrit, uzun uzantilarina ise akson denmektedir
(Sekil 2.17). Bir néronda, gelen uyarilar dentrit uzantilariyla alinip akson uglar ile diger
hiicrelere iletilmektedir. Dentrit ve akson; noron govdesinden ¢ikip sonra birlesip tek
uzant1 haline geliyorsa tek kutuplu (unipolar), néron govdesinde karsilikli olarak
konumlanmissa iki kutuplu (bipolar), néron gévdesinden ¢ok sayida dentrit ve bir akson
cikiyorsa ¢ok kutuplu néron hiicresi (multipolar) olarak isimlendirilmektedir (Cetin
2013).
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Dentritler

\ \ ﬁtn gordesi

Sekil 2.17.a) Noron hiicrelerinin toplu halde goriiniimii, b) Tek noéron hiicresinin
kisimlari

‘“Yapiskan goriiniimlii’ anlamina gelen Yunanca ‘gli’ kelimesinden tiiremis olan glia
hiicreleri; omurgasiz canlilardan memelilere kadar her canli grubunda degisik sekillerde,
degisik fonksiyonlarda ve canli biiylikligliyle orantili olarak degisik sayilarda
bulunmaktadirlar (Azevedo et al. 2009). Glial hiicreler, noronlarin etrafin1 sararak fiziki
destekte bulunmanin yani sira; Oz ve besin alimi, atiklarin uzaklastirilmasi, 6lmiis hiicre,
noronlar ve patojenlerin ortadan kaldirilmasi gibi gorevleri de tistlenmektedirler (Allen

and Barres 2009).

Noron ve glia hiicrelerinin benzer olduklar1 tek nokta; her ikisinin de ektoderm kokenli
olmalaridir (Allen and Barres 2009). Ancak, glial hiicrelerin gelen uyartilara kars1 birer
aksiyon potansiyeli olusturamamasi ve glial hiicrelerin mitoz evre sonrasi
boliinebilmelerine ragmen, néron hiicrelerin post mitotik evrede kalarak mitoz evreyi
tamamlayamamasi sebebiyle boliinememeleri gibi bir¢ok noktada farkliliklar soz

konusudur (Herrup and Yang 2007; Allen and Barres 2009).
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Hiicrenin morfolojisi, konumu ve fonksiyonuna gore glial hiicreler;

Merkezi sinir sisteminde makroglia ve mikroglia hiicre gruplari yer alirken; periferik sinir
sisteminde sadece Schwann hiicreleri bulunmaktadir. Makroglia hiicreleri, glial
hiicrelerin yaklagik %85-90’1n1 olusturmakta olup; atrositler, oligodendro glialar,

ependimal hiicreler, radyal glia hiicreleri ve Schwann hiicrelerini icermektedir.

Astrositler: Makroglia hiicrelerinin en 6nemli grubudur. Glia hiicrelerinin %80’ini
olusturmaktadir. Beynin farkl1 bolgelerinde bulunan astrositlerle olusturduklar: Ca*2 iyon
dalgasi sayesinde iletisim kurabilmektedirler. Depresyon, Alzheimer, MS (Multiple
Skleroz), hafiza kaybi gibi ¢esitli hastaliklarla direk iligkili olan astrositlerin bazi

fonksiyonlarina agagida deginilmistir;

v’ Astrositlerin salgiladigi birgok hormon ve sitokin ile néronlarin beynin farkli
bolgelerine gé¢ etmesini saglamakta,

v Noron hiicrelerine Oz ve besin takviyesi yapmakta,

v' Bilgi siirecinde rol oynamakta,

v' Nérotransmitter ve hormon reseptorlerine baglanan Ca*™® iyon yolagim
aktiflestirmekte ve boylece ndron astrosit iletisimini diizenlemekte,

v" Sinaps baglantilarin1 diizenlemekte,

v Noronal aktivite artigi durumunda kan akigini artirmakta, damar ¢ap1 genisligini
kontrol altinda tutmakta,

v Beynin K* iyon seviyesini diizenlemekte ve

v Daha 6nce salgilanan nérotransmitter maddeleri tekrar sirkiilasyona sokmaktadirlar

(Nalc1 2016).

Olegodendro glialar: Temel gorevleri ndron yaliimmi saglayan myelin maddesi ile
aksonlar1 Ortmektir. Myelin, lipit yapisindadir ve gerceklestirilen yalitim islemi

elektriksel iletim hizin1 artirmaktadir (Allen and Barres 2009).
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Ependimal hiicreler: Bu hiicreler ventrikiil ¢eperlerini kaplamakta ve beyin omurilik
stvisinn Ureterek; bu sivinin ventrikiillere salinimini saglamaktadir. Ayrica mekanik

darbelere kars1 beyni korumaktadirlar (Allen and Barres 2009).

Radyal glia hiicreleri: Bu grup, embriyogenik sinir sisteminin gelisim siirecinde
noronlarin gogiinii saglarken; yerlesim tamamlandiktan sonra protoplazmik astrositlere

dontsmektedirler (Allen and Barres 2009).

Schwann Hiicreleri: Omurilikte bulunmaktadirlar. Akson yalitim1 ve sinaps olusumuna

yardime1 olmaktadirlar (Allen and Barres 2009).

Mikroglia hiicre gruplari ise dikdortgen sekilli ve heterojen goriiniim sergileyen, fagosit
ozellikli ve gog¢ edebilen hiicrelerdir. Hiicrede bir hasar olustugunda tespit ettikten sonra;
enfeksiyon olup olmadiginmi belirleyip ¢ogalarak; o6lii hiicreleri fagositoz ile ortamdan

uzaklastirmaktadirlar (Nalc1 2016).

2.8. Glutamat

Beyindeki en 6nemli norotransmitter olan L-glutamat, uyar: iletimi, 6grenme, hafiza
fonksiyonlar1 ve sinaptik olaylarin diizenlenmesi gibi birgok gorevde rol almaktadir. L-
glutamat, kreps siklusu ara iriinii olan a- ketoglutaratin indirgeyici aminasyonu ile
olugmaktadir. Sinir hiicrelerinin stoplazmasinda veya sinaptik vezikiiller igerisinde
bulunmaktadir. Beyin fonksiyonlar1 i¢in olduk¢a onemli olan bu ndrotransmitter ayni

zamanda 6nemli bir nérotoksindir (Chen et al. 2011; Qian et al. 2011).

Alzheimer, Parkinson, MS, travma, depresyon gibi ndrodejeneratif rahatsizliklarda
glutamat reseptorleri asir1 uyarilmakta ve glutamat bulundugu yerde tutulamayip hiicre
disina ¢ikmaktadir. Sinaptik araliktan da yeterince geri alinamayan glutamatin hiicre disi
ortamda konsantrasyonu artmaktadir (Szatkowski et al. 1994). Bu artig, astositlerin
sismesine neden olarak pargalanmalarina 6nciiliik eden bir dizi olayin baglamasina sebep

olmaktadir.  Arastirmalar, glutamatin NMDA  (N-metil-D-aspartat) reseptor
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situmiilasyonlarini arttirip, hiicre i¢i Ca*? dengesini bozdugunu ve artan oksidatif stresin
norotoksisiteye sebep oldugunu gostermektedir (Ankarcrona et al. 1995). Glutamat
tarafindan indiiklenen norotoksisitenin erken fazinda ortamdaki reaktif oksijen tiirlerini
yakalamak i¢in sitokrom c¢ salinimi ile diisiik diizeyde de olsa glutamat toksisitesi
onlenmekte ancak, toksisitenin ilerleyen agamalarinda hiicre artan reaktif oksijen tiirlerini
tolere edememektedir (Butterfield 2003). Sonugta hiicre mitokondrisinde hasar ve

apoptoz olusmaktadir (Liu et al. 2007).

Organizmada hiicre olimii, apoptoz ve nekroz olmak {iizere iki mekanizma ile
gerceklesmektedir (Ameisen 1996). Nekroz olayi; asir1 1s1, yaralanma, enfeksiyon,
kanser, zehirlenme veya enflamasyon gibi fiziksel ve kimyasal uyarilara maruz kalan
hiicrenin iyon dengesinin bozulmasi ile baslamaktadir. DNA onarimindan sorumlu poli
ADP-riboz polimeraz enzimi NAD kaybina sebep olmakta ve ATP eksikliginden dolay1
iyon pompasi yetersiz kalmaktadir. Sonugta igerisine sivi alan hiicrede organeller
sismekte ve artan ozmotik basing hiicrenin patlayip, hiicre igeriginin hiicreler arasi
bosluga yayilmasina neden olmaktadir (Golstein and Kroemer 2007). Makrofajlar
nekrotik dokuya dogru go¢ ederek fagositoz yoluyla ortadan kaldirmaktadir (Nicotera et
al. 2004).

Apoptoz olayi, hiicrede bir denge unsurudur. Ciinkii apoptik hiicre sayis1 organizmanin
hastalik veya saglik durumuna goére degiskenlik gdstermektedir (Kwon et al. 2016).
Apoptik uyari, hiicre zarinda degisimlere, zarin degradasyonuna ve ardindan apoptik
cisimciklerin olugsmasina sebep olmaktadir. Bu olay birka¢ dakika igerinde son bulmakta
ancak, apoptik hiicrelerin fagositozu daha uzun siirmektedir (Altunkaynak ve Ozbek

2008). Apoptoz, normal bir hiicrenin biiylime ve homeostazisi i¢in gereklidir.

Bitkilerin igerdigi bircok biyoaktif bilesigin antioksidan aktiviteye sahip olduklari
belirlenmistir. Antioksidanlar, reaktif oksijen tiirlerinin sebep oldugu oksidatif hasara
kars1 organizma tarafindan kullanilmaktadirlar. Serbest radikaller ile reaktif oksijen
tirleri; DNA, proteinler, karbonhidratlar ve lipitler gibi biyolojik olarak 6nemli

molekiillerin ¢ekirdek ve zarlarina zarar vererek, hiicre hasar1 ve homeostatik bozulmaya
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neden olmaktadirlar (Young and Woodside 2001). Oksidatif stresin kanser, kalp-damar
hastaliklari, katarakt, cilt hastaliklari, tip 2 diyabet, bobrek, akciger ve beyin
hastaliklarina sebep oldugu son yillarda yapilmis bir¢ok ¢alismada rapor edilmektedir
(Halifeoglu vd 2005; Cihaner 2009; Samaranayaka vd 2011). Mazlum (2012), oksidatif
strese karsi en duyarli organin beyin oldugunu ifade etmektedir. Ciinkii beyin yiiksek
enerji ihtiyact ve sinirli antioksidan kapasitesi olan bir organdir (Mazlum 2012). Bu
yilizden, oksidatif hasarin neden oldugu Parkinson ve Alzheimer gibi norodejeneratif
hastaliklarin 6nlenmesi iizerinde antioksidan bilesenlerce zengin gidalarin etkili oldugu

diistiniilmekte ve ¢aligmalar bu yonde yogunlagsmaktadir (Gerber et al. 2002).

Web of Science, Pub Med, Science Direct, Scopus ve Scholar Google veri tabanlarinda
yapilan literatiir taramalarinda Ferula tiirlerinin néron hiicrelerine etkileri tizerine
yapilmis olan ¢ok az sayida ¢alismanin bulundugu, Ferula orientalis’e ait noroprotektif
aktivite ¢aligmasinin ise hi¢ olmadig1 goriilmektedir. Bu yoniiyle yapilan bu ¢alisma bir

ilk olacaktir.

Yapilan literatiir taramalarinda; Moghadam et al. (2013), Ferula assa-foetida oleogam
recinesinin noron hiicreleri lizerine etkisini belirlemek i¢in, néronlara benzeyen hiicreleri
beta-Tubulin I ve MAP2 boyalar ile isaretledikten sonra néron kiiltiir ortamina farkli
konsantrasyonlarda suda ¢oziindiiriilmiis recineyi uygulamislardir. Noron hiicrelerinin
hayatta kalma orani, hiicre saymi ve MTT (3-(4,5-dimetiltiazol-2-yl)-2,5-
difeniltatrazilyum bromid) testleri ile degerlendirilmistir. Sonuglar 6zellikle 0,01 ve 1
ng/ml konsantrasyonlarinin néronlarin hayatta kalma oranini artirabildigini, 10 pg/ml
dozunun ise toksik etki sergiledigini gostermektedir (Moghadam et al. 2013). Ferula
assafoetida su ekstraktinin siganlarda 6grenme ve hafiza lizerine etkilerinin arastirildigi
bir ¢alismada pozitif kontrol olarak rivastigmin kullanilmis ve giinde 200 ve 400
mg/kg'lik ikiser doz siganlara oral yolla verilmistir. Ardindan uygulanan yiikseltilmis art1
labirent ve kaginma paradigmalar1 sonras1 F. assa-foetida nin doza bagli olarak hafiza
arttirma kabiliyeti tesbit edilmis ve bu 0Ozellik asetilkolinesteraz inhibisyonu ile

antioksidan seviyesinin yiiksek olmasina baglanmistir. F. assa-foetida'nin giinliik
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kullanimmnin faydali oldugu ve anti-demans tedavilerinde bir destekleyici olarak

kullanilabilecegi belirtilmistir (Vijayalakshmi et al. 2012).

Noroprotektif aktivite lizerine yapilmis olan arastirmalarin disinda, Ferula tiirlerinin
cesitli kanser tiirleri iizerine sitotoksik aktiviteleri lizerine yapilmis pekc¢ok ¢alismanin
mevcut oldugu goriilmektedir. Bu arastirmalardan bazilari; renal hiicre kanseri hiicre
hattina Ferula gummosa gaminin kullanimi (Hosseini et al. 2017), gogiis kanseri hiicre
hatti Ferula heuffelii kloroform ekstrakti (Pavlovic et al. 2015), boyun, gogiis ve
karaciger kanser hiicre hatlarina Ferula tingitana L. (Elgwaji et al. 2017) ekstrakti,
akciger kanser hiicre hattinda Ferula assa-foetida’dan elde edilen galbanik asit (Oh et al.
2015), kolon kanseri hiicre hattinda Ferula tiirlerinde bulunan bir seskiterpen olan
ferutinin (Arghiani et al. 2014) ve 16semi hiicre hattinda Ferula lutea ¢igekleri (Znati et

al. 2014)’nin kullanimi bu konuda yapilan arastirmalardan bazilaridir.
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3. MATERYAL ve METOT

3.1. Materyal

Calismamizda kullanilan ¢asir (Ferula orientalis L.) bitkisi 2017 yili Nisan ayinda
Erzurum ili Tortum ilgesi Serdarli Mahallesi daglik arazisinden toplanmistir. Casir
toplanan bolgeye ait koordinatlar; 40°29° 20.2°°N ve 41°21°52.4”’ E seklindedir. Bitki
ornekleri; Atatiirk Universitesi, Fen Fakiiltesi, Botanik Anabilim Dali Ogretim Uyesi
Dog. Dr. Meryem SENGUL KOSEOGLU tarafindan tanimlanmstir. Toplanan gasirlar

salamura edilene kadar 4 £1°C’de 1 giin muhafaza edilmistir.

Sekil 3.1. Casir bitkisi (Ferula orientalis L.)

Calisma kapsaminda; bitki drneklerinin salamura edilmesi, liyofilizasyonu, ekstraksiyon
islemleri ve yiiriitiilen analizlerden; antioksidan ve antimikrobiyal aktivite analizleri
Atatiirk Universitesi Ziraat Fakiiltesi Gida Miihendisligi Béliimii Meyve ve Sebze Isleme
Teknolojileri ve Gida Mikrobiyolojisi laboratuvarlarinda; Esansiyel yag eldesi Atatiirk
Universitesi Ziraat Fakiiltesi Tarla Bitkileri Boliimii Tibbi ve Aromatik Bitkiler
Laboratuari’nda; test numunelerinin fenolik ve ugucu Dbilesenlerinin tespiti
Gaziosmanpasa Univesitesi Kimya Boliimii Bitki Arastirma Laboratuarinda;
numunelerin mineral madde kompozisyonlarinin tespiti Atatiirk Universitesi Dogu

Anadolu Yiiksek Teknoloji Uygulama ve Arastirma Merkezi’nde; in vitro noroprotektif
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aktivite tayini ise Atatiirk Universitesi Tip Fakiiltesi Farmakoloji Boliimii Hiicre Kiiltiirii

Laboratuari’nda, gergeklestirilmistir.

In vitro néroprotektif aktivite analizlerinde kullanilan noron hiicrelerinin canli hayvandan
alinarak cogaltilmasi sebebiyle ¢alismanin etik kurallara uygunlugu 08.05.2017 tarihli ve
75366018-000-E.1700134755 sayih AUHADYEK (Atatiirk Universitesi Hayvan

Deneyleri Yerel Etik Kurulu) tarafindan verilen yazi ile onaylanmistir.

3.2. Analizlerde Kullanilan Kimyasallar

Ekstraktlarin hazirlanmasinda etanol (C2HsOH, > %99,8, Sigma), metanol (CH3OH, >

%99,7, Sigma), kloroform (CHCl3, %99,7, Sigma), n-hekzan (CH3(CH2)4CHa, > %97.0,

Sigma) ve esansiyel yag eldesinde slikon kopiiklenmeyi oOnleyici (Merck 107743)

kullanilmustir.

In vitro toplam fenolik ve flavonoid madde analizlerinde; gallik asit (C7HeOs, %97,5-
102,5 (Sigma), sodyum karbonat (Na2COs, %99,5, Sigma S2127) ve Folin &Ciocalteu’s
reaktifi (Sigma F9252), aluminum nitrate nonahydrate (AI(NO3)3 -9H20, Sigma 237973),
potasyum asetat (CHsCOOK, Sigma 110183), quercetin dihydrate (CisH1007. 2H20,
Sigma 6151-25-3) kullanilmistir. ABTS™ ve DPPHe serbest radikal giderme aktiviteleri
ve Cu?*-Cu* indirgeme kapasitesi metotlarinda; 2,2'-azino-bis(3-ethylbenzothiazoline-6-
sulfonic acid) diammonium salt (ABTS, >98%, Sigma A1888), potasyum peroksidisiilfat
(K20gS2, Merck 5090), 2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl (Sigma D9132), neocuproine
hydrate (Ci4aH12N2-xH20, %99, Sigma 121908), kuprik klorid (CuCly, %97, Sigma
222011), sodyum asetat (CH3COONa, Sigma W302406), hidroklorik asit (%37, Sigma
435570) ve standart antioksidantlar; biitillenmis hidroksi anisol (BHA, Sigma B1253),
biitillenmis  hidroksi  toluen (BHT, Sigma W218405), 6-hidroksi-2,5,7,8-
tetrametilkroman-2-karboksilik asit (Troloks, Aldrich 23881-3), (+)-a-tokoferol
(C29Hs00o, Sigma T3634), etilendiamin-4-asetik asit (EDTA,
(HO2CCH2)2NCH2CH2N(CH2CO2H)2, Aldrich 431788)’den yararlanilmustir.


http://www.sigmaaldrich.com/catalog/search?term=6151-25-3&interface=CAS%20No.&N=0&mode=partialmax&lang=en&region=TR&focus=product
http://www.sigmaaldrich.com/catalog/product/sigma/t3634
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Antimikrobiyal aktivite analizlerinde; Tween 20 (CsgH114020, Merck), DMSO (Dimethyl
stlfoxid, >99,9%, Merck), nutrient broth (Merck, 105443), sabouraud dextrose broth
(Merk, 108339), potato dextrose agar (Meck, 110130), plate count
agar (Merck, 1.05463), amphotericin B (Cs7H73NO17, Sigma A2942), ofloxacin
(C18H20FN304, Sigma 08757) kullanilmistir.

in vitro néroprotektif aktivite analizlerinde; propidium iodide (C27H34I12N4, Sigma
Aldrich P4864), neuronal base medium (NBM, Sigma 21103-049), Dulbecco’s Modified
Eagle’s Medium (DMEM, Sigma D5796), fetal bovin serum (FBS, Sigma F2442), B27
(Supplement, Gibco 12587-010), tripsin (Sigma-Aldrich 59429C). Penisilin —
streptomisin-amphotericin B, (Life Technology 15240-062), %1 L-Glutamine (Life
Technology 25030-081), 3- (4,5- dimethyldiazol-2-yl)-2,5 diphenyl tetrazolium Bromid
(MTT, Sigma-Aldrich MKBR4419V), DMSO (Dimethyl siilfoxid, Sigma-Aldrich
D4540), tripsin EDTA (Sigma T4049), annexin V apoptosis deteksiyon kiti (Biotek),
TAK Kkitleri (Rel Assay Diagnostics Sigma), TOS Kkitleri (Rel Assay Diagnostics

Sigma)’dan yararlanilmistir.

Fenolik ve ugucu bilesen profilinin belirlenmesi i¢in ise; aseton (270725 Sigma-Aldrich),
helyum, amonyum asetat (240192 Aldrich), formik asit (33015 Sigma-Aldrich), metanol
(34860 Sigma-Aldrich), fenolik standartlar alkan karisimi standarti (Sigma-Aldrich) ve
kolon dolgu maddesi olarak silika jel 6 (0,063-0,200 mm, Merck) kullanilmustir.


http://www.mikrobiyoloji.org/TR/yonlendir.aspx?F6E10F8892433CFFAAF6AA849816B2EF16CE81A0400AFB7B

80

3.3. Analizlerde Kullanilan Cihaz ve Aletler

Cihaz/Alet Ad1 Marka, Model, Ulke

Buzdolabi Argelik 523 1NF, Tiirkiye
Calkalamal1 Termostatli Su Banyosu JSR, JSSB-30T, Korea
Calkalayict Heidolph Titramax 100, Germany
Coklu Calkalayict Orbital Shaker SSL1, UK

Derin Dondurucu

Flovsitometre

Ultra Dondurucu

a Derin Dondurucu

Distilator

Etiiv

GC-MS

Hassas Terazi

ICP-MS

Isitic1 Manto

Invert Floresan Mikroskop ebq100-04
LC-MS/MS

Liyofilizator

Magnetik Karistirict

Mc Farland Densitometre

Mikro Plaka Okuyucu Spektrofotometre
Mikrodalga Yakma Sistemi

Otomatik Pipetler

Parcalayici

Plaka Calkalayici

Quartz Kiivetler
Renk Olger

Rotary Evaporator
Santrifiij

Steril Filtre (0,20 pm)
Steril Kabin

Su Isitmali CO2’li Inkiibator
Otoklav

Ultra Saf Su Cihaz1
Ultrasonik Banyo
Vis-Spektrofotometre
Vorteks

Argelik, Tiirkiye
Cyflow® cube 6,
NuAire 9483- 86 °C, US

Mega Home MH943, UK

Binder B28,Germany

Perkin Elmer Clarus 500

Denver Instrument TP214, Germany
Agilent 7800, UK

MTops MS-E107, Korea

Leica ebg 100-04, Germany

Shimadzu LC-MS 8050, Japan

Operon FDU-8612, Korea

Hanna Instruments HI 190M-1, UK

DEN-1 Biosan, Latvia

Biotek Instruments Inc.VT05404-0998,USA
Milestone Ethos up SK-15
Eppendorf, UK

Waring HGB2WTS3, USA
MS2-Minishaker, IKA,
Staufen, Germany

Hellma, UK

Konica Minolta CR-400, Korea
Heidolph Laborata 4000, Germany

Beckman Coulter Allegra X-30R, USA
Corning, Wiessbaden, Almanya

Class I, Hepa Filtreli

Thermo Scientific, USA

Lisa 300B, Italy

Minipure Destup, Korea

Bandelin Sonorex Super RK 103H, Germany
PG Instruments T60V, UK

Heidolph D-91126, Germany

Labortechnik,
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3.4. Metot

3.4.1. Casirlarin salamura edilmesi

Bitkinin halk arasinda tiiketildigi sekildeki etkisinin degerlendirilebilmesi i¢in ¢asirlar
toplandiktan sonra ev tipi yontemle salamura edilmistir (endiistriyel bazda salamura casir
tiretimi  yoktur). Toplama asamasinin ardindan salamura c¢asir {retimine kadar

gercgeklestirilen uygulamalar Sekil 3.2°de goriilmektedir.

Sekil 3.2. Casir bitkisinden salamura casir iretimi

Salamura islemi i¢in Oncelikle hasadi izleyen 6-8 saat icerisinde laboratuvara getirilmis
ve 4+1°C’de muhafaza edilmis olan ¢asirlar yaprak kisimlar1 koparildiktan sonra toz,
toprak ve yabanci unsurlardan arindirmak amaciyla yikanmistir. Ardindan bitkideki aci
tad1 yok etmek i¢in, dokuda yumusama olana kadar (~15 dk) kaynayan suda haslanmistir.
48 saat boyunca her 4 saatte bir suyu degistirilmek suretiyle soguk suda bekletilen
haslanmig casirlar plastik ambalajlara yerlestirilerek {izerlerine Bome derecesi 9’a
ayarlanmis tuzlu su ilavesi yapilmistir. 10 giin sonra salamuralarin Bome derecesi

20°C’de 7 olarak 6lgiilmiis ve bu degerde sabitlenmistir.
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3.4.2. Esansiyel yag eldesi

Esansiyel yag elde etmek igin, Clevenger-tip aparatlar kullanilmis ve pargalayici
yardimiyla 1 dk hizli devirde pargalanarak piire haline getirilmis salamura casir ile 1:1
hacimde su karigtirilarak elde edilen karisim diizenege baglanmistir. Sistemde tagmanin
engellenmesi i¢in 1 mm ¢apli cam boncuk ve slikon kdpiiklenmeyi dnleyici kullanilmistir.
Esansiyel yag eldesi yaklasik 3 saatte gerceklesmistir. Elde edilen esansiyel yaglar analiz

edilinceye kadar sizdirmaz viallerde -20°C’de muhafaza edilmistir.

Sekil 3.3. Clevenger diizenegi ve casir bitkisine ait esansiyel yag

3.4.3. Liyofilizasyon

Casirlar, celik bir bigak yardimiyla kiiciik parcalara béliinerek; 10° mTorr basing ve -
86°C’de liyofilize edilmislerdir.

Sekil 3.4. Salamura ¢asirlarin liyofilizasyonu ve toz haline dontisiimii
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3.4.4. Ekstraktlarin hazirlanmasi

Ekstraksiyonda kullanilan ¢6ziiciilerden su, etanol ve metanol polar 6zellik gosterirken,
kloroform ve n-hekzan apolar 6zelliktedir. Coziiciilere ait bazi fiziksel 6zellikler Tablo

3.1°de verilmistir.

Cizelge 3.1. Klasik ve ultrasonik ekstraksiyonda kullanilan ¢oziiciilere ait bazi fiziksel
ozellikler

Bilesik Empirik Kaynama Erime Dinamik Yogunluk Suda Polarite  Dielektrik Dipol

Formiil Noktas1  Noktasi Viskozite mPa.s  (g/cm®) Coziiniirlik ~ Indeksi  Sabiti (DK) Momenti
(°C) (°C) 20 °C 40 °C (9/100g) (20/25 °C) (D)
Su H,0 100.00 0.00 0,95 0,65 0,998 K 9,0 80,6 1,85
Etanol C,HsO 78,5 -1141  1,200,83 0,789 K 52 24,3 1,70
Metanol CH;OH 64,6 -98 0,52 0,45 0,791 K 6,6 32,6 1,70
Koroform CHCIl; 61,2 -63,5 0,56 0,47 1,498 0,8 44 48 1,01
n- Hekzan CeHis 69 -95 0,31 0,26 0,655 0,0014 0,0 1,9 0,0

* K: Karigabilir
** Veriler Reichardt (2003)’den alinmigtir.

3.4.4.a. Klasik ekstraksiyon

Liyofilize toz c¢agirlardan su, etanol: su, metanol: su, kloroform ve n-hekzan
ekstraktlarinin hazirlanmasi i¢in 5 grup halinde tartilan 50°ser g liyofilize toz c¢asir lizerine
ayr1 ayri; 500’er ml; su, 1:1 etanol: su (v/v), 1:1 metanol: su (v/v), kloroform ve n-hekzan
ilave edilmis ve amber renkli siseler icerisinde 40°C’de 20 saat calkalamali su
banyosunda 90 rpm’de karistirilmistir. Ardindan kaba filtre kagidi yardimiyla siiziilen
ekstraktlar 4500 rpm’de 15 dakika boyunca santrifiijlenmis ve siipernatant kism1 alinarak
rotary evaparatdr yardimiyla 40°C 150 rpm’de konsantre edilmislerdir. Sivi azot ile
muamele edilerek dondurulan ekstraktlar 102 mTorr basing ve -86°C’de liyofilize
edilmistir. Liyofilize ekstraktlar analizler yapilana kadar -20°C’de karanlikta muhafaza
edilmistir. Islem 3 kere tekrar edilmistir.

3.4.4.b. Ultrasonik ekstraksiyon

Liyofilize toz gasirlardan ultrasonik su, etanol: su, metanol: su, kloroform ve n-hekzan

ekstraktlarinin hazirlanmasi igin Oniszczuk and Podgoérski (2015) tarafindan belirtilen
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ekstraksiyon yontemi bazi modifikasyonlar yapilarak uygulanmistir. Bu amagla, 5 grup
halinde tartilan 50’ser g liyofilize toz ¢asir lizerine sirasiyla 500°er ml; su, 1:1 etanol: su
(v/v), 1:1 metanol: su (v/v), kloroform ve hekzan ilave edilmis ve amber renkli siselere
konulmustur. 35 kHz frekansta calisan ultrasonik banyonun sicakligi 40+2°C’de sabit
tutulmus ve ekstraktlara 4 kere; 20 dk ultrason + 20 dk dinlendirme islemi uygulanmstir.
Ardindan siiziilen ekstraktlar 4500 rpm’de 15 dk boyunca santrifiijlenmis ve supernatant
kismi aliarak rotary evaparatér yardimiyla 40°C 150 rpm’de konsantre edilmistir. Sivi
azot ile dondurulan ekstraktlar 10° mTorr basing ve -86°C’de liyofilize edilmistir.
Liyofilize ekstraktlar analizler yapilana kadar -20°C’de karanlikta muhafaza edilmistir.

Islem 3 kere tekrar edilmistir.

Klasik ve ultrasonik yontemlerle elde edilen ekstraktlara ait kodlamalar Cizelge 3.2°de

verilmistir.

Cizelge 3.2. Ekstraktlara ait kodlamalar

Muamele Ekstraktlar Kod

Klasik Ekstraksiyon Su KSE
Etanol:su (1/1: v/v) KESE
Metanol:su (1/1: v/v) KMSE
Kloroform KKE
Hekzan KHE

Ultrasonik Ekstraksiyon Su USE
Etanol:su (1/1: v/v) UESE
Metanol:su (1/1: v/v) UMSE
Kloroform UKE
Hekzan UHE

3.4.5. Ekstraksiyon veriminin hesaplanmasi

Esansiyel yag ile klasik ve ultrasonik ekstraksiyon ile elde edilen tiim ekstraktlara ait

ekstraksiyon verimi asagidaki Esitlik (1) yardimi ile hesaplanmistir (Bayar et al. 2017):
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%Ekstraksiyon Verimi = (W1/W>)x100 (3.1)

Burada; W1; Ekstraksiyon sonras1 agirlik, W»; Ekstraksiyon oncesi toplam agirliktir.

3.4.6. Renk yogunlugu

Gidalarin optik 6zellikleri olduk¢a karmasiktir ve gidanin kimyasal bilesimi ile yiizey
dokusuna bagli olarak degisiklik gostermektedir. Optik 6zelliklerden biri olan renk; 15181
spektral dagilimi sonucu olusan gorsel bir 6zelliktir. Bir karisimdaki mevcut her bir renk
orani bir kesir olarak ifade edilecek olursa, bir renk alan1 x ve y koordinatlarindan olusan
iki boyutlu bir kromasite diyagramina doniismektedir (Eissa et al. 2010) . Gidalarda renk
belirleme amaciyla kullanilan alternatif bir yontem olan yiizeysel yansimasinin dl¢iilmesi
de temelde bu esasa dayanmaktadir. Yiizey yansimasinin 6l¢iilmesi prensibi ile ¢alisan
kolorimetre, 3 boyutlu alanda rengi bir nokta olarak tanimlamamiza yardime1 olan bir
sistemdir. Bu sistemde L* degerleri parlaklik (0;siyah- 100; beyaz); a* degeri yesillik-
kirmizilik (-60; yesil- +60; kirmizi), b* degeri ise mavilik- sarilik (-60; mavi- +60; sar1)
ifadesi olup x ve y eksenlerinde gosterilmektedirler (Luo 2006). Rengin ifade edilmesinde
kullanilan farkli bir renk bileseni de Hue (H°) derecesidir ve x ile y eksenlerini 360°’1ik
ac1 ile gevrelemektedir. Kirmizi, sar1, yesil, mavi ve kirmizi renkler sirasiyla; 0°, 90°,
180°, 270° ve 360° agilarda konumlanmistir (Izl1 and Isik 2014). Rengin yogunluk veya
matlik 6zelligini belirten ve Hue degerinden bagimsiz olan kroma (C*) degeri ise; merkez
ile H® arasindaki cetvelin deger (value) ile yaptig1 agidir (Romney and Fulton 2006) ve 0
ile 60 arasinda degismektedir (Sekil 3.5). 4E ise toplam renk farki olarak ifade

edilmektedir.
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90°(Sar1)

180°
(Yesil)

270° (Mavi)

Sekil 3.5. CIE renk sisteminde Hue ve Kroma degerleri (Konica Minolta 2003)

Salamura casir, ekstraktlar ve esansiyel yagin renk yogunluklari, CIE (L*a*b*)
sisteminde ii¢ boyutlu 6l¢iim yapan Minolta kolorimetre kullanilarak belirlenmistir. Cihaz
kullanilmadan 6nce, beyaz kalibrasyon plakasi yardimiyla kalibre edilmis ve ardindan
orneklerin renk Olgtimleri beyaz bir zemin {izerinde gergeklestirilmistir. Elde edilen
sonuglar; *L (parlaklik:100, koyuluk:0), a* (kirmizi:+, yesil: -), b* (sar1: +, mavi: -), °H
(0°, 90°, 180°, 270° ve 360°)’lik agilarda sirasiyla; kirmizi, sari, yesil, mavi ve kirmizi
konumlanmstir), C* (kroma, renklerin doygunluk derecesi) ve 4E (toplam renk farki)
parametrelerine gore degerlendirilmistir. Olglimler her bir ornek icin 3 kere
tekrarlanmigtir. C*, H° ve 4E degerlerinin hesaplanmasinda 2, 3 ve 4 nolu esitlikler

kullanilmistir (Topdas 2012).

C*:(a*z +b*2) Y (3.2)

He=arctan(b*/a*) (3.3)

AB=£(AL* + Aa*2 + Ab*?) *: (3.4)
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3.4.7. ICP/MS ile mineral madde kompozisyonunun belirlenmesi

Estraktlar, esansiyel yag ve hiicre sivilarina ait mineral madde analizleri i¢in Oncelikle
teflon tiipler icerisine 3’er paralelli olarak yaklasik 500 mg 6rnek tartilmis ve {izerine 8
ml %65°lik HNOs ile 2 ml %31°lik H20> ilave edilerek 15-20 dakika beklenmistir. Daha
sonra kapaklar1 kapatilan teflon tiipler mikrodalga sisteminde agagidaki kosullarda yas

yakma islemine tabi tutulmustur:

Adim Siire (dk) Sicaklik (°C) Giig (W)
1 15 200 1800
2 15 200 1800

Yakma agamasindan sonra teflon tiip igerikleri ultra saf su ile 50 ml’ye tamamlanmis ve
ardindan 0,45 um’lik membran filtreden gegcirilmistir. Orneklerin ¢oziindiiriilmesinde
%2’lik HNO3 ve %0,5’lik HCl kombinasyonu kullanilmistir. 500 pl 6rnek, 9,5 mi
kombine ¢ozelti ile seyreltilmistir. Her bir element i¢in hazirlanan standart ¢ozelti (Hg
icin 0, 2.5, 5, 7.5 ve 10 ppb; diger elementler i¢in 0, 10, 25, 50, 100, 250 ve 500 ppb
konsantrasyonlarda) Indiiktif Eslesmis Plazma-Kiitle Spektrometresi cihazinda okutulup,
standartlara kars1 ile elde edilen kalibrasyon egrisinden faydalanilarak orneklerdeki

kalint1 element miktarlar1 tesbit edilmistir (Anonymous 2007).

“‘fg
A

Sekil 3.6. Calismada kullanilan indiiktif olarak eslestirilmis plazma - kiitle spektrometresi
(ICP-MS)


callto:0,%202.5,%205,%207.5
callto:0,%2010,%2025,%2050,%20100
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3.4.8. Esansiyel yag ve ekstraktlarm toplam fenolik madde miktarlarimin

belirlenmesi

Esansiyel yag ve ekstraktlarda toplam fenolik madde miktar1 Folin &Ciocalteu reaktifi
kullanilarak Singleton et al. (1999)’a gore belirlenmistir. Ekstraktlarin her biri kendi
¢oziiciisiinde, esansiyel yag ise etanolde ¢6ziindiiriilerek 1 mg/ml konsantrasyonda stok
cozeltiler hazirlanmistir. 1000 pg stok ¢ozelti alinarak ultra saf su ile 23 ml’ye
tamamlanmustir. Karisim tizerine 0,5 ml Folin&Ciocalteu reaktifi ve 3 dk sonra %2’lik
NaxCOs ¢ozeltisinden 1,5 ml ilave edilmis ve 2 saat oda sicakliginda ve karanlikta
karistirildiktan sonra absorbanslar 760 nm dalga boyunda kore karsi okunmustur. Gallik
asit standart fenolik bilesik olarak kullanilmig ve hazirlanan standart grafik yardimiyla
sonuglar pg GAE (Gallik Asit Ekivaleni)/mg ekstrakt olarak verilmistir. Analiz her bir

ornek i¢in 3 kere tekrarlanmastir.

3.4.9. Esansiyel yag ve ekstraktlarin toplam flavonoid bilesik miktarlarinin

belirlenmesi

Esansiyel yag ve ekstraktlarda toplam flavonoid bilesik miktar1 Park et al. (1997)’a gore
belirlenmistir. Ekstraktlarin her biri kendi ¢oziiciisiinde, esansiyel yag ise etanolde
¢oziindiiriilerek 1mg/ml konsantrasyonda stok c¢ozeltiler hazirlanmistir. 1000 pg stok
¢ozelti alinarak 0,1’er ml; 1 M CH3COOK ve %10’luk AI(NO3)3 ¢ozeltilerini igeren 4,3
ml etanol c¢ozeltisi ile seyreltilmistir. 40 dakika oda sicakliginda ve karanlikta
karistirildiktan sonra absorbanslar 415 nm dalga boyunda koére karsi okunmustur.
Kuersetin standart flavonoid bilesik olarak kullanilmis ve hazirlanan standart grafik
yardimiyla sonuglar pg KE (Kuersetin Ekivaleni) olarak verilmistir. Analiz her bir 6rnek

i¢in 3 kere tekrarlanmustir.

3.4.10. Ekstraktlarin fenolik bilesen profilinin belirlenmesi

Ekstraktlarin fenolik bilesenleri, Shimadzu 8050 LC-MS/MS cihazinda analiz edilmistir.
Analizde 3 pm partikiil boyutlu, LxI.D. 15 cm X 4.6 mm (Supelco) ODS-4 kolon



89

kullanilmigtir. Mobil faz olarak 5 uM amonyum asetat ve %0.1 formik asit iceren

deiyonize su (A) ve metanol (B) kullanilmistir.

Mobil faz programi; 0-8 dk araliginda 95:5 A:B’den 5:95 A:B’ye lincer gradiyent, 8-12
dk 5:95 (A:B)’de 12-15 dk 95:5 A:B ve mobil faz akis hiz1 0.4 mL/dk olarak
ayarlanmistir. Calisma boyunca kolon sicakligi 35°C’de tutulmustur. Nebuluzer gaz akisi
3 L/dk, kurutucu gaz akis1 10 L/dK, dedektor sicakligi 300°C, hava blogu sicakligi 400°C
seklinde ayarlanmistir. Molekiillerin iyonlastiriimasinda ES|I (Elektrosprey iyonlasma) ve

APCI (Atmosferik basing kimyasal iyonlagsma) iyonlastiricilar kullanilmistir.

Molekiillerin  tanimlanmasinda MRM  (Coklu reaksiyon goriintiilleme) modu
kullanilmistir. Kolonsuz olarak her bir fenolik madde igin MRM optimizasyonu
yapildiktan sonra standartlarin 1, 5, 10, 25, 50, 100, 200, 500 ppb derisimlerini iceren

karisim analiz edilerek kalibrasyon egrileri ¢izilmistir.

Ekstraktar 1 mg/mL derisimleri hazirlanarak 1/100 oraninda seyreltilerek analiz edilmis

ve sonuglar mg fenolik/ gr ekstrakt olarak hesaplanmistir.

Cevirme faktorii:

R ng 1L 1mL 1000mg 1mg 100
PO X000 mL Tmg™ ™ 1g 1000 g~ 1

|~

{pﬁ AT | 1w 1000;:/1:@ 100
Responsé —

x x x —
1000 wil 1 mg lg 1000)1,9'

Stok
cozelti
derisimi

seyreltme

Cihazm verdigi faktorii

sonug
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3.4.11. Antioksidan aktivite

3.4.11.a. Esansiyel yag ve ekstraktlarin DPPHe serbest radikal giderme ativitesinin

belirlenmesi

Esansiyel yag ve ekstraktlarin DPPHe serbest radikal giderme aktiviteleri Balaydin et al.
(2010)’a gore yapilmistir. DPPHe’1n etanolde hazirlanan 1 mM’lik ¢6zeltisi hazirlanarak
serbest radikal ¢ozeltisi olarak kullanilmistir. Daha once 3.4.8.1 ve 3.4.8.2 nolu
boliimlerde de bahsedilen 1mg/ml konsantrasyonlu stok ekstrakt ¢ozeltileri bu analizde
de numune olarak kullanilmistir. 3’er paralelli olacak sekilde sporlara dizilen deney
tiplerine 10, 20 ve 30 pg/ul konsantrasyon olusturulacak sekilde stok ekstrakt
¢ozeltilerinden aktarildiktan sonra toplam hacim etanol ile 3 ml’ye tamamlanmistir. Stok
DPPHe ¢ozeltisinden her bir tiipe 1’er ml ilave edildikten sonra vortekslenmis ve
karanlikta yarim saat inkiibasyona birakilmislardir. Absorbanslar 517 nm dalga boyunda
kore kars1 dl¢iilmiis ve kaydedilmistir. Azalan absorbans degerleri kalan DPPHe ¢ozeltisi
miktarini veya farkli bir deyisle serbest radikal giderme aktivitesini vermistir. Kontrol: 3

ml etanol ve 1 ml DPPH?e ¢6zeltisinden olusmaktadir.

BHA, BHT, Troloks, a-tokoferol, klasik ve ultrasonik ekstraktlar ile esansiyel yagi 10,
20 ve 30 pg/ml konsantrasyonlarda iceren ¢ozeltilerin 517 nm dalga boyunda belirlenen
absorbans degerleri kullanilarak Esitlik (3.1) yardimiyla % inhibisyon degerleri

belirlenmistir.

%Inhibisyon: [(ADPPH'AEKSTRAKT)/ADPPH] x100 (3.5)

Burada, ApppH; DPPH sahit drneginin absorbans degeri ve AekstrakT; Ornek ekstraktinin

absorbans degerini ifade etmektedir.

Belirlenen %inhibisyon degerlerine kars1 6rnek konsantrasyonlar: bir grafige aktarilmis

ve lineer regrasyon analizi uygulanarak Orneklere iliskin egriler ve denklemlerine
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ulagilmistir. Esitlikler yardimiyla 6rnekler ve standart antioksidanlarin ICso degerleri

(radikalin %50’sinin inhibisyonunu saglayan konsantrasyon) hesaplanmistir.

3.4.11.b. Esansiyel yag ve ekstraktlarin ABTS"" giderme ativitesinin belirlenmesi

Esansiyel yag ve ekstraktlarin ABTS' radikali giderme aktiviteleri Koksal et al. (2009)’a
gore yapilmistir. ABTS™" radikalleri; saf su ile 2 mM konsantrasyonda hazirlanan ABTS
(2,2°-Azino-bis(3-etilbenzttiyazolin-6-siilfonik asit)) ¢ozeltisine, 2,45 nM potasyum
persiilfat ¢ozeltisinin ilavesiyle 1 gece oda sicakliginda ve karanlikta karistirarak
tretilmistir. 1 mg/ml konsantrasyonlu stok ekstrakt ¢dzeltiler bu analizde de numune
olarak kullanilmistir. 3’er paralelli olacak sekilde deney tliplerine 10, 20 ve 30 pg/ul
konsantrasyon olusturulacak sekilde stok ekstrakt c¢ozeltilerinden aktarildiktan sonra
toplam hacim etanol ile 1,5 ml’ye tamamlanmis ve her bir tiipe 0,5’er ml ABTS"" ¢ozeltisi
ilave edilmistir. Vortekslenip oda sicaklifinda ve karanlikta yarim saat inkiibe edilen
numunelerin absorbanslar1 734 nm dalga boyunda koére kars1 kaydedilmistir. Kontrol: 1,5

ml etanol+ 0,5 ml ABTS'* ¢ozeltisinden olusmaktadir.

BHA, BHT, Troloks, a-tokoferol, klasik ve ultrasonik ekstraktlar ile esansiyel yagi 10,
20 ve 30 ug/ml konsantrasyonlarda igeren ¢ozeltilerin 734 nm dalga boyunda belirlenen
absorbans degerleri kullamilarak Esitlik (3.3) yardimiyla % inhibisyon degerleri

belirlenmistir.

%Inhibisyon= [(AasTs-AeksTrakT)/AasTs] X100 (3.6)

Burada, Aagrts; ABTS'* sahit &rneginin absorbans deferi ve Agkstrakt; Ornek

ekstraktinin absorbans degerini ifade etmektedir.

Belirlenen %inhibisyon degerlerine kars1 6rnek konsantrasyonlar: bir grafige aktarilmis
ve lineer regrasyon analizi uygulanarak Orneklere iliskin egriler ve denklemlerine
ulagilmistir. Esitlikler yardimiyla 6rnekler ve standart antioksidanlarin ICso degerleri

(radikalin %50’sinin inhibisyonunu saglayan konsantrasyon) hesaplanmistir.
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3.4.11.c. Esansiyel yag ve ekstraktlarin Cu?*-Cu* indirgeme Kkapasitesinin
belirlenmesi (Kuprak Metodu)

Esansiyel yag ve ekstraktlarin Cu*? indirgeme aktiviteleri Ak and Giil¢in (2008)’e gore
yapilmistir. 3’er paralelli olacak sekilde sporlara dizilen deney tiiplerine 10, 20 ve 30
pg/ul konsantrasyon olusturulacak sekilde stok ekstrakt c¢ozeltilerinden aktarildiktan
sonra toplam hacim ultra saf su ile 1,25 ml’ye tamamlanmistir. Ardindan deney tiiplerine
sirasiyla; 0,01 M CuCly ¢ozeltisinden 0,25 ml, 7,5x10°M etanolik neokuprin
¢ozeltisinden 0,25 ml ve 1 M CH3COONHj4 tampon ¢6zeltisinden 0,25 ml ilave edilerek
vortekslenmis ve oda sicakliginda karanlikta yarim saat inkiibe edilerek 450 nm dalga

boyunda kore kars1 okunan absorbans degerleri kaydedilmistir.

3.4.12. Ferula orientalis L. bitkisinin ugucu yag kompozisyonunun belirlenmesi

Clevenger-tip aparatlar kullanilarak hidro distilasyon yontemi ile elde edilmis esansiyel
yag GC-MS cihaz1 kullanilarak analiz edilmistir. Analiz 6ncesi 20 mg esansiyel yag 1,2
mL aseton icinde seyreltilmistir. Tespit edilen 35 ucucu bilesen, toplam ugucu yag

bilesenlerinin %96,29 unu olusturmaktadir.

Analiz, Perkin Elmer Clarus 500 GC-MS ile BPX 5 (30m, 0,25mm ID, film kalimlig1
0,25 um) kapiler kolon kullanilarak gergeklestirilmistir. Enjeksiyon hacmi 1 pL,
injeksiyon portu sicakligi ise 250°C olarak ayarlanmistir. Tastyic1 gaz olarak, 50:1 split
orani ve 1 mL/dk akis hiz1 ile helyum kullanilmigtir. Firin programi; 50°C’den baglanarak
3°C/dk 1s1itma hizi ile 210°C’ye ve ardindan 3°C/dK 1sitma hizi ile 250°C’ye ¢ikarilmigtir.
Toplam program siiresi 30 dk olarak belirlenmistir. Uygulanan MS parametreleri ise;
iyonlastirict: EI (elektron impact), iyonlastirict enerjisi: 70 eV, iyon kaynag: sicakligy;

250°C seklindedir.

Bilesenlerin aydinlatilmasinda; Coziiciiniin kolonda alikonma siiresinin alkan karisimini
iceren standardin her bir bileseninin kolonda alikonma siireleri (retention time)’nden

cikarilmast ile gergek alikonma siiresinin hesaplanmasi ve ayni islemin ugucu yaglar
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icinde gergeklestirilmesi prosediirii uygulanmistir (RI degerlerinin hesaplanmasinda
kullanilan alkan karigimina ait kromatogram Sekil 3.7°de goriilmektedir). Bilesenlerin
tespitinde numune bilesenlerinin alikonma siirelerinin litereatiirde verilen kovats index
ya da retention index (RI) degerleri ile karsilastirilmasi ve bilesenlerin spesifik kiitle
spektrumlarinin dijital ortamda mevcut MS kiitiiphanelerindeki (NIST, Willey ve Pfleger)

veriler ile karsilastirilmasi ile yapilmistir.

Bilesenlerin ucucu yag i¢indeki goreceli ylizdeleri ise; Turbomass ver 5.4.2 yazilimi ile
her bir bilesenin pik alanlarinin toplam pik alanina oraninin yiiz ile garpilmasi ile kalitatif

olarak hesaplanmustir.

alkan mix 2017 ekim Scan EH+

TIC
1007 1.40e9

c8
2.32

5.77

33.49

12.99 31.09 35.64

28.48 37.67 39.60 41.43 43.18
17.22 2141 25.36
41.88
2,51
2 .32 ﬁ
0= T T T T T T T T T T T T T T T T Time
3.09 8.09 13.09 18.09 23.09 28.09 33.09 38.09 43.09

Sekil 3.7. Ugucu yag kompozisyonunun belirlenmesinde kullanilan alkan karigimini
iceren kromatogram

3.4.13. Antimikrobiyal aktivite

Antimikrobiyal aktivitenin tesbitinde kullanilan test mikroorganizmalar1 Atatiirk
Universitesi Ziraat Fakiiltesi Gida Miihendisligi Anabilim Dali Gida Mikrobiyolojisi
Laboratuvari Kiiltiir Koleksiyonu’ndan temin edilmistir (Cizelge 3.3).
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Cizelge 3.3. Antimikrobiyal aktivite analizinde kullanilan test mikroorganizmalari

Tiir Ad1 Sus Kodu
Escherichia coli BC 1402
Pseudomonas aeruginosa ATCC 9027
Staphylococcus aureus ATCC 29213
Streptococcus mutans ATCC 35668
Saccharomyces cerevisiae BC 6541
Candida albicans ATCC 1223
Aspergillus niger ATCC 16888
Penicillium roqueforti BC 111

Calismada kullanilan mikroorganizmalarm tanmist Mikrobiyal Identifikasyon Sistemi
(Sherlock Microbial Identification System version 4.0, MIDI Inc., Newark, DE, USA),
BIOLOG (MicroStation™ 1D System, Biolog Inc., Hayward, CA, USA) ve Holt et al
(1994) ve klasik tanimlama testleri ile dogrulanmistir. Denemede kullanilan 8 farkli susun
2 Gram (-) bakteri, 2 Gram (+) bakteri, 2 maya ve 2 kiiften olusmasi saglanmis, boylece

farkl1 hiicre tiplerine etki incelenmistir.

3.4.13.a. Bakteri, maya ve Kkiif izolatlarinin gelistirilmesi

Tamami -80°C’de muhafaza edilen saf bakteri izolatlar1 Plate Count Agar (PCA)
besiyerine; saf maya ve kiif izolatlar1 ise Potato Dextrose Agar (PDA) besiyerine 6ze
yardimiyla ¢izilmistir. Cizim sonrasi bakteriler; 30°C’de 24-48 saat, mayalar; 30°C’de
24-48 saat, kiifler ise 30°C’de 72-96 saat siire ile inkiibe edilmistir. Gelisim sonunda
yapilan reizolasyon islemleri ile saf kiiltiirler tazelenmistir. Taze kiiltiirler (Sekil 3.8), 9’ar
ml’lik tiiplerde hazirlanan %0,85°lik steril fizyolojik tuzlu su ¢ozeltileri igerisinde
seyreltilerek densitometre yardimiyla standart yogunlukta olmalari saglanmistir.
Yogunluk bakteriler icin 1x108 kob/ml, maya ve kiifler i¢in 1x10* kob/ml olacak sekilde

ayarlanmigtir.



95

Sekil 3.8. Antimikrobiyal aktivite analizinde kullanilan bakteri, maya ve kiiflere ait saf
izolatlar

3.4.13.b. Esansiyel yag, ekstrakt ve antibiyotiklerin dozlarimin ayarlanmasi

Doz ayarlamalar1 daha Once yiiriitiilmiis benzer calismalarin sonu¢ bulgulart ve
kullanilacak dozun ekonomik olarak kullanilabilir olmasi gibi kriterler géz Oniinde
bulundurularak yapilan 6n denemeler sonucunda belirlenmistir. Belirlenmis olan doz;
esansiyel yag ve diger ekstraktlar igin 300 ug/10 ul iken; Ofloxacin ve Amphotericin B
igin 5 ug/10 ul’dir. Coziicii olarak DMSO kullanilmistir.

3.4.13.c. Kuyu difiizyon yontemi

Antimikrobiyal etki denemelerinde Agar Kuyu Difiizyon Metodu kullanilmistir
(Altundag 2007). Oncelikle bakteriler i¢in hazirlanan nutrient agar ile mayalar ve kiifler
i¢in hazirlanan potato dextrose agar besiyerlerine standart yogunlukta hazirlanan 100’er
ul bakteri, maya ve kiif siispansiyonu steril drigalski spatiilleri yardimiyla yayilmistir.
Ardindan petrilere birbirine esit mesafede olmasina dikkat edilerek ekstraktlar ve
antibiyotikler i¢in her biri 5 mm c¢apinda olan toplam 8 kuyucuk agilmistir. Ortada
bulunan kuyucuklara 100 ul pozitif kontrol (bakteriler i¢in Ofloxacin, maya ve kiifler i¢in
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Amphotericin B) ve 100 pl negatif kontrol (steril saf su) konurken etraftaki kuyucuklara
ayni ekstraktin klasik ve ultrasonik muamelesinden 100’er ul konmustur. Denemeye ait
kuyu difiizyon testinin yapildig1 bir petri kab1 Sekil 3.9°da goriilmektedir. Denemeler 3

tekerriirlii olarak gergeklestirilmistir.

Sekil 3.9. Petri deneme plan
(Po:pozitif kontrol, Ns: negatif kontrol, Ge: Klasik muamele, Ug: Ultrasonik muamele)

Ekstraktlar kuyucuklara ilave edildikten sonra bakteri ekilen petriler 30°C’de 24-48 saat;
maya ekilen petriler 30°C’de 24-48 saat, kiif ekilen petriler ise 30°C’de 72-96 saat siire
ile inkiibe edilmistir. Inkiibasyon siiresinin sonunda 5 mm capli kuyucuklar etrafindaki
zon ¢aplart Ol¢iilmiis (kuyucuk ¢api dahil olarak) ve mm cinsinden kaydedilmistir.
Olgiimler her bir mikroorganizma igin 3’er defa tekrarlanmustir. Olgiimlerin ortalamalari

alinarak standart sapma degerleri ile beraber verilmistir.

3.4.13.d. Minimum inhibisyon konsantrasyonu (MiK) belirlenmesi

Mikro kuyucuk seyreltme yontemi Cetin et al. (2010) yonteminde yapilan bazi
modifikasyonlar ile gerceklestirilmistir. Bakteriler i¢in nutrient broth besiyeri, maya ve
kiifler igin Sabouraud broth besiyeri hazirlanarak otoklavlanmis ve ardindan en yiiksek
konsantrasyon 500 pg/ml olacak sekilde agsagidaki islemler her bir ekstrakt, esansiyel yag,

Ofloxacin ve Amphotericin B i¢in tekrarlanmistir;
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1. 3 ml s1v1 besiyeri igerisine 1500 pg 6rnek tartilarak vortekslenmis ve igerisinden 1,5
ml’si alinarak elde edilen 500 pg/ml’lik konsantrasyon ilk deneme konsantrasyonu olarak
kullanilmustir.

2. Kalan 1,5 ml 500 pg/ml konsantrasyondaki besiyeri tizerine 1,5 ml sivi besiyeri
eklenerek vortekslenmis ve icerisinden 1,5 ml’si alinarak 250 pg/ml’lik konsantrasyon
elde edilmistir.

3. Kalan 1,5 ml 250 pg/ml konsantrasyondaki besiyeri {izerine 1,5 ml sivi besiyeri
eklenerek vortekslenmis ve igerisinden 1,5 ml’si alinarak 125 pg/ml’lik konsantrasyon
elde edilmistir.

4. Kalan 1,5 ml 125 pg/ml konsantrasyondaki besiyeri lizerine 1,5 ml sivi besiyeri
eklenerek vortekslenmis ve icerisinden 1,5 ml’si alinarak 62,5 pg/ml’lik konsantrasyon
elde edilmistir.

5. Kalan 1,5 ml 62,5 pg/ml konsantrasyondaki besiyeri tizerine 1,5 ml siv1 besiyeri
eklenerek vortekslenmis ve icerisinden 1,5 ml’si alinarak 31,25 pg/ml’lik konsantrasyon
elde edilmistir.

6. Kalan 1,5 ml 31,25 ng/ml konsantrasyondaki besiyeri tizerine 1,5 ml s1v1 besiyeri
eklenerek vortekslenmis ve igerisinden 1,5 ml’si alinarak 15,6 pg/ml’lik konsantrasyon
elde edilmistir.

7. Kalan 1,5 ml 15,6 pg/ml konsantrasyondaki besiyeri iizerine 1,5 ml s1v1 besiyeri
eklenerek vortekslenmis ve igerisinden 1,5 ml’si alinarak 7,8 pg/ml’lik konsantrasyon

elde edilmistir.

Sekil 3.10. Tek mikroorganizmaya ait 96 kuyucuklu plaka deneme plani
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MIK analizi, 96 adet kuyucuktan olusan plakalarda yapilmistir. Plakalarda tasarlanan
deneme plan1 Sekil 3.10°da goriilmektedir. Plakanin her bir kuyucuguna; 140 pl besiyeri
ve 10 pl bakteri, maya veya kiif iceren inokiiliim ilave edilmis ve ardindan steril bir plaka
kapatict yardimiyla kapatilan plakalar, ¢alkalayici yardimiyla 300 rpm’de 20 saniye
karistirtlmistir. Bakteri igeren plakalar 30°C’de 24-48 saat, maya igeren plakalar; 30°C’de
24-48 saat, kiif iceren plakalar ise 30°C’de 72-96 saat siire ile inkiibe edilmistir.
Inkiibasyon siiresinin sonunda mikro plaka okuyucu yardimiyla 600 nm dalga boyunda
mikrobiyal gelisim spektrofotometrik olarak olgiilmistiir (Sekil 3.12). Bulaniklik
goriilmeyen (absorbansin okunmadigi) en diisik doz MIK konsantrasyonu olarak

degerlendirilmistir. Olgiimler her bir mikroorganizma igin 3’er kere tekrarlanmustir.

Sekil 3.11. inkiibasyon sonras1 96 kuyucuklu plakalar



99

B - 8 X

Cturum Ag £ Paylas

v L

Sirala ve Filtre Bul ve

yleyin...
m =t 3 Otomatik Toplam =
o ¥ | = Ex p
L:‘ S HH El [@] Doldur -

Vapist - R . Kosullu  TabloOlarak Hicre = Ekle  Sil  Bicim
- " Bigimlendirme - Bigimlendir - Stilleri = - - £ Temizle - Uygulaw  Sec~
Pa Yazi Tipi Sap ) stiller Hiicreler Diszenleme A
L4 < F: -
A B c D E F G H J K L M N (¢] -
3
4 |Experiment File Path: !
5 | Protocol File Path: C:\Users'Public\Documents\Protocols'600 nm plate okuma.prt
6 |Plate Number Plate 1
Procedure Details
7 |Date 9.5.2017
8 Time 09:27:36 Plate Type 96 WELL PLATE
9 |Reader Type: Epoch Eject plate on completion
10 Reader Serial Number: 15101314 Read Absorbance Endpoint
11 Reading Type Reader Full Plate
12 Wavelengths: 800

13: Read Speed: Normal, Delay: 100 msec, Measurements/Data Point: 8

500
500
500
500
800
500
500
500

A
B
c
D
E
F
G
H

Plate 1 - Sheetl ® < ,

Hazir B m - i + %115
SRR R

182017

Sekil 3.12. Antimikrobiyal aktivite dlgiimlerine ait veri 6rnegi

3.4.14. in vitro néroprotekif aktivite

In vitro néroprotektif aktivite analizinde kullanilacak ekstraktlar icin birer stok ¢dzelti
hazirlanmistir. Stok ¢6zelti 500 mg ekstrakt (su, etanal: su, metanol: su, kloroform ve n-
hexan) ile 500 ml DMSQO’dan olusmaktadir. Hazirlanan bu stok ¢ozeltiden 1 ml alinip 9
ml hiicresel medyum ile karistirilarak 10°lik doz hazirlanmistir. Hiicresel medyum
88/100 NBM (néro bazal medyum), 1/10 FBS (fetal bovin serum), 1/1000 antibiyotik
(Penisilin— Streptomisin- Amphotericin B) ve 1/50 oraninda B27 suplament i¢germektedir.
10""’lik dozdan 1ml alinip 9 ml medyumla karistirilarak 10?’lik doz hazirlanmis ve islem
prosediiriine bu sekilde devam edilerek 10%-10°’lik dozlar hazirlanmistir. Esansiyel yag
stok ¢ozeltisi ise 800 ul esansiyel yag, 100 ul DMSO vel00 ul medyum karistirilarak
elde edilmistir. 100 pl stok ¢ozelti ile 900 pul medyum karistirilarak 10’lik doz
hazirlanmistir. Bu dozdan 100 pl almip 900 ul medyum ile karistirilarak 10%’lik doz
hazirlanmis ve islem prosediiriine bu sekilde devam edilerek 102-10%lik dozlar

hazirlanmistir (Cizelge 3.4).
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Cizelge 3.4. In vitro néroprotektif aktivite analizinde kullanilan dozlar

Deney gruplari Doz Araliklart
Kontrol -

Glutamat kontrol (+) 10 glutamat
KSE 101-10°
USE 101-10°
KESE 101-10°
UESE 101-10°
KMSE 101-10°
UMSE 101-10°
KKE 101-10°
UKE 101-10°
KHE 101-10°
UHE 101-10°

EY 101-10

Ekstraktlar ile uygulanmis olan glutamata bagli beyin hipoksi modeli i¢in néron hiicre
hatt1 olusturulmustur (Sekil 3.13). Noron hiicre hattin1 olusturmak igin gerekli olan
korteksler heniiz 24 saati doldurmamis 9 adet yeni dogan rat yavrusundan alinmistir.
Batikon ile yikanan ratlar steril petri kabi igerisinde hizli bir sekilde dekapite edilmistir
(Buyukokuroglu et al. 2003). Kafa kism1 gazli bez igerisine alindiktan sonra ince makas
yardimiyla sirasiyla deri ve kafatast agilmistir. Korteks, beyin kagigi ile alindiktan sonra
2 cc DMEM soliisyonunu igeren tiip igerisine konmustur. Tiim korteksler toplandiktan
sonra tiip icerisinde dibe ¢doken kisimlar petriye alinarak once makro sonra mikro
parcalama yapilmistir. Makro parcalama asamasinda korteks, ¢ift bistiiri ile 20 dak
boyunca hafif dokunuslarla parcalanmistir. Mikro pargalama asamasinda ise makro
diizeyde pacalanmis korteks tekrar DMEM soliisyonuna alinmis ve tizerine 1/10 oraninda
tripsin EDTA ilave edilerek 15 dk 37°C’de %5 CO2 igeren etiivde inkiibe edilmistir
(Sengiil et al. 2011).
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Sekil 3.13. Korteks bolgesinden néron hiicrelerinin elde edilme asamalari

a- Beyin korteksinin ¢ikarilmasi, b- Primer noronlarin bistiiri ile makro diizeyde pargalanmasi, c- Primer
noronlarin tripsin EDTA ile mikro diizeyde pargalanmasi, d- Santrifiijleme sonrasi dibe ¢oken ndron
hiicreleri

Inkiibasyon sonrasi alinan hiicreler 3 kere 1200 rpm’de 5 dk santrifiijlenmis ve her
seferinde tistteki supernatant kismui atilarak yerine yeni hiicresel medyum eklenmistir. 96
kuyucuklu plakalara her kuyucukta 150 pl hiicresel medyum olacak sekilde ekim
yapilmis ve her kuyucukta 5x10* hiicre icerdiginin tesbiti toma lamiyla sayim yapilarak

tespit edilmistir (Sekil 3.14).

Sekil 3.14. N6ron hiicrelerinin sayimi

Ekilen hiicrelerin yeterli uzantilarla birbirlerine baglanmalari i¢in plakalar 37 °C’de %5
CO:z igeren etiivde 10 giin inkiibe edilmistir. 10 giin siiresince her 3 giinde bir toplam 3

kere % oraninda ana medium atilarak yerine yeni medium takviyesi yapilmigtir. 10. giin
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sonunda yapilan analizler;

» MTT analizi (Sitotoksisite testi) ile hiicre canliliklari,

» Toplam antioksidan kapasitesi (TAK), toplam oksidan sayis1 (TOS) ve hiicrelerdeki
oksidatif stresin varliginin tespiti,

> Hiicreninlerin Ca*? diizeyinin tespiti ve

» Apoptoz etkisinin degerlendirilmesidir.

3.4.14.a. Glutamat toksisitesi ile beyin hipoksi modelinin olusturulmasi

Glutamat toksisitesini indiiklemek icin 10% mM L-glutamat steril kosullarda
hazirlanmistir. Yeterli uzantiya ulasan hiicrelerin sivilar1 tamamen bosaltilmistir. Dipte
kalan hiicrelerin iizerine ise, her kuyucuga 10’ar pl glutamat (10 mM) soliisyonu ilave
edilerek 10 dk beklenmis son konsantrasyon 10° mM olarak ayarlanmistir. Toksikasyon

modeli olusturulduktan sonra ekstrakt gruplar1 kuyucuklara 90’ar pl olarak eklenmistir.

Glutamatin toksisitesini gorebilmek i¢in deney gruplarinda glutamat kontrol grubu
olusturulmustur. Bu grupta sadece glutamat toksisitesi yapilarak canlilik oraninin ne

kadar degistigi tesbit edilmis ve diger gruplarla kiyaslanmigtir. Bu grupta ise 90 pl

hiicresel medyum ve 10 pl 10*liik glutamat bulunmaktadir.

3.4.14.b. Ekstraktlarin uygulanmasi

- Klasik ve ultrasonik yontemlerle elde edilmis ekstraktlarin uygulanmasi

Noron kiiltiiriine ekstraktlarin uygulanabilmesi igin ekstraktlara ait hazirlanan stok
cozeltilerden 10°den 107'e kadar seyreltme yapilarak farkli konsantrasyonlarda deney
gruplari olusturulmustur. Ekstraktlar1 uygulamadan 6nce kuyucuklardaki tim medyum
bosaltilmis ve yerine toplam hacim 100ul olacak sekilde deney gruplari ilave edilerek

37°C’de %5 CO: igeren etiivde 24 saat inkiibe edilmistir. Noroproektif etkiyi farkli
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yontemlerle hazirlanan ekstraktlarda tespit etmek i¢in 24 saat sonunda MTT analizi

yapilmustir.

- Esansiyel yagin uygulanmasi

Farkli yontemlerle hazirlanan ekstraktlarin MTT sonuglar1 degerlendirilerek, esansiyel
yag ile yag fazini ¢6zen kloroform, etanol: su ve n-hekzan ekstraktlarinin diger gruplara
gore daha fazla koruma gosterdigi tespit edildikten sonra noroprotektif etken maddenin
yagda daha fazla ¢Ozlindiigiine karar verilmistir. Bu nedenle esansiyel yagda
noroprotektif etkinin MTT disinda TAK-TOS, Annexin V (flow sitometri) yontemleri
yardimiyla da arastirmasi planlanmistir. Bu amagla stok yag ¢ozeltisinden hazirlanan 10
Lden 10® e kadar farkli konsantrasyonlar hazirlanmistir. Kuyucuklardaki tiim medyum
bosaltilmis ve yerine toplam hacim 100 pl olacak sekilde deney gruplar ilave edilerek
37°C’de %5 COz iceren etiivde 24 saat inkiibe edilmistir. Noroproektif etkiyi tespit etmek

icin 24 saat sonunda MTT analizi yapilmistir.

3.4.14.c. MTT analizi

Ekstraktlarin ~ sitotoksisitelerinin ~ belirlenmesi igin, 3-(4,5-dimetiltiazol-2-yl)-2,5-
difeniltatrazilyum bromid (MTT maddesi) kullanilmistir. Kolorimetrik yolla sitotoksisite
belirleme metodlarindan biri olan MTT analizi; canli veya apoptozun erken evresindeki
hiicrelerin mitokondrileri araciligi ile olusturdugu reaksiyonda, soliisyonlarda bulunan
tetrazolium halkasinin hiicre mitokondrilerinde bulunan dehidrogenaz enzimlerince
pargalanarak renkli formazan kristalleri olugturmasi ilkesine dayanmaktadir (Riss et al.
2016). Saglam hiicrelerde mitokondri MTT boyasinin tetrazolium halkasini
parcalamaktadir. Yani sart renkli MTT, mor renkli ¢oziinmeyen formazan'a
indirgenmekte ve olusan renk yogunlugu 570 nm’de saptanmaktadir. Sonug olarak, canlt
ve mitokondri fonksiyonu bozulmamis hiicreler mor renkte boyanmakta, 6li ya da

mitokondri fonksiyonu bozulmus hiicreler ise boyanmamaktadir (Tokur ve Aksoy 2017).
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MTT soliisyonu 1 ml PBS igerisinde 5 mg MTT tozu ¢oziindiiriiliip ardindan 0.22 pm’lik
steril filtreden gecirilmesi ile elde edilmistir. Analiz yapilana kadar MTT saklama kabinin

dis yiizeyi aliminyum folyo ile kapatilarak -20°C’de bekletilmistir.

Sitotoksisite oranini (canlilik oranini) belirlemek i¢in, 24 saatlik deney sonrasinda hiicre
ortam sivist tamamen uzaklastirilmigtir. Dipte kalan hiicrelerin tizerine ise, her bir
kuyucuga 10’ar pl MTT soliisyonundan ve 90’ar ul ekstrakt icermeyen saf hiicresel
medyum eklenmistir. Tekrar hiicreler 37°C’de %5 CO> igeren ortamda 4 saat inkiibe
edilmistir. Boylece, 4 saat sonunda tetrazolium halkasinin hiicre mitokondrilerinde
bulunan dehidrogenaz enzimlerince pargalanmasi sonucu olusan mor renkli formazan
kristalleri meydana gelmistir. Sonra tiim hiicre soliisyonlar1 dikkatli sekilde
kuyucuklardan g¢ekilerek atilmis ve yerine 100 ul DMSO ilave edilmistir. DMSO hiicre
zar1 igerisindeki formazan kristallerini ¢6zmistiir. DMSO ilavesi sonrasi
spektrofotometre ile 570 nm dalga boyunda orneklerin absorbans degerleri okunarak
sitotoksik verilere erisilmistir. Mor kristal sayisinin fazla olmasi canlilik oraninin yiiksek

oldugunu gostermektedir.

3.4.14.d. Toplam antioksidan kapasitesi (TAK), toplam oksidan sayis1 (TOS) ve

hiicrelerdeki oksidatif stresin varhginin tespiti

Toplam antioksidan kapasitesini tesbit edebilmek i¢in Tomasch et al. (2001) yontemi
kullanilmigtir.  Yontemin esasi, 2-2’-azinobis (3-ethylbenzothiazoline 6- siilfonat)
(ABTS**) radikal katyonunun olusumunu inhibe edecek antioksidan kapasitesinin
tespitidir. Analiz daha Once ayrilan hiicre sivilart ile gergeklestirilmistir. Analizde
kullanilan TAK ticari Kitlerinin igerigi; 50 ml reaktif 1 soliisyonu, 10 ml reaktif 2
sollisyonu,10 ml standart 1 soliisyonu ve 10 ml standart 2 soliisyonundan olusmaktadir.
Oncelikle kuyucuklara 30’ar pl hiicre sivist (MTT analizinden &nce ortamdan alinan
hiicre s1vis1) pipetlenmis ve tizerine 500’er ul reaktif 1 soliisyonu eklenerek 660 nm dalga
boyunda ilk absorbans degeri okunmustur. Ikinci adimda; ayn1 kuyucuklarin iizerine
75’er pl reaktif 2 eklenerek oda sicakliginda 10 dk inkiibe edilmis ve 660 nm dalga
boyunda ikinci absorbans degeri okunarak kaydedilmistir. Esitlik 5 yardimiyla
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ekstraktlarin TAK diizeyleri mmol Troloks Ekivalen/L cinsinden belirlenmistir.

TAK(mmol Troloks Ekivalen/L)=[(AS1-AO)/(AS1-AS2)]x20 (3.7)

Burada: S1; standart 1, O; érnek, S2; standart 2’yi ifade etmektedir.

Toplam Oksidan Sayis1 Dogan vd (2011)’e gore yapilmistir. Yontemin esasi, ortamdaki
oksidanlarin ferroz iyon-o-dianisidin’i ferik iyona oksitlemesi ve asidik ortamda ferrik
iyonlarin ksilenol oranj ile meydana getirdigi renkli kompleksin olusturdugu renk
yogunlugunun spektrofotometrik olarak Slclilmesidir. Analizde kullanilan TOS ticari
kitlerinin icerigi; 50 ml reaktif 1 soliisyonu, 10 ml reaktif 2 soliisyonu,10 ml standart 1
soliisyonu ve 10 ml standart 2 soliisyonundan olusmaktadir. Oncelikle kuyucuklara 75’er
ul hiicre sivisi pipetlenmis ve tizerine 500’er pl reaktif 1 sollisyonu eklenerek 530 nm
dalga boyunda ilk absorbans degeri okunmustur. Ikinci adimda; ayni kuyucuklarin
tizerine 25’er pl reaktif 2 eklenerek oda sicakliginda 10 dk inkiibe edilmis ve 530 nm
dalga boyunda ikinci absorbans degeri okunarak kaydedilmistir. Esitlik 3.8 yardimiyla

ekstraktlarin TOS diizeyleri mmol Troloks Ekivalen/L cinsinden belirlenmistir.

TOS (mmol Troloks Ekivalen/L)= [(AO-AS2)/(S2)]x2 (3.8)

Burada: O; érnek, S2; standart 2’yi ifade etmektedir.

Hiicredeki oksidatif stres, toplam oksidan sayisinin toplam antioksidan sayisina

oranlanmasi ile hesaplanmugtir.

3.4.14.e. Hiicrenin Ca*? diizeyinin belirlenmesi

3.4.7. nolu boliimde ‘ICP/MS ile mineral madde kompozisyonunun belirlenmesi’ basligi

altinda izah edilmistir.
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3.4.14.f. Apoptoz etkisinin belirlenmesi

Siispansiyon halinde bulunan néron hiicrelerinin apoptoz seviyesi Annexin V Apoptosis
Deteksiyon Kiti ile tespit edilmistir. 24 saat boyunca ekstraktlarla etkilesimde olan néron

hiicrelerinde meydana gelen morfolojik degisimler gézlemlenmistir.

Siispansiyonda bulunan hiicreler canli ise Annexin V ve Propidum lodit (PI) ile boyaninca
mavi/yesil soluk renkli ve diizenli yapiya sahip bir morfoloji sergilemektedirler. Erken
evre apoptozda cekirdek ve stoplazma zarlar1 saglam iken c¢ekirdek icerisinde kromatin
yogunlasmast meydana gelmektedir. Bu evrede plazma zarinin icinden disina
fosfatidilserin (FS) translokasyonu meydana gelir ve hiicre dis yiizeyi Annexin V ile yesil
fluoresans renk vermektedir. Ge¢ evrede ise hiicreler stoplazmik zar ile ¢evrilerek
cekirdeksel parcalanmalar gozlenmektedir. Nekroza girmis hiicreler ise canli hiicrelere
kiyasla daha kiigiik bir stoplazma, hasarli bir stoplazma zar1 ve saglam bir ¢ekirdek

seklinde bir morfoloji sergilemektedirler.

3.4.15. istatistiksel analizler

Arastirma, 1 Ferula ¢esidi x 2 farkli ekstraksiyon yontemi (Klasik ekstraksiyon ve
ultrasonik ekstraksiyon) x 5 farkli ¢oziicii (su, etanol: su, metanol: su, kloroform ve n-
hekzan) x 3 tekerriirlii olarak gergeklestirilmistir. Tim veriler IBM SPSS Statistics
Version 20.0 paket programi kullanilarak istatistiki degerlendirmeye tabi tutulmustur.
Varyans analizi sonucunda onemli c¢ikan farkliliklara One-way ANOVA Coklu
Karsilastirma testlerinden Duncan testi uygulanmistir. Sonuglar + standart sapma olarak
verilmig ve p<0,05 ve p<0,001 olan tiim degerler istatistiki olarak anlamli kabul

edilmistir.
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4. ARASTIRMA BULGULARI ve TARTISMA

4.1. Ekstraktlar ve Esansiyel Yagin Ekstraksiyon Verimi

Klasik ve ultrasonik yontemler kullanilarak elde edilen su, 1:1 etanol: su, 1:1 metanol:
su, n-hekzan ve kloroform ekstraktlari ile esansiyel yaga ait ekstraksiyon verimi degerleri

Cizelge 4.1°de belirtilmistir.

Cizelge 4.1. Farkli yontem ve ¢oziiciilerle elde edilen ekstraktlar ve esansiyel yaga ait %
ekstraksiyon verimi degerleri

Ekstrakt kodlar1 %EKkstraksiyon verimi

KSE 10,24
USE 11,50
KESE 17,65
UESE 19,25
KMSE 23,10
UMSE 26,00
KHE 3,30
UHE 3,51
KKE 3,80
UKE 4,12
EY 0,4

Cizelge 4.1°de goriildiigii gibi ekstraktlarin ekstraksiyon verimleri %3,30 ile %26,00
araliginda degismektedir. Coziicii tirleri ve uygulanan ekstraksiyon yonteminin %
ekstraksiyon verimi {izerine etkisinin olduk¢a yiiksek oldugu belirgin sekilde
goriilmektedir. 11 farkli uygulamadan ekstraksiyon verimi agisindan en yiiksek
performansin Akkol et al. (2008) ve Yan et al. (2008) ile uyumlu olarak metanol: su
ekstraktina ait oldugu goriilmektedir. En diisiikk verim ise %3,30 ile klasik n-hekzan

ekstraktina aittir.
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Khiari et al. (2009)’a gore ¢oziicii polaritesi, dipol momenti, viskozite ve dielektrik sabiti;
difiizyon hizin1 ve dolayisiyla ekstraksiyon verimini de etkilemektedir. Dielektrik sabiti
yiiksek olan molekiiller polar maddeleri daha fazla ¢6zmektedir. Suyun dielektrik
sabitinin diger ¢oziiciilere kiyasla daha yliksek olmasina ragmen, metanol: su ekstraktinin
en yiiksek verimi vermesi; metanoliin suyun viskozitesini diisiirmesi ve difiizyonu
hizlandirmasindan kaynaklanmaktadir (Lehotay 1997; Lang and Wai 2001). Kartal et al.
(2007), Ferula orientalis L. bitkisine ait ekstraktlardan aseton oleoresin, hekzan ve
metanol: su ekstraktlar1 arasinda en yiiksek verimi %9,5 orami ile metanol: su
ekstraktindan elde etmistir. Bulgular, yapilan ¢alismada; metanol: su ekstrakt: veriminin
Kartal et al. (2007)’nin yaptig1 ¢alismada elde ettigi verimden ¢ok daha yiiksek oldugunu
gostermektedir (klasik metanol ekstraktinda %23,10 ve ultrasonik metanol ekstraktinda
%26). Bu durumun uygulanan ekstraksiyon yontemlerindeki farkliliklardan
kaynaklanabilecegi diisiiniilmektedir. Ferula orientalis L. bitkisinin ekstraksiyon verimi
tizerine; Science direct, Scholar Google ve Web of Science veri tabanlarinda Kartal et al.

(2007)’nin yaptig1 calismanin disinda herhangi bir ¢aligmaya rastlanmamustir.

Uygulanan ekstraksiyon yontemi acisindan Cizelge 4.1 degerlendirildiginde tiim
orneklerde ultrason uygulamasinin ekstraksiyon verimini artirdigi goriilmektedir. Klasik
ekstraksiyon uygulamasina kiyasla ultrasonik yontem uygulandiginda, ornekler arasi
gozlenen en yliksek verim artis1 %2,9’luk fark ile metanol: su ekstraktina aittir. Kimbaris
et al. (2006)’a gore bitkilerden solvent ekstraksiyonu ile biyoaktif bilesenlerin eldesi
amaciyla kullanilan yontemler arasinda yer alan Klasik teknikler; yiiksek sicaklik
uygulamasi, uzun ekstraksiyon siireleri ve diisiik ekstraksiyon verimliligi ile
sonuglanmaktadir. Ayrica bu teknikler ¢ok miktarda organik ¢oziicli ve yiiksek enerji
tilketimine neden olmaktadir (Shirsath et al. 2012; Vetal and Lade 2013). Virot et al.
(2010), ultrason sisteminin biyoaktif bilesiklerin ekstraksiyonunda kullanilabilecek etkin
bir yontem oldugunu ifade etmektedir. Ultrason uygulamas: ile; partikiillerin ¢ap1
azalarak kati-sivi kisimlar arasi yilizey alani artmakta, ¢ziicliniin dokulara dogru iletimi
hizlanmakta ve boylece hiicre duvarinin parcalanmasi ile hiicre i¢i bilesenlerin ¢oziicliye
transferi hizlanmaktadir (Topdas 2012). Ultrason yardimli ekstraksiyon ve klasik

ekstraksiyonun uygulandigi bir c¢alismada, Curcuma amada bitkisinden kurkumin
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ekstraksiyonu amaciyla; 35°C, 1 saat, 250 W gii¢c ve 22 kHz frekansta gergeklestirilen
ultrason yardimli ekstraksiyon sonucu %72; 30°C’de 8 saat boyunca siirdiiriilen klasik
ekstraksiyon uygulamasinda ise en fazla %62 verim elde edildigi belirtilmistir (Shirsath
et al. 2017). Benzer sekilde bitkilerden biyoaktif bilesenlerin ekstraksiyonunu igeren
birgok c¢alismada ultrason uygulamasinin ekstraksiyon verimini artirdigt rapor
edilmektedir (Bayar et al. 2017; Diaz-de-Cerio et al. 2017; Roriz et al. 2017; Zhang et al.
2017).

Hidrodistilasyon yontemi ile Clevenger diizenegi kullanilarak elde edilmis ¢asir esansiyel
yagina ait verim Cizelge 4.1’de gorildigi gibi, %0,4’diir. Kartal et al. (2007) Ferula
orientalis’de ayn1 yontemi kullanarak esansiyel yag verimini %0,51 olarak belirlemistir.
Benzer sekilde, Apiaceae familyasinda yer alan Ferula communis bitkisinden elde edilen
esansiyel yagda verim %0,18 (m/m) (Rahali et al. 2016) olarak rapor edilirken; bu degerin
Ferrari et al. (2005) tarafindan bulunan degerden (%0,04) oldukga yiiksek oldugu tespit
edilmistir. Ayni tiire ait bitkiler arasinda esansiyel yag verimindeki degiskenlik; hem
genetik faktorler hem de sicaklik, yagis ve nem gibi ¢evresel faktorlerle iliskilidir (Hidian
et al. 2010). Ayrica, yapilan caligmada salamura gasir iiretim basamaklarindan hasglama
asamasinda bir miktar esansiyel yag kaybi da muhakkak gerceklesmis ve bu durum

esansiyel yag veriminin diismesine sebep olmustur.

4.2. Ekstraktlar ve Esansiyel Yagin Renk Yogunlugu

Renk parametreleri tizerine islem (Klasik veya ultrasonik ekstraksiyon) ve ¢oziicii (su,
etanol: su, metanol: su, n-hekzan ve kloroform) degiskenleri ile islem x ¢oziicii
interaksiyonunun etkilerini gésteren varyans analiz sonuglar1 Cizelge 4.2de verilirken;
salamura ¢agsir, liyofilize salamura casir tozu, ekstraktlar ve esansiyel yagin renk
parametrelerine ait ortalamalar standart sapmalari ile birlikte (L*, a*, b*, 4E, H°, C*)

Cizelge 4.3’de belirtilmistir.



Cizelge 4.2. Klasik ve ultrasonik yontemlerle elde edilmis ekstraktlarin renk parametrelerine ait varyans analiz sonuglari

L* a* b* AE H° C*
(KO) (F P) (KO) (F) P) (KO) (F) P) (KO) (F) P) (KO) (F) (P) (KO) (F) P)

Varyasyon | SD
islem (A) | 1 |0,125 0,027 0,872 |0,000128 (0,001 |0,980 |7,783 8,172 0,010* (0,480 (0,372 |0,549 |0,885 0,079 |0,782 |7,370 8,148 0,010*
Coziicii 4 |2174,424 | 461,529 | 0,000** | 9,784 76,645 | 0,000** |1719,39 | 1805,394 | 0,000** | 141,611 | 109,705 |0,000** | 1546,172 | 137,515 | 0,000** | 1681,215 | 1858,755 | 0,000**

(B)

AxB 4 |5,065 1,075 |0,395 |0,743 5,824 |0,003** (0,659 |0,692 0,606 3,297 (2,555 [0,071 |7,866 0,700 |0,601 |0,901 0,997 0,432

Hata 20 (4,711 0,128 0,952 1,291 11,244 0,904

Genel 30

*p<0,05 diizeyinde dnemli **p<0,01 diizeyinde 6nemli

0Tt
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Parlakligin gostergesi olan L* degeri {lizerine ¢oziicii tlirlinlin etkisi istatistiksel olarak
p<0,01 diizeyinde ¢ok 6nemli olarak tespit edilmistir. Diger taraftan, islem degiskeni ile
islem x ¢Oziicii interaksiyonunun L* degerine etkisi ise istatistiksel olarak Onemsiz
(p>0,05) bulunmustur. L* degerinin en diisiik (48,367) oldugu 6rnek, klasik yontemle
tiretilen ve ¢oziicii olarak kloroform kullanilan KKE 6rnegi iken; en yiliksek L* degeri
(88,953) ultrasonik yontemle elde edilen etanol: su ekstraktidir. Yani ekstraktlar arasinda
en koyu renklisi KKE, en agik renklisi ise UESE’dir. Diger ekstraktlara nazaran
kloroform ekstraktlarinin daha koyu renkli olmasinin, kloroform tarafindan ¢6ziilen
bilesiklerden kaynaklandig1 diistintilmektedir. Ekstrakt renkleri Sekil 4.1°de gorsel olarak

da sunulmustur.

Sekil 4.1. Ekstrakt resimleri a; KSE ve USE, b; KESE ve UESE, c¢; KMSE ve UMSE, d;
KHE ve UHE, e; KKE ve UKE

*Siralama ayni resim igerisinde soldan saga dogru yapilmistir
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Ekstraksiyonda kullanilan farkli yontem ve ¢ozgenlerin yesillik-kirmiziligi ifade eden a*
degerleri lizerine ekileri degerlendirildiginde; ¢oziicii tiirii degiskeni ve islem x ¢oziicii
tiirli interaksiyonunun a* degeri iizerine p<0,01 diizeyinde istatistiksel olarak ¢ok 6nemli
oldugu goriiliirken, klasik veya ultrasonik ekstraksiyon uygulamalarinin @* degeri lizerine
etkisi ise dnemsiz (p>0,05) bulunmustur. Orneklerin a* degerleri -4,867 ile -0,533
araliginda degisim gostermektedir. En diisiik a* degeri ultrasonik kloroform ekstraktina
ait iken; en yiiksek deger klasik su ekstraktina aittir. Yani Cizelge 4.3’de de gorildigi

gibi yesilligi en yiiksek 6rnekler klasik ve ultrasonik kloroform ekstraktlaridir.

Sekil 4.2 incelendiginde ¢oOziicii tirii degistikge ilgili ekstraktta tespit edilen a*

degerlerinin degistigi goriilmektedir.

Ftanol:su Metanol: su Kloroform n- Hekzan
’ !
-1 l
5 2
o
=
* -3
-4
-5
m Klasik Ekstraksiyon m Ultrasonik Ekstraksiyon

Sekil 4.2. Ekstraktlarin a* renk degeri iizerine islem x ¢dziicii interaksiyonunun etkisi

Orneklerin b*degerleri 2,577 ile 44,103 arasinda degismektedir. Sekil 4.1°de de
goriildiigli gibi en sar1 yani b degerinin en yiiksek oldugu o6rnek, ultrasonik hekzan
ekstrakti iken; rengi maviye en yakin 6rnek klasik kloroform ekstraktidir. Varyans analizi
sonuglarina gore; b* degerleri tizerine ¢oziict tiirii p<0,01 diizeyinde 6nemli iken, islem
degiskeninin etkisi p<0,05 olarak belirlenmistir. Tiim ekstraktlarda ultrason

uygulamasmin b* degerini artirdign  gdzlenmektedir. Islem x ¢oziicli tiirii
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interaksiyonunun b* degerleri iizerine etkisi ise istatistiksel olarak 6nemsiz (p>0,05)

oldugu saptanmustir.

Toplam renk farkinin bir ifadesi olan AE degeri, salamura ¢asir ile ekstraktlar arasindaki
renk farkim1 gostermektedir. Varyans analizine gore ekstraktlarin AE degerleri lizerine
¢oziicii tiirii degiskeni p<0,01 diizeyinde etkili olarak belirlenmistir. islem degiskeni ve
islem x ¢Oziicli tiirii interaksiyonunun toplam renk farki {izerine etkisi ise dnemsizdir
(p>0,05). En yiiksek AE degeri 32,359 degeri ile ultrasonik etanol:su ekstraktina aittir.
En diisiik deger ise esansiyel yaga aittir (2,577).

Ekici (2011)’e gore; rengin tanimlanmasinda L* degerinin yani sira, a* ve b* degerleri
kullanilarak hesaplanan C* ve H® degerlerinin kullanilmasi daha dogru yorumlamaya
imkan saglamaktadir. Boylece ayn1 a* degerine sahip ornekler arasi fark daha net bir
sekilde ortaya konabilecektir. C* degerleri iizerine ¢oziicii tiirii degiskeninin etkisi p<0,01
diizeyinde 6nemli iken; islem degiskeni p<0,05 seviyesinde etkili olarak tespit edilmistir.
C* degeri en yiiksek olan (44,184) ultrasonik hekzan ekstraktinin diger 6rneklerden daha
yogun bir renge sahip oldugu belirlenmistir. Orneklerin H° degerleri incelendiginde
degerlerin 93,108 (klasik hekzan ekstrakti) ile 151,640 (ultrasonik kloroform ekstrakti)
arasinda degisim gosterdigi goriilmektedir. Salamura gasir, liyofilize toz casir, esasiyel
yag ve ekstraktlarda renk genel olarak acik sar1 civarinda degerlendirilebilmekle birlikte;
H° degerlerinin yiikseldigi kloroform ekstraktlarinda ise renk yesile kaymaktadir. H°
degerleri iizerine ¢oziicii tiirli degiskeni istatistiksel olarak p<0,01 diizeyinde etkili iken;

1slem degiskeni ve islem x ¢oziicii tiirii interaksiyonu p>0,05 seviyesinde dnemsizdir.
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Cizelge 4.3. Casir, salamura gasir, liyofilize salamura casir tozu, ekstraktlar ve esansiyel
yaga ait renk degerleri

Ornek  L* a* b* AE H° c*

Kodu

3¢ 60,477+1,819¢c  -4,467+0,197ab  21,183+1,190e - 101,952+0,563 b 21,649+0,370 f
LSt 82,064+0418d  -3,610£0,126cd  13,72340,170d  22,856+0375b  104,740+0,812c  14,190£0,172 ¢
(S8 88,683+0,302¢  -0,533+0,115gh  5.823+0286b  32,150+0,156d  95,230+0,109a  5,847+0,286 ab
VSE 86,550+0391e  -1,41340,120g  7,050+0,111bc  29,846+0,178 ¢ 101,333+0,272b  7,190+0,108 ¢
KESE 87,727+0,175¢  -2,530£0,153 ef  7,003+0,180bc  30,780+0,158 cd 109,863+0,330 de  7,4460,183 ¢
VESE 88,953+0,565¢  -3,197+0,142de  8,770+0,196¢c  32,359+0,232d  110,029+0,146e  9,335+0,102d
KMSE 88,913+1,712e  -2,143+0,112fg  6,367+0,577b  31,091+0,510cd 108,602+0,247d  6,718+0,582b
B 88,777+1,020 e -2,223+0,121f  7,383+0438bc  31,567+0,463 cd 106,757+0,599d  7,710+0,401 c
g 61,667+2,598 ¢ -2,333+0,577f  42,970+1,137f  21,951+0,134b  93,108+0,171a  43,033+0,790 g
VHE 58,93045,974 be  -2,667+0,260 ef  44,103+1,193 f  23,487+0495b  93,460+0,684a  44,184+0,549 ¢
KKE 48,367+0,577a  -3,820+0477cd  2,577+0,230a  22,33540,550b  145966+0,464 f  4,608+0,160 a
VKE 48,527+0,643a  -4,867+0,559a  2,627+0,433a  22,189+0,150b  151,640+0,348 g  5,531+0,105 ab
EY

55,890+0,587 b

-4,000+0,132 be

15,253+0,560 d

7,525+0,577 a

104,694+0,547 ¢

15,769+0,737 e

*SC: salamura ¢asir, LSCT: liyofilize salamura ¢asir tozu
* Her siitun i¢in istatistiki analiz kendi igerisinde yapilmis ve aynmi harfle gosterilen ortalamalar P<0,05
O6nem seviyesinde ayni1 olarak kabul edilmistir.

4.3. ICP-MS ile Belirlenen Mineral Madde Kompozisyonu

Indiiktif Eslesmis Plazma-Kiitle Spektrometresi (ICP-MS) kullanilarak ekstraktlar ve
esansiyel yagin; Na (Sodyum), Mg (Magnezyum), Ca (Kalsiyum), P (Fosfor), Fe (Demir),
K (Potasyum), Zn (Cinko), Krom (Cr), Mn (Mangan), Se (Selenyum), Si (Silisyum), Co
(Kobalt), Ni (Nikel), Cu (Bakir), Al (Aliiminyum), Cd (Kadmiyum), Pb (Kursun) ve Hg
(Civa) elementlerinden olusan mineral madde kompozisyonu belirlenmistir. ICP-MS
cihazi ile ¢alisilan minerallerin tespit limitleri Cizelge 4.4°de verilirken; mineral madde
miktarlaria ait varyans analiz sonuglar1 Cizelge 4.5’de ve bu verilere ait ortalamalar

standart sapmalari ile birlikte Cizelge 4.6’da belirtilmistir.
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Cizelge 4.4. ICP-MS cihazi ile ¢alisilan elementlere ait 6l¢iim limitleri

Calisilan Olciim limitleri
elementler (ppb)
Na 4,034
Mg 0,363
Al 0,282
P 2,639
2,438
Ca 2,047
Cr 0,049
Mn 0,024
Fe 0,2
Cu 2,343
Ni 0,381
Co 0,003
Zn 0,603
Se 0,061
Si 3,771
Cd 0,002
Hg 0,025

Pb 0,054




Cizelge 4.5. Klasik ve ultrasonik yontemlerle elde edilmis ekstraktlarin mineral madde degerlerine ait varyans analiz sonuglari

Varyasyon Na Mg Ca P K Zn
Kaynagi SD (KO) (F) (P) (KO) (F) P) (KO) (F) P) (KO) (F) (P) (KO) F) (P) (KO) (F) (P)
islem (A) 1 212928,439 2,285 0,162 | 13940,890 | 11,440 [0,007**|152728,182| 1242,236 | 0,000** | 156526,857 | 48,296 | 0,000** | 43856099,33 | 9052,174 | 0,000** | 237,202 |2277,354|0,000**
Céziicii (B) | 4 10187442703 | 10932,175 | 0,000** | 1113694,878 [913,886|0,000**| 67394,154 | 548,160 | 0,000** | 17179623,58 | 5300,766 | 0,000** | 1098396778 |226715,985| 0,000** | 3315,357 31830,427 0,000**
AxB 4 201440,181 2,162 0,147 | 651413,394 |534,543(0,000**| 20250,276 | 164,708 | 0,000** | 13187351,36 | 4068,952 | 0,000** | 17295385,22 | 3569,876 | 0,000** | 1280,705 [12295,931f 0,000**
Hata 20 93187,559 1218,637 122,946 3240,970 4844,814 0,104
Genel 30
Varyasyon Mn Se Cu Al Cd Pb
Kaynagi | SD (KO) (F) (P) (KO) (F) P) (KO) (F) P) (KO) (F) (P) (KO) F) (P) (KO) (F) (P)
islem (A) 1 1,398 70,968 0,02** 0,017 89,839 |0,000**| 1,398 70,968 | 0,02** 0,017 89,839 | 0,000** 1,398 70,968 | 0,02** 0,017 89,839 | 0,000**
Ciziicii B) | 4 54,794 2781,252 | 0,000** 0,091 472,417(0,000**| 54,794 | 2781,252 | 0,000** 0,091 472,417 | 0,000** 54,794 2781,252 | 0,000** | 0,091 | 472,417 | 0,000**
AXxB 4 15,136 768,284 | 0,000** 0,061 316,436|0,000**| 15,136 768,284 | 0,000** 0,061 316,436 | 0,000** 15,136 768,284 |0,000** | 0,061 | 316,436 | 0,000**
Hata 20 0,020 0,000189 0,020 0,000189 0,020 0,000189
Genel 30

*p<0,05 diizeyinde 6nemli **p<0,01 diizeyinde 6nemli
# Co, Cr, Fe, Hg, Ni ve Si elementleri drneklerde okunamadigi igin varyans analizine tabi tutulmamistir.

orTT
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Na mineraline ait varyans analiz sonuglar1 degerlendirildiginde, sodyum miktar1 tizerine
¢oziici tlirti degigkeni etkisinin p<0,01 diizeyinde istatistiksel olarak ¢ok dnemli oldugu
gozlenmektedir. Islem degiskeni ile islem x ¢dziicii tiirii interaksiyonunun Na degerleri
lizerine etkisi ise p>0,05 diizeyinde Onemsiz olarak bulunmustur. Cizelge 4.6’da
belirtilmis olan ekstraktlar ve esansiyel yaga ait Na degerleri; 3184,277 ppm ile
39103,835 ppm arasinda degisim gostermektedir. Ekstraktlar arasinda en yiiksek Na
degeri ¢asirin ultrasonik su ekstraktinda (USE) goriilmekte iken; en diisiik deger esansiyel
yaga aittir. Diger ekstraktlar ve esansiyel yaga kiyasla; su ekstraktlarinda Na miktarinin
yiiksek ¢ikmasinin, sodyum ile kompleks olusturmus gruplarin su tarafindan daha fazla
¢ozlindiirilmesinden kaynaklandigi disiiniilmektedir. Ayrica, klasik ekstraksiyon
uygulamasina gore, ultrason uygulamasinin su ekstraktina Na gecisini belirgin sekilde

artirdig tespit edilmistir.

Tunctiirk ve Ozgokce (2015) Ferula orientalis L.’in de mensup oldugu Apiaceae
familyasindan Anethum graveolens L., Anthriscus sp., Chaerophyllum macropodum, F.
haussknechtii H.Wolff ex Rech.f., Ferula rigidula DC., Heracleum persicum,
Hippomarathrum microcarpum, Pimpinella aurea DC, and Prangos ferulacea L. iizerine
yapmis oldugu mineral madde analizinde bitkilerin bitkilerin Na igeriklerinin, 0.32 ile
1.26 g/ kg arasinda oldugunu saptamistir. Tunctiirk ve Ozgokce (2015) nin sonuglari ile
yapilan calismanin sonuglari kiyaslandiginda, dikkati ¢ceken en Onemli nokta Na
miktarinin tiim ekstraktlar ve esansiyel yagda oldukc¢a yiiksek olusudur. Bu durumun
salamura casirin  icerdigi  yliksek tuz  konsantrasyonundan kaynaklandigi
diisiiniilmektedir. Diinya Saglik Orgiitii (WHO 2012)’ne gore; yetiskinlerde sodyumun
maksimum giinliik alim miktar1 2 g/giin (giinliik 5 g'a esdeger tuz)’diir. Diinya ¢apinda
fazla miktarda tuz tiketildiginden dolay1r birgok iilkede tuz azaltma politikas:
uygulanmakta ve bu politika bilimsel arastirmalar yoluyla da desteklenmektedir
(Andersen et al. 2009; He and MacGregor 2009; Agarwal et al. 2011; Ahuja et al. 2015).
Ullkemizde ise yiiksek tuz konsantrasyonuna sahip olan gesitli tursular, asma yapragi,
zeytin veya beyaz peynir salamuralar1 gibi pek cok iiriin liretilmekte ve halk tarafindan
sevilerek tliketilmektedir. Yiiksek tuz konsantrasyonuna sahip bu tarz bitkisel {riinler;

tadlarmin giizel olusu agisindan tercih edilebilse de; yiiksek tuz konsantrasyonundan
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kaynaklanan dezavantajlar 6ngoriildiigiinde, halk saglig1 agisindan ayni iiriinlerin daha

diisiik oranda tuz icerecek sekilde tiretilmelerinin daha dogru olacag: diisiiniilmektedir.



Cizelge 4.6. Estraktlar ve esansiyel yaga ait mineral madde degerleri (ppm)

SC KSE USE KESE UESE KMSE UMSE KHE UHE KKE UKE EY

Na 41962,520+229,951 f 38153,847+296,985 d 39103,835+462,596 ¢ 29266,101+73,765 ¢ 29033,938+507,879 ¢ 25613,509+456,331 b 25858,289+331,718 b3378,980+116,142 a 3413,735£112840 a 3267,141£121,325 a 3301,596+84,146 a 3184,277+114,660 a

Mg 2083,080+30,802j  1980,377+49,1351  1800,295+39,689 ¢ 1589,261+60,486 ¢  376,504+12,113 a 893,101+14,248 d 1892,537+46,216 h 1869,229+27,754 gh 700,317+35,044f  496,097+3,005 b 794,396+6,724 ¢ -
Ca 862,830+9,525 h 664,060+14,231 606,930+7,789 e 233,428+10,054 a 549,323+7,466 d 389,654+11,865 ¢ 596,144+11,558 ¢ 595,179+14,982 ¢ 751,755+5,855g 278,983+9,103 b 531,0185+14,240 d -
3363,598+60,359 ¢

P 9424,843+70,796j  3607,751+31,825f  2796,573+19,715¢  1898,652+56,742a  3319,033+71,672¢  4487,660+42,609 g 2969,221+46,896 d  2228,689+46,137b  8710,091+88,555 h  9280,814+70,8731 -

K 42418,350+70,852j 38252,764+71,1891 42282,486+90,602j 18655,418+92,437 ¢ 19648,729+71,672 f 21735,882+92,029 ¢  31464,541+81,539 h 982,504+28,435 b 1773,572+59,644c  2524,067+38,336 d  1789,427+23,163 ¢ 148,521+0,838 a
Zn 130,487+0,229 1 26,241+0,474 b 48,235+0,295 d 24,247+0,197 a 50,920+0,107 e 81,564+0,460 f 28,453+0,394 ¢ 48,493+0,233 d 50,787+0,379%¢ 88,606+0,275 g 125,195+0,201 h -
Mn 12,355+0,676 j 2,290+0,048 ¢ 5,22440,559 ¢ 7,209£0,092 f 1,863+0,081 b 4,899+0,117 d 9,873+£0,337 ¢ 11,876+0,127 1 11,880+0,121 1 11,080+0,110 h 11,158+0,083 h 0,120+0,014 a
Se 0,727+0,002 g 0,305+0,011 ¢ 0,388+0,013 d 0,049+0,004 a 0,279+0,006 ¢ 0,443+0,021 de 0,558+0,799 f  0,390+0,017 d 0,315+0,007 ¢ 0,143+0,015 b 0,483+0,024 ¢ -
Cu 15,819+0,072 j 12,174+0,083 g 15,5630,076 1 5,329+0,069 ¢ 6,556+0,084 ¢ 4,275+0,109 a 6,043+£0,086 d  4,230+0,080 a 4,639+0,066 b 11,021£0,141 £ 14,266+0,132 h -

Al 59,495+0,103 1 2,799+0,134 ¢ 3,203+0,095 ¢ 1,664+0,073 b 1,638+0,069 b 13,018+0,338 d 14,909+0,098 ¢ 37,524+0,346 f 37,864+0,475 £ 55,0330,149 g 57,210+0,387 h 0,558+0,012 a
Cd 0,078+0,004 f 0,020+0,002 b 0,037+0,004 d 0,012+0,001 a 0,012+0,004 a 0,019+0,001 b 0,047+0,002 ¢ 0,028+0,002 ¢ 0,038+0,001d 0,018+0,003 b 0,076+0,002 f -

Pb 3,728+0,078 f 1,532+0,049 ¢ 1,299+0,037 b 1,048+0,062 a 1,836+0,071 d 1,31140,127 b 2,130£0,073 ¢ 1,361£0,018 b 2,05140,076 e 1,543+0,068 ¢ 1,978+0,049 de -

Fe - - - - - - - - - - - -
Cr - - - - - - - - - - - -

Ni ) ) ) ) ) ) ) ) ) ) . .
Hg - - - - - - - - - - - -

Si - - - - - - - - - - - -
Co - - - - - - - - - - - -

*Her satir igin istatistiki analiz kendi igerisinde yapilmis ve ayn1 harfle gosterilen ppm diizeyindeki ortalamalar P<0,05 6nem seviyesinde ayni olarak kabul edilmistir.
*-;belirlenememistir.

6TT
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Salamura ¢asirdan elde edilen ekstraktlarin 376,504 ppm ile 1980,377 ppm arasinda Mg
icerdigi belirlenmistir. Esansiyel yagda ise Mg tespit edilememistir (Cizelge 4.6). En
yiiksek Mg degeri Klasik yontem ile elde edilen su ekstraktina ait olup; en diisiik deger
ultrasonik etanol: su ekstraktinda belirlenmistir. Varyans analizi sonuglarina gore, Mg
minerali {lizerine ¢Oziicli tiiri ve islem degiskenleri ile islem x ¢oziici tiri
interaksiyonunun etkisi istatistiksel olarak p<0,01 diizeyinde ¢ok Onemli olarak

belirlenmistir.

Asteraceae, Apiaceae, Rosaceae, Fabaceae ve Lamiaceae familyalarina ait 79 bitki
lizerine yaptiklari bir ¢alismada Apiaceae familyasindan 16 bitkiyi inceleyen Arceusz et
al. (2010), bitkilerin Mg iceriklerinin 1,49-5,91 mg/g araliginda oldugunu rapor etmistir.
Bu ¢alismada elde edilen bulgular Ferula orientalis L.’e ait ekstraktlarin igerdigi Mg
degerleri ile uyumludur. Tungtiirk and Ozgdkce (2010) tarafindan Ferula rigidula ve
Ferula haussknechtii bitkileri iizerine yapilan ¢alismada belirlenen Mg degerleri ile
calismis oldugumuz Ferula orientalis L.’e ait bulgular kiyaslandiginda ise; verilerin
Ferula rigidula (2,11 g/kg) ile uyumlu oldugu fakat Ferula haussknechtii (4,08 g/kg)’e

gore diistik oldugu goriilmektedir.

Salamura casir, Dogu Anadolu Bdélgesi’nde etkileri bilimsel olarak ispatlanmamis olsa
da; halk arasinda diyabet hastalarini rahatlattig1 gerekgesiyle siklikla tiikketilmektedir. Bu
etki ¢asirin igerdigi Mg mineralinden kaynaklanabilir. Ciinkii magnezyumun insiilin
sentezi ve sekresyonunun yani sira; insiilinin hiicre igi etkinligi ve dolayisiyla insiilin
araciligiyla hiicre i¢ine glikoz transportu tlizerine de etkin oldugu rapor edilmektedir
(Takaya et al. 2004; Chaudhary et al. 2009). Hiicre i¢i magnezyum seviyesinin diismesi
insiilin etkisinin azalmasina sebep olmaktadir (Ozpak Akkus 2015).

Viicudumuzda en fazla bulunan 5. element olan kalsiyum (Renna et al. 2015) agisindan
Cizelge 4.5 degerlendirildiginde; islem ve ¢oziicl tiirii degiskenleri ile islem x ¢oziici
tirii interaksiyonunun Ca minerali iizerine p<0,01 diizeyinde O6nemli oldugu
goriilmektedir. Esansiyel yag ve ekstraktlara ait Ca minerali ortalamalar

degerlendirildiginde degerlerin 233,428 ppm ile 751,755 ppm araliginda degistigi
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belirlenmis ve esansiyel yagda kalsiyum tespit edilememistir. En yliksek deger ultrasonik
yontemle elde edilmis hekzan ekstraktina ait iken; klasik yontem ile yapilan etanol: su
ekstrakti en diisiik kalsiyum degerine sahiptir. Cizelge 4.6 incelendiginde ekstraktlar
arasinda su ekstraktlar1 hari¢ ultrasonik yontemle yapilan ekstraksiyonlarin daha etkili
oldugu goriilmektedir. Ferula orientalis L.’in kalsiyum igerigi iizerine yapilmis herhangi
bir ¢calismaya rastlanmamistir ancak Ferula orientalis ile ayn1 familyada olan (Apiaceae)
ham bitkiler iizerine yapilan ¢alismalarda bulunan kalsiyum degerlerinin 2,29- 26,3 mg/g
(Arceusz et al. 2010) ve 10,06-14,1 g/kg (Tunctiirk and Ozgokce, 2015) araliklarinda
oldugu tespit edilmistir. Farkli ¢caligmalarda ayn1 familyada yer alan bitkilere ait rapor
edilen kalsiyum degerlerinin salamura g¢asir ekstraktlarindan ¢ok yiiksek oldugu dikkat
cekmektedir. Yetersiz kalsiyum almi ve kemiklerden yetersiz Ca emiliminin
osteoporozun yani sira; ragitizm, hipertansiyon ve kolorektal kanser gibi rahatsizliklara

sebep olabilecegi belirtilmektedir (Centeno et al. 2009).

Karbonhidrat, yag ve protein metabolizmalari, sinirsel iletim ve dis-kemik olusumunda
onemli rolleri olan; insan viicudunun ikinci major elementi fosfor (Kurt 2007) agisindan
Ferula orientalis’e ait ekstraktlar degerlendirildiginde, verilerin 1898,652 ppm ile
9280,814 ppm araliginda degistigi goriilmektedir. En diisiik fosfor degeri klasik etanol:
su ekstraktina ait olup; en yiiksek deger ultrasonik kloroform ekstraktinda belirlenmistir.
Esansiyel yagin ise fosfor igermedigi tespit edilmistir. Yapilan varyans analizi
sonuclarina gore, islem ve ¢oziicii tiirii degiskenleri ile islem x ¢oziicl tiirl
interaksiyonunun ekstraktlarin fosfor miktarlari tizerine p<0,01 diizeyinde etkili oldugu

saptanmistir.

Yapilan literatiir taramasinda Ferula orientalis’in fosfor iceriginin belirlenmesi yoniinde
yapilmis herhangi bir ¢alismaya rastlanmamistir. Ancak, Ferula rigidula ve Ferula
haussknechtii iizerine yapilan bir ¢alismada bitkilerin sirasiyla; 3,72 g/kg ve 2,51 g/kg
fosfor igerdikleri tespit edilmistir (Tunctiirck and Ozcelik 2015). Arastirma bulgular
degerlendirildiginde bitkilerin fosfor igeriklerinin, casirin kloroform ekstraktlari harig
genel anlamda Tunctiirk and Ozcelik (2015) tarafindan yapilan ¢alisma ile uyumlu oldugu

goriilmektedir. Diger ekstraktlar ve esansiyel yaga kiyasla; kloroform ekstraktlarinda P
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miktariin yliksek c¢ikmasinin, fosfor ile kompleks olusturmus gruplarin kloroform

tarafindan daha fazla ¢6ziilmesinden kaynaklandig: diistiniilmektedir.

Demir, dogada en bol bulunan ve biyolojik agidan en 6nemli elementlerden biridir. Bu
element, eritrositlerde hemoglobin proteininin yapimi i¢in gereklidir ancak ana
fonksiyonu oksijenin akcigerlerden hiicrelere tasinmasidir. Demir eksikligi sonucu ortaya
¢ikan kandaki hemoglobin miktarinin azalmasi 6nemli bir saglik sorunudur. Salamura
casir, ekstraktlari veya esansiyel yagi demir elementi agisindan analize tabi tutulmus

ancak element saptanmamustir.

Bakair, birgok enzim ve proteinin temel bileseni olmasi dolayisiyla insanlar da dahil olmak
lizere tim canli organizmalar i¢in vazgegilmez bir eser elementtir (Renna et al.
2015).Yetiskin erkek ve bayanlarda giinliik alim dozu 900 pg olarak hesaplanmistir
(Scientific Committee for Food 1993). Esansiyel yagda bakir elementi saptanmamis olup,
ekstraktlarda ise belirlenen degerler 4,230 ppm (klasik n-hekzan ekstrakti) ile 15,563 ppm
(ultrasonik su ekstrakti) arasinda degismektedir. Ultrason uygulamasmin ekstraktlarin
bakir igerigini p<0,05 diizeyinde artirdig1 tespit edilmistir. Ferula orientalis bitkisinin
bakir elementi igerigi ile ilgili olarak literatiirde herhangi bir ¢alismaya rastlanmamustir.
Ancak casirin da mensup oldugu Apiacea familyasindan bitkiler iizerinde yapilan
caligmada bakir igerikleri 21,2 -23,7 mg/kg arasinda bulunmustur (Tunctiirk and Ozcelik
2015).

Insan ve hayvan beslenmesinde gerekli bir mikro element olan selenyumun
kardiyovaskiiler hastaliklar ve kanser riskini azalttigi rapor edilmektedir (Thomson 2004;
Rayman 2008). Gidalar selenyum aliminin baslica yoludur. Et ve deniz triinleri 0,4-1,5
ng/g araliginda yliksek miktarda selenyum igerigine sahip iken; meyve ve sebzeler de
selenyumca zengin birer kaynaktir (Rayman 2008). Son zamanlarda Se {izerine cesitli
bitkilerle yapilmis birgok ¢alisma mevcuttur (Germ et al. 2009; Bhatia et al. 2013;
Thosaikham et al. 2014; Bafuelos et al. 2015; Funes-Collado et al. 2015; Longchamp et
al.2015; Mahn 2017; Castro Grijalba et al. 2017). Ancak, literatiirde Ferula orientalis L.

veya ayni familyada olan farkli bitkilerle ilgili yapilmis olan herhangi bir ¢aligmaya
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rastlanmamistir. Calismamiza ait bulgular incelendiginde, islem ve ¢oziici tiirii
degiskenleri ile islem x ¢oziicl tiirli interaksiyonunun Se minerali iizerine p<0,01
seviyesinde etkili oldugu goriilmektedir. Ekstraktlar arasinda en diisiik selenyum miktari
0,049 ppm degeri ile klasik yolla iiretilmis etanol:su ekstraktina ait iken; en yiiksek deger
ultrasonik metanol:su ekstraktina aittir (0,558 ppm). Ultrasonik metanol: su ekstraktinin
Se iceriginin diger ekstraktlara kiyasla daha ytliksek olmasi, ultrason uygulamasinin hiicre
membranini parcalayarak selenyumun bagli oldugu gruplarin miktarini artirmasi ve polar
Ozellikteki metanol:su ¢6ziiciisliniin bu gruplar1 daha fazla ¢ozmesinden kaynaklanmis

olabilir.

Potasyum insan viicudunda agirlikli olarak bir hiicre i¢i katyondur ve asit-baz
diizenlenmesi, sivi dengesi, kas kontraksiyonu ve sinir iletiminde birincil diizeyde
etkindir (Thomas 2001). Ekstraktlar ve esansiyel yagin potasyum degerlerine ait varyans
analiz sonuglari; potasyum miktari tizerine islem degiskeni, ¢oziicii degiskeni ve islem x
¢oziicii interaksiyonu etkilerinin istatistiksel olarak p<0,01 diizeyinde ¢ok Onemli
oldugunu gostermektedir. En yiiksek potasyum igerigi 42282,486 ppm olarak ultrasonik
su ekstraktinda kaydedilirken; salamura ¢asirin hem ultrasonik hemde klasik yolla elde
edilmis su ekstraktlarmin diger ekstraktlara gore belirgin sekilde yiiksek konsantrasyonda
potasyum igerdigi saptanmistir. En diisiik potasyum degerinin (148,521 ppm) ise
esansiyel yaga ait oldugu goriilmektedir. Bu ¢alismada elde edilen potasyum miktarlarina
ait veriler, Ferula orientalis L. ile ayn1 familyadan bitkilerle calisan; Arceusz et al.
(2010)’un bulgular (2,29-26,3 mg/g) ve Tunctiirk and Ozgokce (2015) nin bulgularindan
(13,8-25,6 g/kg) yiiksek bulunmustur. Ulusal Tip Enstitiisii (Food & Nutritional Board
2005) gidalar araciliyla giinliik alinacak 4,7 g potasyumun yeterli olacagini rapor etmistir.
Dolayisiyla salamura ¢asirin yaklagik 115 g tiiketiminin giinliik potasyum ihtiyacini

karsilayabilecegi diisiintilmektedir.

Krom, c¢inko ve kobalt gibi eser elementler arasinda yer alan mangan insan viicudunda
bir¢ok fizyolojik fonksiyonun yerine getirilmesinde énemli rol oynamaktadir (Renna et
al. 2015). Cizelge 4.6’da gorildiigii gibi, 6rneklerin mangan igerigi 0,120- 11,880 ppm

arasinda degisim gostermektedir. En diisiik deger esansiyel yaga ait iken; en yiiksek deger
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ultrasonik yontem ile elde edilmis n-hekzan ekstraktina aittir. Burada dikkat ¢eken en
onemli nokta, mangan elementinin apolar 6zellikteki n-hekzan ve diger polar ¢oziiciilere
kiyasla polarite indeksi en diisiik ¢oziicii olan Kloroforma ait ekstraktlarda daha yiiksek
oranda belirlenmis olmasidir. Bu durum, mangan ile kompleks olusturmus gruplarin
apolar coziiciilerde daha iyi ¢oziindliglinii diisiindiirmektedir. Ekstraktlarin mangan
icerigi lizerine ¢oziicii tipi degiskeni ile islem x ¢oziicii tipi interaksiyonun etkisi p<0,01
diizeyinde ¢ok Onemli olarak bulunmustur. Calisma sonuglar1 mangan degerleri
acisindan, Tungtiirk and Ozcelik (2015) tarafindan Ferula rigidula DC (27,2 mg/kg) ve
Ferula haussknechtii (48,5 mg/kg) iizerine yapilan ¢alisma bulgulari ile kiyaslandiginda
¢ok diisiik kalmaktadir.

Krom, insiilinin etkisini giiclendiren ve dolayisiyla karbonhidrat, lipit ve protein
metabolizmasini etkileyen 6nemli bir eser elementtir (Renna et al. 2015). Ekstraktlar ve

esansiyel yag krom minerali agisindan analize tabi tutulmus ancak krom saptanmamustir.

Cinko, bir¢ok enzimin yapisina katilmasi, diizenleyici ve katalitik rol tstlenmesi
dolayisiyla insanlar i¢in onemli bir eser elementtir. Biiyiime ve gelisme, bagisiklik
tepkisi, norolojik fonksiyon ve lireme (reproduction) lizerinde 6nemli rolleri vardir. Gida
Bilimsel Komitesi (Scientific Committee for Food 1993) erkek ve kadinlar igin sirastyla
9,5 ve 7,0 mg/giin ¢inko alimini tavsiye etmektedir. Bu dnemli eser element agisindan
ekstraktlar ve esansiyel yagi kiyaslandiginda; ¢inko miktarinin ekstraktlarda 24,247-
125,195 ppm arasinda degistigi, esansiyel yagda ise ¢inko mineralinin bulunmadigi
goriilmektedir. En yiiksek ¢inko miktar1 ultrasonik kloroform ekstraktinda bulunurken;
en digik miktar klasik yontemle elde edilen etanol: su ekstraktina aittir. Ultrason
uygulamasinin metanol: su ekstrakti hari¢ diger tiim ekstraktlarda ¢inko miktarini p<0,05
diizeyinde artirdigi belirlenmistir. Casir ekstraktlarinda belirlenen ¢inko miktarlari,

Tunctiirk ve Ozgokce (2015) tarafindan farkli Ferula tiirleri iizerinde yapilan ¢aligsma ile

kiyaslandiginda daha yiiksek olarak bulunmustur.

Kobalt, fiziksel ve kimyasal 6zellikleri demir elementine benzer olan bir gecis elementidir

ve B 12 vitaminin ayrilmaz bir pargasi olarak gorev yapmaktadir (Yang et al. 2014).
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Indiiktif Eslesmis Plazma- Kiitle Spektrometresi kullanilarak ekstraktlar ve esansiyel yag
ile yapilan mineral madde tayininde, demir elementine benzer sekilde hicbir drnekte

kobalt da tespit edilememistir.

Kadmiyum, bobrek ve karacigerlerde fonksiyon bozukluguna ve uzun vadede
osteoporoza neden oldugundan bu mineralin gidalarla aliminin toksik etki gosterecegi
distiniilmektedir (Godt et al. 2006). En yiiksek kadmiyum igerigine sahip ekstrakt 0,076
ppm degeri ile ultrasonik kloroform ekstrakti iken; en diisiik deger (0,012 ppm) klasik ve
ultrasonik etanol: su ekstraktlarinda belirlenmistir. Esansiyel yagda kadmiyum
saptanmamustir. Ekstraktlarin kadmiyum igerikleri tiizerine islem ve ¢oziicli tipi
degiskenleri ile islem x ¢oziicli tipi interaksiyonunun etkisi istatistiki olarak p<0,01
diizeyinde o6nemli bulunmustur. Belirlenen kadmiyum degerleri Avrupa Birligi
Komisyonu yonetmeligi (1881/2006, European Commission 2006)'nde sebzeler ve

bitkiler i¢in belirlenmis olan siirin (0,20 mg/kg yas agirlik) ¢ok altinda kalmistir.

Nikel, baz1 bitki ve bakteri enzimlerinin katalitik aktivitesi i¢in esansiyel bir elementtir.
Ancak, insan viicudundaki biyokimyasal islevleri ve beslenme ihtiya¢ miktari heniiz
belirlenememistir. Zicari et al. (2011) nikelin insanlar igin diisiik konsantrasyonlarda
mikro besleyici bir madde olabilecegini ancak agiz yoluyla alindiginda biiyiik dozlarin
toksik olabilecegini ifade etmislerdir. Bununla birlikte giinliik alinan 500 pg'lik dozun el
egzamasini agirlastirdig tespit edilmis ve giinliik alim sinirinin bu dozun altinda olmasi
gerektigi vurgulanmistir (European Food Safety Authority 2006). Calismamizda

salamura gasir, ekstraktlar ve esansiyel yagda nikel elementi saptanmamustir.

Kursun, insan viicudunda tespit edilmis hi¢bir biyokimyasal ve fizyolojik gorevi olmayan
toksik etkiye sahip bir agir metaldir. Diinya Saglik Orgiitii tarafindan II. Smif kanserojen
bir metal (Osma 2009) olarak siniflandirilmaktadir. Gidalara daha ¢ok kirli hava, su ve
toprak yoluyla bulasmaktadir. Bu toksik metal acisindan ekstraktlar ve esansiyel yag
degerlendirildiginde; esansiyel yagda kursun saptanmamis olup, ekstraktlarda ise kursun
miktarmin 1,048 ppm (klasik yontemle elde edilmis etanol: su ekstrakti) ile 2,130 ppm

(ultrasonik yontemle elde edilmis metanol: su ekstrakti) araliginda degisim gosterdigi
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goriilmektedir. Yapilan varyans analizinde, islem ve ¢oziicii tiirli degiskenleri ile iglem X
¢oziici tiirii interaksiyonunun ekstraktlarin kursun miktarlar1 tizerine p<0,01 diizeyinde
etkili oldugu gériilmektedir. Diinya Saglik Orgiitii (WHO 1993) haftalik olarak alman 1,5
ve 175 mg aras1 kursunun tolere edilebilir oldugunu rapor etmistir. Salamura ¢asir,
ekstraktlar1 ve esansiyel yagi icin kursun diizeyleri belirtilen toksik limitlerin altinda

kalmaktadir.

Insan sagligia zararl etkileri olan diger bir element civadir. Sinir sistemimiz civaya kars1
oldukca hassastir. Civadan etkilenen bagka bir sistem ise bosaltim sistemidir
(Istanbulluoglu 2011). Yapilan analizlerde salamura gasir, ekstraktlar ve esansiyel yagda

bu toksik elemente rastlanmamustir.

Insanlarin gida ambalajlar1, mutfak aletleri, ilaclar veya i¢cme sular1 araciligiyla fazlaca
aliminyuma maruz kalmalar1 (You and Song 2013) ve bu elementin insanlar tizerindeki
muhtemel olumsuz etkileri nedeniyle son zamanlarda iz miktarinin belirlenmesine olan
ilgi artmaktadir (Mailloux et al. 2011). Ozellikle ¢dziinmiis formu biyoyararlanim ve
toksisitesi yiiksek oldugundan daha 6nemli olarak goriilmektedir (Luoa and Bi 2003).
JECFA (Joint FAO/WHO Expert Committee on Food Additives), aliiminyum bilesikleri
viicuda alindiginda metabolizmanin tolere edebilecegi limiti haftada 2 mg/kg olarak
belirlemistir (WHO 2012). Ekstraktlar ve esansiyel yagin aliiminyum igerigi 0,558-
57,210 ppm araliginda belirlenmistir. Cizelge 4.5’de verilen varyans analizi sonuglarina
gore; ekstraktlarin igerdigi aliiminyum miktarlar: izerine, ¢oziicii tipi degiskeni ile islem
x ¢oziicli tipi interaksiyonu p<0,01 diizeyinde istatistiksel olarak ©Onemli olarak
belirlenmistir. Ayrica, en yiiksek aliminyum degerinin ultrasonik kloroform ekstraktina

ait oldugu saptanmustir.

4.4. Toplam Fenolik Madde Miktar:

Singleton ve arkadaslar1 tarafindan toplam fenolik madde miktarin1 G6lgmek igin
kullanilan bu yontem, bazik ortamda Folin-Ciocalteu ayiraci ile oksitlenen fenolik

bilesiklerin olusturdugu mavi renkli kompleksin 760 nm’de absorbansinin belirlenmesine
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dayanmaktadir (Albayrak 2010). Metotta standart bilesik olarak; gallik asit, tannik asit,
klorojenik asit, kafeik asit, protokatesik asit, wvanilik asit ve ferrulik asit
kullanilabilmektedir (Prior et al. 2005). Bitkisel ekstraktlar ve gidalarin antioksidan
aktivitesinin belirlenmesinde siklikla kullanilan basit, tekrarlanabilir ve giivenilir bir

yontemdir.

Klasik ve ultrasonik yontemlerle elde edilmis ekstraktlar ve esansiyel yagda toplam
fenolik madde miktarinin belirlenmesi amaciyla standart fenolik bilesik olarak gallik asit
kullanilmistir. Standart grafikten elde edilen denklem (y=0,0009x+0,0755 R? = 0,993)
yardimiyla toplam fenolik madde miktar1 gallik asit ekivaleni (GAE) olarak

hesaplanmistir. Analiz i¢in hazirlanan standart gallik asit grafigi Sekil 4.3’de verilmistir.
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Sekil 4.3. Toplam fenolik madde miktar1 tayini i¢in gallik asit kullanilarak hazirlanan
standart grafik

Klasik ve ultrasonik yontemlerle elde edilmis ekstraktlar ve esansiyel yagda belirlenmis

olan toplam fenolik madde miktarlar1 Sekil 4.4 ve Cizelge 4.7°de sunulmustur.
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Sekil 4.4. Klasik ve ultrasonik yontemlerle elde edilen ekstraktlar ve esansiyel yagin
toplam fenolik madde miktarlarinin karsilastirilmasi

Sekil 4.5 incelendiginde ¢oziicli tiirii degistikge ilgili ekstraktta tespit edilen toplam
fenolik madde miktarinin degistigi ve ultrason uygulamasinin Klasik yonteme kiyasla

toplam fenolik madde miktarini artirdigr goriilmektedir.
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Sekil 4.5. Ekstraktlarin toplam fenolik madde miktar1 iizerine islem x ¢oziici
interaksiyonunun etkisi

Cizelge 4.7 incelendiginde, esansiyel yag ve ekstraktlarin toplam fenolik madde
miktarlarmin 0,110 mg GAE/g ile 117,222 mg GAE/g arasinda oldukga genis bir aralikta

degisim gosterdigi goriilmektedir. Tespit edilen en diisiik toplam fenolik madde miktar
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klasik n-hekzan ekstraktina ait iken, en yiiksek deger ultrasonik metanol: su ekstraktina
aittir. LC-MS/MS ile belirlenen fenolik bilesen profilinde kullanilan standart fenolik
bilesenleri toplamda en yiiksek konsantrasyonda igeren 6rnegin de ultrasonik metanol: su
ekstrakti olmasi belirlemis oldugumuz sonucu desteklemektedir. Kloroform ve n-
hekzanin ¢oziicli olarak kullanildig1 ekstraktlar ile esansiyel yagin, diger ekstraktlara

kiyasla toplam fenolik madde miktarlarinin ¢ok diisiik oldugu da dikkat cekmektedir.

Cizelge 4.7. Ekstraktlar ve esansiyel yagda bulunan toplam fenolik madde ve toplam
flavonoid miktarlari

Ekstrakt Toplam Fenolik Madde Miktari Toplam Flavonoid Madde
(mg GAE/g Ekstrakt) Miktar1 (mg KE/g Ekstrakt)
KSE 51,660+2,616° 13,012+1,131°
USE 88,333+4,243¢ 13,976+0,919%
KESE 53,889+2,687" 14,699+0,460°
UESE 83,333+2,970¢ 18,193+0,354¢
KMSE 97,222+3,2534 20,843+1,237°
UMSE 117,222+4,384¢ 21,325+0,984
KKE 3,120+0,2832 1,796+0,081P
UKE 3,1114+0,5662 1,815+0,007°
KHE 0,110+0,0422 0,0200,0082
UHE 0,130+0,0282 0,030+0,0032
EY 3,333+1,7682 1,710+0,106°

*GAE: Gallik Asit Ekivalen, *KE: Kuersetin Ekivalen
* Her siitun i¢in istatistiki analiz kendi igerisinde yapilmis ve ayni harfle gosterilen ortalamalar P<0,05
Onem seviyesinde ayni1 olarak kabul edilmistir.

Cizelge 4.8’de verilen varyans analizinde goriildiigii gibi, ekstraktlarin toplam fenolik
maddde miktar iizerine islem ve ¢oziicli tiirii degiskenleri ile islem x ¢oziicli tiirii

interaksiyonunun etkisi p<0,01 diizeyinde ¢ok 6nemlidir.
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Cizelge 4.8. Toplam fenolik madde ve toplam flavonoid madde degerlerine ait varyans
analiz sonuglari

Varyasyon | gp Toplam Fenolik Madde Toplam Flavonoid Madde
Kaynafn (KO) F) (P) (KO) (F) (P)
islem (A) 1 | 2594915 | 365,031 | 0,000** | 0,848 1,708 0,221
Coziicii 4 | 8266,766 | 1162,889 | 0,000** | 341,613 | 687,637 | 0,000**
AxB 4 | 444,052 62,465 | 0,000** | 3,130 6,301 | 0,008**
Hata 20 7,109 0,497
Genel 30

*p<0,05 diizeyinde dnemli **p<0,01 diizeyinde 6nemli

Google Scholar, Science Direct, Web of Science ve Pub Med veri tabanlarinda yapilan
literatiir taramalarinda, Ferula orientalis’in toplam fenolik madde miktarinin
belirlenmesine yonelik herhangi bir ¢alisma tespit edilememistir. Ancak, arastirma
kapsam1 genisletildiginde; diger Ferula tiirlerinin toplam fenolik madde miktarinin
belirlendigi baz1 ¢alismalar goriillmektedir. Bu ¢alismalardan biri, Akbarian et al. (2017)
tarafindan Iran’da yetisen 15 farkli Ferula tiiriiniin morfolojik 6zellikleri ve antioksidan
aktivitesinin belirlendigi caligmadir. Calisma kapsaminda belirlenen toplam fenolik
madde miktarlari; farkli bolgelerinde yetisen F.assafoetida bitkilerinde 12,77+0,45-
84,63+5,41 mg TAE (Tannik Asit Ekivalen)/g araliginda, F.ovina bitkilerinde
26,86+0,65-90,98+0,3 mg TAE/g aralifinda ve F.gummosa bitkilerinde 12,83+0,75-
13,64+0,55 mg TAE/g aralifinda belirlenmistir. Belirlenen diger ¢alismalarda ise toplam
fenolik madde miktarlar1; F.assafoetida oleogam reginesinde 55.56-90.14 mg GAE/g
araliginda (Kavoosi and Rowshan 2013), Ferula lutea ¢i¢eklerinin n-biitanol ve etil asetat
ekstraktlarinda sirasiyla; 52,3+0,4 mg GAE/g ve 40,7+0,2 mg GAE/g (Znati et al. 2014),
F.assafoetida metanolik ekstraktinda 94,8+5,9 mg GAE/g (Dehpour et al. 2009) ve F.
microcolea metanolik ekstraktinin polar ve apolar alt fraksiyonlarinda sirasiysiyla;
211,4+1,9 ve 50,1+0,4 pg GAE/ mg (Amiri 2014) olarak rapor edilmistir. Yapilan
calismada, F. orientalis ekstraktlarina ait veriler Dehpour et al. (2009) tarafindan
belirtilen sonuglarla kiyaslandiginda; F.assafoetida metanol ekstraktinin toplam fenolik
madde iceriginin; F. orientalis klasik metanol: su ekstraktindan yiiksek, ultrasonik

metanol: su ekstraktindan ise oldukga diisiik oldugu goriilmektedir.
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4.5. Toplam Flavonoid Miktari

Flavonoidler, fenolik bilesiklerin 6nemli bir kismini olusturmaktadirlar. Standart olarak
kuersetin kullanilarak ¢izilen grafikten (Sekil 4.6) elde edilen denklem (y=0,0083x
R?=0,994) yardimiyla klasik ve ultrasonik yontemlerle elde edilen ekstraktlar ve esansiyel

yagin toplam flavonoid miktarlar1 hesaplanmaistir.

4 y =0,0083x
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Sekil 4.6. Toplam flavonoid tayini i¢in hazirlanmis olan standart grafik

Klasik ve ultrasonik yontemlerle elde edilen ekstraktlar ve esansiyel yagin toplam
flavonoid madde miktarlar1 Sekil 4.7 ve Cizelge 4.7°de sunulmustur. Cizelge 4.8’de
verilen varyans analizi sonuglarinda goriildiigii gibi, toplam flavonoid madde miktar
tizerine ¢oziici tiirti degiskeni ile islem x ¢6ziicii interaksiyonunun etkisi istatistiki olarak

p<0,01 diizeyinde ¢ok 6nemli; islem degiskeni ise p>0,05 diizeyinde dnemsizdir.
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Sekil 4.7. Klasik ve ultrasonik yontemlerle elde edilen ekstraktlar ve esansiyel yagin
toplam flavonoid madde miktarlarinin karsilastirilmasi

Sekil 4.8 incelendiginde ¢oziicii tiirii degistikge ilgili ekstraktta tespit edilen toplam
flavonoid madde miktarinin degistigi ve ultrason uygulamasinin klasik yonteme kiyasla

toplam flavonoid madde miktarint artirdigi goriilmektedir.
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Sekil 4.8. Ekstraktlarin toplam flavonoid madde miktarlari {lizerine islem x ¢Oziicii
interaksiyonunun etkisi

Cizelge 4.7 incelendiginde, esansiyel yag ve ekstraktlarin toplam flavonoid madde
miktarlarmin 0,020 mg KE/g ile 21,325 mg KE/g arasinda degisim gosterdigi

goriilmektedir. En diisiik toplam flavonoid madde miktar1 klasik n-hekzan ekstraktinda,
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en yliksek deger ise ultrasonik metanol: su ekstraktinda tespit edilmistir. Ekstraktlar ve
esansiyel yagin toplam flavonoid madde miktarinin toplam fenolik madde miktarlarina
paralel olarak artis gosterdigi goriilmektedir. EK 1°de gorildigi gibi toplam fenolik
madde ile toplam flavonoid madde miktarlar1 arasinda p<0,01 seviyesinde pozitif bir
korelasyon oldugu belirlenmistir (r=0,973). Ayrica, kloroform ve n-hekzanin ¢oziicii
olarak kullanildig1 ekstraktlar ile esansiyel yagin, diger ekstraktlara kiyasla toplam

flavonoid madde miktarlarinin gok diisiik oldugu da dikkat ¢ekmektedir.

Bir ekstraktin ¢6ziinen madde bilesimi ve bilesen miktarlar kullanilan ¢6ziicii ve ¢oziinen
maddenin kimyasal yapisina gore degisim gostermektedir. Fenolik bilesiklerde ise bitki
materyalinden ekstraksiyon biiyiik dl¢lide kullanilan solvente baglidir (Farnad et al.
2014). Metanoliin antioksidan o6zellik gosteren bilesiklerin ekstraksiyonunda etkili bir

¢oziicli oldugu kanmtlanmistir (Arabshahi-Delouee and Urooj 2007).

Google Scholar, Science Direct, Web of Science ve Pub Med veri tabanlarinda yapilan
literatiir taramalarinda, F. orientalis’in toplam flavonoid madde miktarinin
belirlenmesine yonelik herhangi bir ¢alisma tespit edilememistir. Ancak, arastirma
kapsami genisletildiginde; diger Ferula tiirlerinin toplam flavonoid madde miktarinin
belirlendigi bazi calismalar goriilmektedir. Bu kapsamda, Akbarian et al. (2017)’in
Iran’in farkli boélgelerinde yetisen 15 farkli Ferula tiiriiniin morfolojik &zellikleri ve
antioksidan aktivitesini belirledikleri galismada toplam flavonoid madde miktarlari,
F.assafoetida bitkilerinde 5,45+0,11-7,72+0,21 mg KE/g, F. ovina bitkilerinde
6,22+0,10-8,09+0,15 mg KE/g ve F.gummosa bitkilerinde 6,07+0,12- 8,02+0,04 mg
KE/g olarak tespit edilmistir. Farkli ¢aligmalarda ise toplam flavonoid madde miktarlari;
F.assafoetida oleogam reginesinde 21,48+1,33- 35,75+£2,5 mg KE/g (Kavoosi and
Rowshan 2013), F. lutea ¢igeklerinin n-biitanol ve etil asetat ekstraktlarinda sirasiyla;
14,7+0,1 mg KE/g ve 12,4+0,1 mg KE/g (Znati et al. 2014), F.assafoetida metanolik
ekstraktinda 90,9+6,3 mg KE/g (Dehpour et al. 2009) ve F. microcolea metanolik
ekstraktinin polar ve apolar alt fraksiyonlarinda sirasiysiyla; 37,6+0,4 ve 19,4+0,3 ng KE/
mg (Amiri 2014) olarak belirlenmistir. Dehpour et al. (2009) tarafindan F.assafoetida’nin

metanolik ekstraktinda tespit edilmis olan toplam flavonoid madde miktarinin Ferula
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orientalis’in klasik ve ultrasonik yontemlerle elde edilmis metanol: su ekstraktlari ile
kiyaslandiginda; F.assa-foetida metanol ekstraktinin toplam flavonoid madde igeriginin,
elde ettigimiz verilerden cok yiiksek oldugu goriilmektedir. Bu durum, ¢alismamizda
¢oziicii olarak saf metanoliin kullanilsaydi toplam fenolik ve flavonoid madde

miktarlariin daha yiiksek cikabilecegini diisindiirmektedir.

4.6. LC-MS/MS ile Belirlenen Fenolik Bilesen Profili

Bitkilerde yiiksek diizeyde bulunan sekonder metabolitler olan fenolik bilesikler daha
once de deginildigi gibi; kardiyovaskiiler hastaliklar1 dnlemenin (Cassidy 2017) yani sira
sergiledikleri antidiyabetik (Huang et al. 2015), antioksidan (Benmeddour et al. 2013;
Wu et al. 2015) ve noroprotektif aktivite (Jones et al. 2012) gibi potansiyel faydalar
sebebiyle son zamanlarda olduk¢a dikkat ceken bilesikler haline gelmislerdir.
Giiniimiizde bu konuda bir¢ok ¢alisma yapilmis olmasina ragmen; Ferula orientalis L.
bitkisinin fenolik bilesen profilinin daha 6nceden belirlenmemis olmasi nedeniyle yapilan

calisma bu konuda ilk arastirma olma 6zelligi tasimaktadir.

Ferula oriantalis L. bitkisinin Klasik ve ultrasonik yontemlerle elde edilen; su, etanol: su
ve metanol: su ekstraktlarina ait fenolik bilesen profilleri LC-MS/MS cihazi ile kantitatif
olarak belirlenmistir. Analizde, 19 standart fitokimyasal bilesik kullanilmigtir. Kullanilan

standart bilesikler;

» Fenolik asitlerden; klorojenik asit, kafeik asit, 4-hidroksi benzoik asit, gallik asit, p-
kumarik asit, gentisik asit, salisilik asit, prokatesuik asit ve

» Flavanoidlerden

= Flavonlar:  Apigenin, diosmin, luteolin-7-0-glukozit, apigenin-7-o-glukozit,
tangeretin, baicalin ve gardenin-B,

= Flavanonlar: Hesperidin,

= Flavanoller: Morin, rutin ve kuersetindir.
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Standart fitokimyasal bilesiklere ait LC-MS/MS parametreleri Cizelge 4.9’da

gosterilmektedir.

Cizelge 4.9. Standart fenoik bilesiklere ait LC-MS/MS parametreleri

Fenolikler RT +/- MSt (m/z)  MS? (m/z)
Tangeretin 7,09 + 372.60 297.10
Baicalin 4,33 + 447.00 271.10
Gardenin-B 7,88 + 358.60 329.00
Gentisik Asit 3,13 - - 108.10
Klorojenik Asit 3,11 - 352.90 191.10
Kafeik Asit 3,59 - 179.00 134.10
Rutin 3,78 - - 300.00
p-Kumarik Asit 4,16 - 163.00 119.10
Hesperidin 4,23 - 609.00 301.50
Apigenin-7-O-glikozit 4,24 - - 268.10
Kuersetin 5,04 - 300.90 151.10
Protokatesuik Asit 3,12 - - 108.10
Gallik Asit 2,34 - 169.10 125.10
4-OH-Benzoik Asit 4,46 - 137.20 93.00
Diosmin 4,13 - 607.30 284.00
Morin 5,04 - - 151.10
Apigenin 5,60 - 269.10 117.10
Salisilik Asit 4,49 - - 93,00
Luteolin-7-O-glukozit 3,94 - 447.20 300.20

*RT: alikonma siiresi
** MS(™2): Standart bilesenlerin molekiiler iyonlar: (kiitle: yiik orani)

Cizelge 4.10°da Ferula orientalis L. bitkisine ait ekstraktlarda tespit edilen fenolik
bilesenler ortalama degerleri + standart sapma seklinde verilmistir. Cizelge
incelendiginde, kullanilan fenolik standartlarin, diisiik veya yiiksek diizeyde ancak her

ornekte tespit edildigi goriilmektedir.



Cizelge 4.10. Su, etanol: su ve metanol: su ekstraklarinin LC-MS/MS ile kantitatif analizi

mg Fenolik Bilesen/g Ekstrakt

MF RT (dk) KSE USE KESE UESE KMSE UMSE
Gentisik Asit C7HeO4 2,96 0,325+0,010 e  0,251+0,002d  0,063+0,001 ¢  0,625+0,010 f 0,019+0,002 a 0,027+0,001 b
Klorojenik Asit Ci6H1809 3,12 13,042+0,020 a 28,799+0,030 ¢ 19,950+0,050 ¢ 32,843+0,030 f  15,238+0,012b  25,554+0,030 d
Kafeik Asit CoHgO4 3,60 0,118+0,003d 0,125+0,000e  0,125+0,000e  0,106+0,000 c 0,061+0,000 b 0,055+0,001 a
p-Kumarik Asit CoHgO3 3,58 0,199+0,010d 0,184+0,003c  0,088+0,002b  0,089+0,001 b 0,084+0,002 a 0,087+0,003 b
Protokatesuik Asit C7HsO4 2,95 0,015+0,001 b 0,016+0,001 ¢ 0,012+0,001 a  0,016+0,001 ¢ 0,0124+0,000 a 0,018+0,002 d
Gallik Asit C7HsOs 2,55 0,213+0,010 e 0,197+0,000d  0,159+0,010c  0,154+0,006 b 0,250+0,005 0,1254+0,006 a
Salisilik Asit C7HsO3 4,47 0,490+0,010 f  0,385+0,010a  0,437+0,010b  0,466+0,010 d 0,45140,006 ¢ 0,47340,010 e
4-OH Benzoik Asit C7HsO3 4,46 0,431+0,007a 0,566+0,010e  0,449+0,000b  0,478+0,005 c 0,484+0,010d 0,799+0,030
Tangeretin CxoH2007 7,13 0,010+0,000a 0,015+0,000c  0,010+0,000a  0,013+0,000 b 0,016+0,000 d 0,010+0,002 a
Baicalin CxnH1g011 4,39 0,015+0,000c  0,015+0,001 ¢ 0,014+0,000b  0,017+0,000 d 0,008+0,000 a 0,008+0,001 a
Gardenin-B CioH1807 7,92 0,012+0,004b 0,019+0,001d  0,010+0,001 a  0,010+0,000 a 0,015+0,000 ¢ 0,012+0,000 b
Rutin C27H30016 3,79 0,005+0,000 2  0,008+0,000b  0,026+0,001 d  0,054+0,000 e 0,005+0,000 a 0,015+0,003 ¢
Hesperidin C16H140s 4,88 0,256+0,010d 0,287+0,010e  0,075+0,002a  0,078+0,000 b 0,195+0,010 ¢ 0,482+0,010 f
Apigenin-7-O-Glikozit  Cy1H20010 4,95 0,011+£0,002a 0,016+0,001d  0,118+0,010 f  0,098+0,004¢ 0,015+0,000 ¢ 0,012+0,000 b
Kuersetin CisH1007 5,17 0,016+£0,002a 0,033+0,000b  0,117+0,005 f  0,058+0,001 ¢ 0,068+0,000 ¢ 0,065+0,000 d
Diosmin CasH32015 4,14 2,580+0,010 a 5,815+0,020b  13,459+0,010d 12,878+0,010 ¢  14,263+0,020 ¢  23,652+0,030 f
Morin C1sH107 5,17 0,009+0,000 2  0,048+0,002b  0,089+0,004d  0,114+0,002 f 0,065+0,001 ¢ 0,112+0,000 e
Apigenin C1sH10s 5,61 0,012+0,001 a  0,015+0,001 b  0,020+0,001 ¢  0,021+0,001 f 0,019+0,003 d 0,017+0,002 ¢
Luteolin-7-Glukozit CaiH20011 4,49 0,128+0,003a 0,258+0,005¢  0,325+0,010d  0,254+0,010 b 0,325+0,010 d 0,342+0,010 ¢

9T

*RT: Retention Time (Alikonma siiresi),
** MF: Molekiiler Formdil,
***Her satir i¢in istatistiki analiz kendi igerisinde yapilmis ve ayni harfle gosterilen ortalamalar P<0,05 6nem seviyesinde ayni olarak kabul edilmistir.
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Ekstraktlarda major bilesen olarak belirlenen Klorojenik asit, 13,042- 32,843 mg/g
ekstrakt olarak tespit edilmistir. UESE, ekstraktlar arasinda en yiiksek diizeyde klorojenik
asit iceren ekstrakt iken; KSE’nin diger ekstraktlara kiyasla en diisiik diizeyde klorojenik
asit igerdigi goriilmektedir. Klorojenik asite ait varyans analizi sonuglari
degerlendirildiginde, islem ve ¢oziicli degiskeni ile islem x ¢oziicil tiirli interaksiyonunun
klorojenik asit lizerine etkisi p<0,01 diizeyinde ¢ok dnemli olarak belirlenmistir. Ayrica,
tiim ekstraktlarda ultrason uygulamasinin klorojenik asit ekstraksiyonunu belirgin sekilde
artirdig1 da dikkat ¢ekmektedir. Klasik solvent ekstraksiyon metodlariyla kiyaslandiginda
ultrason yardimli ekstraksiyon yonteminin fenolik bilesenlerin kazanimini 6nemli
diizeyde artirdigi Mane et al. (2015) tarafindan da ifade edilmektedir. Benzer bir sonug
Li et al. (2005) tarafindan, %70'lik konsantrasyonda metanol, 20:1 ¢6ziicii: numune orani
ve 30 dk siireyle uygulanan ultrason yardimli ekstraksiyon yonteminin, diger klasik
ekstraksiyon yontemlerine gére, Eucommia ulmodies Oliv.'in taze yaprak, taze kabuk ve
kurutulmus kabuklarindan klorojenik asidin daha yiliksek verimle geri kazaniminin

saglanmasidir.



Cizelge 4.11. Casir ekstraktlarinin fenolik bilesenlerine ait varyans analiz sonuglari

*p<0,05 diizeyinde énemli **p<0,01 diizeyinde énemli

Varyasyon sD Gentisik Asit Klorojenik Asit Kafeik Asit p-Kumarik Asit Prokatesuik Asit
Kaynag (KO) (F) ) (KO) (F) (P) (KO) (] P) (KO) ] P) (KO) () (P)
islem (A) 1 0,082 1223,960 0,000** 496,808 259474,797 | 0,000** | 0,029 1,129 0,000** | 0,001 39,690 0,001** | 0,011 182886,914 | 0,000**
Coziicii (B) 2 0,118 1755,244 0,000** 16,018 8366,061 0,000** | 0,08 0,319 0,000** | 0,027 801,160 | 0,000** | 0,010 165249,657 | 0,000**
AXB 2 0,120 1786,408 0,000** 32,935 17201,269 0,000** | 0,026 1,010 0,000** | 0,001 32,520 0,001** | 0,009 153804,057 | 0,000**
Hata 6 0,0000670 0,002 0,026 0,00025 0,000000058
Genel 12
Varyasyon sD Salisilik Asit 4-OH Benzoik Asit Tangeretin Baicalin Gardenin-B
Kaynag (KO) (F) P) (KO) (F) (P) (KO) ) P) (KO) Q] P) (KO) () (P)
islem (A) 1 0,082 1223,960 0,000** 496,808 259474,797 | 0,000** | 0,029 1,129 0,000** | 0,001 39,690 0,001** | 0,011 182886,914 | 0,000**
Coziicii (B) 2 0,118 1755,244 0,000** 16,018 8366,061 0,000** | 0,08 0,319 0,000** | 0,027 801,160 | 0,000** | 0,010 165249,657 | 0,000**
AXxB 2 0,120 1786,408 0,000** 32,935 17201,269 0,000** | 0,026 1,010 0,000** | 0,001 32,520 0,001** | 0,009 153804,057 | 0,000**
Hata 6 0,0000670 0,002 0,026 0,00025 0,000000058
Genel 12
Varyasyon sD Hesperidin Apigenin-7-O-Glikozit Kuersetin Diosmin Morin
Kaynag (KO) (F) ) (KO) (F) (P) (KO) 0] (P) (KO) ] P) (KO) () (P)
islem (A) 1 0,082 1223,960 0,000** 496,808 259474,797 | 0,000** | 0,029 1,129 0,000** | 0,001 39,690 0,001** | 0,011 182886,914 | 0,000**
Coziicii (B) 2 0,118 1755,244 0,000** 16,018 8366,061 0,000** | 0,08 0,319 0,000** | 0,027 801,160 | 0,000** | 0,010 165249,657 | 0,000**
AXB 2 0,120 1786,408 0,000** 32,935 17201,269 0,000** | 0,026 1,010 0,000** | 0,001 32,520 0,001** | 0,009 153804,057 | 0,000**
Hata 6 0,0000670 0,002 0,026 0,00025 0,000000058
Genel 12
Varyasyon SD Apigenin Gallik Asit Rutin Luteolin-7- Glukozit
Kaynag (KO) (F) (P) (KO) (F) (P) (KO) ] P) (KO) ] P)
islem (A) 1 0,036 360,030 0,000** 0,036 360,030 0,000** | 0,036 360,030 | 0,000** | 0,009 68,188 0,000**
Coziicii (B) 2 0,005 54,236 0,000** 0,005 54,236 0,000** | 0,005 54,236 0,000** | 0,079 577,526 | 0,000**
AXxB 2 0,009 95,030 0,000** 0,009 95,030 0,000** | 0,009 95,030 0,000** | 0,004 32,284 0,001**
Hata 6 0,000099 0,000099 0,000099 0,000
Genel 12

8T
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Sekil 4.9 incelendiginde ¢oziicii tiirii degistikge ilgili ekstraktta tespit edilen klorojenik

asit miktarmnin degistigi ve ultrason uygulamasinin Klasik yonteme kiyasla klorojenik asit

miktarini artirdig1 goriilmektedir.

40

m Klasik Ekstraksiyon
m Ultrasonik Ekstraksiyon

30

20

10

Klorojenik Asit Miktari
(mg/g)

Su Etanol: su Metanol:su

Coziicii

Sekil 4.9. Ekstraktlarin Klorojenik asit miktarlar1 iizerine islem x ¢doziici
interaksiyonunun etkisi

Ferula oriantalis L. su, etanol: su ve metanol: su ekstraktlarinin baskin bileseni olan
klorojenik asit (Sekil 4.10) bir kafeik ve kuinik asit esteridir (Chen and Ho 1997).
Bitkilerin tohum, kok ve yapraklari ile 6zellikle kahve ¢ekirdekleri ve elma, armut, seftali,
erik, kayisi, kiraz, yaban mersini, ¢ilek, patlican, domates ve patates gibi bircok meyve
ve sebzede degisik formlarda bulunmaktadir (Naczk and Shahidi 2004). Klorojenik asitin
antioksidan, antikanserojen ve antiinflamatuar 6zelliklerinin oldugu rapor edilmektedir
(Dorea et al. 2005; Bonita et al. 2007). Bu fenolik bilesik, yiiksek antioksidan aktivitesi
sayesinde sa¢ agarmasi Ve deride burugsmanin engellenmesi ile kalp hastaliklar1 riskinin
azaltilmasi i¢in serbest radikallere kars1 adeta bir savunma mekanizmasi olusturmaktadir

(Jang et al. 2014).

Ferula tiirleri kapsaminda yapilan literatiir taramasinda klorojenik asit ile ilgili herhangi
bir arastirmaya rastlanmamistir. Ancak, Delnavazi et al. (2015) Apiaceae familyasindan
Dorema glabrum bitkisine ait n-hekzan, kloroform, etil asetat ve metanol
ekstraktlarindan; Zidorn and Perry (2002) ise, Anistome pilifera ekstraktlarindan

klorojenik asiti ekstrakte ettiklerini rapor etmislerdir.
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HO COOH

H

Sekil 4.10. Klorojenik asitin molekiiler yapisi (Bilia et al. 2000)

Bir benzoik asit tiirevi olan gentisik asit (2,5-dihidroksi benzoik asit) (Sekil 4.11), diistik
yogunluklu lipoprotein oksidasyonunu inhibe etmekte ve lipit hidroperoksitlerinin
olusumunu engellemektedir (Exner et al. 2000; Ashidate et al. 2005). Bu 6zellik gentisik
asitin serbest radikalleri ve diger oksidanlar1 siipiirme kabiliyetine atfedilmektedir
(Juurlink et al. 2014). Ma et al. (2014) gentisik asit tizerine yaptig1 bir ¢alismada, bu
fenolik bilesigin cilt rengini belirleyen, ¢il olusumuna sebep olan ve ciddi estetik
problemlere neden olabilen melanin pigmentinin iiretimini saglayan tirosinaz enzimini

inhibe eden bir aydinlatici ajan oldugunu rapor etmektedir.

Yapilan ¢alismaya ait bulgular incelendiginde, Ferula orientalis’e ait klasik ve ultrasonik
yontemlerle elde edilmis su, etanol: su ve metanol: su ekstraktlarinda belirlenmis olan
gentisik asit diizeylerinin 0,019 mg/g ile 0,625 mg/g arasinda degisim gosterdigi
goriilmektedir. En yiiksek deger, ultrasonik yontemle elde edilmis etanol ekstraktina ait
iken; klasik yontem ile yapilan metanol: su ekstraksiyonunun en diigiik gentisik asit
konsantrasyonuna sahip oldugu saptanmistir. Varyans analizi sonuglarina gore, islem ve
¢Oziicii tiirti degiskenleri ile islem x ¢oziicii tiirli interaksiyonunun ekstraktlarin gentisik
asit miktarlar1 tizerine p<0,01 diizeyinde etkili oldugu saptanmistir. Yapilan literatiir
taramasinda Ferula tiirlerinin gentisik asit iceriginin belirlenmesi yoniinde yapilmis
herhangi bir ¢alismaya rastlanmamistir. Ancak, aloe vera bitkisinin yapraklarinda 0,06
mg/g (Lopez et al. 2013) diizeyinde; domates, kavun, salatalik, kivi, narenciyeler, tiziim,

tarcin, karanfil, kakule, hindistan cevizi gibi meyve, sebze ve baharatlarda ise 0,04
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mg/kg'a kadar (Tomas-Barberan and Clifford 2000), gentisik asit bulundugu rapor
edilmektedir.

O

H
© OH

OH

Sekil 4.11. Gentisik asitin molekiiler yapis1 (Wikipedia 2018)

Ferulik ve p-kumarik asit gibi hidroksisinnamik asit grubunun bir {iyesi olan kafeik asit
(Sekil 4.12); marul, brokoli, 1spanak, elma, liziim ve yaban mersini, zeytinyagi, kahve ve
cay gibi bir¢ok tirtinde dogal olarak olusan bir polifenolik bilesiktir (Nardini et al. 2001,
Bhat et al. 2007). insan beslenmesinde onemli bir yere sahip olan bu fenolik asit;
antioksidan aktivite, enzim aktivitesi inhibisyonu (5- ve 12-lipoksigenazlar, glutatyon S-
transferaz ve ksantin oksidaz iizerine), antitimor aktivitesi ve antienflamatuar etkinin
yani sira viicutta kolesterol, fosfolipid, yag asitleri ve trigliserit seviyelerinin diistiriilmesi
gibi oldukca genis yelpazede biyolojik ve farmakolojik etkiler sergilemektedir (Nardini
et al. 2001; Medina et al. 2012).

HO

OH

Sekil 4.12. Kafeik asitin molekiiler yapisi (Nurdag 2013)

Yapilan bu ¢alismada kafeik asitin en yiiksek klasik yontem ile elde edilmis etanol: su
ekstraktinda bulundugu goriilmektedir (0,125 mg/g). Cizelge 4.10’a gore, kafeik asitin en

az ¢Ozlindiigl ekstraksiyon islemi ise metanol: su ¢oziiclisii ile yapilan ultrasonik
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ekstraksiyondur (0,055 mg/g). Islem ve c¢oziicii degiskenleri ile islem x ¢dziici
interaksiyonu ekstraktlarin kafeik asit igeriklerini p<0,01 diizeyinde etkilemistir. Yapilan
literatiir taramasinda Ferula tiirlerinin kafeik asit icerigi iizerine yapilmis yalnizca iki
arastirma tespit edilebilmistir. NMR spektroskopisinin kullanildigi bu caligmalarda;
Salem et al. (2013) Ferula lutea koklerinden kafeik asiti, El1-Razek (2007) ise Ferula
assa-foetida L. gaminin metanol ekstraktindan kafeik asit esterlerini izole ettiklerini rapor

etmislerdir.

p-kumarik asit (Sekil 4.13), genellikle bitkiler ve mantarlarda serbest veya bagli sekilde
bulunan hidroksisinnamik asit grubundan fenolik bir bilesiktir. p-kumarik asitin diisiik
yogunluklu lipoprotein (LDL) peroksidasyonunu azalttigi, hiicresel melanogenezi inhibe
ettigi, antimutajenik, anti-genotoksik ve antimikrobiyal aktivite gosterdigi rapor
edilmektedir (Ferguson et al. 2005; Cheng et al. 2007; Bodini et al. 2009). Phaseolus
vulgaris (fastilye) (Luthria and Pastor-Corrales 2006), Fistulina hepatica (biftek mantari)
(Ribeiro et al. 2007), Komatsuna (uzak dogu kokenli bir bitki) (Khanam et al. 2012),
1spanak, marul (Kelebek et al. 2015), ginseng kok, yaprak ve meyvesi (Chung et al. 2015)
ile Ganodermalucidum, Cantharellus cibarius, Lentinussajorcaju ve Lactariusdeliciosus
(Yildiz et al. 2015) gibi mantar tiirlerinde p- kumarik asit bulundugu rapor edilmektedir.
Ayrica, portakal (Sousa et al. 2004), kiraz, kahve, cikolata ve sarapta (Abdel-Wahab et
al. 2003) da bulunmaktadir.

OH
HO

Sekil 4.13. p-kumarik asitin molekiiler yapisi

Yapilan varyans analizinde Ferula orientalis’in su, etanol: su ve metanol: su
ekstraktlarinin p-kumarik asit konsantrasyonu iizerine; islem ve ¢oziicti degiskenleri ile

islem x ¢oziicli interaksiyonunun p<0,01 diizeyinde etkili oldugu saptanmistir (Cizelge
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4.11). Cizelge 4.10 incelendiginde p-kumarik asitin etanol ve metanol solventlerine
kiyasla suda daha iyi ¢6ziindiigii goriilmektedir. En yiiksek p- kumarik asit igerigi klasik
su ekstraktina ait (0,199 mg/g) iken; en diisitk miktar klasik metanol: su ekstraktina aittir
(0,084 mg/q).

Web of Science, Scopus, Science Direct ve Scholar Google veri tabanarinda p-kumarik
asit ve Ferula tiirleri tizerine yapilmis olan literatiir taramalarinda Ferula tiirlerinin p-
kumarik asit icerigi iizerine herhangi bir ¢caligmaya rastlanmamistir. Ancak konu biraz
genigletilip F. orientalis’in igerisinde bulundugu Apiaceae familyasina bakildiginda;
Dorema aucher {izerine yapilan bir ¢alismada, bitki yapraklarinin 0,245 mg/g,
ciceklerinin ise 0.528 mg/g diizeyinde p-kumarik asit icerdigi tespit edilmistir (Mianabadi
et al. 2015). Baska bir ¢alismada, Sharififar et al. (2010) Bunium persicum metanolik
ekstraktin hidrolize biitanol fraksiyonunda p-kumarik asit ve kafeik asitin baskin
bilesenler olarak bulunduklarini ifade etmektedirler. Alavi et al. (2009), Apiaceae
familyasindan Peucedanum ruthenicum’un toprak iistii kisimlarindan MS, 1H, 13C NMR
spektroskopisi ile p-kumarik asitin tespit edildigini bildirmislerdir. Skalicka-Woz niak
and Kazimierz Glowniak (2008) ise Peucedaum alsaticum bitkisine uyguladigi soxhlet
ekstraksiyonu, ultrasonik ekstraksiyon ve hizlandirilmis solvent ekstraksiyonu
yontemlerinde p-kumarik asitin 1,27- 3,19 mg/100 g araliginda ekstrakte edildigini ve en

etkin sonucun ultrason uygulamasi ile elde edildigini rapor etmislerdir.

Gallik asit, 6zellikle emiilsiyon ile lipid sistemlerinde etki gdsteren ve gida sanayinde
ransiditenin 6nlenmesi i¢in gida ambalaj materyallerinde kullanilan antioksidan aktivitesi
yiiksek olan fenolik bir bilesendir. Antioksidan etkisi, askorbik asit gibi suda ¢oziinen

antioksidanlardan yiiksek olup nereseyse tokoferoller kadar etkilidir (Yen et al. 2002).

Ekstraktlarin gallik asit igerikleri 0,125 mg/g - 0,250 mg/ g olarak belirlenmistir (Cizelge
4.10). Verilerde dikkat ¢eken nokta; gallik asit konsantrasyonunun en yiiksek ve en diisiik
oldugu numunelerin sirasiyla KMSE ve UMSE olusudur. Tiim ekstraktlara bakildiginda
genel olarak ultrason uygulamasinin gallik asit konsantrasyonunu diistirdiigii ve ultrason

uygulamasinin gallik asit konsantrasyonunu en fazla etkiledigi ¢oziictiniin metanol: su



144

karisimi oldugu goriilmektedir. Zucca et al. (2013) Ferula tiirlerinde gallik asidin
bulundugunu rapor etmektedir. Skalicka-Wozniak and Kazimierz Glowniak (2008),
Apiaceae familyasindan Peucedaum alsaticum bitkisine uygulanan soxhlet
ekstraksiyonu, ultrasonik ekstraksiyon ve hizlandirilmis solvent ekstraksiyonu
yontemlerinin hi¢ birinde gallik asitin tespit edilemedigini bildirmistir. Rawson et al.
(2013) Feoniculum vulgare’nin taze, kavrulmus ve su igerisinde kaynatilmis formlarinda
gallik asit igerigini sirasiyla; 305,48+ 7,2, 312,51+ 5,13 ve 248,34+ 2,49 ng/g kuru agirhik

olarak tespit etmistir.

Salisilik asit, hidroksibenzoik asitler grubuna giren bir fenolik bilesendir. Dogal olarak
olusan bitki hormonlarindan birisi olan bu fenolik asit, bitkilerde ¢esitli biyokimyasal ve
fizyolojik fonksiyonlar1 etkileyen ¢esitli stres faktorlerine karsi (metal (Zhang et al.
2015b), tuzluluk (Khan et al. 2014; Nazar et al. 2015), sicaklik (Khan et al. 2013),
kuraklik (Fayez and Bazaid 2014) gibi) onemli bir sinyal molekiilii olarak islev
gormektedir (Nazar et al. 2011). Szopa and Ekiert (2015), Apiaceae familyasindan
Anethum graveolens in vitro sartlarda bitkinin salisilik asit igerigini 57,88+1,76 mg/100
g olarak belirlemistir. Elde ettigimiz verilere gore, F. orientalis’in klasik ve ultrasonik
yontemlerle elde edilmis su, etanol: su ve metanol: su ekstraktlarinda salisilik asit diizeyi
islem ve ¢oziicii degiskenleri ile islem x ¢oziicii interaksiyonundan p<0,01 diizeyinde
etkilenmektedir. Ekstraktlarin salisilik asit diizeyleri 0,385- 0,495 mg/g aralifinda

degisim gosterdigi ve en yliksek degerin KSE numunesine ait oldugu goriilmektedir.

Benzoik asitin fenolik bir derivat1 olan 4-hidroksibenzoik asit, suda az; alkol ve aseton
gibi polar organik ¢o6ziiclilerde ise daha fazla ¢oziinme O6zelligine sahiptir (Wikipedia
2017). Ferula orientalis’in su, etanol: su ve metanol: su ekstraktlarmin 4-hidroksi
benzoik asit diizeyleri iizerine, islem ve ¢Oziicii degiskenleri ile islem x ¢oziicii
interaksiyonunun p<0,01 diizeyinde etkili oldugu belirlenmistir. Cizelge 4.11
incelendiginde, literatiirle uyumlu olarak 4-hidroksibenzoik asitin su ekstraktlarinda en
diisiik diizeyde bulundugu, metanol: su ekstraktlarinda ise en yiiksek miktarda bulundugu
goriilmektedir. En yiiksek 4-hidroksibenzoik asit miktart (0,799 mg/g) ultrasonik
metanol: su ekstraktinda, en diisiik ise klasik su ekstraktinda (0,431 mg/g) belirlenmistir.
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Iranshahi et al. (2010b) Ferula gummosa koklerinin metanolik ekstraktinda 4-
hidroksibenzoik asit bulundugunu rapor etmislerdir. Zellagui et al. (2012) Ferula
vesceritensis’in 1:1 metilen klorid: metanol ekstraktindan 4-hidroksibenzoik asit ve
tirevlerini izole ettiklerini bildirmislerdir. F. orientalis’e ait bu konuda yapilmis bir

caligsmaya ise rastlanmamustir.

F. orientalis salamurasindan ekstrakte edilen fenolik asitlerden prokatesuik asit,
flavanlardan tangeretin, baicalin ve gardenin-B miktarlarinin kullanilan ¢oziicii ¢esidi ve

ekstraksiyon metoduna bagli olarak degistigi ve diger fenolik bilesenlere gore oldukca

diisiik diizeyde bulunduklar tespit edilmistir (Cizelge 4.10).

Flavonoid grubunun igerisinde yer alan Rutin (3’ ,4> ,5,7-tetrahydroxy-flavone-3-
rutinoside) bir flavanol glukozitidir. Antimikrobiyal, antifungal ve antialerjik olarak
kullaniminin yani sira, mevcut arastirmalar rutinin; kanser, diyabet, hipertansiyon ve
hiperkolesterol gibi ¢esitli kronik hastaliklarin tedavisinde farmakolojik yararlarinin
goriildiigiinii rapor etmektedir (Sharma et al. 2013). En biiyiik dezavantaji, sudaki diisiik
coziinlirliigli, zayif stabilitesi ve smirli membran gegirgenliginden dolay1
biyoyararlaniminin diisiik olmasidir (Gullon et al. 2017). Bu arastirmada F.orientalis’de
rutin miktar1 oldukga diisiik diizeyde belirlenmis olup, ekstraktlarda 0,005 mg/g ile 0,054
mg/g araliginda degisim gostermektedir. En disiik miktar klasik su ve metanol: su
ekstraktlarina ait iken; en yiiksek rutin miktar1 ultrasonik etanol: su ekstraktina aittir.
Rutin miktar1 {izerine, ¢oziicii tlirii ve islem degiskeni ile islem x ¢dziicii interaksiyonu

ise p<0,01 diizeyinde etkili olmustur.

Ferula orientalis’in su, etanol: su ve metanol: su ekstraktlarinda belirlenmis olan diger
bir flavanol olan morin (2',3,4',5,7-pentahydroxyflavone)’in antioksidan, antialerjik,
antienflamatuvar, antimutajenik, antikarsinojenik ve sitoprotektif etkileri c¢esitli
aragtirmacilar tarafindan rapor edilmektedir (Hanasaki et al. 1994; Kawabata et al. 1999;
Brown et al. 2003; Fang et al. 2003; Sivaramakrishnan et al. 2008; Sreedharan et al. 2009,
Subash and Subramanian 2009; Zhang et al. 2009; Zhang et al. 2010). Cizelge 4.10

incelendiginde ekstraktlarin icerdigi morin miktarinin 0,009-0,114 mg/g araliginda
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degistigi goriilmektedir. Morin igeriginin en yiiksek oldugu numune ultrasonik etanol
ekstrakti iken, en diisiik morin konsantrasyonu Kklasik su ekstraktina aittir. Numunelerin
morin igerigi iizerine, islem ve ¢ozilicii degiskenleri ile islem x ¢oziicli interaksiyonunun

p<0,01 diizeyinde etkili oldugu varyans analizi ile saptanmustir.

Yapilan calismada belirlenen diger flavanol kuersetindir. Kuersetinin antioksidatif,
antibakteriyel, antikanser ve antiinflamatuar aktivitelere sahip oldugu rapor edilmistir
(Chopra et al. 2000; Granado-Serrano et al. 2010; Yetiik, 2013). Kuersetinin antioksidan
aktivitesi, serbest radikalleri sliplirme ve B halkasinin 3. pozisyonda bulunan fenolik
hidroksil gruplar1 yardimiyla gecis metal iyonlarmi baglama o6zellikleri ile iliskilidir
(Heijnen et al. 2002; De Souza and De Giovani 2004). Bu 6zellikler sayesinde kuersetin
lipid peroksidasyonunu da dnlemektedir (Hollman and Katan 1997). Bu 6nemli bilesik
kirmizi sogan, yesil sebzeler, meyve kabuklari, brokoli ve birgok meyvede yiiksek oranda
bulunmaktadir (Hakkinen and Térréonen 2000; Zhang et al. 2005; Volpi and Bergonzini
2006; Sultana et al. 2008). Suda ¢ok az ¢6ziinen kuersetin; etanol, metanol ve diger
organik ¢oziiclilerde daha iyi ¢oziinmektedir (Cengiz 2011). F. orientalis ekstraktlart
icerdikleri kuersetin agisindan degerlendirildiginde; literatiir ile uyumlu olarak su
ekstraktlarinda diisitk miktarda kuersetin bulundugu (0,016 ve 0,033 mg/g); klasik etanol:
su ekstraktinin kuersetin miktarmin ise yiiksek oldugu (0,114 mg/g) goriilmektedir. Islem
ve ¢oziicli degiskenleri ile igslem x ¢dziicili interaksiyonunun ekstraktlarin kuersetin igerigi

tizerine etkisinin p<0,01 diizeyinde ¢ok 6nemli oldugu tespit edilmistir.

Ferula tiirlerinin icerdigi rutin, morin ve kuersetin flavonolleri tizerine yapilan literatiir
taramalarinda bu konuda yapilmis herhangi bir ¢aligmaya rastlanmamistir. Alavi et al.
(2009) tarafindan yapilan aragtirmada, Apiaceae familyasindan Peucedanum
ruthenicum’dan ince tabaka kromatografisi ve kristalizasyon yoluyla rutin, kuersetin ve
morin flavanollerini elde etmis ve bilesen yapilarim1 MS, 1H, 13C NMR spektroskopisi
ile belirlemistir. Benedec et al. (2017) Heracleum sphondylium bitkisinin ¢gigek ve yaprak
kisimlarinda rutin miktarimi sirasiyla; 983,88 mg/100 g ve 477,08 mg/100g, kuersetin
miktarint ise 13,38 mg/100 g ve 15,60 mg/100 g olarak tespit etmistir. Farkli bir
caligmada, Achouri et al. (2017) tarafindan iki adet triterpenoid saponin, isorhamnetin 3-
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rutinosid ve rutinin tespit edildigi bildirilmistir. Oke Altuntas et al. (2016) yine Apiaceae
familyasindan bir bitki tiirii olan Prangos meliocarpoides’e ait metanol ekstraktinda
HPLC yontemi ile yiiksek diizeyde (3.17+0,06) pg/mg rutin izole ettiklerini ifade

etmislerdir.

Flavononlar grubundan bir fenolik bilesen olan hesperidin agisindan ekstraktlar
kiyaslandiginda; en yiiksek miktar (0,482 mg/g) ultrasonik metanol: su ekstraktinda tespit
edilmis olup, klasik etanol: su ekstraktinin ise en diisiik miktarda (0,075 mg/g) hesperidin
icerdigi belirlenmistir. Ekstraktlarin hesperidin icerikleri tizerine ¢6ziicii tipi degiskeni ile
islem x ¢oziicii tipi interaksiyonunun etkisi istatistiki olarak p<0,01 diizeyinde dnemli
bulunmustur. Cornara et al. (2009) Apiaceae familyasindan Crithmum maritimum L.
bitkisinde HPLC yontemi ile baskin bilesenler olarak %0,63 oraninda hesperidin ve

%0,60 oraninda diosmini belirlediklerini rapor etmislerdir.

Fhamnogceed —— 0 o
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Sekil 4.14. Hesperidin ve diosmin molekiilleri

Flavon grubu igerisinde yer alan diosmin (3°,5,7-trihydroxy-4’-methoxyflavone 7-
rutinoside) (Sekil 4.14), hesperidinden tiiretilmis dogal bir glikozittir. Molekiiler yapisi
ve biyolojik aktiviteleri hesperidine benzemektedir (Hitzenberger 1997). Bitki anatomik
caligmalarinda, hesperidin ve diosmin, igne seklinde veya tiiysii kristaller olarak
tanimlanmakta ve benzer goriiniimlerinden dolay: siklikla karistirilmaktadir (Cornara et
al. 2009). Diosmin merkezinde bulunan karbon halkasindaki bir ¢ift bag ile hesperidinden

ayrilmaktadir. Diosminin kronik vendz yetmezlik, hemoroid ve varis tedavisinde damar
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koruyucu ajan olarak etki gosterdigi belirlenmis ve son zamanlarda kanser, kolit, diyabet

gibi hastaliklarin tedavisinde kullanimi arastirilmaya baslanmistir (Dogan 2011).

Solereder (1908) ve Metcalfe and Chalk (1950), Apiaceae familyasindan Aethusa,
Bupleurum, Chaerophyllum, Conium, Coriandrum, Cuminum, Oenanthe, Sium ve Trinia
bitkilerinde hesperidin oldugunu diisiindiikleri kristalleri rapor etmislerdir. Metcalfe and
Chalk (1989) ise Apiaceae familyasindan Crithmum maritimum yaprak epidermisi ve sap
damarlarinda yapis1 diosmin ve hesperidine benzeyen kristal kiimeleri oldugunu ifade
etmis fakat bu duruma dair herhangi bir kanit bulunamamistir. Apiaceae familyasindan
bir bitkide hesperidin ve diosmin oldugunu kanitlayan ilk arastirma Cornara et al. (2009)
tarafindan gergeklestirilmistir. Arastirmacilar Crithmum maritimum L. bitkisinde bulunan
hesperidin (%0,60+0,02) ve diosmin (%0,63+0,02) miktarlarin1 yiiksek performansli sivi
kromatografisi (HPLC) ile belirlerken, bilesiklerin morfolojik yapilarini taramali elektron
mikroskobu (SEM) ile goriintiilemislerdir. Yapilan literatiir taramasinda Ferula tiirlerinin
hesperidin ve diosmin igerikleri lizerine yapilmis herhangi bir arastirma bulunmamasi

yapilan ¢alismanin bu konuda bir ilk oldugunu gostermektedir.

Ferula orientalis su, etanol: su ve metanol: su ekstraktlarinda bulunan en baskin flavonoid
diosmindir. Cizelge 4.10 incelendiginde, ekstraktlarin igerdigi diosmin miktarlarinin
2,580- 23,652 mg/g araliginda degisim gosterdigi goriilmektedir. En yiiksek diosmin
icerigine sahip numune 23,652 mg/g degeri ile ultrasonik metanol: su ekstrakti iken, 2,
580 mg/g degeri ile en diisiik diosmin igerigi Klasik su ekstraktina aittir. Ekstraktlarin
diosmin miktarinin toplam fenolik madde miktar1 ile p<0,05 seviyesinde pozitif
korelasyon (r= 0,851) gosterdigi saptanmustir (Ek 1). Cizelge 4.11°de gorildiigi gibi
diosmin miktar1 {izerine islem ve ¢oziicii tipi degiskenleri ile islem x ¢oziicii tipi

interaksiyonunun etkisi istatistiki olarak p<0,01 diizeyinde onemlidir.
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Sekil 4.15. Ekstraktlarin diosmin miktarlar1 lizerine islem x ¢6ziicii interaksiyonunun
etkisi

Sekil 4.15 incelendiginde ¢oziicii tiirti degistikce ilgili ekstraktta tespit edilen diosmin

miktarmin degistigi ve ultrason uygulamasinin etanol: su ekstrakti hari¢ klasik yonteme

kiyasla diosmin miktarini artirdig1 goriilmektedir.

Apigenin, kimyasal yapisi itibariyla 4',5,7-trihidroksiflavon olarak da bilinmektedir
(Sekil 4.16). Suda hemen hemen hi¢ ¢oziinmemekte, metanolde ise ¢ok az ¢oziinmektedir
(Serim 2017). Matricaria chamomilla ¢igekleri, Apium graveolens yapraklari, Allium
sativum L. ve Petroselinum crispum L. bitkilerinin 6zellikle yaprak kisimlarinda yiiksek
oranda bulundugu belirlenmistir (Candwell 2013; Venigalla et al. 2015). Hidrojen
peroksitin neden oldugu oksidatif hasara kars1 koruyucu etki sagladigi ve eritrositlerin

antioksidatif aktivitelerini artirdig1 rapor edilmektedir (An et al. 2015).

OH O

Sekil 4.16. Apigeninin kimyasal yapisi (Serim 2017)

Cizelge 4.10°da Ferula orientalis’in klasik ve ultrasonik yontemler kullanilarak elde

edilmis su, etanol: su ve metanol: su ekstraktlarinda apigenin igeriklerinin oldukga diisiik
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oldugu goriilmektedir. En yiiksek apigenin igeriginin 0,021 mg/g degeri ile ultrasonik
etanol: su ekstraktina ait oldugu goriilmektedir. Ayrica islem ve ¢oziicli degisenleri ile
islem x ¢oziicii interaksiyonunun da apigenin diizeylerine p<0,01 diizeyinde etkili

olduklar1 saptanmuistir.

Apigenin 7-O-glikozit (Sekil 4.17) biyolojik etkileri tam olarak belirlenememis dogal
olarak olusan bir flavon grubu bilesigidir (Bolzon et al. 2017). Apigenine kiyasla
¢ozunirligl daha yiiksektir (Smiljkovic et al. 2017). F. orientalis ekstraktlarinda 0,011
mg/g - 0,118 mg arasinda degisim gosterdigi goriilmektedir. En yiiksek apigenin 7-O
glukozit konsantrasyonu klasik etanol: su ekstraktina ait iken, en diisiik deger klasik su
ekstraktinda belirlenmistir. Ekstraktlarda oldukga diisiik diizeyde belirlenmis olan
apigenin 7-O-glikozit konsantrasyonu tizerine islem ve ¢oziicii degisenleri ile islem x

¢oziicli interaksiyonu apigenin diizeylerine p<0,01 diizeyinde etkili olmustur.

HO

HO™

Sekil 4. 17. Apigenin-7-O-glikozitin kimyasal yapisi

Yapilan ¢alismada salamura F. orientalis ekstraktlarinda belirlenen diger bir flavon olan
luteolin-7-glikozit (Sekil 4.18); antioksidan, antimikrobiyal ve antimutajenik aktivitelere
sahip biyoaktif bir bilesiktir (Zémlicka et al. 2014). Cizelge 4.10°da goriildiigi gibi, 0,128
mg/g ile 0,342 mg/g arasinda degisim gosteren luteolin-7-glikozit konsantrasyonunun, en
diisiik oldugu ekstrakt klasik su ekstrakti iken, en yiiksek oldugu ise ultrasonik metanol:
su ekstraktidir. Varyans analizi sonuglari degerlendirildiginde luteolin 7-O-glikozit
tizerine islem degiskeni ve islem x ¢Oziicii interaksiyonunun p<0,01 diizeyinde, ¢oziicii

degiskeninin ise p<0,05 diizeyinde etkili oldugu goériilmektedir.
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Sekil 4.18. Luteolin 7-O-glikozitin kimyasal yapis1 (Popovic et al. 2017)

Web of Science, Science Direct, Scholar Google ve Pub Med veri tabanlarinda yapilan
literatiir taramalarinda Ferula orientalis L.’nin i¢erdigi diosmin, apigenin, apigenin-7-O-
glikozit ve luteoilin-7- glikozit flavonlari iizerine yapilmis herhangi bir ¢alisma tespit
edilememistir. Ancak, liteatiirde bazi Ferula tiirleri ve Apiacea familyasindan diger bitki
tiirlerinde bahsi gegen flavonlar iizerine yapilmis ¢alismalar mevcuttur. Bu calismalardan
biri Maksumova et al. (1994)’de Ferula varia’nin toprak tstii kisimlar1 kullanilarak
%80’1ik etanol ile hazirlanan ekstraktlardan HPLC yontemi ile luteolin glikozitlerinin
tespiti tizerinedir. Farkli bir ¢alismada, Zidorn and Perry (2002), Anistome pilifera
bitkisinin 1:1 metanol: su ekstraktinin n-biitanol fazinda yiiksek miktarda luteolin 7-O
glikozit belirlediklerini ifade etmislerdir. Rawson et al. (2013) Feoniculum vulgare’nin
taze, kavrulmus ve su igerisinde kaynatilmig ekstraktlarinda luteolin 7-O glikozit igerigini
sirastyla; 352,0446,8, 94,18+1,38 ve 41,04+0,07 pg/g kuru agirlik olarak saptamistir.
Cornara et al. (2009), Apiaceae familyasindan Crithmum maritimum L. bitkisinin
diosmin igeriginin %0,60+0,02 oldugunu ifade etmislerdir. Abdulmanea et al. (2012),
Ferula assa foetida’da baskin flavonoidin apigenin oldugunu belirtmektedir. Popovic et
al. (2017) Apiaceae familyasindan Laserpitium zernyi bitkisinin metanol ekstraktlarinda
sirastyla  luteolin ~ 7-O-glukozit, apigenin 7-O-glukozit, luteolin ve apigenin
flavonoidlerini ¢icek kisminda; 9,71+0,19, 6,46+0,01, 2,50+0,01 ve 2,27+0,01; bitki
kisminda ise 0,45+0,01, 0,19+0,00, 0,00+0,00 ve 0,02+0,00 olarak belirlemistir.
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4.7.Antioksidan Aktivite

Antioksidanlar; serbest radikal olusumunu saglayan oksijen ve katalitik metal iyonlarini
uzaklastirici etkilerin yani sira; serbest radikallere karsi temizleyici (scavenging), bastirici
(quencher) ve zincir kirici (chain breaking) etkiler de gostermektedirler (Mao et al. 2006).
Antioksidanlarin etkinligini degerlendirmek i¢in ¢esitli analitik yontemler ve farklh
substratlar kullanilmaktadir. Arastirmada kullanilan metotlar, bitki ekstraktlarinda

antioksidan aktivitenin belirlenmesinde en yaygin kullanilan yontemlerdir.

4.7.1. DPPHe radikali giderme aktivitesi

DPPHe radikali giderme kapasitesi analizi, bitki ekstraktlarinin antioksidan kapasitesinin
Ol¢iilmesinde sik kullanilan bir metottur (Mot et al. 2011). Yontem, ortamda olusan
DPPHe serbest radikallerine antioksidanlarin proton transferi yapmasi sonucu 517 nm’de
okunan absorbans degerlerinin azalmasina dayanmaktadir (Albayrak 2010). Metot,
oldukca basit, hizli ve bircok Ornegin ayni anda radikal giderme aktivitelerinin
belirlenebilmesini sagladigi i¢in tercih edilmektedir. Ancak, 151k, oksijen ve kirlilige kars1
oldukg¢a hassas olan bu metodun uygulanmasi sirasinda dikkat edilmelidir (Mot et al.
2011).

Sekil 4.19°da DPPH- serbest radikali giderme aktivitesi i¢in hazirlanmis standart grafik

yer almaktadir.
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Sekil 4.19. DPPHe serbest radikali giderme aktivitesi i¢cin hazirlanmis standart grafik

Sekil 4.20, 4.21 ve 4.22’de; 10-30 pg/ml konsantrasyonlarda klasik ve ultrasonik
ekstraktlar ile esansiyel yagin 517 nm dalga boyunda belirlenmis DPPHe serbest radikali

giderme aktiviteleri goriilmektedir.
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Sekil 4.20. Klasik yontem ile elde edilmis su, etanol: su, metanol: su, kloroform ve n-hekzan
ekstraktlarinin farkli konsantrasyonlardaki (10-30 pg/ml) DPPHe serbest radikali giderme
aktivitelerinin BHA, BHT, a-tokoferol ve troloks standart antioksidanlar ile karsilastirmasi
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Sekil 4.21. Ultrasonik yontem ile elde edilmis su, etanol: su, metanol: su, kloroform ve n-hekzan
ekstraktlarinin farkli konsantrasyonlardaki (10-30 ug/ml) DPPHe serbest radikali giderme
aktivitelerinin BHA, BHT, a-tokoferol ve troloks standart antioksidanlari ile karsilastirmasi
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Sekil 4.22. Esansiyel yagin farkli konsantrasyonlardaki (10-30 pg/ml) DPPHe serbest radikali
giderme aktivitesinin BHA, BHT, a-tokoferol ve troloks standart antioksidanlari ile
karsilastirmasi
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BHA, BHT, troloks, a-tokoferol, klasik ve ultrasonik ekstraktlar ile esansiyel yagi 10, 20
ve 30 pg/ml konsantrasyonlarda igeren c¢ozeltilerin 517 nm dalga boyunda belirlenen
absorbans degerleri kullanilarak belirlenmis olan ICsgo degerleri (radikalin %50’sinin

inhibisyonunu saglayan konsantrasyon) Cizelge 4.12’de verilmistir.

Cizelge 4.12. Ekstraktlar, esansiyel yag ve standart antioksidanlarin DPPHe ve ABTS**
serbest radikal giderme aktivitelerinin (ICso degerlerinin) karsilastirilmast

DPPH- ABTS** Giderme
Ornekler Giderme Aktivitesi
Aktivitesi
BHA 11,116+0,300° 8,753+0,125°
BHT 11,894+0,0759 7,810+0,1502
TROLOKS 9,262+0,0602 7,844+0,2102

a-TOKOFEROL

10,352+0,150°

8,389+0,100°

KSE 95,250+0,265" 180,318+0,110"
KESE 88,310+0,310% 110,384+0,125¢
KMSE 85,180+£0,2501 90,732+0,1009
KKE 93,000+0,130™ 140,605+0,1509
KHE 91,100+0,150' 120,544+0,135f
USE 80,300+0,125" 110,770+0,200¢
UESE 70,850+0,046" 90,730+0,2304
UMSE 62,125+0,065f 90,358+0,2009
UKE 70,250+0,0759 90,688+0,1509
UHE 91,100+0,115' 90,636+0,2009
EY 50,040+0,120¢ 80,777+0,100°

* Her siitun i¢in istatistiki analiz kendi igerisinde yapilmis ve ayni harfle gosterilen ortalamalar P<0,05
O6nem seviyesinde ayni1 olarak kabul edilmistir.

Ekstraktlarin ICsg degerlerine ait varyans analiz sonuglari Cizelge 4.13’de goriilmektedir.
Cizelgenin incelenmesinden anlasilacagi iizere, ICso degerleri iizerine islem ve ¢oziicii

tiirii degiskenleri ile islem x ¢oziicii tiirii interaksiyonunun etkisi (p<0,01) istatistiki olarak
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onemli bulunmustur. Cizelge 4.12’de DPPHe- radikali giderme aktivitesini gosteren ICsg
degerleri incelendiginde, en yiiksek degerin Kklasik su ekstraktina (95,250 pg/ml); en
diisiik degerin ise 9,262 pg/ml ile Troloks antioksidanina ait oldugu gériilmektedir. Yani
tespit edilen en yiikksek DPPHe radikali giderme aktivitesi Troloks’a ait iken, klasik su
ekstrakti en diisiik antioksidan aktiviteye sahiptir. Ciinkii reaksiyon ortamindaki DPPHe
radikalinin %50’sinin yok edilmesi i¢in gereken etkili antioksidan konsantrasyonu olarak
bilinen 1Cso degeri ile radikal giderme aktivitesi ters orantilidir (Isbilir 2008). Yani ayn1

miktardaki serbest radikali daha diisiik konsantrasyonda siipiirebilmektedir.
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Sekil 4.23. Ekstraktlarin DPPHe radikali giderme aktiviteleri {izerine islem x ¢oziicli
interaksiyonunun etkisi

Sekil 4.23 incelendiginde ¢oziicii tiirli degistikge ilgili ekstraktlarin DPPHe radikali
giderme aktivitelerinin degistigi ve ultrason uygulamasinin n-hekzan ekstrakti harig
klasik yonteme kiyasla DPPHe radikali giderme aktivitesini artirdigi gériilmektedir. Bu
durumun, ultrason uygulamasimin bitki hiicre ¢eperlerini par¢alamasi ve antioksidan
aktivite gosteren bilesiklerin ¢oziiciiye daha fazla gegmesinden kaynaklandigi

distiniilmektedir.

Standart antioksidanlar, ekstraktlar ve esansiyel yagin DPPHe serbest radikal giderme
aktivitesi analizi ile tespit edilmis antioksidan aktiviteleri; Troloks>a-Tokoferol>
BHA>BHT>EY>UMSE> UKE>UESE>USE>KMSE>KESE>KHE=UHE>KKE>KSE
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seklindedir. Burada dikkat ¢eken en 6nemli nokta, esansiyel yagin DPPHe serbest radikal
giderme aktivitesinin (50,040 pg/ml) tiim ekstraktlardan yiiksek oldugudur.

Cizelge 4.13. Ekstraktlarin ICso degerlerine ait varyans analiz sonuglari

Varyasyon | gp DPPH ICso ABTS ICso
Kaynag (KO) (F) (P) (KO) (F P

Islem (A) 1 | 1139,295 | 16185,882 | 0,000** | 5739,340 | 104789,844 | 0,000**
Coziicii 4 | 175,189 | 2488,901 | 0,000** | 1769,948 | 32316,003 | 0,000**
AXxB 4 | 91,620 1301,634 | 0,000** | 717,550 | 13101,148 | 0,000**
Hata 20 | 0,070 0,055
Genel 30
*p<0,05 diizeyinde 6nemli **p<0,01 diizeyinde dnemli

Science Direct, Web of Science, Pub Med ve Google Scholar veri tabanlarinda yapilan
literatiir taramalarinda F. orientalis’in DPPHe radikali giderme aktivitesi iizerine
yapilmis olan sadece iki ¢alisma oldugu goriilmustiir. Kartal et al. (2007) tarafindan
yapilan ¢alismada, Sivas’ta yetisen F. orientalis bitkisinin deodorize su, deodorize aseton,
n-hekzan, aseton oleoresin ve metanol: su ekstraktlari ile esansiyel yagi elde edilmistir.
Aragtirmacilar, en yiiksek DPPHe radikal giderme aktivitesinin 99.1+0,5 pg/ml ile
metanol: su ekstraktina ait oldugunu, esansiyel yagin ICso degerinin 423+0,8 pg/ml olarak
belirlendigini ve hekzan ekstraktinin DPPHe radikali giderme aktivitesinin ¢ok diisiik
oldugunu belirtmislerdir. Razavi et al. (2016) ise Iran’da yetisen F. orientalis kdkiinden
izole ettigi Ferulone A ve Ferulone B isimli iki kumarin esterinin DPPHe radikali giderme
aktivitesi analizi ile belirlemis olduklar1 ICso degerlerini sirastyla; 0,252 mg/ml ve 0,556
mg/ml olarak belirlemislerdir. Tespit edilen arastirma bulgular1 yapilan calisma ile
kiyaslandiginda ICso degerlerinin ¢alismada daha diisiik oldugu yani; DPPHe radikali
giderme aktivitesinin Kartal et al. (2007) tarafindan yapilan ¢alismadan yiiksek oldugu
goriilmektedir. Ayrica, Kartal et al. (2007) galismalarinda esansiyel yagin baskin
bilesenini P-fellandren (%23,6) olarak belirlemistir. Oysa yapilan c¢alismada, baskin
bilesen olarak a-pinen (%20,55) tespit edilmistir (Cizelge 4.15). Wang et al. (2008) a-
pinenin DPPHe radikali giderme aktivitesini ICso cinsinden %2.28+0.23 olarak c¢ok
yiikksek diizeyde bildirilmistir. Yapilan bu calismada esansiyel yagin antioksidan

aktivitesinin yiiksek olmasi1 a-pinenden kaynaklaniyor olabilir. Yapilan ¢alisma ile Kartal
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et al. (2007) tarafindan rapor edilen sonuglar arasindaki farkliliklar, ekolojik kosullarin
degisimine bagli olarak; yetisen bitkilerin fenolik bilesenler dahil, birgok bilesenin
farkliligindan kaynaklanmis ve durum da ekstraktlarin antioksidan aktivitelerini etkilemis
olabilir. Fakat bu konuda mevcut ¢calisma disinda yapilmis herhangi bir ¢calisma olmadigi
icin kiyaslama yapilamamaktadir. Klasik ve ultrasonik yontemler ile elde edilmis su,
etanol: su ve metanol: su ekstraktlarinin baskin fenolik bileseni olan klorojenik asitin
yiiksek antioksidan aktiviteye sahip oldugu; ratlar (Lee et al. 2012), fareler (Wu et al.
2014), ve tavsanlar (Lapchak 2007) iizerinde yapilmis ¢alismalar ile rapor edilmistir.
Ancak, antioksidan aktivite sadece baskin bilesenlere bagli olmayip, kimyasal
kompozisyonda yer alan farkli bilesenler arasinda meydana gelen sinerjist etki ile de

saglanabilmektedir.

4.7.2. ABTS* radikal giderme aktivitesi

Bu antioksidan aktivite belirleme yonteminde, oksidan olarak kullanilan K>S>Og
(potasyum peroksidisiilfat) tarafindan yiikseltgenen ABTS, ABTS®* radikaline
dontismektedir (Esitlik 4.2). Belirlenen antioksidan kapasite, test edilen maddenin direk
ABTS** radikali ile etkilesime girmesi ile azalan rengin 734 nm dalga boyunda
spektroskopik olarak dl¢iilmesidir. Genis pH araliklarinda kullanilabilen (Giilgin 2012)
ve hem lipofilik hemde hidrofilik bilesenlere uygulanabilen (Ali et al. 2008) kullanigl bir

metottur.

K2S208 + ABTS =  K»S04+S04”" + ABTS™ (4.1)

Sekil 4.24’de ABTS** serbest radikali giderme aktivitesi igin hazirlanmigs standart grafik

yer almaktadir.
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Sekil 4.24. ABTS™" serbest radikali giderme aktivitesi igin hazirlanmis standart grafik

Sekil 4.25, 4.26 ve 4.27°de ise; 10-30 pg/ml konsantrasyonlarda klasik ve ultrasonik
ekstraktlar ile esansiyel yag orneklerinin 734 nm dalga boyunda belirlenmis ABTS™

serbest radikali giderme aktiviteleri goriilmektedir.
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Sekil 4.25. Klasik yontem ile elde edilmis su, etanol: su, metanol: su, kloroform ve hekzan
ekstraktlarinin farkli konsantrasyonlardaki (10-30 pg/ml) ABTS™ serbest radikali giderme
aktivitelerinin BHA, BHT, a-tokoferol ve troloks standart antioksidanlari ile karsilastirmasi
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Sekil 4.26. Ultrasonik yontem ile elde edilmis su, etanol: su, metanol: su, kloroform ve hekzan
ekstraktlarinin farkli konsantrasyonlardaki (10-30 pg/ml) ABTS™ serbest radikali giderme
aktivitelerinin BHA, BHT, a-tokoferol ve troloks standart antioksidanlari ile karsilastirmasi

0,75
€
< 0,5 A
<
™
L)
€ 0,25 A
o .
5 o —x
§ 0 . ,‘5 =
0 10 20 30
Konsantrasyon (ug/ml)
—— BHA —&— BHT TROLOX —— TOKOFEROL ——EY

Sekil 4.27. Esansiyel yagin farkli konsantrasyonlardaki (10-30 pg/ml) ABTS™" serbest radikali
giderme aktivitesinin BHA, BHT, a-tokoferol ve troloks standart antioksidanlari ile
karsilastirmasi
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Cizelge 4.12°de ICso cinsinden ekstraktlarin ABTSe+ radikal giderme aktiviteleri, Cizelge
4.13’de ise bu degerlere ait varyans analiz sonuglar1 verilmistir. Cizelgenin
incelenmesinden anlasilacagi lizere, ICso degerleri tizerine islem ve ¢oziicii degiskenleri
ile islem x ¢oziicii tlrii interaksiyonunun etkisi p<0,01 diizeyinde istatistiki olarak ¢ok
onemli olarak belirlenmistir. Ayrica, DPPH' ve ABTS™ radikal giderme aktiviteleri
arasinda p<0,05 diizeyinde pozitif korelasyon (r=0,664) oldugu gorilmektedir (Ek 1).
ABTS"" radikaline kars1 belirlenen ICso degerleri incelendiginde, en yiiksek degerin
klasik su ekstraktina (180,318 pg/ml); en diisiik degerin ise 7,810 pg/ml ile BHT standart
antioksidanina ait oldugu goriilmektedir (Cizelge 4.12). Yani tespit edilen en yliksek
ABTS"" radikali giderme aktivitesi BHT antioksidanina ait iken, klasik su ekstrakti en
diisiik antioksidan aktiviteye sahiptir. Standart antioksidanlar, ekstraktlar ve esansiyel
yagin ABTS™" serbest radikal giderme aktivitesi analizi ile tespit edilmis antioksidan
aktiviteleri; BHT> Troloks>a-Tokoferol> BHA>
EY>UMSE>UHE>UKE>UESE>KMSE>KESE>USE>KHE>KKE>KSE seklindedir.
Esansiyel yagin ABTS™ serbest radikal giderme aktivitesinin (80,777 pg/ml) tim
ekstraktlardan yiiksek oldugu goriilmektedir. Ayrica, ABTS™" serbest radikal giderme
aktivitesi lizerine islem x ¢oziicii interaksiyonun etkisinin gosterildigi grafikte (Sekil
4.28) de goriildiigii gibi ultrasonik ekstraktlarin klasik yontemle elde edilen ekstraktlara
kiyasla daha yiiksek antioksidan aktiviteye sahip olduklar1 anlagilmaktadir. Bu durumun,
ultrasonik dalgalarin bitki hiicre ¢eperlerini pargcalamasi ve antioksidan aktivite gosteren

bilesiklerin ¢oziiciiye daha fazla gegmesinden kaynaklandigi diistiniilmektedir.
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Sekil 4.28. Ekstraktlarin ABTS'" radikali giderme aktiviteleri {izerine islem x ¢oziicii
interaksiyonunun etkisi

Cesitli veri tabanlarinda yapilan literatiir taramalarinda F. orientalis’in ABTS™" radikali
giderme aktivitesi lizerine yapilmis olan herhangi bir caligma olmadig: fakat diger Ferula
tiirlerinin ABTS'" radikali giderme aktiviteleri ile ilgili bir kag ¢alismanin mevcut oldugu

goriilmektedir.

Nguir et al. (2016) Tunus’da yetisen F. communis L. bitkisinin taze yaprak, ¢igek, kok ve
sap kisimlarindan hidrodistilasyon yontemi ile elde ettigi esansiyel yaglarin ABTS™
radikali giderme aktivitelerini 1Cso degerleri olarak; sap esansiyel yaginda 0,229+0,01
mg/ml, yaprak esansiyel yaginda 260 pg/ml, ¢igek esansiyel yaginda 510 pg/ml ve kok
esansiyel yaginda 569 pg/ml olarak diisiik diizeyde belirlemistir. Znati et al. (2014), F.
lutea cigeklerinin n-biitanol ve etil asetat ekstraktlarmin ABTS™ radikali giderme
aktivitelerini ICso degerleri cinsinden sirasiyla; 300+5,0 pg/ml ve 184,0+7,0 ng/ml olarak
rapor etmistir. Znati et al. (2017) ise, F. tunetana kokiiniin ABTS™ radikali giderme
aktivitesini 234,2+12,9 pg/ml olarak belirlerken, pozitif kontrol olarak kullandigit BHT
ve askorbik asitin antioksidan aktivitelerini ise sirasiyla; 6,85+0,56 pg/ml ve 14,64+1,50
ng/ml oldugunu ifade etmislerdir. Arastirmacilar tarafindan tespit edilen ABTS™* radikali
giderme aktivitelerinin F. orientalis esansiyel yagi ve ekstraktlarindan diisiikk oldugu
goriilmektedir. Ozellikle esansiyel yag, standart antioksidanlar kadar yiiksek olmasa da
orta diizeyde antioksidan aktivite sergilemektedir. Ibraheim et al. (2012)’da benzer

sekilde, Ferula tiirlerinin orta diizeyde antioksidan aktiviteye sahip oldugunu ifade
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etmekte ve bu etkinin i¢erdikleri fenoller, flavonoidler ve seskiterpenlere bagli oldugunu

belirtmektedir.

4.7.3. Cu*2-Cu* indirgeme kapasitesi (Kuprak Metodu)

Metal iyonlari, serbest radikal ve lipid peroksitlerini tiretebilen lipid peroksidasyonuna
neden olabilmektedirler (Ozyiirek et al. 2010). Bu nedenle, bir bilesik veya ekstraktin

melat ¢elatlama aktivitesi, onun antioksidan ve antiradikal 6zelliklerinin bir gostergesidir.

Kuprak analizi Apak vd (2004) tarafindan gelistirilen ve indirgeme kapasitesinin
tespitinde bir¢ok arastirmaci tarafindan kullanilan bir antioksidan aktivite yontemidir.
Fizyolojik pH degerine (pH:7,0) yakin pH’da ¢alisilan, diisiik maliyetli, kolay uygulanan,
hizli ve hidrofilik antioksidanlarin yaninda lipofilik antioksidanlara da uygulanabilen bir
yontemdir (Ozyiirek vd 2011). Metodun temeli, neokuprin varliginda (gelatlayic1 ajan)
Cu*? (kuprik) iyonlarinin Cu* (kuprdz) iyonlarma indirgenmesidir. 450 nm’de kaydedilen
yiiksek absorbans degeri kuprik iyon (Cu*?) indirgeme giiciiniin yiiksek oldugunu
gostermektedir (Selamoglu et al. 2017).

Klasik ve ultrasonik yontemlerle elde edilen; su, etanol: su, metanol: su, kloroform ve n-
hekzan ekstraktlar1 ile esansiyel yag ve standart antioksidanlarin farkli
konsantrasyonlardaki (10-30 pg/ml) ¢ozeltilerinin 450 nm dalga boyunda elde edilen
absorbans degerleri tespit edilerek kuprik iyonlarmi (Cu*?) indirgeme grafikleri
cizilmistir. Grafikler Sekil 4.29, Sekil 4.30 ve Sekil 4.31°da; dlgiilen absorbans degerleri
ise Cizelge 4.14°de goriilmektedir.
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Sekil 4.29. Klasik yontemle elde edilen ekstraktlar ve standart antioksidanlarin farkli
konsantrasyonlardaki (10-30 ug/ml) kuprik iyonlarmi (Cu*?) indirgeme aktivitelerinin
karsilastirmasi
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Sekil 4.30. Ultrasonik yontemle elde edilen ekstraktlar ve standart antioksidanlarm farkli
konsantrasyonlardaki (10-30 pg/ml) kuprik iyonlarmi (Cu*?) indirgeme aktivitelerinin
karsilastirmasi
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Sekil 4.31. Esansiyel yag ve standart antioksidanlarin farkli konsantrasyonlardaki (10-30
ng/ml) kuprik iyonlarin1 (Cu*?) indirgeme aktivitelerinin karsilastirmasi
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Grafiklerde goriildiigii gibi, klasik ve ultrasonik yontemlerle elde edilen su, etanol: su,
metanol: su, kloroform ve n-hekzan ekstraktlar1 ile esansiyel yagin kuprik iyonlarini
indirgeme kapasitelerinin ekstrakt konsantrasyonu arttikca yiikseldigi goriilmektedir. 30
ng/ml konsantrasyonda belirlenen en yiiksek kuprik iyonu indirgeme kapasitesi standart
antioksidanlardan a-tokoferol’e ait (0,867) iken; 0,187 degeri ile en diisiik indirgeme
kapasitesi klasik su ekstraktinda l¢lilmiistiir.

Cizelge 4.14. 10, 20 ve 30 ug/ml konsantrasyonlarda esansiyel yag ve ekstraktlarin kuprik (Cu*?)
iyonlarim indirgeme kapasitelerinin standart antioksidanlarla karsilastirilmasi

Absorbans (450 nm)

Ekstraktlar
10pg/ml 20 pg/ml 30 png/ml
BHA 0,611£0,020i 0,781+0,0259 0,780+0,035"
BHT 0,485+0,015 0,678+0,031¢ 0,692+0,0369
TROLOKS 0,303+0,021F 0,546+0,0234 0,778+0,021h
a-TOKOFEROL 0,427+0,030" 0,686+0,025° 0,867+0,025"
KSE 0,134+0,021° 0,213+0,0312° 0,187+0,0372
USE 0,138+0,035P 0,186+0,0252 0,190+0,0342
KESE 0,338+0,020¢ 0,404+0,030°¢ 0,480+0,041¢
UESE 0,237+0,018° 0,450+0,017°¢ 0,482+0,056°
KMSE 0,107+0,0132 0,253+0,014° 0,281+0,028b
UMSE 0,174+0,017¢ 0,260+0,017° 0,357+0,054¢
KKE 0,153+0,015°¢ 0,261+0,025° 0,376+0,064°¢
UKE 0,160+0,012¢ 0,289+0,034P 0,391+0,0644
KHE 0,117+0,0202 0,187+0,0122 0,256+0,023
UHE 0,148+0,030¢ 0,189+0,0202 0,270+0,021°
EY 0,365+0,080" 0,452+0,018° 0,530+0,056

* Her siitun i¢in istatistiki analiz kendi icerisinde yapilmis ve ayni harfle gosterilen ortalamalar P<0,05
onem seviyesinde ayni1 olarak kabul edilmistir.

Cizelge 4.14 incelendiginde, ABTS** ve DPPHe serbest radikalleri indirgeme
aktivitelerinde oldugu gibi; esansiyel yagin kuprik indirgeme kapasitesinin diger
ekstraktlardan ¢ok daha yiliksek oldugu goriilmektedir. Ayrica, ¢oziicii degiskeninin
ekstraktlarin kuprik iyonu indirgeme kapasitesi tizerine p<0,05 diizeyinde etkili oldugu

tespit edilmistir.
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30 ug/ml konsantrasyonda ekstraktlar, esansiyel yag ve standart antioksidanlarin Cu*?
indirgeme kapasiteleri sirasiyla; o-Tokoferol> BHA> Troloks> BHT> EY> UESE>
KESE> UKE> KKE> UMSE> KMSE> UHE> KHE> USE> KSE seklindedir. Yapilan
calismada ABTS** ve DPPHe serbest radikalleri indirgeme aktivitelerine ait verilere
baktigimizda metanol: su ekstraktinin her iki yontemde de daha yiiksek antioksidan
aktivite sergiledigi tespit edilmisti. Ancak kuprik iyonu indigeme kapasitesi verilerine
bakildiginda etanol: su ekstraktlarinin esansiyel yagdan sonra en yiiksek antioksidan
aktiviteyi gosterdigi goriilmektedir (Cizelge 4.14). Yapilan c¢alismada ultrason
uygulamasinin hemen hemen tiim eckstraktlar ve uygulanan antioksidan aktivite

yontemlerinde klasik ekstraksiyona kiyasla antioksidan aktiviteyi artirdigi goriilmektedir.

Ferula tiirlerinin kuprik iyon indirgeme kapasiteleri tizerine Web of Science, Pub Med ve
Science Direct veri tabanlarinda bu konuda yapilmusg literatiir taramalarinda yalnizca iKi
calisma oldugu, F. orientalis tizerine ise herhangi bir ¢alisma olmadigi goriilmiistiir.
Tespit edilen ¢alismalardan ilki, Celik et al. (2008) tarafindan Ferula rigidula tizerine
yapilan ¢alismada Cu*? indirgeme kapasitesi TEAC cinsinden 0,07+0,003 mmol/g olarak
rapor edilmistir. Bauratoua et al. (2017) ise, Ferula longipes’ten izole ettigi 11 farkli
flavonoidin (kuersetin-3-O-a-L-ramnopiranosid-7-O-/3-D-[2-O-kafeoil]-glukopiranosid,
kaempferol-3-O-a-L-ramnopiranosid, kuersetin-3-O-a-L-ramnopiranosid, kaempferol-3-
O-/3-D-glukopiranosid-7-O-a-L-ramnopiranosid, isorhamnetin-3-O-a-L-
ramnopironosid-7-O-/3-D-glukopiranosid, kuersetin-3-O-a-L-ramnopiranosid-7-O-/3-D-
glukopiranosid, isohramnetin-3,7-di-O-4-D-glukopiranosid, apigenin, apigenin-7-O-83-
D-glukopiranosid, 3,5-dikafeoilkuinik asit, deltoin). Cu*? indirgeme kapasitelerini
belirlemek amaciyla yaptiklar1 c¢alismada 450 nm dalga boyunda flavonoidlerin
indirgeme kapasitelerini 7,250+0,120 ile 13,480+0,380 araliginda belirlemislerdir.
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4.8. GC-MS ile Belirlenen Ugucu Bilesen Kompozisyonu

Hidrodistilasyon yontemi ile elde edilmis esansiyel yagin ugucu bilesen kompozisyonu
GC-MS cihazi kullanilarak analiz edilmistir. Sekil 4.32’de ucucu bilesenlere ait GC-MS

kromatogrami yer almaktadir.

726 TIC
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Sekil 4.32. Ferula orientalis L. ugucu yag bilesenlerinin GC-MS kromatogrami

F. orientalis esansiyel yaginin %96,29’unu olusturan 35 ugucu bilesen tespit edilmistir
(Cizelge 4.15). Belirlenen bilesenlerin %67,90°1 monoterpen hidrokarbonlar (kamfen, o—
pinen, fS-pinen, pg-mirsen, o-fellandren, D-limonen, osimen, 3-karen, terpinolen, p-
pironen), %9,60’1 oksijenli monoterpenler (borneol, kamfenol, isoborneol, terpinen-4-ol,
8-Hidroksi-p-simen, terpineol, safranal, krisantanil asetat, bornil asetat, ojenol), %20,31’i
seskiterpen hidrokarbonlar (kopaen, pg-elemen, p-karyofilen, humulen, p-Selinen,
kurkumen, a —kubeben, selinen, eliksen, murolen, p-humulen) ve %2,19’u oksijenli

seskiterpenler (spatulenol, viridiflorol, karyofilen oksit, muurolol)’den olugsmaktadir.
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Cizelge 4.15. Ferula orientalis L. ugucu yag bilesenleri

Bilesenler RT %
Monoterpen Hidrokarbonlar
Kamfen 4,64 2,57
a-pinen 4,26 20,55
[S-pinen 5,35 0,71
S-mirsen 5,50 2,77
o-fellandren 6,11 3,26
D-limonen 6,85 6,19
Osimen 6,98 18,83
3-karen 7,40 2,63
[S-pironen 11,43 0,24
Terpinolen 8,83 7,63
Oksijenli Monoterpenler
Borneol 9,31 0,46
Kamfenol 10,60 0,24
Isoborneol 12,13 0,23
Terpinen-4-ol 12,74 0,41
8-Hidroksi-p-simen 13,02 0,74
Terpineol 13,55 0,62
Safranal 13,84 0,77
Krisantanil asetat 16,12 0,27
Bornil asetat 17,21 5,28
Ojenol 22,76 0,22
Seskiterpen Hidrokarbonlar

Kopaen 20,57 1,42
p-elemen 21,26 0,92
p-Karyofilen 22,62 5,44
Humulen 24,04 1,07
S-Selinen 24,57 0,21
Kurkumen 24,96 0,54

o -kubeben 25,27 3,55
Selinen 25,56 0,55
Eliksen 26,04 1,05
Murolen 26,41 2,61
S-humulen 30,84 2,20

Oksijenli Seskiterpenler

Spatulenol 28,56 0,55
Viridiflorol 28,90 0,53
Karyofilen oksit 29,35 0,46
Muurolol 29,77 0,57
TOPLAM - 96,29

*RT: Alikonma siiresi (dKk)
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F. orientalis esansiyel yaginin ugucu bilesen konsantrasyonlart %0,21 ile %20,55
arasinda degisim gostermektedir (Cizelge 4.15). Konsantrasyonu en diisiik bilesen f-
Selinen iken, esansiyel yagin major bileseni a—pinendir. a—pineni takiben ilk on bilesen;
osimen > terpinolen > D-limonen > f- karyofilen > bornil asetat > a-kubeben > a-

fellandren > - mirisin > karen seklinde siralanmaktadir (Sekil 4.33).

B- mirisin Karen

a-fellandren %2,77 %02,63
a-kubeben 94326 a—pinen
%20,55

. %3,55
Bornil asetat
905,28

B- karyofilen
905,44

D-limonen
%6,19

Osimen

. 918,83

Terpinolen
%7,63

Sekil 4.33. Ferula orientalis esansiyel yaginin baslica ugucu bilesenleri

Ferula orientalis esansiyel yagmin %20,55’lik oranla major bileseni olan a-pinenin
(Sekil 4.34) (CioHi4) IUPAC (Uluslararast Temel ve Uygulamali Kimya Birligi)
adlandirmasi 2,6,6-trimethylbicyclo[3.1.1]hept-2-ene’dir. a-pinen hafif ¢am kokulu,
renksiz bir sividir. Bu bilesik dogada en bol bulunan ve en kolay elde edilen
hidrokarbonlardan olup kullanim alanlar1 ¢ok genistir (Balkanci 2010). a-pinen dogada
birgok bitkinin ugucu yaglarinda cok yaygin bir sekilde goriilmekte olup, Ozellikle
kozalakli agaclarin esansiyel yaglarinda yiiksek miktarda bulunmaktadir (Yoo 2000;
Azizoglu 2004). a-pinenin izomerizasyonu ile ticari degeri a-pinenden daha yiiksek olan
kamfen, isoborneol, isobornilasetat ve kamfor bilesikleri sentezlenmektedir (Roma’n-
Aguirre 2007). Toksik etkileri agisindan a-pinen tam olarak incelenmemis olup; yiiksek
konsantrasyonlarinin cilt, géz, solunum sistemi ve mukozal membranlarda tahrip edici

oldugu belirlenmistir (Balkanci 2010).
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CcH?
cH’®

CH?®

Sekil 4.34. a-pinenin molekiiler yapisi

F. orientalis esansiyel yaginin ikinci biiyiik ugucu bileseni olan (%18,83) osimenin ismi;
Eski Yunanca’da ‘feslegengiller’ anlamina gelen Ocimum (‘dxwov’) familyasindan
gelmektedir. Osimenin kokusu meyvemsi ve cgicegimsi olarak tanimlanmaktadir.
Monoterpen ailesinin 6nemli bir iiyesi olan osimen bitkiler tarafindan vejetasyon
stirecinde atmosfere salinmaktadir (Alvarado et al. 1998; Noe et al. 2006). Osimenin o-
osimen (3,7-dimethyl-1,3,7-octatriene) ve p-osimen (3,7-dimethyl-1,3,6-octatriene)
anomerleri bulunmaktadir. B-0simen, cis-f#-osimen ve trans-g-osimen izomerlerini
icermektedir (Sekil 4.35). Osimenin insanlarda etkili Candida tiirleri lizerine antifungal

aktivite gosterdigi rapor edilmektedir (Golfakhrabadi et al. 2014).

CH, CHj
HEE)\/\/IVCHE
a-Osimen
CH, _~-CH> CH; CH;
Hoe™ o “ "SCH, H3|£:/I\“\"‘/\yl\fm_lE
Cis- -Osimen Trans-f-Osimen

Sekil 4.35. Osimen izomerlerinin molekiiler yapilari

Terpinolen (1-methyl-4-(propan-2-ylidene)cyclohexene) (Sekil 4.36), saydamdan agik

sar1 renge kadar degisim gosteren, suda ¢dziinmeyen ve sudan daha diisik yogunluga


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Golfakhrabadi%20F%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=26114148
http://www.wiki-zero.com/index.php?q=aHR0cHM6Ly9lbi53aWtpcGVkaWEub3JnL3dpa2kvRmlsZTpBbHBoYS1vY2ltZW5lLnN2Zw
http://www.wiki-zero.com/index.php?q=aHR0cHM6Ly9lbi53aWtpcGVkaWEub3JnL3dpa2kvRmlsZTooWiktYmV0YS1PY2ltZW5lLnN2Zw
http://www.wiki-zero.com/index.php?q=aHR0cHM6Ly9lbi53aWtpcGVkaWEub3JnL3dpa2kvRmlsZTooRSktYmV0YS1vY2ltZW5lLnN2Zw
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sahip olan bir sividir (Cameo 2018). Plastik ve salatalik benzeri bir aromasinin oldugu
ifade edilmektedir (Seo and Baek 2005). Bir¢ok esansiyel yagin bilesiminde bulunan
terpinolen 6zellikle turunggil, nane, yabanmersini (Pastinaca sativa) yaglarinda major
bilesen olup, orani %40-70 araliginda degismektedir (HMDB 2017). Bu ugucu bilesenin,
F. orientalis esansiyel yagindaki miktar1 ise %7,63 olarak tespit edilmistir. Bacillus
subtilis, Staphylococcus aureus, Staphylococcus epidermidis ve Escherichia coli’ye kars1
antibakteriyel etki gosterdigi (Eftekhar et al. 2005; Habibi et al. 2010) ve antioksidan
etkisi sayesinde diisiik yogunluklu lipoprotein oksidasyonunu onledigi (Grassmann et al.

2005) rapor edilmektedir.

CH,

H.C CH,

Sekil 4.36. Terpinolenin molekiiler yapisi

%6,9 orani ile F. orientalis esansiyel yaginin dordiincii biiyiik bileseni olan D-limonen
(1-metil-4-(1-metiletenil)siklohekzan), limon benzeri kokuya sahip GRAS (genel olarak
giivenilir kabul edilen) listesinde yer alan, renksiz ve sivi formda bulunan monosiklik bir
monoterpendir (Sekil 4.37). Giizel narenciye kokusu nedeniyle parfiim, sabun, yiyecek
ve iceceklerde bir lezzet ve koku maddesi olarak kullanilmaktadir (Sun 2007). D-
limonenin antikanser aktivitesi (Sun 2007), anti-inflamatuar etkisi (Hirota et al. 2010)
kanda aclik kan sekeri ve diisiikk yogunluklu lipoprotein (LDL) konsantrasyonunu
diistirdiigii (Jing et al. 2013) ve obez farelerde yag hiicrelerini pargalayarak kilo kaybi
sagladig1 (Shen et al. 2005) tespit edilmistir.
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CH,

H, H.,

Sekil 4.37. D-limonenin molekiiler yapisi

UIPAC adlandirmasi (1R,4E,9S)-4,11,11-trimethyl-8-methylidenebicyclo[7.2.0]undec-
4-ene olan fS-karyofilen Ferula orientalis esansiyel yagimin besinci biiyiik bilesenidir
(Sekil 4.38). p-karyofilen karanfil ve terebentin arasi bir kokuya sahip olan, soluk sari
renkli yagli bir sividir. Bir seskiterpen olan g-karyofilen Eugenia caryophyllata, Myrica
gale ve Comptonia peregrina gibi gesitli bitkilerin esansiyel yaglarinda bulunmaktadir
(Zheng et al. 1992; Sylvestre et al. 2005). Esansiyel yag biinyesinde pS-karyofilen
genellikle isokaryofilen ve/veya o-karyofilen (a-humulen) ile birlikte bulunmaktadir
(Budavari 1996). p-karyofilenin antiinflamatuar (Cho et al. 2007), antikarsinojenik (Kubo
et al. 1996), antimikrobiyal (Pichette et al. 2006), antioksidan (Lourens et al. 2004; Singh
et al. 2006) ve lokal anestezik (Ghelardini et al. 2001) aktiviteleri belirlenmistir.

CHj

H C ey,
*“ H 'H

CHs
CHj

Sekil 4.38. f-karyofilenin molekiiler yapisi

Yapilan literatiir taramasinda F. orientalis L. esansiyel yag kompozisyonunu iceren iki

calisma tespit edilmistir. Kartal et al. (2007) tarafindan Sivas ilinde yetisen F. orientalis
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esansiyel yaginda GC-MS ile ugucu bilesenlerin %90,3’lin{i olusturan 39 bilesen tespit
etmis ve major bileseni S-fellandren (%23,6) olarak belirlemislerdir. f-fellandren’in yani
sira belirlenen ilk on bilesen arasinda; -0-simen (%13,8), a—pinen (%12,5), o—fellandren
(11,5), dehidro seskisineol (%10,1), 2,5-dimetil-3-(1-hidroksietil)-furan (%2,4), o—
bisabolol (%2,2), p-mirisin (%2), p-atlantol (%1,1) ve bornil asetat (%0,9)
bulunmaktadir. Ozkan et al. (2012)’in gergeklestirdigi ¢alismada ise Erzurum ilinde
yetisen F. orientalis bitkisinin yaprak ve ¢igek kismina ait esansiyel yag kompozisyonu
belirlenmigtir. Bitkinin yaprak kismindan elde edilen esansiyel yagin %83.4’linii
olusturan 103 bilesenin saptandigi goriilmektedir. Esansiyel yagin major bilesenini -
kadinol (%10,4) olarak belirleyen arastirmacilar, diger ana bilesenleri J-kadinen (%8,1),
germakren D-4-ol (%6,8), epi-a-muurolol (%5,9), karyofilen oksit (%3,9), himachalol
(%3,5), a-muurolen (%3,4), y-kadinen (%2,6), a-muurolol (%1,5), spatulenol (%1,2) ve
oplapanon (%0,9) olarak siralamislardir. Kartal et al. (2007) ve Ozkan et al. (2012)
tarafindan yapilan ¢alismalar ile yaptigimiz bu ¢alisma karsilastirildiginda; tespit edilen
bilesenlerin genel olarak benzer oldugu ancak major bilesenler ve konsantrasyonlarinin
farkli oldugu dikkat ¢ekmektedir. Bu durumun toprak kompozisyonu, iklim ve cografik
orjin gibi ¢evresel (Munoz-Bertomeu et al. 2007) ve genetik (Hannover 1992)

farkliliklardan kaynaklanabilecegi diistiniilmektedir.

F. orientalis'in ugucu bilesen profili ana bilesenlerinden bazilar1 diger Ferula tiirleri ile
ayni olsada bazi bilesenler farklilik gostermektedir. Ferula heuffelii esansiyel yaginin
major bilesenleri elemisin (%35,4) ve miristisin (%20,6) (Pavlovic” et al. 2012), 9 farkli
yerde yetisen F. assafoetida bitkisinin incelendigi bir arastirmada ise major bilesen,
%37,30 - %53,99 araliginda degisim gosteren (E)-profenil sek-butil disiilfid olarak tespit
edilmistir (Moghaddam and Farhadi 2015). Kavoosi et al. (2012) ise F. assafoetida’nin
esansiyel yag kompozisyonunun agirlikli olarak; (E)-profenil sek-butil distilfid
(%62,7)’in yan1 sira f-osimen (%21,7%) ve S-pinen (%5)’i de igerdigini belirlemislerdir.
Farkli iilkelerde yetisen F.communis bitkileri iizerine yapilmis aragtirmalarda ana
bilesenlerin, Italya’da yetisen bitkilerde a-odesmol ve g-odesmol (Maggi et al. 2015),

Fransa’ya bagli Korsika Adasi’nda yetisen Ferula yapraklarinda mirsen (Ferrari et al.
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2005), Yunanistan’da yetisen ayni bitkide a-odesmo ve y-kadinen (Manolakou et al.

2013) oldugu rapor edilmistir.

F. gummosa oleogam reginesinde Mortazaienezhad and Sadeghian (2006) yag
kompozisyonunun %82’sini monoterpenlerin olusturdugunu ifade etmektedir. Ghannadi
and Amree (2002), Ghasemi et al. (2005) Abedi et al. (2008) ve Kouyakhi et al. (2008)
ise ayni reginenin ortalama %73 ile %88 araliginda agirlikli olarak a- pinen, S- pinen, o-
3-karen ve sabineni igeren monoterpen hidrokarbonlardan olustugunu rapor etmislerdir.
Jalali et al. (2013) ise Ferula gummosa oleogam reg¢inesinin monoterpenlerin yani sira;
bulnesol, a-eudesmol ve o —bisabolol gibi seskiterpenik bilesikleri de igerdigini
vurgulamislardir. Maggi et al. (2009) tarafindan farkli bir Ferula tiirii olan F. glauca’nin
esansiyel yag kompozisyonu iizerine yapilan ¢alismada, bitkinin yaprak ve koklerinden
ekstrakte edilmis esansiyel yagmn agirlikli olarak (E)-karyofilen, karyofilen oksit,
miristisin ve elemisinden olustugunu belirlemislerdir. Mandegary et al. (2004)’e gore,
yapilan fitokimyasal caligmalar F.gummosa'nin umbelliprenin ve terpenoidler gibi
kumarin tiirevlerini ve linalool, terpinolen ve valencene gibi seskiterpenleri icerdigi
belirlenmistir. Ferula hermonis rizom ve kok esansiyel yaglarinda 79 ugucu bilesen
belirlenmis ve bu bilesenlerin igerisinde konsantrasyonu en yiiksek olanlarin sirasiyla a-
pinen (%43,3), a-bisabolol (%11,1) ve 3,5-nonadiyn (%4,4) oldugu tespit edilmistir (Al-
Ja’fari et al. 2013).

4.9. Antimikrobiyal Aktivite

Insan saghg iizerine olumsuz etkisi olan birgok mikroorganizma yanlis antibiyotik ve
yanlis doz kullanimi yiiziinden ilaglara karsi direng gostermektedir. Ulkemizde
antibiyotiklerin gereksiz ve asir1 diizeyde kullaniminin Onlenmesi adeta bir devlet
politikasi haline gelmistir. Sentetik olarak iiretilen ilaclara ilave olarak, 6zellikle bitkisel
kaynaklardan elde edilecek antimikrobiyal aktivite gosteren dogal bilesenlerin ve

dozlarinin belirlenmesine ihtiya¢ duyulmaktadir.
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Esansiyel yaglar ugucu bilesenlerin kompleks karisimlart olup, temelde biyosentetik
olarak iliskili iki grup i¢ermektedirler (Pichersky et al. 2006). Bu ana gruplar diisiik
molekiil agirliklar: ile karakterize edilen terpen ve terpenoidler ile aromatik ve alifatik
bilesenleri icermektedir. Cogu esansiyel yagin gosterdigi antimikrobiyal aktivite oksijenli
terpenoidlere (alkoller ve fenolik terpenler gibi) bagh iken; bazi hidrokarbonlarin da
antimikrobiyal aktivite segiledigi bilinmektedir (Delaquis et al. 2002; Burt 2004). Bu
bilesenler arasi sinerjistik etkilesimler olabilecegi gibi bazen aksine antogonistik
etkilesim de goriilebilmektedir. Esansiyel yagin tamaminin genellikle major bilesenlerin
karisimindan daha yiliksek antibakteriyel etkiye sahip oldugu da bazi calismalarda
goriilmekte ve mindr bilesenlerin sinerjistik veya antogonistik etki saglayabildigi one

stiriilmektedir (Mourey and Canillac 2002; de Azeredo et al. 2011).

Dogal bilesenlerin antimikrobiyal aktivitelerinin mekanizmasit heniiz tam olarak
anlasilamamustir. Bitki ekstraktlar1 veya esansiyel yaglariin antimikrobiyal aktivitesinin
icerdikleri fenolik bilesenlerden kaynaklandigi diisiiniilmektedir. Terpenoid ve fenolik
bilesenlerin membran pargalama etkileri, fenoller ve flavonoidlerin metal celatlama
aktiviteleri ve kumarinler ile alkaloidlerin genetik materyal iizerindeki etkilerinin
mikroorganizmalarin  ¢ogalmasini inhibe ettigi disiinilmektedir (Negi 2012).
Antimikrobiyal etkilesimin baslica yeri olan bakterinin dis hiicre zar1 veya sitoplazmik
zar, iki katmanl fosfolipidler ve proteinlerden olusmaktadir. Sitoplazmik zarin fiziksel
olarak zarar gérmesi sonucu; protonlarin hareket giici ve elektron akisi bozulmakta;
hiicre igerigi pihtilagmakta ve membranla iligkili enzimlerin aktivitesi engellenerek
icerigin  aktif transportu engellenmektedir. Bu durum bakterinin o6limi 1ile
sonuglanmaktadir (Burt 2004; Shimamura et al. 2007; Perumalla and Hettiarachchy
2011).

F. orientalis L. esansiyel yagi ve ekstraktlari ile Ofloxacin ve Amphotericin B’nin
antimikrobiyal aktiviteleri; inhibisyon zonu caplar1 ve MIK degerleri (ng/ml) ile tespit

edilmis ve sonuclar Cizelge 4.16°da sunulmustur.



Cizelge 4.16. Ekstraktlar ve esansiyel yagin antimikrobiyal aktivitesi

Ekstraktlar Escherichia Pseudomonas Staphylococcus Streptococcus Saccharomyces  Candida  Aspergillus  Penicillium
coli aeruginosa aureus mutans cerevisiae albicans niger roqueforti
KSE KD 0,0+0,0? 0,0+0,0? 0,0+0,0? 12,7+0,2% 0,0+0,0? 0,0+0,0? 0,0+0,0? 0,0+0,0?
MiK - - - 125 - - - -
USE KD 0,0+0,02 0,0£0,02 0,0£0,02 11,7+0,1°¢ 0,0£0,02 0,0+0,02 0,0£0,02 0,0+0,02
MIK - - - 125 - - - -
KESE KD 0,0+0,02 0,0£0,02 12,7+0,2b 16,7+0,3¢° 0,0£0,02 0,0+0,02 14,7+0,2¢ 0,0+0,02
MIK - - 500 31,25 - - 250 -
UESE KD 0,0+0,02 0,0£0,02 12,7+0,2b 17,5+0,3¢ 0,0£0,02 0,0+0,02 16,3+0,2° 0,0+0,02
MIK - - 500 31,25 - - 125 -
KMSE KD 0,0+0,0? 0,0+0,0? 12,0+0,1° 13,7+0,3¢ 0,0+0,0? 0,0+£0,08  12,7+0,1% 0,0+0,0?
MIK - - 500 62,5 - - 500 -
UMSE KD 0,0+0,0? 0,0+0,0? 11,7+0,1° 13,7+0,3¢ 0,0+0,0? 0,0+0,0? 13,3+0,24 0,0+0,0?
MIK - - 500 62,5 - - 500 -
KHE KD 10,3+0,3 ¢ 7,2+0,1° 0,0+0,0? 0,0+0,0? 5,7+0,3° 11,1£0,3°  12,10,1° 14,7+0,3¢
MIK 500 500 - - 500 500 500 500
UHE KD 10,0+0,1 % 8,1+0,2 ¢ 0,0+0,0? 0,0+0,0? 6,0+0,1° 10,740,1°  13,040,3%¢  13,3+0,2°
MIK 500 500 - - 500 500 500 500
KKE KD 9,3+0,1 ¢ 8,2+0,2 ¢ 0,0£0,02 0,0+0,02 6,1+0,2°¢ 0,0+0,02 11,3+0,2b¢ 10,7+0,3°
MIK 500 500 - - 500 - 500 500
UKE KD 8,8+0,2 © 7,7+0,1 © 0,0+0,02 0,0+0,02 6,2+0,1°¢ 11,3+0,3° 10,7+0,2° 11,0+0,3°
MIK 500 500 - - 500 500 500 500
EY KD 7,3£0,1° 9,1+0,2 ¢ 16,7+0,2¢ 7,7+0,1° 6,7+0,2¢ 13,3£0,1°  21,3+0,49 10,3+0,3°
MIK 500 250 250 125 250 500 62,5 500
A KD 14+0,1f 32,2403 f 33,0+0,3¢ 23,3+0,4f 8,2+0,1¢ 15,3+0,2¢ 21,3+0,19 11,5+0,2°
MIK 125 7.8 7.8 7.8 62,5 250 62,5 250

*Her siitun i¢in istatistiki analiz kendi igerisinde yapilmis ve ayni harfle gosterilen ortalamalar P<0,05 6nem seviyesinde ayni olarak kabul edilmistir.
**KD; 100 pl ekstrakt ile doldurulmug 5 mm capli kuyu etrafindaki inhibisyon zonu (mm)
**% - belirlenememistir.
****A; Antibiyotikler. Bakteriler i¢in; Ofloxacin, Maya ve Kiifler i¢in; Amphotericin B’yi ifade etmektedir.
#xx4MIK degerleri pg/ml cinsindendir.

9.1
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Klasik ve ultrasonik yontemler kullanilarak elde edilen ekstraktlarin E.coli’ye karsi
sergilemis oldugu inhibisyon zonu caplarina ait varyans analiz sonuglar1 Cizelge 4.17°de
verilmistir. Cizelge incelendiginde ¢oziicii tiirii degiskeninin E.coli’ye karsi inhibisyon
caplari tizerine p<0,01 seviyesinde énemli oldugu belirlenirken; islem degiskeni ile islem
x ¢oziicii interaksiyonunun etkilerinin ise p>0,05 diizeyinde istatistiki olarak 6nemsiz
oldugu gorilmektedir. Cizelge 4.16’da; su, etanol: su ve metanol: su ¢oziiciilerinin
kullanildig1 klasik ve ultrasonik yontemlerle elde edilmis ekstraktlardan hi¢ birinin
E.coli’ye karst herhangi bir antimikrobiyal aktivite sergilemedigi goriilmektedir.
Ekstraktlar, esansiyel yag ve Oflaxacin agisindan ¢izelge degerlendirildiginde; en yiiksek
inhibisyon cap1 ve MIK degerinin sirasiyla; 14 mm ve 125 pg/ml ile Oflaxacin
antibiyotigine ait oldugu; Klasik ve ultrasonik yontemlerle elde edilmis n-hekzan ve
kloroform ekstraktlari ile esansiyel yagin minimum inhibisyon konsantrasyonlarinin ise
500 pg/ml oldugu dikkat ¢ekmektedir. Yani n-hekzan ve kloroform ekstraktlari ile

esansiyel yag E.coli lizerine diisiik diizeyde antimikrobiyal aktivite sergilemektedir.

Bu calismada kullanilan diger bir Gram (-) bakteri olan Pseudomonas aeruginosa’ya
kars1 inhibisyon zonu ¢ap1 degerlerine ait varyans analiz sonuglarinin incelenmesinden
anlagilacag1 tizere; ¢oziici tirii degiskeni ile islem x ¢0Oziliclii interaksiyonunun
Pseudomonas aeruginosa iizerine etkisi istatistiksel olarak dnemli (p<0,01) bulunmustur
(Cizelge 4.17). Diger taraftan, islem degiskeninin inhibisyon zonu ¢ap1 degerleri tizerine
etkisi ise istatistiki olarak Onemsiz (p>0,05) olarak belirlenmistir. Cizelge 4.16
incelendiginde, P. aeruginosa iizerine ekstraktlarin sergiledigi antimikrobiyal aktivitenin,
E.coli’ye kars1 gosterilen antimikrobiyal aktiviteye c¢ok benzedigi goriilmektedir.
Minimum inhibisyon konsantrasyonu su, etanol: su ve metanol: su ¢dziiciilerinin
kullanildig1 ekstraktlarda belirlenemezken, kloroform ve n-hekzanin kullanildig:
ekstraktlarda 500 pg/ml olarak bulunmustur. Ekstraktlardan farkli olarak, esansiyel yagin
orta diizeyde antimikrobiyal aktivite sergiledigi ve inhibisyon zonu cap1 9,6 mm iken;

MIK degerinin 250 pg/ml oldugu saptanmustir.

Elde edilen veriler, kullanmig oldugumuz Gram (-) bakteri suslarina karsi sergilenen

antimikrobiyal aktivitenin, klasik veya ultrasonik yontemlerle elde edilmis kloroform ve
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n-hekzan ekstraktlarina kiyasla; Oflaxacin kadar olmasada, hidrodistilasyon yontemi ile
elde edilmis esansiyel yagda yiiksek oldugunu goéstermektedir. Bu durumun, Ferula
orientalis esansiyel yaginin baskin bilesenlerinden a- pinen (%20,55), osimen (%18,83),
terpinolen (%7,63), D-limonen (%6,19) veya diger majoér veya mindr terpenoid
bilesiklerden kaynaklabilecegi diisiiniilmektedir. Aggarwall et al. (2002), D-limonen gibi
terpenoid bilesiklerin genis bir mikroorganizma spektrumunda oldukea aktif olduklarini
ifade etmektedirler. Benzer sekilde, a-pinenin de bakteriyostatik etki gosterdigi

belirtilmektedir (Lanciotti et al. 2004; Lima et al. 2005).

Divya et al. (2014), F. asefoetida bitkisine ait iki farkli ¢esitten (Irani ve Pathani)
hidrodistilasyon yontemi ile izole ettigi esansiyel yaglarin Escherichia coli,
Staphylococcus aureus, Listeria monocytogenes, Bacillus cereus, Bacillus subtilis,
Salmonella paratphi, Yersinia enterocolitica ve Salmonella typhi bakterileri iizerine
minimum inhibitor konsantrasyonlarini belirlemek amaciyla kuyu difiizyon metodunu
kullanmiglardir. Pathani ¢esiti esansiyel yagin E.coli ve B.subtilis tizerine en yiiksek
antimikrobiyal aktiviteyi sergiledigini belirten arastirmacilar, inhibisyon zonu ve MIK
degerlerini her iki bakteri i¢in sirasiyla; 18+0,04 mm; 5 pg/ml ve 28+0,05 mm; 5 pg/ml
olarak rapor etmis ve esansiyel yagin antimikrobiyal aktivitesinin i¢erdigi f-pinen ve

limonen ile disiilfitler gibi bilesenlere bagl olabilecegini ifade etmislerdir.



Cizelge 4.17. Casir ekstraktlarinin ¢alismada kullanilan bakteri, maya ve kiiflere karsi olusturdugu inhibisyon zonu degerlerine ait varyans

analiz sonuglari

Varyasyon | gp Escherichia coli Pseudomonas aeruginosa Staphylococcus aureus Streptococcus mutans
Kaynad (KO) (F) (P) (KO) (F) (P) (KO) (F) (P) (KO) (F) (P)
Islem (A) 1 |0,533 2,614 0,122 0,056 1,341 0,260 0,033 0,048 0,829 0,008 0,021 0,885
Coziicii (B) 163,783 | 802,859 | 0,000** | 108,871 | 2592,175 | 0,000** | 270,633 | 386,619 | 0,000** | 387,417 | 989,149 | 0,000**
AXxB 4 0,283 1,389 0,274 0,406 9,675 0,000** | 0,033 0,048 0,995 0,633 1,617 0,209
Hata 20 | 0,204 0,042 0,700 0,392
Genel 30
Varyasyon sD Saccharomyces cerevisiae Candida albicans Aspergillus niger Penicillium roqueforti
Kaynagt (KO) (F) ® | Ko [ ® | Koy [ P ® | Koy [ P (P)
Islem (A) 1 | 8,640 81,257 0,000** | 35,861 502,729 | 0,000** | 0,225 0,232 0,635 0,300 0,600 0,448
Coziicii (B) 98,080 922,386 | 0,000** | 144,045 | 2019,327 | 0,000** | 203,948 | 210,111 | 0,000** | 285,033 | 570,067 | 0,000**
AxB 8,375 78,765 0,000** | 39,261 550,393 | 0,000** | 3,831 3,947 0,016* 0,633 1,267 0,316
Hata 20 | 0,106 0,071 0,971 0,500
Genel 30

*p<0,05 diizeyinde 6nemli **p<0,01 diizeyinde dnemli

6.7
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[ran’da yaygin olarak yetisen bir bitki tiirii olan Ferula cupularis’in cigek, yaprak ve kok
esansiyel yaglarinin ugucu bilesenleri ile E.coli ve P.aeruginosa’r igeren alt1 farkli bakteri
izerine minimum inhibitér konsantrasyonlarini belirleyen Alipour et al. (2015), en
yiiksek antibakteriyel aktiviteyi bitki kokiiniin esansiyel yaginda belirlemislerdir. MiK
degerlerinin E.coli igin 2,85 mg/ml, P.aeruginosa igin 22,75 mg/ml olarak belirlendigi F.
cupularis esansiyel yaginin ugucu bilesen profili incelendiginde; bir adet monoterpen
hidrokarbon, 23 adet oksijenli monoterpen, 2 adet seskiterpen ve 6 adet oksijenli
seskiterpenden olustugu belirlenmis ve esansiyel yagin sergiledigi antimikrobiyal
aktivitenin  igeriginin  bliylk kismini  olusturan oksijenli monoterpenlerden

kaynaklanabilecegi ifade edilmistir.

Nguir et al. (2016) Tunus’da yetisen Ferula communis L. bitkisinden hidrodistilasyon
yontemi ile elde ettigi yaprak esansiyel yagmin P. aeruginosa iizerinde gii¢lii bir
antimikrobiyal aktivite sergiledigini (MIK: 0,156 mg/ml); ayn1 bitkinin kokiinden elde
edilen esansiel yagin S. aureus’a karsi zayif aktivite gosterirken (MIK:2,5 mg/ml),
E.coli’ye kars1 énemli diizeyde inhibisyon etkisi gosterdigini (MIK: 0,312 mg/ml); cicek
esansiyel yagmin ise yalmzca P.aeruginosa’a kars: etkili oldugunu (MIK: 1,25 mg/ml)
belirtmislerdir. Ayrica, arastirmacilar esansiyel yaglarin antimikrobiyal aktivitelerini

icerdikleri seskiterpenlere atfetmislerdir.

Klasik ve ultrasonik yontemler kullanilarak elde edilen ekstraktlarin S. aureus’a karsi
sergilemis oldugu inhibisyon zonu ¢aplarina ait varyans analiz sonuglar1 incelendiginde
(Cizelge 4.17); ¢oziicii tiirii degiskeninin S. aureus’a karsi inhibisyon caplari {izerine
p<0,01 seviyesinde dnemli oldugu belirlenirken; islem degiskeni ile islem x ¢oziici
interaksiyonunun etkilerinin ise p>0,05 diizeyinde istatistiki olarak Onemsiz oldugu
goriilmektedir. Cizelge 4.16’da goriildiigli gibi su, hekzan ve kloroform ¢oziiciilerinin
kullanildigr ekstraktlar S.aureus tizerine herhangi bir antibakteriyel aktivite
gostermemektedir. Ekstraktlar ve esansiyel yag agisindan veriler degerlendirildiginde,
etanol: su ve metanol: suyun ¢oziicii olarak kullanildig1 ekstraktlarda inhibisyon zonu
caplarmin 11,7 mm ile 12,7 mm arasinda degisim gosterdigi, MIK degerlerinin ise 500

pg/ml oldugu tespit edilmistir. Ultrases isleminin genel olarak ekstraktlarin
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antimikrobiyal aktivitesinde Onemli bir degisiklige sebep olmadigi goriilmektedir.
Esansiyel yaga ait antimikrobiyal aktivitenin ekstraktlara kiyasla daha yiiksek oldugu
(inhibisyon zonu ¢ap1 16,7 mm, MIK degeri ise 250 pg/ml) fakat Oflaxacin’e gore
(inhibisyon zonu ¢apt 33,0 mm, MIK degeri ise 7.8 pg/ml) olduk¢a diisiik oldugu

saptanmistir.

Bu ¢alismada kullanilan diger bir Gram (+) bakteri olan Streptococcus mutans’a karsi
inhibisyon zonu ¢ap1 degerlerine ait varyans analiz sonuglari; ¢oziici tiirii degiskeninin
Streptococcus mutans lizerine istatistiksel olarak cok onemli (p<0,01) diizeyde etkili
oldugunu gostermektedir (Cizelge 4.17). Diger taraftan, islem degiskeni ile islem x
¢Oziicli interaksiyonunun inhibisyon zonu ¢ap1 degerleri iizerine etkileri ise istatistiki
olarak 6nemsiz (p>0,05) olarak belirlenmistir. Cizelge 4.16 incelendiginde; ekstraktlar ve
esansiyel yagin Streptococcus mutans’a karsi sergiledikleri antimikrobiyal aktivitenin,
diger test edilen mikroorganizmalardan ¢ok farkli oldugu dikkat ¢ekmektedir. Su ve
etanoliin ¢oziicli olarak kullanildig1 ekstraktlar, test edilen diger 7 mikroorganizmadan
hi¢ birine kars1 etkili olmazken, S.mutans’t 6nemli diizeyde etkilemislerdir. Klasik ve
ultrasonik yontemlerle elde edilmis su ekstraktlarmin MIK degerleri 125 pg/ml iken;
etanoliin kullanilmas1 durumunda 31,25 pg/ml’ye yiikselmistir. MiK degerleri agisindan
antimikrobiyal aktivitenin saptandigi numuneler degerlendirildiginde siralamanin;
Oflaxacin (7,8 pg/ml)> KESE ve UESE (31,25 pg/ml)> KMSE ve UMSE (62,5 pg/ml)>
KSE, USE ve EY (125 pg/ml) seklinde oldugu goriilmektedir.

Insan agiz boslugunda dogustan itibaren 200-300 tiir bakteri, maya ve protozoa
bulunmaktadir. Bu mikroorganizmalar arasindaki dengenin bozulmasi, giiniimiiziin en
yaygin kronik hastaliklarindan biri olan dis ¢iirligiine sebep olmaktadir. Dis minesine
yapisarak asit ireten ve ortam pH’sim1 5,5 altina diiglirerek dis minesi
demineralizasyonuna ve sonugta dis ¢iliriigiine neden olan en 6nemli bakteri S.mutans’tir
(Cakir vd 2010). Dogu Anadolu Bolgesi’nde halk tarafindan salamura edilerek tiiketilen
castr bitkisinin su ekstraktinin bile antimikrobiyal aktivitesinin yiiksek olusu (MIK: 125
ng/ml), bitkiyi siklikla tiiketenlerin dis ¢iirtigli vakasiyla daha az karsilasabilecegini akla
getirmektedir.
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Ferula orientalis’in, S.mutans ve Staphylococcus aureus’a karsi gosterdigi antibakteriyel
etki lizerine Web of Sciece, Google Scholar, Scopus ve Science Direct veri tabanlarinda

yapilmis herhangi bir caligmaya rastlanmamaistir.

Maggi et al. (2009) Ferula glauca kok, ¢icek, yaprak ve meyve esansiyel yaglarinin
antimikrobiyal aktivitelerini inceledigi bir arastirmada, MIK degerlerini; S.mutans igin
310-1250 pg/ml, E.coli i¢in 625 pg/ml, S.aureus i¢in 625-1250 pg/ml araliklarinda ve
C.albicans i¢in 1250 ug/ml olarak tespit etmislerdir. Bulgular, F.orientalis’e ait verilerle
kiyaslandiginda; mikroorganizmalarin her biri {izerine F. glauca’nin kok, ¢igek, yaprak
ve meyve esansiyel yaglarindansa, F.orientalis sap esansiyel yagmin daha yiiksek
antimikrobiyal aktivite sergiledigi net bir sekilde goriilmektedir. Farkli bir ¢alismada,
Fani et al. (2015) Ferula assafoetida su ve etanol ekstraktlarinda belirledigi minimum
inhibisyon konsantrasyonlarin1 S.mutans’a karst 12,5 mg/ml ve S.sanguis’a kars1 6,25
mg/ml olarak rapor etmislerdir. Pavlovic et al. (2015) ise, Ferula heuffelii toprak alti
kisimlarindan elde ettigi kloroform ve metanol ekstraktlarinda orta derecede
antimikrobiyal aktivite belirlediklerini ifade etmislerdir. Her iki ekstraktinda Gram pozitif
bakterilere karst daha etkili oldugunu vurgulayan arastirmacilar, en yliksek
antimikrobiyal aktiviteyi belirledikleri minimum konsantrasyonlarin kloroform ve
metanol ekstraktlarinda sirasiyla Staphylococcus aureus igin 12.5 g/ml vel2.5 g/ml;

Micrococcus luteus i¢in ise 50 g/ml ve 12.5 g/ml oldugunu rapor etmislerdir.

Candida albicans’a kars1 inhibisyon zonu ¢ap1 degerlerine ait varyans analiz sonuglarinin
incelenmesinden anlasilacag tizere (Cizelge 4.17); islem ve ¢oziicl tirii degiskeni ile
islem x ¢oziicii interaksiyonunun Candida albicans {izerine etkisi istatistiksel olarak
onemli (p<0,01) bulunmustur. Cizelge 4.16 incelendiginde, Ferula orientalis’in su,
etanol: su ve metanol:suyun ¢oziicii olarak kullanildig: ekstraktlari ile klasik yontem ile
elde edilmis kloroform ekstraktinin C.albicans’a karsi herhangi bir antimikrobiyal
aktiviteye sahip olmadigi goriilmektedir. En yiiksek antimikrobiyal aktivite Amphotericin
B tarafindan 250 pg/ml konsantrasyonunda 15,3 mm inhibisyon zonu ile sergilenirken;
ekstraktlar ve esansiyel yagin 10,7-13,3 mm araliginda inhibisyon zonu ve 500 pg/ml

konsantrasyonunda minimum inhibisyon gosterdikleri belirlenmistir.
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Saccharomyces cerevisiae’ya karsi inhibisyon zonu ¢ap1 degerlerine ait varyans analiz
sonugclari, islem ve ¢oziicli tiirii degiskenleri ile islem x ¢oziicii tiirli interaksiyonunun
Saccharomyces cerevisiae {izerine etkisinin istatistiksel olarak 6nemli (p<0,01) oldugunu
gostermektedir (Cizelge 4.17). Saccharomyces cerevisiae agisindan Cizelge 4.16
degerlendirildiginde; en yliksek antimikrobiyal aktivitenin Amphotericin B antibiyotigi
(8,2 mm inhibisyon zonu ve 62,5 pg/ml MiK degeri)’nin ardindan esansiyel yaga ait
oldugu (6,7 mm inhibisyon zonu ve 250 pg/ml MiK degeri) goriilmektedir. Kloroform ve
n-hekzanin ¢oziicii olarak kullanildig1 ekstraktlarda inhibisyon zonu ¢aplar1 5,7 mm- 6,2

mm arasinda degisim gosterirken, MIK degerleri 500 pg/ml olarak tespit edilmistir.

Ferula heuffelii esansiyel yaginin major bilesenlerini elemisin (%35,4) ve miristisin
(%20,6) olarak Dbelirleyen Pavlovic” et al. (2012), esansiyel yagin en yiiksek
antimikrobiyal aktiviteyi Candida albicans’in iki farkli susu, Micrococcus luteus,
Staphylococcus epidermis, Bacillus subtilis ve Micrococcus flavus’a karsi1 gosterdigini
belirlemiglerdir.  Arastirmacilar  tarafindan  belirlenen  minimum  inhibisyon
konsantrasyonu degerleri sirasiyla; 7 pug/ml ve 13,7 ug/ml, 13,7 pg/ml, 17,6 pg/ml, 21,1
ug/ml ve 28,2 ng/ml’dir. Al-Ja'fari et al. (2013), Ferula hermonis koklerinden elde ettigi
hekzan, diklorometan, metanol ve su ekstraktlarinda C.albicans ve S. cerevisiae iizerine
antimikrobiyal aktiviteyi tiim estraktlarda 256 pg/ml minimum inhibisyon

konsantrasyonu olarak belirlemislerdir.

Bu ¢alismada kullandigimiz kiiflerden biri olan Aspergillus niger’e kars1 inhibisyon zonu
cap1 degerlerine ait varyans analiz sonuglarinin incelenmesinden anlasilacag: iizere;
¢oziici tirti degiskeninin Aspergillus niger iizerine etkisi istatistiksel olarak ¢ok 6nemli
(p<0,01) bulunmustur. Cizelge 4.16 A.niger acisindan degerlendirildiginde, Kklasik ve
ultrasonik yontemlerle elde edilmis su ekstraktlarinin herhangi bir antimikrobiyal aktivite
gostermedikleri anlagilmaktadir. Diger taraftan, ¢izelgede dikkati ¢eken en 6nemli nokta
esansiyel yagin A.niger’e kars1t Amphetericin B ile ayn1 diizeyde antimikrobiyal aktivite
gdstermesidir (inhibisyon zonu: 21,3 mm, MIK: 62,5 ug/ml). Esansiyel yag: takiben en
yiiksek antimikrobiyal aktivite degerleri ultrasonik yontemle elde edilmis etanol: su

ekstrakt1 (inhibisyon zonu:16,3 mm, MIK: 125 pug/ml) ve klasik yontemle elde edilmis
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etanol: su ekstrakti (inhibisyon zonu:14,7 mm, MIK: 250 pg/ml)’na aittir. Diger
ekstraktlarda ise inhibisyon zonlar1 10,7 mm ile 13,3 mm arasinda degisirken, minimum

inhibisyon konsantrasyonlar1 500 ug/ml olarak tespit edilmistir.

Penicillium roqueforti’ye karsi inhibisyon zonu capi degerlerine ait varyans analiz
sonuglari; ¢oziici tiirti degiskeninin Penicillium roqueforti tizerine etkisinin istatistiksel
olarak ¢cok 6nemli (p<0,01) oldugunu gostermektedir (Cizelge 4.17). Diger taraftan, islem
degiskeni ile islem x ¢Oziicii interaksiyonunun inhibisyon zonu cap1 degerleri iizerine
etkileri ise istatistiki olarak Onemsiz (p>0,05) olarak belirlenmistir. Cizelge 4.16
Penicillium roqueforti agisindan incelendiginde; su, etanol ve metanoliin ¢oziicii olarak
kullanildig1  ekstraktlarin  herhangi bir antimikrobiyal aktivite gostermedigi
goriilmektedir. Cizelgede goriilen en yiiksek antimikrobiyal aktivite degeri Amhotericin
B antibiyotigine ait (inhibisyon zonu:11,5 mm, MiK: 250 pg/ml) iken; diger ekstraktlarin
inhibisyon zonu c¢aplar1 10,3 mm ile 14,7 mm arasinda degisim gdstermekte, MIK

degerleri ise 500 pg/ml’dir.

Yapilan literatir taramasinda Ferula tiirlerinin kiifler iizerine antimikrobiyal
aktivitelerinin calisildig1 ¢cok az aragtirmanin oldugu goriilmektedir. Bu arastirmalardan
biri, Zia-Ul-Hagq et al. (2011) tarafindan yapilmis ve Ferula assafoetida reginesinin orta
diizeyde antimikrobiyal aktivite sergiledigini ve MIK degerlerinin, C.albicans icin; 5
mg/ml, S.cerevisiae i¢in; 10mg/ml ve A.niger igin; 10 mg/ml oldugu rapor edilmistir.
Kavoosi et al. (2013) ise, yine Ferula assafoetida reginesinin antimikrobiyal aktivitesini;
A. niger’e kars1 0,022-0,036 mg/ml, C. albicans’a kars1 ise 0,018-0,028 mg/ml olarak

belirlemistir.
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4.10. In Vitro Noroprotektif Aktivite

Hiicre kiiltiirii; herhangi bir ¢ok hiicreli canlidan alinan hiicrelerin, laboratuvar ortaminda
151, nem ve besin ihtiyact gibi sartlarin kontrol edilmesine ilaveten kontaminasyonun
engellenerek yasatilmasidir (Tokur ve Aksoy 2017). Canlilarin herhangi bir organ veya
dokusundan alinan hiicrelerin kullanilabilmesi, alinan hiicrelerin yapay olarak
olusturulmus bir ortamda yasatilabilmesi, hiicre metabolizmasinda spesifik bir
fonksiyonun degerlendirilmesi, kisa zamanda ¢ok sayida numune ile calisilabilmesi,
alian sonuclarin kantitatif ve karsilastirilabilir olmasi, toksik 6zellikteki materyallerin
hayvan deneylerine gecmeden saptanmasini saglamasi ve etik kaygilarin giderilmesi
acisindan hiicre kiiltiirti ¢alismalar: siklikla tercih edilmektedir. Hiicre kiiltiirleri kanser
ile ilag ve as1 gelistirme ¢alismalarinin yani sira in Vitro sitotoksisite ¢aligmalari igin de

tercih edilmektedir (Gilbert and Boutros 2016).

4.10.1. Ekstraktlar ile esansiyel yagin MTT sitotoksisite sonuclar:

‘Sitotoksik’ kelimesi, ‘hiicre 6liimiine neden olan zehirli madde’ anlamina gelmektedir.
Sitotoksisite ¢aligmalarinda, bir maddenin sitotoksik potansiyele sahip olup olmadigi
belirlenmektedir. Kullanilan materyalin doz ve maruziyet siiresine bagli olarak hiicrenin

sitotoksisite derecesi degismektedir (Galluzzi et al. 2009).

Klasik ve ultrasonik yontemlerle hazirlanan su, etanol: su, metanol: su, n-hekzan ve
kloroform ekstraktlari ile esansiyel yagin glutamat ile olusturulmus nérotoksisite tizerine
etkisi noron hiicre hatt1 kullanilarak belirlenmistir. Ekstraktlar ve esansiyel yag néron
kiiltlir ortamina ilave edildikten sonra 24 saat 37°C’de inkiibe edilmistir. Sonrasinda MTT
soliisyonu ilave edilerek canlilik ylizdeleri belirlenmistir. Elde edilen veriler One Way
Anova yontemiyle analiz edilip, anlamlilik degerleri negatif kontrol ile karsilagtirilmistir.
Ekstrakt ve esansiyel yag stok c¢ozeltilerinden hazirlanan farkli konsantrasyonlardaki
dozlar kullanilarak yapilmis olan MTT testi ile hiicre canliliklarina ait grafikler asagida

sunulmustur.
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ekil 4.39. Klasik yontemle elde edilmis su ekstraktinn 107, 1072, 1073, 104, 10°
y

konsantrasyonlarinin glutamat indiiklii nérotoksisite iizerine etkileri

* kontrol grubuna gore (p<0,05) diizeyinde anlamli, ** kontrol grubuna gore (p<0,001) diizeyinde anlaml

Sekil 4.39°da goriildiigli gibi, canlilik orani higbir islem uygulanmamis olan kontrol
grubunda %100 iken glutamat ile indiiklenmis kontrol grubunda canlilik oran1 %40’lara
kadar diismektedir. Kontrol grubuyla kiyaslandiginda klasik su ekstraktina ait tiim deney
gruplar1 p<0,001 diizeyinde anlamlilik gosterdigi goriilmektedir. Yani, klasik yontemle
elde edilen su ekstraktinin tiim konsantrasyonlarda hicbir néroprotektif etki gdstermedigi
tespit edilmistir. Glutamat tarafindan olusturulan néron toksisitesini suda ¢oziinen

bilesenlerin hi¢birinin 6nleyemedigi goriilmektedir.
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Sekil 4.40. Klasik yontemle elde edilmis etanol: su ekstraktinin 101,107,103, 10, 10°
konsantrasyonlarinin glutamat indiiklii ndrotoksisite iizerine etkileri
* kontrol grubuna gore (p<0,05) diizeyinde anlamli, ** kontrol grubuna gore (p<0,001) diizeyinde anlaml
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Klasik yolla elde edilen etanol: su ekstraktina ait ndroprotektif etki MTT sonuglari Sekil
4.40’da gosterilmistir. Elde edilen bulgulara gore, 6liim orani glutamat kontrol grubunda
yaklasik %59 iken klasik yolla hazirlanan etanol: su ekstraktlarinda 10"’ den 10°e kadar
%23- %26 arahginda degisim gostermektedir. 10* ve 10°°lik gruplarda ise; ekstrakt

konsantrasyonunun diigmesinden dolay1 ndroprotektif etkinin zayif oldugu belirlenmistir.

10Y°den 10%’e kadar olan gruplar negatif kontrol grubuyla kiyaslandiginda p<0,05
diizeyinde anlamlilik gosterdikleri goriilmektedir. 10 ve 10 konsantrasyonuna sahip
gruplar ise kontrol grubuna gore p<0,001 diizeyinde anlamlilik gdstermektedir. Elde
edilen verilere gore, klasik etanol: su ekstrakti yiiksek konsantrasyonlarda ¢ok diisiik

diizeyde de olsa noroprotektif etkiyi yansitmaktadir.
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Sekil 4.41. Klasik yontemle elde edilmis metanol: su ekstraktinin 102, 102, 103, 104, 10-

® konsantrasyonlarinin glutamat indiiklii nérotoksisite {izerine etkileri
* kontrol grubuna gore (p<0,05) diizeyinde anlamli, ** kontrol grubuna gore (p<0,001) diizeyinde anlaml

Sekil 4.41°de sunulan verilere gore, klasik metanol: su ekstraktinin konsantrasyonundaki
diisiisle birlikte canlilik oranlarmin 10’ den 10°’e kadar artt1g1 goriilmektedir. Ancak, bu
artis kontrol grubuyla karsilastirildiginda canlilik oranmin en yiiksek oldugu 107
grubunda bile, %24’liik bir 6liim oranin1 gostermektedir. Bu veriler kontrol grubundan

p<0,001 diizeyinde farklilik gostermektedir. Yani ndroprotektif etki ¢ok belirgin degildir.
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Sekil 4.42. Klasik yontemle elde edilmis n-hekzan ekstraktinin 107, 102,103, 10 10°
konsantrasyonlariin glutamat indiiklii norotoksisite iizerine etkileri
* kontrol grubuna gore (p<0,05) diizeyinde anlamli, ** kontrol grubuna gére (p<0,001) diizeyinde anlaml

Klasik n-hekzan ekstraktina ait verileri igeren Sekil 4.42°de gore, canlilik orani kontrol
grubunda %100 iken; glutamat kontrol grubunda %40’lara kadar diismektedir. Diisiik
diizeyde de olsa canlilik oram ve dolayisiyla néroprotektif etki, 107 konsantrasyonunda
glutamat kontrol grubuna gore artis gostermektedir. Ancak, kontrol grubuyla
kiyaslandiginda deney gruplar1 p<0,001 diizeyinde anlamlilik gostermektedirler. Elde
edilen verilere gore, n-hekzan ekstraktinin en yiiksek konsantrasyonunda ¢ok hafif olmak
kaydiyla, diger konsantrasyonlarin hi¢bir néroprotektif etki gostermedigi tespit edilmistir.
Bu durum, F. orientalis’in yagda ¢06ziinen bilesiklerin yiiksek konsantrasyonda

kullanilmast durumunda ndron koruyucu etki gosterebilecegi fikrini yansitmaktadir.
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Sekil 4.43. Klasik yontemle elde edilmis kloroform ekstraktinin 102, 102, 103, 10, 10-
® konsantrasyonlarinin glutamat indiiklii norotoksisite iizerine etkileri
* kontrol grubuna gore (p<0,05) diizeyinde anlamli, ** kontrol grubuna goére (p<0,001) diizeyinde anlaml1

Klasik kloroform ekstraktina ait MTT analizi verileri degerlendirildiginde (Sekil 4.43),
yiiksek konsantrasyonlarda (10 ve 102 gruplarinda) glutamat kontrol grubuna gore
canlilik oranlarinda hafif bir artis gbzlenmektedir. Ancak, negatif kontrol grubuyla
kiyaslandiginda tiim deney gruplar1 p<0,001 diizeyinde anlamlilik géstermektedir. Yani,
klasik kloroform ekstraktinin farkli konsantrasyonlarinin néroprotektif etki gostermedigi
tespit edilmistir. Ancak, klasik kloroform ekstrakti ile klasik n-hekzan ekstraktlarinin 10
L’lik konsantrasyonlarinda diger konsantrasyonlara gore daha yiiksek canlilik oranlarina
rastlanmasi, yagda ¢ozilinen bilesiklerin yliksek konsantrasyonda kullanilmas1 durumunda

noron koruyucu etkinin goriilebilecegi ihtimalini giiclendirmektedir.

Genel olarak klasik yolla elde edilen farkli ekstraktlarin noronlari glutamat
toksisitesinden koruyamadigi veriler ile tespit edilmistir. Noroprotektif aktivitenin
ekstraksiyon yontemi ile degisebilme durumunu ortaya koymak ig¢in ayni analizler

ultrason ile elde edilmis ekstraktlara da uygulanmistir.

Ultrasonik banyoda 35 kHz frekansta elde edilen ekstraktlar noron kiiltiir ortamina ilave
edildikten sonra 24 saat boyunca 37°C’de inkiibe edilmistir. Sonrasinda MTT soliisyonu

ve ¢oOziici (DMSO) ilavesi ile 570 nm dalga boyunda noéron hiicrelerinin canlilik
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yiizdeleri belirlenmistir. Elde edilen veriler One Way Anova yontemiyle analiz edilmis

ve anlamlilik degerleri negatif kontrol ile karsilastirilarak asagida sunulmustur.
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Sekil 4.44. Ultrasonik yontemle elde edilmis su ekstraktinin 101, 102, 10, 10, 107
konsantrasyonlarinin glutamat indiiklii nérotoksisite iizerine etkileri
* kontrol grubuna gore (p<0,05) diizeyinde anlamli, ** kontrol grubuna gore (p<0,001) diizeyinde anlaml

Ultrasonik yontemle elde edilen su ekstraktinin MTT verileri Sekil 4.44°de sunulmustur.
Verilere gore, ekstrakt konsantrasyonundaki diisiisle birlikte canlilik oranlar1 102°den 10°
e kadar artmaktadir. Ancak, bu artis negatif kontrol grubuyla karsilastirildiginda en
yiiksek canlilik oranmin gdriildiigii 10 grubunda bile yaklasik %34’liik bir 6liim oranini
goriilmektedir. Tim gruplar, kontrol grubundan p<0,001 diizeyinde farklilik

gostermektedir. Yani ultrasonik su ekstraktlarinin ndroprotektif etkisi belirgin degildir.

Ultrasonik yontemle elde edilen su ekstraktinin verileri klasik yontemle elde edilen su
ekstraktinin verileri ile kiyaslandiginda; canlilik oran1 ultrasonik yontemde yaklasik %20
daha fazla olarak saptanmistir. Klasik su ekstraktinda kontrol grubuna gore; en yiiksek
canlilik oran1 %46 orani ile 10 grubuna ait iken, ultrasonik su ekstraktmin 10 grubu
yaklasik %61 canlilik oram sergilemekte ve bu deger artarak 10~ grubunda ise %66°y1
bulmaktadir.
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Sekil 4.45. Ultrasonik yontemle elde edilmis etanol: su ekstraktinin 101, 102, 10, 10,
107 konsantrasyonlarimnin glutamat indiiklii ndrotoksisite iizerine etkileri
* kontrol grubuna goére (p<0,05) diizeyinde anlamli, ** kontrol grubuna gore (p<0,001) diizeyinde anlamli

Ultrasonik yontemle elde edilen etanol: su ekstraktina ait néron koruyucu etki verileri
Sekil 4.45’de sunulmustur. Elde edilen verilere gore, ultrasonik etanol: su ekstraktinin
konsantrasyonundaki diisiisle birlikte canlilik oranlarinm 10V’den 10°’e¢ kadar tiim
gruplarda kademeli olarak arttig1 goriilmektedir. 10, 102 ve 107 gruplarinda canlilik
oranlar1 sirastyla; %62,02, %77,25 ve %78,67 olarak bulunurken; 10%ve10° gruplarinda

canlilik oraninin en yiiksek seviyede (sirasiyla; %81,98 ve %87,67) oldugu belirlenmistir.

Verileri kontrol grubuyla karsilastirdigimizda; 10! ve 102- 10* arahginda sirasiyla;
p<0,001 ve p<0,05 anlamlilik diizeyi belirlenirken, 10 grubunda negatif kontrol grubu
ile anlamli bir farklilik bulunmamustir. Yani, 10 grubu en yiiksek néron koruyucu etkiye

sahip oldugundan negatif kontrol grubu ile benzer etkiyi gdstermektedir.

Ultrasonik etanol: su ekstrakti ile klasik etanol: su ekstrakti verileri kiyaslandiginda; en
yiiksek canlilik orani klasik yontemde %77 iken; ultrasonik yontemde %88 olarak
belirlenmistir. Ayrica, klasik etanol: su ekstrakti yiiksek dozlarda canlilik oranini
artirabilirken, ultrasonik etanol: su ekstraktinin diisiik konsantrasyonlarda bile yiiksek

oranda canlilik seviyesini artirdig1 goriilmektedir.
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Sekil 4.46. Ultrasonik yontemle elde edilmis metanol: su ekstraktinin 101,102,102, 10
4,10 konsantrasyonlarinin glutamat indiiklii nérotoksisite {izerine etkileri
* kontrol grubuna gore (p<0,05) diizeyinde anlamli, ** kontrol grubuna gdre (p<0,001) diizeyinde anlamli

Sekil 4.46°da ultrasonik metanol: su ekstraktinin canlilik oranlarinin  1071-103
konsantrasyon araliginda glutamat kontrol grubuna ¢ok yakin oldugu goriilmektedir.
Ancak, 10" ve 10°° gruplarinda canlilik oran1 hizli bir sekilde artis gdstererek %81’ lere
kadar artmistir. Analiz sonucuna gore, en iyi ndron koruyucu etki 101k
konsantrasyonda goriilmekte ve p<0,05 diizeyinde anlamlilik gostererek sadece %19’ luk

6lim orani ile sonuglanmaktadir.

Klasik ve ultrasonik metanol: su ekstrakti MTT verileri kiyaslandiginda; klasik
ekstraksiyon gruplarinda en biiyiik canlilik oran1 107 konsantrasyonunda %76,31 olarak
bulunurken; ultrasonik yéntemde 10°’lik konsantrasyonda yaklasik %4 daha fazla

canlilik oran1 (%80,55) ile néron koruyucu etki daha belirgin sekilde goriilmektedir.
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ekil 4.47. Ultrasonik yontemle elde edilmis n-hekzan ekstraktinin 10, 10, 10™°, 10™,
Sekil 4.47. Ul IK y¢ le elde edilmis n-hekz kstrak 101, 102, 108 10*

10°° konsantrasyonlarinin glutamat indiiklii ndrotoksisite iizerine etkileri
* kontrol grubuna gore (p<0,05) diizeyinde anlamli, ** kontrol grubuna gore (p<0,001) diizeyinde anlaml

Ultrasonik n-hekzan ekstraktina ait MTT analizi verilerinin degerlendirildigi Sekil
4.47°de; ekstrakt konsantrasyonunun yiiksek oldugu gruplarda canlilik oraninin daha
yiiksek oldugu anlasilmaktadir. En diisiik konsantrasyonda bile (10°) canlilik orani
%63,95 olarak tespit edilmistir. Veriler analiz edildiginde, 10 grubu ile negatif kontrol
grubu arasinda verisel olarak farklilik bulunamamistir. Oysa, 102-102 ile 10- 107
gruplar1 arasinda negatif kontrol grubuna gore sirasiyla p<0,05 ve p<0,001 diizeyinde
farklilik bulundugundan 10! grubuna gore néron koruyucu etki daha diisiik olarak

belirlenmistir.

Klasik yontemde oldugu gibi ultrasonik n-hekzan ekstraktlarinda da en iyi noron
koruyucu etki yiiksek konsantrasyonlarda elde edilmistir. Dolayisiyla, yagda ¢oziinen
bilesiklerin yiiksek konsantrasyonda kullanilmasinin ndron hiicreleri {izerine koruyucu

etki gosterebilecegi fikri daha da kuvvetlendirmektedir.
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Sekil 4.48. Ultrasonik yontemle elde edilmis kloroform ekstraktinin 10, 1072, 103, 10,
107 konsantrasyonlarmin glutamat indiiklii ndrotoksisite {izerine etkileri
* kontrol grubuna gore (p<0,05) diizeyinde anlamli, ** kontrol grubuna gore (p<0,001) diizeyinde anlaml

Ultrasonik yolla elde edilen kloroform ekstraktina ait noroprotektif etki MTT sonuglari
Sekil 4.48°de gosterilmistir. Elde edilen bulgulara gére 6liim orani, glutamat kontrol
grubunda %¢40,82 iken; 10 konsantrasyonu en yiiksek canlilik oranmi gdstermistir
(%80,63). Ayrica, 10°den 10™’e¢ kadar canlilik oranlari ¢ok hafif bir sekilde
diismektedir. 107 grubu negatif kontrol grubuyla kiyaslandiginda p<0,05 diizeyinde
anlamlilik gdsterirken; 102 ile 10° gruplari ise negatif kontrol grubuna gore p<0,001
diizeyinde anlamlilik gostermektedirler. Ultrasonik ve klasik kloroform ekstraktlar
noroprotektif etki agisindan benzerlikler gosterse de, ultrasonik yolla elde edilen

ekstraktlarin canlilik orani yaklasik %31 daha fazla artirdig: tespit edilmistir.

Klasik ve ultrasonik yontemlerle elde edilen n-hekzan ekstraktinda oldugu gibi kloroform
ekstraktlarinda da yiiksek konsantrasyonlarda benzer bulgular elde edildiginden; yagda
¢Oziinen maddelerin néroprotektif aktivite lizerine etkin oldugu net bir sekilde belirlenmis
ve esansiyel yag iizerinde de ayni analizlerin ve mekanizmaya yonelik daha detayh

analizlerin yapilmas1 diisliniilmustiir.

Glutamat toksisitesine karsi, esansiyel yagin noronlarda canlilik oranlar iizerine

etkilerinin belirlenebilmesi igin MTT testi uygulanmistir. Bu amagla, néron kiiltiiriine 10
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1,108 arahgindaki konsantrasyonlarda esansiyel yag ilave edilerek 24 saat boyunca
37°C’de inkiibe edilmis ve MTT soliisyonu eklenerek 570 nm dalga boyunda canlilik

oranlar1 tespit edilmistir.

100
*
= g0 * o
=
E *%
o 60
=
= 40
=
<
© 20
0
Kontrol Glu -1 -2 -3 -4 -5 -6 -7 -8
Kontrol
Gruplar

Sekil 4.49. Casir esansiyel yagimin glutamat indiiklii nérotoksisiteye karsi etkisi
* kontrol grubuna gore (p<0,05) diizeyinde anlamli, ** kontrol grubuna gére (p<0,001) diizeyinde anlamli

Esansiyel yaga ait MTT sitotoksisite bulgulari Sekil 4.49°da goriilmektedir.
Canlilik oraninin tiim konsantrasyonlarda yiiksek oldugu dikkat ¢ekmektedir. Elde edilen
verilere gore 10’ den 10®e kadar tiim konsantrasyonlarda canlilik orani en az %71,04
(10 grubu) olarak tespit edilmistir. Ayrica, hiicre canlilik oranlarindaki artis 1072
grubunda pik yaparken (%92,57), bu konsantrasyondan itibaren hafif bir diisiis
gostermektedir. Sonuglara gore, en yiiksek canlilik oraninin tespit edildigi konsantrasyon
belirledigimiz doz araliklar1 igerisindedir. Yani, canlilik oraninin yiikselmesi ve diisiisiin

baglamasi belirledigimiz konsantrasyonlar dahilindedir.

Yapilan analizlere gore, 102, 10~ ve 10 hari¢ diger konsantrasyonlar kontrol grubu ile
kiyaslandiginda p<0,05 diizeyinde anlamli olarak belirlenmistir. 102-10* arasi
konsantrasyonlarda yapilan One Way ANOVA analizinde ise, hicbir farklilik
bulunamamustir. Yani ndron koruyucu etki sayesinde 102-10* aras1 gruplarda néronlar

canli tutularak negatif kontrol grubuna yakin degerler elde edilmistir.
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F. orientalis L. esansiyel yagimin ekstraktlara kiyasla en yiiksek noroprotektif etkiyi
gostermesi sebebiyle esansiyel yaga uygulanan MTT sitotoksisite analizinin yani sira;
hiicre ortam1 sivilarmimn Ca*? diizeyleri, toplam antioksidan ve toplam oksidan seviyeleri

ve apoptoz bulgular1 da degerlendirilmistir.

4.10.2. Esansiyel yag ile muamele edilmis hiicre sivilarmmin toplam antioksidan

kapasitesi (TAK), toplam oksidan sayis1 (TOS) seviyeleri

Toplam antioksidan seviyesi, hiicrelerin tolere edebilecekleri toksisite oranini
gostermektedir. Antioksidan seviyesinin yliksek olusu hiicrenin farkli stres faktorlerinden
ve serbest radikallerden korunma giiciliniin yiiksek oldugu anlamia gelmektedir. Sekil
4.50’de esansiyel yagin farkli konsantrasyonlar: (1072-10®) kullanilarak 24 saat inkiibe
edilen hiicre ortamlarindan uzaklastirilan sivilarin toplam antioksidan seviyeleri
goriilmektedir. En yiiksek antioksidan aktivite ve canlilik oram 102 ve 10%liik
konsantrasyonlarda 3,50 ve 3,05 olarak saptanmistir. En diisiik antioksidan kapasitesi ise,
en yiiksek 6liim oranina sahip olan glutamat kontrol grubunda tespit edilmistir (0,65). 10
liik konsantrasyondan itibaren antioksidan seviyesinde diisiis gdzlenmektedir. Deney
gruplarindan glutamat kontrol grubu ile 102 ve 10%liik konsantrasyonlar, higbir
muamelenin yapilmadigi negatif kontrol grubuna goére p<0,001 diizeyinde anlamlilik
ifade ederken; 1077 lik konsantrasyona sahip grup p<0,05 seviyesinde anlamlidir. 1072, 10"

4,10 10 ve 10°®lik gruplar ise kontrol grubu ile fark gostermemektedir.
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Sekil 4.50. Hiicre sivilarinin toplam antioksidan kapasiteleri (TAK)
* kontrol grubuna gore (p<0,05) diizeyinde anlamli, ** kontrol grubuna gdre (p<0,001) diizeyinde anlamli

Esansiyel yaga ait MTT ve TAK sonuglart karsilastirildiginda, canlilik orani ile
antioksidan kapasitesinin iligkili oldugu goriilmektedir. Hiicrenin serbest radikal
olusumunu ve stres faktorlerini giiglii bir sekilde elemine etmesi glutamat toksisitesi
karsisinda noron hiicrelerinin canli kalmasini saglamaktadir. Ayrica, antioksidan
kapasitesinin zay1f olusu savunma mekanizmalarinin yetersiz olmasi anlamina gelerek;
glutamat toksisite grubunda gorildiigii gibi, canlilik oraninin yaklasik %50’ye kadar
gerilemesine neden olmaktadir. Esansiyel yag 10 ve 10" konsantrasyonlarda néronlarin
antioksidan kapasitesini artirarak glutamat artisina bagl serbest radikallerin olusumunu
ve neticesinde geri doniisiimsiliz hiicresel hasarin onlenmesine katkida bulunmustur.
Serbest radikallerin olusumu, DNA hasar1 ve mitokondriyel hasar yaparak hiicreyi nekroz

ve apoptoza siirliklemektedir.
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Sekil 4.51. Hiicre sivilarinin toplam oksidan seviyeleri (TOS)
* kontrol grubuna gore (p<0.05) diizeyinde anlamli, ** kontrol grubuna gére (p<<0.001) diizeyinde anlamli

Esansiyel yag ile muamele gérmiis hiicre ortami sivilarinin toplam oksidan seviyeleri
Sekil 4.51°de gosterilmektedir. Oksidan kapasitesi hiicrede olusan serbest radikallerin
seviyesini gostermektedir. Toksisite veya hiicresel hasar durumunda serbest radikal
uretimi artis gostermektedir. Elde edilen verilere bakildiginda, TOS seviyelerinin
glutamat kontrol, 107,10, 10 ve 10 gruplarinda sirasiyla; 2,45, 2,28, 2,10, 1,80 ve
1,80 mmol Troloks Ekivalen/mg oldugu goériilmektedir. Ayrica bu gruplari negatif kontrol
grubu ile karsilastirdigimizda p<0,001 seviyesinde anlamlilik gostermektedir. Kontrol
grubumuzun oksidan kapasitesi 1 iken esansiyel yagm 1072, 10 ve 10 gruplarinin TOS
seviyeleri (0,57, 0,75 ve 0,99 mmol Troloks Ekivalen/mg) daha diisiik olarak tespit

edilmistir.

4.10.3. Apoptoz bulgular:

Apoptoz programlanmis hiicresel 6liimdiir. Yani hiicrenin aldig1 geri doniisiimsiiz hasar
neticesinde hiicre kendi kendini imha etmesidir. Elde edilen MTT sonuglari, canli ve 6li
hiicrenin ayrimini1 yaparken; apoptoz orani canli olan hiicrelerin 6liime programlanmis
olup olmama durumunu gostermektedir. Apoptoz sonucunu tespit etmek icin esansiyel

yag ile muamele edilen canli hiicreler, deney tiipiine alinarak propidium iodait (nekrozu
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belirlemek i¢in) ve Annexin V (apoptozu belirlemek icin) ile boyanmakta ve flow

sitometri cihazinda 2 farkli dalga boyunda okunarak apoptoz ile nekroz oranlari

saptanmaktadir.
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Sekil 4.52. Kontrol ve deney gruplar1 apoptoz bulgulari
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Sekil 4.52’de apoptoz deney sonuglari goriilmektedir. Elde edilen sonuglara gore kontrol
grubunun canlilik oran1 %96.5 iken, glutamat kontrol grubunun canlilik orant %60,07
olarak tespit edilmistir. Genel olarak doz azaldik¢a canlilik oranimnin diisiis gosterdigi
belirlenmistir. Gruplar aras1 en diisiik canlilik orani, %74.29 olarak tespit edilmistir (108
grubu). Nekroz oranlarina bakildiginda en yiiksek nekroz orani %28,28 ile glutamat
kontrol grubuna ait iken; esansiyel yag gruplarinda en yiiksek nekroz oram 108

konsantrasyonda %23,94 olarak goriilmektedir.

Apoptoz oranlarina bakildiginda en yliksek deger, glutamat kontrol grubunda %11,65
olarak goriiliirken; deney gruplarinda en yiiksek apoptoz oran1 10~ grubunda (%4,97), en
diisiik apoptoz orani1 ise 10 grubunda %0,43 olarak tespit edilmistir. Kontrol grubuna
bakildiginda nekroz oran1 %3,17 iken, apoptoz oraninin %0,33 oldugu goriilmektedir.
Esansiyel yag konsantrasyonlarinda nekroz oranlar1 en az %4,62 (1072) en yiiksek %23,94
(10®) olarak belirlenmistir. Nekroz oraninin apoptoz oranma gore yiiksek olusunun
nedeni, glutamatla indiikklenen toksisitenin hiicrenin akut 6liimiine neden olmasidir.
Esansiyel yagm 102’den itibaren konsantrasyonundaki diisiis nekroz oraninin hizl bir

sekilde yiikselmesine yol agmastir.

Esansiyel yag miktarinin en yiiksek oldugu 107 konsantrasyonunda; esansiyel yag
toksisiteye diisiik miktarda katkida bulunarak canliligin %76,35’e gerilemesine olanak
saglamistir. Bu konsantrasyonda nekroz orani asir1 derecede yiiksek olarak %21,31 olarak
belirlenmistir. 10%’in bu durumu olusturma nedeni tam olarak bilinmemektedir. Ancak,
yag oraninin fazlaligi hiicre kiiltliriindeki besin maddesi oraninin az olmasina neden
olarak hiicrelerin a¢ kalmasina neden olmus olabilir. Bu durumun, hiicrelerin ekstra strese
girmelerine neden olarak nekroz oranini artirmis olabileceginden kaynaklandigi

diistiniilmektedir.

4.10.4. Hiicre ortamm sivilarimin Ca*? diizeyleri

Daha 6nce de ifade edildigi gibi, esansiyel yagin apoptoz analizi verilerine bakildiginda

nekroz oranmnin fazla olmasi akut bir 6liim gergeklestigini bildirmektedir. Bu durumu
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hiicresel mekanizma boyutunda kavrayabilmek i¢in hiicrenin 6nemli elementlerinden

olan Ca*? elementinin miktar1 ICP-MS cihazi ile tayin edilmistir.

Ca*? iyonu, iiremeden apoptoza kadar birgok hiicresel fonksiyonun kontroliinden sorumlu
ikincil haberci molekiildiir (Bouschet and Henley 2005). Hiicre i¢i Ca*? konsantrasyonu
apoptozda ¢ok onemli bir rol oynamaktadir. Ancak, hiicre 6limi ile iliskili kalsiyum
bagimli molekiiller hakkinda yapisal bilginin sinirli olmasi nedeniyle Ca*? ve apoptoz
arasindaki iliski detayli olarak bilinememektedir (Wu et al. 2001). Hiicre i¢i Ca*?’un
gecici olarak yiikselmesi kasilma, sekresyon (salgilama), proliferasyon (¢ogalma),
metabolizma, kalp atis1 ve hafiza gibi birgok durumda sinyal rolii oynamaktadir. Ca*?
konsantrasyonunun uzun siireli yiikselmesi (10uM’in iizerine ¢ikmasi) apoptozu
uyarmaktadir ve hiicre i¢in tehlikelidir (Maclennan 2000). Nekroz sirasinda ise,
mitokondriyal reaktif oksijen tiirleri iiretimi artmakta, ATP iiretimi azalmakta ve Ca*?

kanallar1 agilmaktadir (Nicotera et al. 2004; Golstein and Kroemer 2007).

Hiicre ortamindaki Ca*? degisimi; negatif kontrol, pozitif kontrol ve deney gruplarinda
belirlenerek 6liim ve canlilik oraninin degisimi hakkinda fikir vermektedir. Ca*? iyonu
seviyesinin ndron iletiminde dnemli roliiniin oldugu ve bu iyonun miktarindaki degisimin

hiicrelerin canlilik oranlari {izerinde oldukga belirleyici oldugu bilinmektedir.

Sekil 4.53’de de goriildiigii gibi elde edilen verilere gore kontrol grubunda Ca*? seviyesi
15,2 ppm olarak belirlenmistir. Glutamat toksisistesi olusturulan grupta ise Ca*? seviyesi
24,6 ppm olarak tespit edilmistir. Ayrica, 10 grubunda 13,8 ppm, 10 grubunda 13,2
ppm ve 10 grubunda ise 13,5 ppm olarak diger gruplara kiyasla Ca*? seviyeleri oldukca
diisiik olarak belirlenmistir. 10°- 10® aras1 Ca*? seviyesinin 20,0’ den 22,5’a kadar
yiikseldigi goriilmektedir. Hiicre disinda bulunan Ca*2 miktarinin nemi, Ca*2’un apoptoz
hiicresel 6lim mekanizmalarinda rol oynamasindan kaynaklanmaktadir. Tespit edilen

Ca*2 seviyeleri, elde edilen MTT sonuglari ile 6rtiismektedir.
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Sekil 4.53. ICP-MS analizi ile belirlenmis hiicre dis1 ortamda bulunan Ca*? seviyeleri

Liu et al. (2015) yilinda yaptiklar1 arastirmada glutamat toksisitesinin hiicrenin
mitokondrisinin gegirgenligini artirarak hiicreyi Oliime siiriikledigini gostermistir.
Mevcut ¢alismada glutamata bagli stres faktorlerinin artiginin mitokondri hasarina bagli
oldugu gortilmektedir. Ancak, esansiyel yag ile muamele edilen gruplarda esansiyel yagin
yiilksek antioksidan kapasitesi sayesinde noroprotektif aktivite goriilmekte ve

mitokondriyel hasar orani diigmektedir.

Web of Science, Science Direct, Google Scholar ve Pub Med veri tabanlarinda yapilan
literatiir taramalarinda F. orientalis L., ekstraktlari ve/veya esansiyel yaginin
noroprotektif aktiviteleri lizerine yapilmis herhangi bir arastirmaya rastlanmamaistir.
Ancak, arastirma kapsami genisletilerek diger Ferula tiirlerine bakildiginda, basta
F.assafoetida olmak iizere baz tiirlerin sinir hiicreleri tizerine olusturulmus modellerde

sergiledikleri sitotoksik aktivite sonug¢larinin rapor edildigi ¢alismalar belirlenmistir.

Rassouli et al. (2011) Ferula tiirlerinin kanser koruyucu aktivitelerinin oldugunu
(Iranshahi et al. 2008; Iranshahi et al. 2010c) ve kanser hiicrelerinin multi ilaglara karsi
gosterdigi direnci tersine gevirebildiklerini (Neshati et al. 2009; Rassouli et al. 2009;
Mollazadeh et al. 2010; Rassouli et al. 2011) rapor etmistir. Ayn1 arastirmacilar F. ovina
koklerinden izole etikleri bir monoterpen olan stylosinin sitotoksisite ve apoptoz

indiikleyici etkilerini 5637 ve HFF3 fetal fibroblast hiicre hatlarinda degerlendirmistir.


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Liu%20X%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=26024861
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Elde edilen sonuglara gore, stylosinin 5637 hiicre hatti lizerinde tespit edilen ICsg
degerinin vincristine ve vinblastine kanser ilaglarindan daha az ancak, cisplatinden daha

fazla oldugu ifade edilmistir.

Amalraj and Gopi (2017)’ye gore F. assafoetida'nin sinir sistemi iizerine Ozellikle
noroprotektif ve sinir uyarict etkileri bulunmaktadir. F. assafoetida toprak {istii
kisimlarinin %80°1lik metanol ekstraktlarinin sigan ndron hiicre kiiltiiriinde glutamat ile
indiiklenen hiicre hasar1 iizerine etkisi Tayeboon et al. (2013) tarafindan incelenmistir.
Noron hiicreleri, 30mM glutamat uygulamasi sirasinda, 6nce ve sonrasinda sirastyla 100
ug/ml konsantrasyonda F.assafoetida ekstrakti ile muamele edilmistir. F.assafoetida
ekstraktlarinin glutamat indiiklii norotoksisite iizerine noroprotektif etkisi, glutamat
tarafindan indiiklenmis hiicre sayisinda azalma ve glutamata bagli apoptik/nekrotik hiicre
Olimiinde oOnemli diizeyde azalma (p<0,001) ile teyit edilmistir. Arastirmacilar,
ekstraktlarin GOG1 fazinda hiicre dongiisiinii durdurmasi nedeniyle néron hiicrelerinde
antiapoptik aktivite gosterdiklerini ifade etmistir. Bu durum, F. assafoetida
ekstraktlarinin noérolojik bozukluklarin tedavisinde faydali olabilecegi anlamina
gelmektedir. Ghoran et al. (2016), F. assafoetida’dan izole ettigi bir seskiterpen kumarin
olan Samarcandin’in insan gastrik kanser (AGS) ve fare cilt fibrosarkoma (WEHI-164)
hiicre hatlar1 iizerine sitotoksik aktivitesini belirlemistir. Moghadam et al. (2013),
F.assafoetida oleo gum reginesinesinin su ekstraktinin ¢esitli konsantrasyonlarinda
siyatik sinirlerin tepkisini belirlemek amaciyla in vitro bir galisma gergeklestirmistir. 0,01
ve 1 pg/ml’lik ekstrakt konsantrasyonlarinin ndron hiicrelerinin canlilik oranlarini
artirdigr belirlenmistir. Arastirmacilar, diisiik dozdaki ekstraktin bile noroprotektif
aktivite gosterdigini ve hiicre canlilik oranlarini artirdigini ancak, 10 pg/ml’lik ytiksek

konsantrasyonun toksik etki gosterdigini tespit etmislerdir.

Rassouli et al. (2009), F. tunetana kokiinden elde edilen seskiterpen kumarinlerderin
(coladonin ve isosarmarcandin) HTC116 ve HT-29 hiicre hatlarina kars1 zay1f sitotoksik
aktivite gosterdiklerini belirlemistir. Ghorbani et al. (2016) F. gummosa kokiiniin
%70’lik etanol ekstraktini insan stroma vaskiiler hiicre hatti (GP-293) ve insan bobrek

epitel hiicreleri {izerine uygulamis ve 400 pg/ml’nin iizerindeki konsantrasyonlarda hiicre
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canliligini diistirdiigiinii ifade etmistir. Dastan et al. (2014)’in F. pseudalliacea kokiinden
elde edilen seskiterpen kumarinlerin insan kanser hiicre hatti Hela iizerine sitotoksik
aktivitesini inceledigi ¢alismada, bitkiden izole edilen diseskiterpen ve seskiterpen

kumarinlerin kanserden koruyucu ajan olarak kullanilabileceklerini tespit etmistir.

Nguir et al. (2016)’un, F. communis L. taze yaprak, ¢icek, kok ve sap esansiyel yaglarinin
Hela hiicre hatt1 ve insan akciger epitelyal kanser hiicre hattina kars1 néron koruyucu
aktivitelerini inceledigi arastirmalarinda; sitotoksik aktivitenin konsantrasyon arttik¢a her
iki hiicre hattinda da arttig1 ve en yiiksek sitotoksik aktivitenin yaprak esansiyel yaginin
500 pg/ml konsantrasyonunda inhibisyon degeri olarak 979,05 oldugunu ifade
etmiglerdir. Ayrica, uygulanan tiim esansiyel yaglarin Hela hiicrelerine karsi gostermis
oldugu yliksek sitotoksik aktivite, hiicre tiiriine kars1 bir segicilik oldugunu
diigiindiirmektedir. Hela hiicrelerinde en yiiksek %inhibisyon degerleri sap esansiyel
yaginda %79,05 ve %77,52 oranlarinda sirasiyla 500 upg/ml ve 250 pg/ml

konsantrasyonlarda belirlenmistir.

Mevcut ¢aligmada F.orientalis esansiyel yaginin major ugucu bileseni a-pinen olarak
belirlenmistir. Dogada yaygin olarak bulunan bu terpenoidin; antioksidan, antimikrobial,
antifungal, anti kanser ve anti inflamasyon etkileri farkli ¢alismalarca ispatlanmigtir
(Chen et al. 2015; Li et al. 2016; Bouzenna et al. 2017).

Noron hiicreleri, reaktif oksijen tiirleri ve serbest radikallere karsi ¢ok hassastir.
Dolayisiyla, serbest radikallerin olusumunu engellemek noronal aktivitenin ve ndron
fonksiyonlarinin normal diizeyde devam etmesi anlamina gelmektedir (Porres-Martinez
et al. 2016). a-pinen, sahip oldugu antioksidan aktivite sayesinde oksidatif strese bagli
hiicre o6liimiinii engellemektedir. Li et al. (2016) a-pinenin COX2 yolagmna bagh
inflamatuvar madde olusumunu engelledigini ve buna bagh canlilifin artisini tespit
etikklerini rapor etmislerdir. Porres-Martinez et al. (2016), a-pinenin H202 olusumunu
inhibe ettigini ispatlamiglardir. Turkez et al. (2016) a-pinenin kromozom hasari ve
sitotoksisiteyi onledigini rapor etmektedir. Literatiir ile uyumlu olarak bu ¢alismada elde

edilen bulgular da, a-pinen yiiksek konsantrasyonda oldugunda canlilik oraninin artis


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Porres-Mart%C3%ADnez%20M%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=27352445
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Porres-Mart%C3%ADnez%20M%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=27352445
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gosterdigi yoniindedir. Ayrica, yiiksek konsantrasyon olan gruplarda hiicre ortaminda
Ca*? eflaks1 goriilmemektedir (Ca eflaks1: Ca iyonunun hiicre dliimiine bagl olarak disar
sizmasidir). Apoptoz sonuglarina bakildiginda da, yiiksek konsantrasyon bulgulari
apoptoz oraninin diisiik oldugunu gostermektedir. Sonu¢ olarak, F.orientalis esansiyel
yaginin gostermis oldugu noroprotektif etki tek bir bilsene baglanamasa da, a-pinenin
glutamat ile indiikklenen sitotoksisitenin Onlenmesindeki paymnin biiyilk oldugu

distintiilmektedir.
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5. SONUC ve ONERILER

Bu arastirmanin baslangicinda amag, Dogu Anadolu Bolgesinde halkin faydali olduguna
inanarak kis aylarinda salamura seklinde siklikla tiikettikleri Ferula orientalis L.
(¢asir)’in klasik ve ultrasonik yontemlerle elde edilen liyofilize su ekstraktlari ve
esansiyel yaginin antioksidan, antimikrobiyal ve in vitro néroprotektif aktivite analizleri
ile LC-MS/MS ile fenolik bilesen kompozisyonu ve ICP-MS ile mineral madde
kompozisyonunun belirlenmesi idi. Fakat yapilan analizler sonucunda genel olarak su
ekstraktlarmin analiz sonuglarinin oldukg¢a diisiik, esansiyel yaga ait sonuglarin ise
yiiksek olmasi; bize klasik ve ultrasonik etanol: su, metanol: su, kloroform ve n-hekzan
ekstraktlarinin eldesi fikrini vermis ve analizler tim ekstraktlar ve esansiyel yagda
tekrarlanmistir. Ayrica, esansiyel yagin GC-MS ile ugucu bilesen kompozisyonu ile tiim
ekstraktlar ve esansiyel yagin renk parametreleri de hesaplanmistir. Bu bdliimde tiim
ekstraktlar ve esansiyel yaga uygulanan tiim analizlerden elde edilen sonuglar

Ozetlenmistir:

1. Uygulanan ekstraksiyon yontemi agisindan Ornekler degerlendirildiginde, ¢oziicii
tiirlerinin ve uygulanan ekstrasiyon yonteminin % ekstraksiyon verimi iizerine etkilerinin
yiiksek oldugu belirgin sekilde goriilmektedir. Ekstraktlarin ekstraksiyon verimleri %3,30
ile %26,00 araliginda degismektedir. En yiiksek verim, ultrasonik (1:1) metanol: su
ekstraktina ait iken; en diisiik verim ise klasik n-hekzan ekstraktina aittir.
Hidrodistilasyon yontemi ile Clevenger diizenegi kullanilarak elde edilmis ¢asir esansiyel
yaginin ekstraksiyon verimi %0,4 degeri ile ekstraktlara kiyasla oldukga diistik diizeyde

tespit edilmistir.

2. Liyofilize klasik ve ultrasonik ekstraktlarin renk parametreleri tizerine ¢dziicii tliriiniin
etkisi istatistiksel olarak p<0,01 diizeyinde ¢ok Onemli olarak tespit edilmistir. Diger
ekstraktlara nazaran kloroform ekstraktlarinin daha koyu renkli olmasinin kloroformun
¢ozdiigii bilesiklerden kaynaklandig diisiiniilmektedir. Orneklerin a* degerleri -4,867 ile
-0,533 araliginda degisim gostermektedir. En kKoyu sari, yani b* degerinin en yiiksek

oldugu ornek, ultrasonik n-hekzan ekstrakti iken; rengi maviye en yakin drnek klasik
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kloroform ekstraktidir. Toplam renk farkinin bir ifadesi olan AE degerinin en diisiik
oldugu ornek esansiyel yagdir. C* degerleri iizerine islem degiskeninin etkisi p<0,05
seviyesinde tespit edilmistir. C* degeri en yiiksek olan (44,184) ultrasonik n-hekzan
ekstraktinin diger Orneklerden daha yogun bir renge sahip oldugu belirlenmistir.
Salamura casir, liyofilize toz ¢asir, esasiyel yag ve ekstraktlarda renk genel olarak agik
sar1 civarinda degerlendirilebilmekle birlikte; H® degerlerinin yiikseldigi kloroform

ekstraktlarinda ise renk yesile kaymaktadir.

3. Esansiyel yag ve ekstraktlarin tamaminda Cr, Co, Fe, Si, Ni ve Hg elementinlerinin
miktarlart 6l¢lim limitlerinin altinda kaldigindan dolay1r saptanamamustir. Coziicii tiirii
degiskeninin Na degerleri tzerine etkisi p<0,01 diizeyinde ¢ok Onemli olarak
bulunmustur. Ekstraktlar arasinda en yiiksek Na degeri ¢asirin ultrasonik su ekstraktinda
(USE) goriilmekte iken; en diisiik deger esansiyel yaga aittir. Mg minerali lizerine ¢0ziicii
tiri ve islem degiskenleri ile islem x ¢oziicii tiirli interaksiyonunun etkisi istatistiksel
olarak p<0,01 diizeyinde ¢ok dnemli olarak belirlenmistir. Esansiyel yag ve ekstraktlara
ait Ca minerali ortalamalar1 degerlendirildiginde degerlerin 233,428 ppm ile 751,755 ppm
araliginda degistigi belirlenmis ve esansiyel yagda kalsiyum tespit edilememistir. Insan
viicudunun ikinci major elementi fosfor agisindan Ferula orientalis’e ait ekstraktlar
degerlendirildiginde, en diisiik fosfor degeri klasik etanol: su ekstraktina ait olup; en
yiiksek deger ultrasonik kloroform ekstraktinda belirlenmistir. Esansiyel yagin ise fosfor
icermedigi tespit edilmistir. Esansiyel yagin ise hi¢ fosfor icermedigi tespit edilmistir.
Ulusal Tip Enstitiisii giinliik 4,7 g potasyum aliminin yeterli olacagini bildirmistir. Su
ekstraktinin  giinlik yaklasik 115 g tiketiminin gilinlik potasyum ihtiyacini
karsilayabilecegi diigiiniilmektedir. Kadmiyum, nikel, kursun ve aliiminyum agisindan
ekstraktlar ve esansiyel yag degerlendirildiginde ise, ¢asirin Cd, Ni, Pb ve Al igeriginin

giinliik alim sinirinin ¢ok altinda oldugu goriilmektedir.

4. GC-MS ile Ferula orientalis esanisyel yaginin %96,29’unu olusturan 35 bilesen tespit
edilmistir. Konsantrasyonu en diisiik bilesen S-Selinen iken, esansiyel yagin major

bileseni a—pinendir. a—pineni takiben ilk on bilesen; osimen > terpinolen > D-limonen >
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p-karyofilen > bornil asetat > a-kubeben > a-fellandren > f- mirisin > karen seklinde

siralanmaktadir.

5. Su, etanol: su ve metanol: su ekstraktlarinda major bilesen olarak belirlenen klorojenik
asit, 13,042- 32,843 mg/g ekstrakt araliginda tayin edilmistir. Klorojenik asite ait varyans
analizi sonuglart degerlendirildiginde, islem ve ¢oziicli degiskeni ile islem x ¢oziicii tiirii
interaksiyonunun klorojenik asit tizerine etkisi p<0,01 diizeyinde ¢ok onemli olarak
belirlenmistir. Ayrica, tiim ekstraktlarda ultrason uygulamasinin klorojenik asit diizeyini
belirgin sekilde artirdigr da dikkat ¢ekmektedir. Ferula orientalis’in su, etanol: su ve
metanol: su ekstraktlarinda bulunan en baskin flavonoid diosmin miktarlarinin 2,580-
23,652 mg/g araliginda degisim gosterdigi goriilmektedir. En yiiksek diosmin igerigine
sahip ekstrakt 23,652 mg/g ile ultrasonik metanol: su ekstrakti iken, 2, 580 mg/g degeri

ile en diistik diosmin igerigi klasik su ekstraktina aittir.

6. Ekstraktlar ve esansiyel yagin Streptococcus mutans’a karsi sergiledikleri
antimikrobiyal aktivitenin, diger test edilen mikroorganizmalardan ¢ok farkli oldugu
dikkat cekmektedir. Su ve etanoliin ¢oziicli olarak kullanildig: ekstraktlar kullanilan diger
7 mikroorganizmadan hi¢ birine karsi etkili olmazken, S.mutans’it onemli diizeyde
etkilemislerdir. Diger taraftan, dikkati ¢eken en 6nemli nokta esansiyel yagin A.niger’e
kars1 Amphetericin B ile ayn1 diizeyde antimikrobiyal aktivite gdstermesidir (inhibisyon

zonu:21,3 mm, MiK: 62,5 pg/ml).

7. Ultrasonik yontemle elde edilen ekstrakt verileri klasik yontemle elde edilen
ekstraktlara ait verilerle kiyaslandiginda; MTT testi ile tespit edilen canlilik oranlarinin
ultrasonik yontemle elde edilen ekstraktlarda yaklasik %20 daha fazla oldugu
saptanmigtir. Ayrica, yagda ¢ozlinen maddelerin noéroprotektif aktivite lizerine etkin
oldugu n-hekzan ve kloroform ekstraktlarinin gosterdigi yiiksek canlilik oranlari ile net
bir sekilde belirlenmistir. Esansiyel yagin 102 ve 10 konsantrasyonlarda néronlarimn
antioksidan kapasitesini artirarak glutamat artisina bagl serbest radikallerin olusumunu

ve neticesinde geri doniisiimsiliz hiicresel hasarin Onlenmesine katkida bulundugu
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saptanmistir. Apoptoz sonuglarina bakildiginda da, esansiyel yagin yiiksek konsantrasyon

bulgulart apoptoz oraninin diisiik oldugunu gostermektedir

8. Tespit edilen en diisiik toplam fenolik ve flavonoid madde miktarlar1 kKlasik n-hekzan
ekstraktina ait iken, en yiiksek degerler ultrasonik metanol: su ekstraktina aittir. LC-
MS/MS ile belirlenen fenolik bilesen profilinde kullanilan standart fenolik bilesenleri
toplamda en yliksek konsantrasyonda igeren drnegin de ultrasonik metanol: su ekstrakti
olmast belirlemis oldugumuz sonucu desteklemektedir. DPPHe radikali giderme
aktivitesine gore belirlenen ICso degerleri lizerine islem ve ¢oziici tiiri degiskenleri ile
islem x ¢Ozilicii tiiri interaksiyonunun etkisi (p<0,01) istatistiki olarak OSnemli
bulunmustur. Standart antioksidanlar, ekstraktlar ve esansiyel yagin DPPHe serbest
radikal giderme aktivitesi analizi ile tespit edilmis antioksidan aktiviteleri; Troloks>a-
Tokoferol> BHA>BHT>EY>UMSE> UKE>UESE>USE>KMSE>KESE>
KHE=UHE>KKE>KSE seklindedir. Tespit edilen en yiikksek ABTS™" radikali giderme
aktivitesi BHT antioksidanina ait iken, Klasik su ekstraktinin en diisiik antioksidan
aktiviteye sahip oldugu belirlenmistir. Klasik ve ultrasonik yontemlerle elde edilen su,
etanol: su, metanol: su, kloroform ve n-hekzan ekstraktlari ile esansiyel yagin kuprik
iyonlarini indirgeme kapasitelerinin konsantrasyonlar: ile dogru orantili olarak arttig:

saptanmistir.

Sonug olarak, salamura g¢asir (F. orientalis)’in ekstraksiyonunda kullanilan ultrasonik
ekstraksiyon yonteminin hiicre duvarini parcalayarak biyoaktif bilesenler ile diger hiicre
iceriginin ¢oziiciiye gegisini artirdigindan dolayi klasik yonteme gore, hemen hemen tim
analizlerde aktiviteyi artirdig: tespit edilmistir. Ancak, tiim ekstraktlar esansiyel yag ile
kiyaslandiginda, 6zellikle uygulanan antioksidan aktivite yontemleri olan ABTS™ ve
DPPH- radikallerini giderme analizleri ile kuprik iyonu indirgeme kapasitesi,
antimikrobiyal aktivite ve in vitro ndroprotektif aktivite analizlerinde esansiyel yagin ¢cok

daha etkili oldugu dikkat cekmektedir.
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