TURKIYE CUMHURIYETI
KARADENIZ TEKNIK UNIVERSITESI
SAGLIK BILIMLERI ENSTITUSU

FARMAKOGNOZI ANA BILIM DALI

Vicia bithynica ve V. cracca subsp. cracca
BITKILERININ UCUCU BILESENLERI,
UCUCU YAG VE EKSTRELERIN
ANTIMIKROBIYAL AKTIVITELERI

Eren KOC

YUKSEK LISANS TEZI

Prof. Dr. Nurettin YAYLI

TRABZON-2020



ONAY

Karadeniz Teknik Universitesi Saglik Bilimleri Enstitiisti Farmakognozi Anabilim
Dal1 Tezli Yiiksek Lisans Programi 6grencisi Eren KOC un hazirladig1 “Vicia bithynica ve
V. cracca subsp. cracca Bitkilerinin Ucgucu Bilesenleri, Ugucu Yag ve Ekstrelerin

Antimikrobiyal Aktiviteleri” baglikli calisma Yiiksek Lisans Tezi olarak kabul edilmistir.

Tez Savunma Tarthi: 24/01/2020

Prof. Dr. Nurettin YAYLI

(Danigsman)

Dog. Dr. Giilin RENDA

Dog. Dr. Cemalettin BALTACI

Saglik Bilimleri Enstitiisi’ne ...../...../20...... tarihinde teslim edilen bu tez

Enstitii Yonetim Kurulu’nun ...../...../20...... tarih ve ...... sayili karariyla onaylanmistir.

Prof. Dr. Ersan KALAY

Enstitli Midiird V.



BEYAN

Yiiksek lisans tezim olarak sundugum, ‘Vicia bithynica ve V. cracca subsp. cracca
Bitkilerinin Ugucu Bilesenleri, Ugucu Yag ve Ekstrelerin Antimikrobiyal Aktiviteleri’ adli
calismanin KTU Saglik Bilimleri Enstitiisii tez yazim kilavuzu standartlarina uygun olarak
yazildigmmi tarafimdan, bilimsel ahlak ve geleneklere aykir1 diisecek bir yardima
basvurmaksizin yazildigim1 ve yararlandigim eserlerin kaynakcada gosterilenlerden
olustugunu, bunlara atif yapilarak yararlanilmis oldugunu belirtir ve bunu onurumla

dogrularim.

24/01/2020

Eren KOC



Ithaf

Bu yiiksek lisans tezimi, benim bu giinlere gelmem icin hicbir fedakdrlhiktan

kaginmayan ve her zaman yanmimda olan sevgili aileme ithaf ediyorum.



TESEKKUR

Vicia bithynica ve V. cracca subsp. cracca Bitkilerinin Ugucu Bilesenleri,
Ugucu Yag ve Ekstrelerin Antimikrobiyal Aktiviteleri adli bu ¢alisma Karadeniz
Teknik Universitesi Saglik Bilimleri Enstitiisii Farmakognozi Anabilim Dali’nda

Yiiksek Lisans Tezi olarak hazirlanmistir.

Danismanligimi istlenen, ¢aligma konusunun se¢iminde bana yol gdsteren,
arastirmalarimin baglangicindan bitimine kadar yardim ve destegini esirgemeyen basta
sayin hocam Prof. Dr. Nurettin YAYLI olmak iizere analizlerini yaptigim bitki
orneklerinin teshisini saglayan saym Prof. Dr. Kamil COSKUNCELEBI ve biyolojik
aktivite ¢aligmalar1 igin saym Prof. Dr. Sengiill ALPAY KARAOGLU tesekkiirii bir

borg bilirim.

Laboratuvar c¢alismalarimda tiim ¢alisma boyunca manevi desteklerini ve
yardimlarin1 esirgemeyen Dr. Ogr. Uyesi Seda FANDAKLI ve Doktora &grencisi

Gozde KILIC a tesekkiirlerimi sunarim.

Beni bugiinlere getiren, manevi destekleriyle yanimda olan, moral ve sevgi

kaynagim aileme sonsuz tesekkiir ederim.

Ecz. Eren KOC



ICINDEKILER

ONAY

BEYAN

ithaf

TESEKKUR
ICINDEKILER
TABLOLAR DIiZIiNi
SEKILLER DiZiNi
RESIMLER DIiZINi

KISALTMALAR, SIMGELER ve FORMULLER DIiZiNi

OZET

ABSTRACT

1. GIRIS ve AMAC

2. GENEL BILGILER

2.1. Fabaceae Familyas: ve Ozellikleri

2.1.1. Vicia Tiirlerinin Sistematikteki Yeri
2.2. Esansiyel Yaglar

2.2.1. Esansiyel Yaglar1 Tasiyan Organlar
2.2.2. Esansiyel Yaglarin Gorevleri

2.2.3. Esansiyel Yaglarin Eldesi I¢in Gelistirilen Metotlar
2.2.3.1. Su Distilasyonu

2.2.3.2. Buhar Distilasyonu

2.2.3.3. Vakum Distilasyon

2.2.3.4. Hidrodifiizyon

2.2.3.5. Mekanik Presleme Yontemi

2.2.3.6. Ekstraksiyon Yontemleri

2.2.4. Esansiyel Yaglarm Genel Ozellikleri
2.2.5. Esansiyel Yaglarin Kimyasal Birlesimi
2.2.5.1. Terpenik Birlesikler

3. GEREC ve YONTEM

3.1. Bitki Materyali

3.2. Clevenger Yontemi ile Ucucu Yag Eldesi

Vi

Sayfa

Vi

viii

Xi
Xiii

Xiv

© 00O N N N o B~ w o w

W W W R R R R R R R
R P P © © 0 N F Fk O



3.3. n-Hekzan, Asetonitril, Metanol ve Su Ekstrelerinin Eldesi

3.4. Ugucu Yaglarin GC-FID/MS Analiz Y dntemi

3.5. Antimikrobiyal Aktivite Yontemi

3.5.1. Agar Kuyucuk Diflizyon Metodu

3.5.2. Minimum Inhibisyon Y&ntemi

4. BULGULAR

5. TARTISMA ve SONUC

5.1. V. bithynica ve V. cracca subsp. cracca Bitkilerinin Ugucu Bilesenleri
5.2. V. bithynica ve V. cracca subsp. cracca Bitkilerinin Ugucu Yag ve Coziicii
Ekstrelerinin Antimikrobiyal Aktiviteleri

6. KAYNAKLAR

OZGECMIS

vii

31
32
32
33
33
35
44
44

48
51
60



TABLOLAR DiZiNi

Tablo Sayfa
Tablo 1. Vicia L. bitkiler alemindeki sistemagi 4
Tablo 2. Terpenlerin izopren ve karbon atom sayilarina gore siniflandirmasi 20
Tablo 3. V. bithynica bitkisinin esansiyal yag bilesenleri 35
Tablo 4. V. bithynica bitkisinin ugucu bilesenlerinin formiilleri 36
Tablo 5. V. cracca subsp. cracca bitkisinin ugucu yag bilesenleri 39
Tablo 6. V. cracca subsp. cracca bitkisinin ugucu bilesenlerinin formiilleri 40
Tablo 7. V. bithynica ve V. cracca subsp. cracca bitkilerinin ugucu ve ¢oziicii
ekstrelerinin antimikrobiyal inhibisyon ¢aplari 42
Tablo 8. V. bithynica ve V. cracca subsp. cracca bitkilerinin ugucu ve ¢oziicii
ekstrelerinin  antimikrobiyal ~minimum inhibisyon konsantrasyon
degerleri (MIK, pg/ml) 43
Tablo9. V. bithynica ve V. cracca subsp. cracca bitkilerinin ugucu
bilesenlerindeki bilesik siniflar1 ve miktarlari 44
Tablo 10. V. bithynica bitkisinin terpenik esansiyal yag bilesenleri 45
Tablo 11. V. cracca subsp. cracca bitkisinin terpenik ugucu yag bilesenleri 46

viii



Sekil

Sekil 1.
Sekil 2.
Sekil 3.
Sekil 4.
Sekil 5.
Sekil 6.
Sekil 7.
Sekil 8.
Sekil 9.

Sekil 10.
Sekil 11.
Sekil 12.
Sekil 13.
Sekil 14.
Sekil 15.
Sekil 16.
Sekil 17.
Sekil 18.
Sekil 19.

SEKILLER DiZiNi

Basit distilasyon diizenegi

Clevenger diizenegi

Buhar distilasyon diizenegi

Vakum distilasyon diizenegi

Izopren yapisi

Baz1 hemiterpenoid molekiillerinin yapilari

Bazi asiklik yapili monoterpenler

Esansiyel yaglarda bulunan monosiklikmonoterpenlerin 6rnekleri

Ucucu yaglardaki bazi bisiklikmonoterpenler
Bazi oksijenli asiklik seskiterpenler
Monosiklik bisabolen seskiterpenler

Bazi bisiklik seskiterpenler

Bazi trisiklik seskiterpen bilesikleri

Fitol bilesigi

Retinol

Manool ve sclareol

Skualen bilesigi

Tetraterpen yapili f-karoten ve likopen bilesikleri
Vitamin K1 ve dogal kauguk politerpenleri

Sayfa

10
10
20
21
22
23
24
25
25
26
26
27
27
28
28
29
30



RESIMLER DiZiNi
Resim

Resim 1. V. cracca subsp. cracca

Resim 2. V. bithynica

Resim 3. Ucucu yag eldesinde kullanilan Clevanger diizenegi
Resim 4. GC-FID/MS cihaz

Sayfa

31
32



KISALTMALAR, SIMGELER ve FORMULLER DiZiNi

Kisaltmalar

ALA Alanin aminotransferaz

AST Aspartat aminotransferaz

BCE Basingli ¢6ziicii ekstraksiyonu

BHI Brain heart infusion

FID Alev iyonizasyon dedektorii

GC Gaz kromatografisi

GC-FID/MS Gaz kromatografisi-Kiitle spektrometresi/Alev
Iyonizasyon dedektorii

GC-MS Gaz kromatografisi-Kiitle spektrometresi

Gram (-) Gram negative

Gram (+) Gram pozitif

HPLC Yiiksek performansli sivi kromatografisi

Kob Koloni olusturan birim

LC-MS Sivi kromatografisi-Kiitle spektrometresi

MCE Mikrodalga destekli ¢oziicii ekstraksiyonu

MHA Mueller-Hinton agar

MiK Minimum inhibisyon konsantrasyonu

NCCLS National committee for clinical laboratory standard

PDA Potato dextrose agar

RI* Referans degeri

RT Alikonma zamani

SAE Stiperkritik akiskan ekstraksiyonu

SPME Kat1 faz mikro ekstraksiyon

TLC Ince tabaka kromatografisi

Simgeler

Dk Dakika

GHz Giga Hertz

G Gram

MHz Mega Hertz

ng Mikrogram

Xi



Mikrometre
Miligram
Mililitre
Milimetre
Nanometre
Santigrat
Unite
Yiizde

xii



OZET

Vicia bithynica ve V. cracca subsp. cracca. Bitkilerinin Ugucu Bilesenleri, U¢ucu Yag

ve Ekstrelerin Antimikrobiyal Aktiviteleri

Bu ¢alismada, Dogu Karadeniz Bolgesinde yetisen Vicia bithynica L. ve V. cracca
L. subsp. cracca tiirlerinin ugucu bilesenleri ve antimikrobiyal aktivitelerinin belirlenmesi
amaglanmistir. V. bithynica ve V. cracca subsp. cracca bitkilerinin ugucu yaglari
hidrodestilasyon yontemiyle elde edildi. Ayrica bitkilerden maserasyon yontemine gére n-
hekzan, asetonitril, metanol ve su ekstreleri de hazirlanmistir. Bitkilerden elde edilen ugucu
yag bilesenleri GC-FID/MS cihazi kullanilarak aydinlatildi. V. bithynica tiiriiniin ugucu
yaginda en fazla miktarda bulunan bilesikler sirasiyla trans f-osimen (%24.91), 2-pentil
furan (%11.20) ve benzaldehit (%9.15) olarak tespit edilmistir. V. cracca subsp. cracca
tirtinlin ugucu yaginda en yiiksek oranda tespit edilen madde 2-etil furan (%27.26,
aromatik bilesik) tespit edilmistir. Bununla birlikte n-hekzanal (%18.91), 2(E)-hekzanal
(%11.85), pelargon aldehit (%9.97) gibi aldehitler de V. cracca subsp. cracca tiiriiniin

ugucu yag birlesiminde bulunan diger ana bilesenlerdir.

Her iki tiir i¢in elde edilen ucucu yaglar n-hekzan, asetonitril, metanol ve su
ekstrelerinin dokuz ayri mikroorganizmaya karsi antimikrobiyal aktivite calismalari
yapilmigtir. V. cracca subsp. cracca bitkisinin n-hekzan ve su ekstrelerinde aktivite
gozlenmezken diger ekstreler mikroorganizmalara kars1 spesifik olmasa da etkinliginin var
oldugu goézlenmistir. V. cracca subsp. cracca bitkisinin ugucu yagi sadece Yersinia
pseudotuberculosis, Bacillus cereus ve Mycobacterium smegmatis’e karst minimum
inhibisyon konsantrasyon (MIK) degeri 170-680 pg/ml araliginda bulundu. V. bithynica
tiirtiniin ugucu yaginda sadece Staphylococcus aureus ve B. cereus ‘e karsi etki gostedigi ve
MIK degerinin 1152-2305 pg/ml oldugu bulundu. V. bithynica bitkisinin diger tiim
ekstrelerinin Y. pseudotuberculosis harig test edilen diger mikroorganizmalara karst MiK
degeri 30-5587 pg/ml araliginda gozlemlendi. V. bithynica bitkisinin n-hekzan ve
asetonitril ekstrelerinde en iyi aktivite M. smegmatis ve Candida albicans’a kars1 30 pg/ml
MIK degeri bulundu. Sonug olarak V. bithynica’'nin n-hekzan ekstresinin (MIK, 30-235
ug/ml) ve V. cracca subsp. cracca’nin asetonitril ekstresinin (MIK, 46-730 pg/ml) en

yiiksek antimikrobiyal aktiviteye sahip oldugu sdylenebilir.

Anahtar Kelimeler: Antimikrobiyal aktivite, GC-FID/MS, Ugucu yag, Vicia cracca

subsp. cracca ve V. bithynica.
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ABSTRACT

Volatile Components and Antimicrobial Activities of Essential Oil and Extracts of

Vicia bithynica and V. cracca subsp. cracca Plants

This study was aimed to determine volatile constituents and antimicrobial activities
Vicia bithynica L. and V. cracca L. subsp. cracca grows in the east part of blacksea region.
Essential oils of V. bithynica and V. cracca subsp. cracca were obtained by
hydrodistillation method. In addition, n-hexane, acetonitrile, methanol and water extracts
were also prepared according to maceration method. Essential oil components obtained
from plants were identified by GC-FID / MS. The most common compounds found in the
essential oil of V. bithynica were found to be trans S-oximene (24.91%), 2-pentyl furan
(11.20%), benzaldehyde (9.15%). 2-Ethyl furan (27.26%, aromatic compound) was found
to be the highest detected substance in the essential oil of V. cracca subsp. cracca species.
In addition, n-hexanal (18.91%), 2(E)-hexanal (11.85%), and pelargon aldehyde (9.97%)
compounds were also the other main components of the essential oil of V. cracca subsp.

cracca.

Antimicrobial activity studies for the obtained essential oils, n-hexane, acetonitrile,
methanol, and water extracts of both species were tested against nine different
microorganisms. No activity was observed in n-hexane and water extracts of V. cracca
subsp. cracca, while other extracts were found to have moderate activity for the tested
different microorganisms. The essential oil of V. cracca subsp. cracca was found to have a
minimum inhibition concentration (MIC) value in the range of 170-680 pg/ml only against
Yersinia  pseudotuberculosis, Bacillus cereus and Mycobacterium smegmatis.
Antimicrobial activity for the essential oil of V. bithynica showed activity only against
Staphylococcus aureus and B. cereus with 1152-2305 pg/ml MIC values. All the extracts
of V. bithynica plant were observed to have MIC values in the range of 30-5587 pg/ml
against tested microorganisms except Y. pseudotuberculosis. The best activity was found in
n-hexane and acetonitrile extracts of V. bithynica with 30 pg/ml MIC value against M.
smegmatis and Candida albicans. As a result, n-hexane extract of V. bithynica (MIC, 30-
235 ng / ml) and the acetonitrile extract of V. cracca subsp. cracca (MIC, 46-730 ug/ml)
have the highest antimicrobial activity among them.

Key words: Antimicrobial activity, Essential oil, GC-FID/MS, Vicia cracca subsp. cracca
and V. bithynica
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1. GIRIS ve AMAC

Vicia L. tiirleri Fabaceae familyasina ait olup genelde tarim1 yapilmaktadir. insanlar
ve hayvanlar i¢in kolay bulanabilir maliyeti diisiik protein kaynagi olarak kullanilmaktadir
(1). Diinyada Vicia cinsine ait yaklasik 150 tiir bulunmaktadir. Bu tiirlerden 59’u
Tiirkiye’de dogal olarak yetismektedir (2). Vicia cracca subsp. cracca Anadolu'da dogal
olarak yetismekte olup kurutularak kaba yem olarak degerlendirilmektedir. Bununla
birlikte arilar i¢in nektar kaynagidir (3). Vicia bitkilerinin bazi tiirlerinde aminoasitler,
seker alkolleri, yag asitleri, organik, inorganik asitler ve sekonder metabolitler ve glikozit

tiirevleri bilesikleri bulunmaktadir (4).

Vicia angustifolia Reichard, Vicia narbonensis L., V. cracca subsp. cracca, Vicia
hybrida L., Vicia ervilia L. Willd ve Vicia peregrina L. ile yapilan ¢alismada tohum
yaglar1 proteinleri, tanen igerikleri ve yag asidi bilesimleri bakimindan karsilagtirmali
olarak incelenmistir. Tohumlar ortalama protein igeriginin %21.87-%31.33 arasinda ve
tanen igeriginin ise %0.13-%0.17 arasinda bulundugu belirtilmistir. Alt1 farkli Vicia
tirtiniin yag asidi metil esterlerinin tayini gaz kromatografisi ile yapilmis olup yagh
tohumlarda palmitik ve stearik yag asitlerin ana bilesen oldugu ve az miktarda miristik,
palmitoleik asitlerin bulundugu rapor edilmistir. Yagli tohumlarda doymamis yag
asitlerinden oleik, linoleik ve linolenik asitler bulunmaktadir. Yapilan bu ¢alismaya gore
Vicia tiirlerinin toplam doymus yag asitleri oran1 %18.5 ile %22.4 arasindayken toplam

doymamis yag asitleri oran1 %71.1 ile %80.3 arasinda oldugu gortilmiistiir (5).

V. narbonensis L., V. hybrida L.,V. peregrina, V. cracca subsp. cracca tiirleri
tizerinde yapilan ¢alisma da yag asitleri hekzan ile ekstre edilip (6) ve GC analizleri
sonucunda linoleik asidin degisen oranlarda ana bilesen oldugu rapor edilmistir (%43.65-
%63.84). Linoleik asitin viicutta immiin mekanizma i¢in gerekli esansiyel yag asitlerinden

olup, B ve T lensofitleri aktivasyonu igin etkin oldugu bilinmektedir (7).

Ayrica V. sativa subsp. nigra, V.cracca, V. monantha ve V. hyrcanica tiirleri

tizerinde fenolik miktar tayini ve antioksidant ¢alismalar1 yapilmistir (8, 9).

Vicia tiirlerinin ugucu bilesen olarak yapilan g¢alismalarinda; V. unijuga ve V.
costata (10)’in, V. faba (11-13), Vicia variabilis Frein & Sint (14), Vicia dadianorum

Somm.& Lev. (15) ve Vicia sativa (16, 17)’nin GC-MS analizlerine rastlanmstir.



Literatiirde V. bithynica ve V. cracca subsp. cracca bitkilerinin ugucu bilesen ve
antimikrobiyal aktivite c¢aligmalar1 tizerinde analizlere rastlanmamistir. Bu nedenle,
Lisansiistii Tez projesi kapsaminda V. bithynica ve V. cracca subsp. cracca bitkilerinin
ucucu bilesenleri, ugucu yag ve ekstrelerin antimikrobiyal aktiviteleri’baslikli arastirmada
acik havada kurutulmus V. bithynica ve V. cracca subsp. cracca tiirlerinin Clevenger

yontemi ile ugucu yaglar elde edildi.

Her iki kuru bitkinin n-hekzan, asetonitril, metanol ve su ekstreleri hazirland.
Projenin ilk adiminda Clevenger yontemi ile elde edilen ugucu yag bilesikleri GC-FID/MS
cihazinda analiz edilmistir. Caligmanin ikinci adiminda ise; elde edilen ugucu yag, n-
hekzan, asetonitril metanol ve su ekstrelerinin dokuz ayri mikroorganizmaya karsi

antimikrobiyal aktivite ¢aligsmalari yapilmustir.



2. GENEL BILGILER
2.1. Fabaceae Familyas: ve Ozellikleri

Leguminosae familyas: (Fabaceae) ekonomik Onemi olan biiylik ¢icekli bitki
familyalarindandir. Familyanin tipik ¢igek yapisi, legiimen veya lomentum tipte meyvesi
ve stipiillii yapraklariyla taniir. Agag, cali, ¢ok veya tek yillik otsu bitkileri igermektedir
(18). Fabaceae familyasina ait Vicia cinsinde tiirler genellikle sarilici, bir, iki veya ¢ok
yillik otsu bitkilerdir. Bu cinse ait tiirlerde oldukga yiiksek varyasyona rastlanir, homolog

varyasyon olduk¢a yaygindir (19).

Diinyada yaygin olarak goriilen fig cinsleri, Vicilla ile Vicia seklinde iki alt gruba
ayrismaktadir (20). Vicia bitkisi, dogada yaklasik 150 tiir icermekte olup bu tiirler
iilkemizde yaygm olarak goriilmektedir. Ulkemizde yaygin olarak goriilen fig cinsleri, 59

adet tiir barindirmaktadir. Bu tiirlerin ¢ogu bir yilliktir (21).

V. cracca subsp. cracca Anadolu'da dogal olarak yetismekte olup kurutularak kaba
yem olarak degerlendirilmektedir ve kus figi olarak taninmaktadir. V. bithynica ise okiiz
baklasi olarak bilinmektedir (22). Vicia cinsi yurdumuzda en fazla yetisen yemgillerden
olup, tek yillik bir bitkidir. Meyveleri yiiksek oranda protein igerdiginden hayvan
beslenmesinde yem olarak tercih edilmektedir. Vicia bitkilerinin baz1 tiirlerinde
aminoasitler, seker alkolleri, yag asitleri, organik, inorganik asitler ve diger sekonder
metobolitler ve glikozit tiirevi bilesikler bulunmaktadir (23). Hayvancilikta antimikrobiyal
ve antihelmintik hastaliklarin oniline gegcme adina yapilan ¢aligmada V. cracca tiirline ait

antihelmintik ve antimikrobiyal etkilerinin olmadig: belirtilmistir (24).

Fig tohumlari, kiimes hayvanlar1 ve ¢iftlik hayvanlari i¢in 6nemli bir protein ve
enerji kaynag: olup icerdikleri vitaminler, bagisiklik sistemi iizerine olumlu etkileri ve
serbest radikallere karsi bariyer olmasindan kaynakli 6nem arz etmektedir. Bitki tiirleri
arasinda vitamin igerigi, genetik Ozellikler ve ekolojik bazi durumlara gore degiskenlik

gosterdigi goriilmiistiir.

Hayvan beslenmesinde 6zelikle A vitamini 6n plana ¢ikmakta olup A vitamini
eksikliginde hayvanlarda mortalite artmaktadir. Ayrica A vitamini buzagilarda goriilen
enteritin klasik tedavisinde kullanilmaktadir. Hayvan yemi olarak kullanilabilecek Dogu
Anadolu bolgesinde yaygin olarak yetisen. V. ervilia, Vicia michauxii Sprengel, Vicia

anatolica Turrill, Vicia mollis Boiss. et Hausskn. Ex Boiss., Vicia noeana Reuterex Boiss.,



V. sericocarpa Fenzl. ve Vicia peregrina L. yedi tiir fig A, C ve E vitaminleri ve f-karoten
seviyelerini belirlemesi adina yapilan bir ¢alismada, yiiksek performansli sivi kromatografi
(HPLC) yontemi kullanilmistir. Bu ¢alismada, vitamin igeriginin olgun ve olgun olmayan
tohumlar arasinda farklililk gosterdigi tespit edilmis olup A, C, E ve p-karoten
vitaminlerinin olgun tohumlarda olgunlagsmamis tohumlara oranla daha yiiksek ¢iktig1
goriilmiistiir. Yapilan g¢alismada farkli Vicia tiirlerinin olgun tohumlar1 arasinda, V.
anatolica'da (0.9225 g/g) diger alt1 tiire oranla daha fazla A vitamini tespit edilmistir ve
olgun tohumlar arasinda en diisik A vitamini igerigi V. sericocarpa'da (0.3026 pg/g)
bulundu. Olgun tohumlardan V. noeana'nin (13.4142 ng/g) diger tiirlere oranla daha fazla
C vitamini igerdigi tespit edilmis olup V. michauxii'nin (2.7886 ng/g) olgun tohumlar

arasinda en diisiik C vitamini seviyesine sahip oldugu tespit edildi (25).

Vicia faba L. Akdeniz bolgesinde geleneksel tedavi yontemleri arasinda kolesterolii
kontrol altina almak igin antihiperlipidemik olarak kullanildigi belirtilmistir. Yapilan
caligmalarla V. faba'nin, c¢igeklerinin bir lipaz ve melanogenez inhibitorii olarak
kullanilabilecegini bdylece cilt beyazlatict bir ajan olarak etkisini gosterebilecegini

belirtmistir (26).

V. faba’ nin tohumlarindan alkaloid, saponin, flavonoidler ve fenolik bilesenler
aydmlatilmigtir (11). Ayrica ayni bitkiden toplam 155 adet ¢ok farkli kimyasal yapilarda
sekonder metabolitler aydinlatilmistir. Bu bilesikler karbohidrat, amino asit, organik asit,
alkaloid, terpenoid, jasmonat ve polifenol bilesikleri olarak belirtilmistir. Aydinlatilan bu

bilesiklerin 73 tanesinin ilk defa bu bitkiden izole edildigi rapor edilmistir (27).
2.1.1. Vicia Tiirlerinin Sistematikteki Yeri

Vicia L. Faboideae alt familyasinda yer alan bir cinstir ve sistematigi asagida Tablo

1’de goriilmektedir (28).

Tablo 1. Vicia L. bitkiler alemindeki sistemagi

Alem : Plantae

Boliim : Magnoliophyta
Simifi : Magnoliosida
Alt Siuf : Rosidae
Takim : Fabales
Familyasi : Fabaceae

Alt familyasi : Faboideae
Cinsi : Vicia L.




Resim 2. V. bithynica

Calismaya konu V. cracca subsp. cracca ve V. bithynica bitkilerin Resim 1-2’de
gortldiigli gibi Trabzon, Kanuni Kampiistinden toplanmistir ve asagidaki gibi herbaryum

numarasi verilmistir.

Vicia bithynica L. (Fabaceae): Trabzon, Kanuni Kampiisii, 22 Mayis 2018,
Coskungelebi 1251 (KTUB).

Vicia cracca L. subsp. cracca (Fabaceae): Trabzon, Merkez Kanuni Kampiisii, 24
Mayis 2018, Coskungelebi 1259 (KTUB)



2.2. Esansiyel Yaglar

Esansiyel yaglar, genel olarak aromatik yaglar, esans yaglar1 ya da eterik yaglar
olarak farkli isimlerle de isimlendirilebilmektedir. Bitkilerden elde edilen ugucu yaglar
renksiz veya ag¢ik sar1 renkli tonlarinda olabilirler. Esansiyel yaglar; etkin, giiclii koku
icerigine ve zamanla buharlasabilme 6zelligine sahip ugucu bilesenlerden olusmaktadir
(29). Kodeks de 6nemli bir kisim kaplayan ugucu yaglar, biitiin olarak daha ¢ok yiiksek
sicakliga sahip iklimdeki iilkelerde ve daha 1liman sicakliga sahip Akdeniz cografyasini da
igine alan genis bir yelpazede yetisen farkli yapidaki esans igeren bitkilerden saglanir (30).
Ugucu yaglar bitkinin birgok farkli organindan elde edilir ve bu organlar ¢igcek kismi,
yaprak kismi, kok kismi ve tohum kisimlaridir. Bu yaglar genel olarak su, su buhari ya da
vakum distilasyonu ve bunun haricinde bir¢cok ekstraksiyon metodundan yararlanarak
eldesi saglanir. Bitkilerin karakteristik kokular1 igerdikleri ugucu yagdan kaynakli olup, bu
yaglar 25 °C’de genel olarak sivi olup ve kolaylikla kristallesebilir. Oda sicakliginda
birakildiklarinda buharlasabilen genellikle giizel kokulu karigimlardir. Sabit yaglardan
farkli olarak siizge¢ kagidinda iz birakmazlar (29-31).

Ucucu yaglarin ana bilesenleri terpen yapili bilesiklerdir. Monoterpenler bu
yapilarda oran ag¢isindan daha fazla miktarda olup, daha kiigiik oranlarda seskiterpen ve
diterpenler de bulunmaktadir. Bunlarin yaninda az oranda alkol, asit, aldehit, keton, ester,
lakton ve ¢ok daha az miktarda azotlu ve kiikiirtli yapilarda bilesikler bulunmaktadir.
Ugucu yaglarin birlesimindeki igerik miktarlari; tiretim sekli, bitkinin hangi kismindan elde
edildigi, yetistirildigi bolgenin iklim kosullari gibi durumlara gore degiskenlik gosterebilir.
Terpen yapilarin oksijen igerikli birlesimleri kokusu, tadi ya da tedavi 6zelligi acisindan 6n
plana ¢ikmaktadir (32). Son yillarda ugucu yaglar; farmakoloji dalinda, tarimsal
uygulamalarda, kozmetik iriinlerinde ve tamamlayicit tedavi amacli olarak goriilen
aromaterapide kullanimi artmustir. Ayrica tedavi yontemi olarak son yillarda 6n plana
cikan masaj veya ferahlatici banyoda kullanimi mevcuttur. Gegen zaman iginde bu yaglar,
kokularin eldesi ayrica tat endiistrisinde kiymetli bir statiiye kavusmustur. Ilag sektdriinde
ilaglarin kokularin1 ya da tat diizeyini dengeleyici bir unsur olarak kullanilmasiin
haricinde, Amerikan Gida ve Ilag Dairesi bu yaglar1 genel capta giiven veren ve zarar

vermeyen kategorisine koymustur (32, 33).



2.2.1. Esansiyel Yaglar1 Tastyan Organlar

Esansiyal yaglar bitkilerin farkli kisimlarinda olup her bitki igin ayr1 ayri
organlardan eldesi mevcuttur. Ugucu yaglar1 bitkinin her organinda rastlamak miimkiin
olup Flos (Lavanta), Petal (Giil), Folia (Nane), Meyve (Anason), Herba (Kekik), Cortex
(Targin), Kok (Valeriana) gibi 6rnekler verilebilir. Umbelliferac meyvelerinde perikarpta,
nanede govde ve yapraktaki salgi titylerinde, portakalda hem ¢igekte (petal) hem de meyve
kabugunda ugucu yaglarin aym bitkinin farkli organlarinda bulunmasi s6z konusudur.
Ugucu yaglar; familyaya bagl olarak; salgi tiiyiinde, salgi cebinde, salgi kanalinda, salgi
hiicrelerinde degisiklige ugramis parankima hiicrelerinde, epiderma hiicrelerinde

bulunabilmektedir (34).
2.2.2. Esansiyel Yaglarm Gorevleri

Esansiyel yaglar eski gaglardan beri bir¢ok medeniyet tarafindan kullanildig
bilinmektedir. Ornek olarak feslegen ve limon kekigi ugucu yaglar1 zararli bazi haserelere
kars1 kovucu etkisi 6n plana ¢ikmaktadir. Terpen birlesiklerinin bazilar1 zehirli 6zellik
tasimasindan kaynakli terpen tasiyan bitkileri, besin olarak kullanan birgok canliya karsi
bitkiyi koruyucu mekanizmalar1 ortaya konulmustur. Bu nedenle bitki savunmasinda
onemli roller stlenirler. Papatyagillerden solucan otunun ugucu yaginda ¢ok zehirli ugucu
yaglar bulunur. Bu bitkinin bu 6zellikleri sayesinde boceklerin ugucu yagi solunum yoluyla
aldig1 ve ortamdan uzaklastig1 goriilmistiir. Cok fazla sayida bitki, ugucu yag maddesi olan
monoterpen tagimaktadir. Bu monoterpenler, bitkiye yarar1 olan bocek ve benzeri canlilar
kendisine yonlendirerek polenlesme i¢in 6nemli bir parametreyi olumlu yonde etkilerler.
Bitkiyi zararli boceklere karsi giliclendirmektedir. Esansiyel yaglar, ileri diizeyde
buharlasma mekanizmasindan 6tiirli ortaya ¢ikan suyun kaybedilmesinin Oniine gecerken,
oksidasyon/rediiksiyon reaksiyonlarinin neticesinde hidrojen transferinde gorev tstlenirler.
Esansiyel yaglar bocegi kendine c¢ekerek tozlasmanin daha kolay ilerlemesini ve zararl

birgok canliya kars1 bitkinin savunma mekanizmasinda 6nemli gorevler istlenir (34, 35).
2.2.3. Esansiyel Yaglarmn Eldesi I¢in Gelistirilen Metotlar

Esansiyel yaglarin elde edilmesi i¢in 14. yiizyildan itibaren baz1 Avrupa iilkelerinde
distilasyon yontemini kullanilmis olup 16. yiizyilin ortalarinda diger bilim dallarina cevap

alinabilmesi adina yeni metotlar gelistirilmeye ¢aligiimistir (36).



Ucucu yaglarin eldesinde daha cok distilasyon yontemi 6n plana ¢ikmaktadir.
Distilasyonda ki amag¢ ugucu bir siviyi, genellikle uguculuk seviyeleri ayni olmayan
maddeleri, uguculuk 6zelligi tasimayan bir tirlinden ayristirma esasina dayanir. Distilasyon
isleminde sivi olan maddelerin sivi halden buhar haline doniisiimii olayr farkindalik
yaratmasindan ortaya c¢ikan bir ayristirma metodu olup, bu metot sonucu olusturulan
esansiyel yaglar, kaynama noktasi derecesinin diisilk oldugu birlesikler de ¢ok fazla
miktarda kullanilirken; ¢ok az oranda da kaynama noktasi derecesi fazla ve su iginde
¢oziinebilen birlesikleri ayirt etmek igin kullanilmaktadir (37). Sekil 1’de basit distilasyon
diizenegi gosterilmistir.Distilasyon islemi i¢in gelistirilen metotlar {ige ayrilmakta olup

bunlar, su distilasyonu, buhar distilasyonu ve vakum distilasyonudur.

Sekil 1. Basit distilasyon diizenegi (Young’dan, 37)

2.2.3.1. Su Distilasyonu

Su distilasyonu, kaynatildigi zaman bozulma olugsmayan kuru haldeki bitki
materyallerinde uygulanmaktadir. Bu yontem igeriginde ester bileseni fazla olan ugucu yag
eldesinde hidrolizlenme nedeniyle tercih edilmemektedir. Bu yonteme gore destilasyon
diizenegi kapsaminda su ve kuru materyelin 2 ile 8 saat igerisinde kaynatilmasiyla olusan
ucucu bilesen ve su buharinin sogutucuda yogunlastirilarak yogunluk farki nedeniyle
ayristirilmasi esasina dayanmaktadir. Bu yontem ucuz ve kolay bir sekilde ucucu yag
eldesi olanagi saglar. Kiiciik 6lgekli tiretimlerde laboratuvar tipi Clevenger kullanilirken,

endiistriyel sahada biiyiik distilasyon kazanlar1 kullanilmaktadir. Su distilasyonu



isleminden en fazla verim alindig1 zaman aralig1 toz haldeki hammaddelere uygulanmasi

sonucudur (37, 38). Sekil 2°de laboratuvar tipi bir Clevenger diizenegi gésterilmektedir.

Sekil 2. Clevenger diizenegi (Young’dan, 37)

2.2.3.2. Buhar Distilasyonu

Bu metodun uygulanmasinda cam bir kap igine konulan taze materyale basing
altinda sicak buhar génderilmesiyle bitki hiicre ve ¢eperlerinde bulunan ugucu bilesenlerin
buharla birlikte siiriiklenmesi ve sonrasinda sogutucuda yogunlasarak toplama kabinda
yogunluk farkina gore ayristirilmasi esasina dayanmaktadir. Bu yontemde buharin hizi ve
sicaklik kontrol altinda tutularak sicaklikla bozulabilen ve kolayca hidrolize olabilen
bilesiklerin ugucu yag eldesinde avantaj saglar. Ihlamurdan ugucu yag eldesinde bu yontem
kullanilmakta olup bozunma {iriinlerinin engellendigi ve farmakolojik etkinin korundugu
rapor edilmistir. Esansiyel yaglarin iretiminde en fazla kullanilan yontem buhar

distilasyonudur (37-39) ve Sekil 3’de buhar distilasyon diizenegi goriilmektedir.



Sekil 3. Buhar distilasyon diizenegi (Young’dan, 37)

2.2.3.3. Vakum Distilasyon

Bazi bilesiklerin kaynama noktasi yiiksek olup distilasyon sicakliginda bozunma
nedeniyle diisiik basing altinda distilasyon yapilmaktadir. Diisiik basing altinda kaynama
noktasi diiseceginden dogal ugucu yag bilesenleri bozunmadan elde edilmektedir (37-39).

Sekil 4’de vakum distilasyonu diizenegi goriilmektedir.

Sekil 4. Vakum distilasyon diizenegi (Young’dan, 37)
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2.2.3.4. Hidrodifiizyon

Bitki hiicrelerinde esansiyel yaglarin bir kismi yiizeye yakin tabakada barmirken,
belli bir miktar1 da igeri kisimdaki katmanlarda bulunmaktadir. Yiizey kismina yaklasik
olan katmanlardan esansiyel yagin elde edilmesi kolaylikla gergeklesir. Bitkinin ylizeyden
uzak olan tabakalarindan esansiyel yagin eldesinde diflizyon sonrasinda yiizeye
ulagsmasiyla gergeklesebilir. Hidrodiflizyonun gerg¢eklesmesi endiistriyel ortamda klasik
buhar distilasyonunun disinda olusan buharin bitki hammedesiyle kapli kazan sistemine tist
kisimdan aktarilmasi ve alt kisimdan olusan buhar yogunlastirilir. Hidrodifiizyon yontemi
bir¢cok avantaj getirir. Bu avantajlar; kazan kisminin yiiklenilmesi ve bosaltilma asamalari
g6z Oniline alindiginda islemin gergeklestirilmesindeki rahatlik, yalnizca algak basing
kullaniminda nemli buharin kullanilmasi, distilasyonun siiresinin daha az zaman almasi,
fazla miktarda buhar harcanmadigindan masrafin diisiik olmasi, distilasyon zaman
araligimmin daha az olmasindan kaynakli riflaksin ger¢eklesememesinden dolayr yag
molekiilleri hidroliz olamazlar ve iiretimi gerceklesen esansiyel yagin standardizasyonunun
fiziksel normlara uymasi avantajlardan sayilabilir (39, 40). Ucucu yagin kalitesini korumak
adina yapilan islemlerde sicaklik kontrol olduk¢a 6nemlidir. Sicaklik kontrollii yapilan bir
calismada PID kontrol cihazi kullanilmistir ancak bu cihazin parametre degisikliklerine
karst duyarsizlig1 ve kontrol cevabi acisindan daha az hassasiyet gosterdigi goriilmiistiir.
Bu problemi ¢6zmek i¢in hidrodifiizyon distilasyonu PID (HFPID) kontrol cihazi ile
entegre edilmistir. Bu calisma, HFPID denetleyicisinin gegici ve kararli durumda sistem
performansini iyilestirdigini, sicaklik kontroliinde daha iyi yanitlar alindigin1 ve ugucu

yagin kalitesini artirdigini gostermistir (41).
2.2.3.5. Mekanik Presleme Yontemi

Bazi bitkisel materyallerden distilasyon yontemi ile esansiyel yag eldesinde yagin
yapisinin bozunmasi sdz konusudur. Esansiyal yaglarin sicakliga bagli bozunmalarini
engellemek adina sogukta sikma yontemi kullanilmaktadir. Droglardan ugucu yag elde
edilmesi icin kullanilan yonteme mekanik yontem denilmektedir. Portakal, limon,
bergamut, mandalina ve turunggilin meyve kabuklart gibi narenciye iiriinlerinden ugucu
yag eldesinde mekanik yontem uygulanir. Presleme iglemiyle esansiyel yaglarin eldesi i¢in
soguk hidrolik presler ve benzeri cihazlar kullanilarak esansiyel yaglarin iiretimi saglanir.
Preslemeyle elde edilen usareler genel olarak berrak olmayip berraklastirma islemi igin

filtrasyonla siizme islemi ve sonrasinda santrifiijlemeyle igindeki mikro pargaciklarin
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alkoliin ilavesi ve sonrasi isitma ile bulaniklik veren maddeler ortamdan rafinasyonla
uzaklastirilir. Bu tip kabuklu narenciye meyvelerinden ugucu yag eldesi igin FMC InLine
ve Polisitrus ekstraktorleri kullanilmaktadir (38, 42).

2.2.3.6. Ekstraksiyon Yontemleri

Bitkilerden ugucu yag eldesinde geleneksel ve gelismis ekstraksiyon metotlari
kullanilmaktadir. Geleneksel yontemler maserasyon, infiizyon, dekoksiyon, perkolasyon ve
anflorajdir. Eczacilikta perkolasyon yontemi 19. yiizyillda kullanilmaya baglanmustir.
Gelistirilmis ayirma metotlar1 ise basingli ¢6ziicii ekstraksiyonu, mikrodalga destekli
¢oziicii ekstraksiyonu (MCE), siiperkritik akigkan ekstraksiyonu (SAE), ultrason destekli
ekstraksiyonu yontemleridir. Geleneksel yontemlerin islem siiresinin uzun olmasi ve
cevreyi kirletici ¢oziiclilerin fazla kullanilmasmin getirdigi dezavantajlarin da etkisiyle
gelistirilmis ekstraksiyon yontemleri 6n plana ¢ikmistir. Siiperkritik sivi ekstraksiyonunun
avantaji mikrodalga ekstraksiyonuna gore hiz ile etkinlik yoniiyle modern yontemler
arasinda olusu son yillarda bu metodu 6n plana ¢ikarmistir. Etkili ekstraksiyonun
gerceklemesi admna sicaklik parametresi on plana ¢ikmaktadir bu durumda sicakligin

yiikselmesi bazi bozunmalarin olusmasina zemin hazirlar (43).

Solvent Ekstraksiyonu: Bitki materyali, dogrudan dogruya normal sartlarda
¢ozilicliyle beraber ayni ortama konulabilir veya ¢oziiciiyle beraber organik yapidaki bir
solventle kaynatilabilir. Yontem geleneksel bir yontem olup, yaygin olarak endiistride
organik solvent icin hekzan ve etil alkol kullanilirken, analiz yapilan laboratuvar
caligmalardaysa etilen ve pentan/diklorometan kullanimi 6n plana ¢ikar. Ayristirma islemi
sonucunda organik solvent ortam i¢inden damitilarak geriye doniik bir kazanim saglanr.
Solvent ekstraksiyonun buhardaki distilasyona nazaran 6n plana ¢ikan durumlar1 vardir.
Ayrisma siirecinde algak sicaklik kullanimi1 6nemli bir avantajdir. Genel olarak sicakligin
sokselet aparatinda 60 °C’nin altinda olup daldirma metodunda ise 5 ile 25 °C degerleri

igerisindedir.

Algak sicaklik, ortaya ¢ikan esansiyel vyaglarin buhar distilasyonuyla
karsilagtirildiginda degerli bir kapsam olusmasi ac¢isindan 6n planda olan Onemli
parametredir. Bununla beraber solvent ekstraksiyonun bazi dezavantajlari mevcuttur.
Bunlardan ilki ¢oziicli ekstraksiyonu islemi yapilirken yogunlagsma islemi esnasinda
artefaktlarin olugmasi ve diisilk molekiil agirlikli ugucu birlesiklerin kaybidir. Diger

dezavantajlarindan biri de ekstraksiyon sonrasi atik halde geri kalan ¢oziiciilerdir. Geri
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kalan ¢oziiciiler, mali acidan ve gevrenin zarar gérmesinden Otiirii ¢ok dnemli bir durum
olusturur. Saf ve degerli solventler mali yonii yiiksek olmasindan kaynakli yontem

sirasinda ¢ok miktarda solvent kullanilmasi islemin finansal yiikiiniin artmasina sebep olur

(32, 43).

Maserasyon (Sicak Yag Ekstraksiyonu): Maserasyon islemi bitkilerden ugucu yag
eldesi i¢in kullanilan ilkel yontemlerden olup analitlerin bir siire organik ¢oziicili iginde
bekletilmesi yoluyla saglanan ekstraksiyon yontemidir. Analitler, denge saglanmasi igin
katt sivi icinde temas halindedir. Ayrica maserasyon islemi, fenolik birlesiklerin
ekstraksiyonun da farkli c¢alismalarda kullanilmistir. Ornegin, melisa ve narenciye
bitkilerinden maserasyon yoluyla fenolik bilesikler elde edilmistir. Maserasyon isleminden
sonra kalan maddeye maseret denir. Maserasyon, olduk¢a zaman alan ve verimi diisiik bir

islemdir (44).

Anfloraj (Soguk Yag Ekstraksiyonu): Bu metot genel olarak esansiyel yag miktari
diisiik seviyede, 1sida ¢abuk bozunabilen bitkilerin petallerinin igerdigi ugucu yaglarin elde
edilmesinde kullanilan bir yontemdir. Bitki cicek veya yapraklari, inert ve kokusuz yag
karisiminin siiriildiigii tahtalarla desteklenmis ince cam plaka iizerine yayilir ve birkag saat
sonra petaller alinarak yeni petallerin yerlestirilmesi islemi uygulanir. Plakanin {izerine
siiriilen yaglar ¢icek veya yapraklardaki esansiyel yaglari ¢ozerek igine alir. Bu islem uzun
stireli ve tekrarli olarak yapilir. Bu uygulamalar plakalarin istiindeki yaglarin esansiyel
yaglarla zenginlestirilmesiyle son bulur. Bu islemin sonucunda elde edilen karigima
genelde pomad adi verilir ve ugucu yag karisimdan etanolle ekstre edilir. Etanol diisiik
basing altinda uzaklastirilarak esansiyel yagin eldesi gerceklestirilir. Bu metoda soguk yag
ekstraksiyonu olup anfloraj olarak bilinmektedir. Bu yontem pahali ve zaman alan bir
islemdir (45).

Basingli Coziicii Ekstraksiyonu (BCE): Basingh ¢oziicii ekstraksiyon teknigi
ekstraksiyon yontemleri arasinda oldukga yeni bir teknik olup endiistride uygulamasi
olmayan bir uygulamadir. Coziicii ekstraksiyonu, maserasyona ve perkolasyon gibi
tekniklere alternatif olarak gelistirilmistir. Bu yontem kati-sivi ekstraksiyon uygulamasi
olup, basincin artirilmasi ¢oziiciiniin maksimum sicaklikta sivi formda kalmasini saglar.
Basingli ¢oziicli ekstraksiyon uygulamasinda sicaklik olduk¢a 6nemli bir parametre olup
yontemin siirekli uygulanabilmesini saglamaktadir. Uygulanan sicaklikla dipol-dipol

etkilesiminin artmasi nedeniyle ekstraksiyonda matriks igindeki esansiyal yag verimini
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yiikselttigi belirtilmistir (45). Yiiksek sicaklik kullanimiyla benzer yapidaki molekiillerin
molekiiller arasi ¢ekim kuvvetinin farkli tiirdeki molekiillerin ¢ekim kuvvetini yenmesine
yardim eder ve matriks i¢indeki benzer bilesiklerin ekstraksiyonunu kolaylastirir. Yiiksek
sicaklikla yilizey gerilimi diiser ve bundan dolay1 analitin daha kolay ¢oziiciiyle temasi
saglanir. Boylece ¢oziicii yiizey gerilimindeki azalma nedeniyle analitlerin ¢oziicliyle daha
hizli ¢oziinmesi saglanmis olur (46, 47). BCE gerekli ¢6ziicii miktarin1 6nemli miktarda
azaltan, ekstraksiyonun hizimi artiran ve yiiksek diflizyon sivilar1 kullanmasina olanak
saglayan bir yontemdir (48). BCE’de amag sicaklik ile basing parametresinin artigiyla
sivilarin ayrigma siirecini gelistirmek olup sicakligin artisiyla uygun basingta ¢oziiciiniin
matriksine katilim yapmas1 kabiliyetini artirir. Uygulanan ekstraksiyonda sicakligin ¢6ziicii
kaynama noktasinin {istiinde olmasiyla yiikselen sicaklikla analizi yapilan maddenin
¢ozliniirliik ve ekstraksiyon hizlarinin artisin1 saglar ve bu nedenle daha etkili bir yontem
olusturmaktadir (46-49). Ayrica yiikselen sicaklikla birlikte basincin artmasi ¢oziiciiniin
stvi halde kalmasini saglamaktadir. Bununla birlikte ekstraksiyon esnasinda basincin
yiikselmesi, matrikste bulunan hava kabarciklarinin ¢6ziiciiniin analite ulagmasini
engellemesi nedeniyle hava kabarciklari ile ilgili problemlerin kontrol altinda tutulmasina
saglar. Bunun disinda analizi yapilan maddenin ¢oziiniirliik seviyesini ve matrikste kati
ylizeyine tutunan taneciklerin ayrilma hizinin artirmasiyla, tiim siirecin ¢oziicii
ekstraksiyonuna oranla daha hizli olmasi gibi bir avantaji beraberinde getirir (50). Tiim
bunlarin yaninda sicakligin maksimum seviyede olmasi ve basincin en uygun sartlarda
olusu ayrigtirma siirecinin en iyi sekilde sonug vermesini saglar. Fakat bu siiregte bazi
bozunma {irtinleri gelisebilir. Bu yontemde ekstraksiyonun siiresi, uygun ¢oziicii segimi,
¢oziicii hacmi ve analizi yapilacak maddenin miktar1 olduk¢a Onemli parametrelerden
sayilabilir. Sonug olarak, BCE i¢in sicakligin diisiik seviyede tutulmasi, ekstraksiyon
stiresinin az olmast ve istenilen sonuglarin olumlu yonde tepki verdigi yapilan

uygulamalarla belirlenmistir (51).

Mikrodalga Destekli Coziicti Ekstraksiyonu (MCE): Mikrodalgalar, 300 MHz ve
300 GHz arasinda frekansa sahip elektromanyetik dalgalar olup, genel olarak 2.5 GHz ile
75 GHz araliginda ayristirma islemi olusmaktadir. Iyonlastirici olmayan radyasyonlardir.
Isitma islemi geleneksel 1sitma yontemi yerine mikrodalga ekstraksiyonun da ekstraksiyon
matrisi i¢indeki elektromanyetik radyasyonlarla saglanir. Mikrodalgalar, hacimsel 1sitma
ozelliginden dolay1 ¢ok hizli ve tiniform bir sekilde 1sitma islemiyle 1s1l hasarin istenmeyen

sonuglar1 en aza indirilmis olur. Mikrodalga yonteminde 1sitma iyonik iletisim ve dipol
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etkilesimle saglanmaktadir (52). MCE uygulamasi normal ve diisiik basing altinda
yapilabilmektedir. Kapal1 sistemlerde hiicre yapilarinin tamami esdeger zaman diliminde
1sitilma igslemine ugrarken, agik olan sistemlerde hiicre yapilar farkli zaman dilimlerinde
1sitilmaktadir. Agik olan sistemlerde sicakligin ¢6ziicliniin kaynamasiyla kisitlanirken agik
olmayan sistemlerde sicakligin ve basincin artirilmasi miimkiin olmaktadir. Kapali sistem
esansiyel yag eldesinde verimin daha yiiksek oldugu belirtilmistir. Fakat kapali sistemlerde
ekstraksiyonun daha fazla zaman almasi olumsuz bir durum olusturmaktadir. Zaman
agisindan bu durumun olugmasinin nedeni ayristirma islemi yapilirken kabin agilmasi i¢in

kabin sicakliginin diisiik degerlere inmesinin zaman aldigi belirtilmistir (53).

Su gibi polar bir ¢oziiciinin kullanildigi ekstraksiyon sistemlerinde, dipolar
polarizasyon ana 1sitma kaynagidir. Mikrodalgalar, yiiksek frekansli elektromanyetik
dalgalardan olustugundan, 1sitmada iletisim ve tasgimmdan kaynakli farklilik
olusturabilmektedir. Bu yontemde 1sitilan malzemenin ve ¢oziiciiniin dielektrik 6zellikleri
cok onemlidir. Malzemenin elektromanyetik bir alanda enerji depolayabilme kabiliyeti
olarak tanimlanan dielektrik sabiti digeri ise bir malzemenin enerjiyi dagitma kabiliyeti
olan dielektrik kayip faktoriidiir. Bir malzemenin dielektrik kayip faktoriiniin dielektrik
sabitine orani, dagilma faktorii olarak tanimlanir. Dagilma faktorii, malzemedeki 1s1
olusumuna baglhdir. Polar bilesikler temel olarak yiiksek dielektrik kayip faktorlerine
sahiptir. Dielektrik 6zellikleri yiiksek ¢oziiciiler veya etanol-su gibi karisimlar genellikle
ekstraksiyon c¢aligmalarinda 6n plana c¢ikmaktadir. Bircok organik analitin bitkilerden
ekstraksiyonu icin genellikle polar ¢oziiciiler secilirken bazen farkli amagclar i¢in polar
olmayan ¢oziiciiler de kullanilabilir. Taze nane yapraklarindan ugucu yag eldesinde polar
olmayan ¢oziiciiler tercih edilmis olup buradaki 6nemli nokta ¢oziiciiniin mikrodalgalara
kars1 hassas olmasi1 ve mikrodalgalarin herhangi bir ¢oziiciiniin 1sinmasina neden olmadan
dogrudan kati numuneye ulagmasidir. Bu durum hiicresel yapilardaki su molekiillerini
etkilemesiyle hiicre zarinin bozulmasina ve hedef bilesiklerin ¢oziiciiye kolay gecmesini
saglar. Boylece mikrodalga destekli esansiyal yag ekstraksiyonu daha kisa siirede, daha az
¢ozilict tiiketimi ve daha yliksek verimle yapilmaktadir. Sicaklik ve zaman, ekstraksiyon
islemlerinde kritik parametreler olup daha yiiksek sicakliklar diflizyon hizini arttirir.
Mikrodalgada 1sitma i¢in daha kisa zamanlar yeterli oldugundan, geleneksel yontemlere

gore mikrodalga ekstraksiyonu 1s1ya duyarli bilesenler i¢in onerilebilir (52-54).
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Rosmarinus officinalis, Origanum dictamnum ve Vitexagnus castus gibi farkli
aromatik bitkilerden aseton, metanol, su ve etil asetat-su karisimi ile mikrodalga
ekstraksiyon yontemine gore fenolik bilesiklerin ekstraksiyonu yapilmistir. Calismalar
sonucunda mikrodalga destekli ekstraksiyonun, ekstraksiyon siiresini onemli Olgiide

azalttig1 ve fenolik bilesiklerin ekstraksiyon verimini arttirdigi belirtilmistir (55).

Stiperkritik Akiskan Ekstraksiyonu (SAE): Ekstraksiyon islemlerinde; enerji
kaybmi indirgeme, maliyeti diisiirme ve dogal iirlinlerin organik c¢oziiciilerle yapilan
islemlerini azaltip ¢evresel ve saglik sorunlarini minimize etme adina kalite standartlarini
diisiik seviyelere indirmeden, metodun seri sekilde yapilmasi ve alinan sonuglarin kalitesi
gibi parametreler 6n plana ¢ikmaktadir. Coziicii ekstraksiyonu isleminde finansal yiikii
artiran maliyetli organik ¢oziiciilerin segilmesi, solvent-analit ayrilmasinda yan triinlerin
olusumu, ayristirma isleminin zaman almasi ile gecen siire icinde yiikseltgenme
durumundan bozunmalar nedeniyle olumsuz sonuglarin dogmasi bilimsel boyutta bilim
insanlarii daha farkli yontemlere yoneltmistir. Bundan dolay1 ¢evre kirliligini indirgeme,
ekstraksiyon verimini yiikseltmesi ve kimyasal olarak toksik etkinin minimum olmasi gibi
avantajlarindan 6tiiri SAE metodu biiytik ilgi ¢ekmektedir. Bu yontemde yiiksek saflikta
tirtin elde edilir ve bozunma olusmadigindan diger ekstraksiyon yontemlerine gore daha
avantajlidir (56).

SAE yonteminde ana prensip, siiperkritik ¢oziiciilerin akigkan formda kullanilmasi
olup kullanilan sivinin, uygun sekildeki sicaklifinin ve basmcinin istiindeki nitelikte
organik ¢oziiciiniin segilmesidir. En uygun sekilde ayarlanan sicaklik ve basincin
tizerindeki solvent sivi veya gaz formdan ziyade siiper kritik akigskan olarak isimlendirilir.
Uygun kosullarda sicakligin maksimum diizeyde olmasi ile basincin minimum degerlerde
secilmesi yogunluk acisindan alcak degerde olusan akiskanin gaz timsali davranis
sergilemesine neden olur. Sicakligin minimize edilmesi ve basincin maksimum olmasi
halinde akigkan, yogunluk acisindan yiiksek bir degerde olur ve sivilara benzer sekilde

davranirlar (57).

Bu yontemde secilen akiskan sivi ya da gaz benzeri davraniglar sergileyebilir.
Yogunlugun fazla oldugu ayrica maddeyi kolayca ¢dzebilme yetenegine sahip oldugu
durumlarda sivi ozelligi sergilerken, yogunlugun disiik oldugu gerilimin sifira yakin

oldugu zamanda gaz O6zelligi sergiler. Bu metodun, akigkanlarin gazlar ve sivilar gibi
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davranig sergilemesi ayristirma esnasinda kullanilacak yapilarin secilmesine olanak

saglamaktadir (57, 58).

Stiperkritik sivi ekstraksiyonunda karbondioksit, etilen, Klortriflormetan, etan,
propan, amonyak, nitrozooksit, triflormetan, propilen, hekzan gibi akiskanlarin kullanimi
muhtemeldir. Kullanilan akiskanlar ig¢inde kolaylikla tedarik edilebilmesi, mali olarak
diisiik seviyede olmasi, safsizliginin minimize olmasi, ¢evreye daha az zarar vermesi gibi

etkenlerinden kaynakli karbondioksit en ¢ok tercih edilen akiskandir (59).

SAE igin karbondioksitin ilk kullanimmi 1869°da Andrews saglamustir.
Karbondioksit ¢oziicii olarak 1900’14 yillarin ortasinda ¢esitli tilkeler tarafindan
kullanilmaya baglanmis olup 1993 tarihinde karbondioksit kullanilarak ekonomik 6neme
sahip 42 ¢esit esansiyel yag eldesi saglanmistir. Karbondioksitin avantajlari; ekonomik ve
koku agisindan minimum seviyede olmasi, yanici olmamasi, yogunlugunun az olmasi
sayesinde bitkilerin igerisine kolayca gegebilmesi ve diisiik sicaklikta buharlagabilmesidir.
Karbondioksit uygun sartlar saglandiginda 200-300 bar basing araliginda 40 °C-50 °C
sicaklik arasinda bitkilerden esansiyal yag eldesinde oldukca yogun bir sekilde
kullanilmaktadir (60).

Likens ve Nickerson Ekstraksiyon Yontemi: Likens ve Nickerson tarafindan
gelistirilen ve distilasyonla analitten esansiyal yag eldesi yapilan bir yontemdir. Bu yontem
aynt zamanda Clevenger yontemi olarak da bilinmektedir. Bilimsel amagli ugucu yag
eldesinde oldukga yogun bir sekilde kullanilmaktadir. Bitki ilk asamada kullanilan aparatin
balonuna yar1 yariya su ile birlikte konur ve kontrollii bir sekilde gomlekli 1sitict
yardimiyla 1sitilir. Su buharinin bitki geper ve hiicrelerine girerek ugucu bilesenleri buharla
birlikte siiriiklenmesini ve buharlasarak sogutucuya gelmesi ve sonrasinda yogunlasarak
toplama haznesinde su ile birlikte toplanmasini saglar. Yogunlasan suyun fazlasi tekrar
balona doner ve bu siire¢ yaklasik 3 saat olarak devam eder. Ucucu yag yogunluk farkina

gore su iistiinde veya altinda birikir ve su uzaklastirilarak esansiyal yag elde edilir (61).

Kati-Faz Mikro Ekstraksiyon (SPME): Ucgucu bilesen analizlerinde numunenin
toplanmast ve hazirlanmasinin oldukg¢a fazla zaman aldigi rapor edilmistir. Bu siirecte
yapilacak hatali bir iglemin biitiin bir ¢alismay1 tekrar en bastan baslanilmasina neden
olacaktir. 1989 tarihinde Pawliszyn ve arkadaslarinin tasarladigt SPME metodu ile
toplanan numunelerin viallere konularak dogrudan SPME-GC-MS ile analizlerinin

yapilmasi farkli bir yaklasimla ugucu bilesen analizlerine imkan saglamistir. Bu yontemde
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¢oziicli kullanilmamakta olup atik s6z konusu degildir ve ¢evreci bir yontemdir. SPME
yontemi ile yapilan ugucu bilesen analizlerde analiz siiresinde azalma ve ekonomik

anlamda oldukga fazla iyilesmeler tespit edilmistir.

SPME’de numunedeki ugucu bilesenleri konsantre sekilde ekstre etmek amaciyla
uygun fiber uglar kullanilmaktadir. SPME bitkilerdeki ugucu bilesenlerin eldesinde
kullanildig1 gibi ¢esitli biyolojik matrislerde ila¢ adayi bilesiklerin ekstraksiyonunda da
kullanilmaktadir (62).

SPME basit goriiniimiiyle bir siringa yapisin1 andiran fiber bir ugtur. Bu yonteme
gore kiiciik siseye konulan numune, SPME kiivet i¢ine konur. Fiber u¢ siringa yardimiyla
igerisine daldirilir. Numune bulunan isitma haznesi bir siire istenilen sicaklikta 1sitilarak
ucucu bilesenlerin kapali ortamda fibere emilmesi saglanir. Ucucu bilesenlerin fibere
tutunmasinin yeterli oldugu diistiniildiigiinde enjektér yardimiyla GC’ye enjekte edilir.
Kat1 faz mikro ekstraksiyon yonteminde kullanilan fiber, sicaklik ve zaman oldukg¢a 6nemli

parametrelerdir (63, 64).
2.2.4. Esansiyel Yaglarin Genel Ozellikleri

Esansiyel yag, genel olarak normal sartlarda sivi formda olup kolay bir sekilde
kristallesebilirler ve damlatildiginda filtre kagidi iizerindeki leke kalici degildir.
Distilasyon isleminden sonra ugucu yaglar genel olarak renksiz olmasina ragmen
bazilariin rengi mavi veya kirmizi olabilmektedir. Depolanma zamaninin uzun olmasi,
oksijen ve 151k gibi parametrelere gore ugucu yaglar reginelesebilmektedir. Oksitlenme ve
reginelesme durumunun 6niine gegmek adina uzun siireli saklamalar i¢in koyu renkli agzi
kapali siselerde korunmalidirlar. Ugucu yagin kaynama noktalarmin suyun kaynama
noktasindan yiiksek olmasi nedeniyle su buhariyla siiriiklenebilme 6zellikleri mevcuttur.
Yogunluklar: 0.84 ile 1.18 arasinda degismekte olup sudan hafif veya daha agir olabilir.
Ornek olarak karanfil ve tar¢in ugucu yaglari suya gére daha agirdirlar. Petrol eteri,
benzen, kloroform, hekzan, eter ve etanol gibi apolar ¢oziiciilerde ¢oziiniirken sudaki
¢ozuntrlikleri distiktir. Sabit yaglardan farkli olarak sulu etanolde c¢oziinebilirler.
Kendine 6zgii keskin hos koku ve tatlar1 vardir. Suda ¢6ziinme durumlari suya ugucu yagin
aromasin1 katabilecek kadar yogunluk tasimakta olup son zamanlarda 6n plana ¢ikan
aromatik sulardan maksimum verim alinabilmesi adina ugucu yagin su igerinde ¢oziinme

kapasitesine gore bir degerlendirilme yapilmaktadir (65).
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Ucgucu yaglar optikce aktif olup kirilma indeksleri genel olarak yiiksektir. Kirilma
dereceleri ayr siireglerde, ayni bitki kullanilarak bile olusturulan esansiyel yagda farklilik
gosterebilmektedir. Ugucu yaglardan elde edilen iiriinlerin dogal veya yapay yolla elde

edildigini anlamak i¢in optikce aktiflik degerine bakilabilir (65, 66).

Esansiyel yaglar icerik olarak ¢ok farkli sekilde bilesikler icermektedir. En fazla
bulunan bilesikler monoterpenler (%90) olup, azotlu ve kiikiirtlii bilesiklerede
rastlanmistir. Ayrica ugucu yaglarda oksijenli terpenik yapilar (terponoidler) yaninda
organik asitler, alkoller, esterler fenoller, hidrokarbonlar, aromatik bilesikler ve ketonlar
bulunmaktadir. Genel olarak esansiyel yag bilesiminde miktara bagli olarak ¢ok sayida
bilesik igermektedir (65-67).

Ucgucu yaglar bitkinin belli bir organinda bulunabilecegi gibi tiim organlardan da
yararlanilarak elde edilebilir ve sahip oldugu familyayla bitkilerin salgisal sistemleri olan
salg1 cepleri, salgi hiicreleri, salgi kanallar1 ya da salgi tiiylerinde olusabilmektedir. Ugucu
yag barindiran bitkilerin familyalarina Maydanozgilleri, Papatyagilleri, Defnegilleri,

Giilgilleri 6rnek gosterebiliriz (68).
2.2.5. Esansiyel Yaglarin Kimyasal Birlesimi

Esansiyel yag kaynagina bagl olarak c¢ok farkli kimyasal formiillii bilesenlerden
olugsmaktadir. Ugucu yaglarda bulunan bilesikler genel olarak terpen yapili olup, bitkiye
has tat ve koku verirler. Ugucu yaglarin terpenik yapilarinda, oksijensiz C ve H barindiran
hidrokarbonlar ve oksijen i¢eren hidrokarbonlar mevcuttur. Oksijen igerikli tiirleri arasinda
alkol, aldehit, ester, asit, fenol, fenol eterleri, kinon, lakton, aminler ve kiikiirtli birlesikler
yer alir. Fonksiyonel grup acisindan 20000’in iizerinde terpen yapilt bilesikler karakterize
edilmistir. Ugucu yaglarda bulunan bilesikler 4 ana grupta incelenebilir; terpen yapisindaki
birlesikler, diiz zincirli hidrokarbonlar, aromatik birlesikler, azotlu ve kikiirtlii bilesikler
(69).
2.2.5.1. Terpenik Birlesikler

Terpenler izopren bilesiklerinin kondenzasyonu sonucu olusan dogal bilesiklerdir.
2-metil-1,3-biitadien (Sekil 5) bilesigi izopren (5C) olarak bilinmektedir. Izopren
tinitelerinin 1 nolu karbonu bas olarak isimlendirilirken dallanmanin mevcut olmadig:

tarafta bulunan 4 nolu karbonu kuyruk olarak isimlendirilir. izopren iinitelerinin bas-

kuyruk girisimleri sonucu terpen ve terpenoid bilesikleri olusmaktadir. Ancak triterpen ve

19



tetraterpen olusumunda C15-C15 ve C20-C20 girisimlerinde kuyruk-kuyruk girigimleri

bulunmaktadir.

\r\
kuyruk

Sekil 5. izopren yapisi

Terpenik birlesiklerin, farkli tiirdeki bitki tohumlarinin ¢imlenmesi ve yabanci
otlarin gelismesini durdurmak, tozlagsmay1 saglayan bocekleri kendine ¢ekmek, zarar veren
bocekleri uzaklastirma, zararli mikroorganizmalarin ¢ogalmasini engellemek gibi 6nemli

misyonlari vardir (34, 70).

Terpenler, temel yapt maddesi olarak izopren birimlerinin sentezi yoluyla olusup bu
yapilarin sayilarina gore ayrilmaktadir. Bu simiflandirmaya gore iki izopren biriminin
sentezi ile beraber ortaya ¢ikan 10 karbon igeren birlesiklerin yapist monoterpenler, 15
karbon igeren molekiillerin yapisina seskiterpenler ve 20 karbon igeren molekiillerin yapisi

da diterpenler seklinde isimlendirilir.

Tablo 2’de karbon sayisina gore terpenlerin siniflandirilmasi gosterilmektedir.
Fiziksel 6zelliklerine gore terpenik yapilarin su buhariyla ekstraksiyonu molekiil agirligina
bagli olup genelde monoterpen ve sekiterpenler elde edilir. Diger terpenlerin (diterpen,
sesterterpen, triterpen, tetraterpen ve politerpenler) molekiil agirliklart biiyiik oldugunda

buharlagmasi giigtiir ve su buhari yontemiyle ekstraksiyonlart giigtiir (70, 71).

Tablo 2. Terpenlerin izopren ve karbon atom sayilarina gore siniflandirmasi

izopren Sayis1 Terpen Siifi Karbon Atom Sayisi
1 Hemiterpenler (CsHg) 5
2 Monoterpenler (C1oHz6) 10
3 Seskiterpenler (CysHy4) 15
4 Diterpenler (CxoHsy) 20
5 Sesterterpenler (CysHjo) 25
6 Triterpenler (CsoHyg) 30
8 Tetraterpenler (C4oHes) 40
> 100 Politerpenler (CsHg), > 500
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Hemiterpenler: Terpenlerin en kiigiik birimi olup yapisinda oksijen barindiranlara
hemiterpenoidler denilmektedir. Bitkilerde genel olarak serbest halde bulunmamaktadir.
Flavonoid, alkoloid gibi yapilara bagli halde bitkilerde bulunmaktadir. Bu bilesikler 5
karbonlu izopentan iskeletini igerirler. Ucgucu yaglarda dogal olarak bulunan
hemiterpenoidlere; izoamil alkol, izovalerik asit, anjelik asit ve p-furoik asit 6rnek
verilebilir (Sekil 6) (72).

Izoamil alkol Izovalerik asit Anjelik asit B-Furoik asit

Sekil 6. Baz1 hemiterpenoid molekiillerinin yapilari

Monoterpenler: Iki izopren yapisindan olusan CyoHi; formiiliine sahip
birlesiklerdir. Cam agaclarinda fazla miktarda bulunmaktadirlar. Lipofilik yapilarindan
dolay1 hiicre membranindan zorlanmadan ge¢meleri deriden ve akcigerden kolayca absorbe
edilmelerini saglar. 38 farkli yapida iskelet tipine sahip bilesiklerdir. En ¢ok kullanilan
monoterpenler a-pinen ve S-pinen olup parfimeride, ilag endiistrisinde, gida maddelerinde,
plastik sanayisinde hammadde, boya ve ¢oziicli, insektisidal ve pestisit olarak kullanilirlar.
Bununla beraber antispazmotik, antibakteriyel, antifungal ve hatta antikanser
Ozelliklerinden yararlanilarak halk ilaglarinda kullanilimi mevcuttur. Ayrica terpenlerin
yenilenebilir hammadde kullanimi1 disiiniilerek petrokimyasallar yerine ge¢mesi son

yillarda 6n plana ¢ikmustir (73).

Ugucu yaglardan 150’den fazla farkli formiilasyonda monoterpen bilesikleri
mevcuttur.  Monoterpenler  bitkiler aleminde  ballibabagiller, yilanyastigigiller,
kazayagigiller, lohusaotugiller, camgiller, papatyagiller, turpgiller, turnagagasigiller,
servigiller, bugdaygiller, maydanozgiller, defnegiller, salepgiller, giilgiller, sedefotugiller,
su servisigiller, kediotugiller, meneksegiller, zeytingiller ve zencefilgiller gibi familyalarda
rastlanmaktadir (73, 74).
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Monoterpenler yapilarina gore ii¢ grupta incelenirler;

a. Asiklik Monoterpenler: Diiz zincir halinde olup 3 ¢ift bag tasiyan agik zincirli bir
yapiya sahiptir. Optik¢e aktif olmalar1 tasidiklar1 asimetrik karbon atomundan kaynaklidir.
Monoterpenler giil, bergamut, kisnis, melissa, limon, safran gibi bitkilerde bulunmaktadir.

Sekil 7°de baz1 asiklik monoterpen yapidaki bilesikler gosterilmistir.

‘ X

Mirsen Osimen

Sekil 7. Bazi asiklik yapili monoterpenler

b. Monosiklik Monoterpenler: Monosiklik yapidaki monoterpenler bir halka
icermektedirler. Monosiklik monoterpenlere  ornek olarak, turunggillerin  farkli
kisimlarindan elde edilen ugucu yaglardan S-terpinen, D-limonen ve a-terpinen sayilabilir.
Ayrica mentol, kuminal bilesikleri de monosiklik monoterpenlerdendir. Monosiklik
yapilarin temel yapilari p-mentan iskeletinden olusur. Sekil 8’de monosiklik

monoterpenlere bazi 6rnekler verilmistir.
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Sekil 8. Esansiyel yaglarda bulunan monosiklikmonoterpenlerin drnekleri

c. Bisiklik monoterpenler: Yapilari iki halka ve bir adet cifte bagdan olugmaktadir.
Bisikilik monoterpenler sabinan, pinen, karan veya kamfan iskeletinden olusturulmustur.
Pelin otu, kedi otu ve pire otu bitkilerinde bu yapilar sik¢a goriilmektedir. Oksijenli
tirevler sekonder alkol veya keton gruplarini igerirken bu yapilar monoetilenik veya
doymus olabilmektedir. Sekil 9’da ugucu yaglarda bulunan bazi bisiklik monoterpenler
goriilmektedir (34, 74, 75).
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Sekil 9. Ugucu yaglardaki bazi bisiklikmonoterpenler

Seskiterpenler: Yapisi ii¢ tane izoprenin birlesimiyle olusan 15 karbonlu CisHag
kimyasal formuna sahip terpenlerin igerisinde yaygin bir yer kapyalan birlesiklerdir.
Seskiterpenler 6nemli bir ilag bileseni grubu olarak olduk¢a Onemlidir. Giiniimiizde
yaklasik olarak 1000 civarinda seskiterpen olup bunlar yapi olarak 100 farkli karbon
iskeletine sahiptirler. Seskiterpenler asiklik, monosiklik, bisiklik, trisiklik ve tetrasiklik
olarak 5 alt sinifa ayrilmaktadir. Genis bir biyolojik aktivite spektrumuna sahip olup
antimikrobiyal ve antitimor aktivitesi memeliler i¢in toksik olabilmektedir. Bu bilesikler

doymamis olmasindan kaynakli ¢gabuk bozunur ve yogun kokulart mevcuttur (34, 75, 76).

a. Asiklik seskiterpenler: Asiklik seskiterpenler ve oksijenli tiirevleri bir¢ok ugucu
yagda bulunan farnesol ve nerolidol 6rnek verilebilir. Sekil 10’da bazi oksijenli asiklik

seskiterpenler gosterilmistir.
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HO
55\/(14 i/\)ﬁ

Farnesol Nerolidol

Sekil 10. Baz1 oksijenli asiklik seskiterpenler

b. Monosiklik seskiterpenler: Yapilarinda tek halka mevcut olup ii¢ adet izopren
biriminden meydana gelmistir. Monosiklik seskiterpenlere bisabolen 6rnek verilebilir ve ti¢

tip bisabolen bulunur. Sekil 11°de bisabolen yapilar1 gosterilmektedir.

. [-bisabolen
a-bisabolen

Y-bisabolen

Sekil 11. Monosiklik bisabolen seskiterpenler

c. Bisiklik seskiterpenler: iki halka ve 3 izopren iinitesinden meydana gelmektedir.
Kamazulen, Matricaria chammilla’dan elde edilen bisiklik seskiterpenlere bir 6rnektir ve
bogaz agrisinda garagara olarak preparatlara katilmaktadir. Sekil 12°de bisiklik

seskiterpenlerden kamazulen ve kadinan bilesikleri gorilmektedir.
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)

Kamazulen Kadinan

Sekil 12. Baz1 bisiklik seskiterpenler

d. Trisiklikseskiterpenler: Uclii halka yapisi olan trisiklik seskiterpenlere sedir agaci
yagindaki a-sedren ve longifolen Ornek verilebilir. Sekil 13’te trisikilik Seskiterpen
bilesikleri goriilmektedir (34, 76, 77).

a-sedren Longifolen

Sekil 13. Baz trisiklik seskiterpen bilesikleri

Diterpenler: 20 karbon igeren dort izopren {initesinin birlesiminden olusan CyoHs;
formiiliine sahip birlesiklerdir. Diterpenler, yiiksek kaynama noktalar1 olmasindan dolay1
genel olarak ugucu yaglar icerisinde az rastlanmaktadir. Temel olarak diterpenler, bitki ve
mantar kokenli olmasinin yaninda boceklerde ve deniz canlilarinda da bulunmaktadir (78).
Diterpenler polar olmas: nedeniyle bitkilerden farkli ekstraksiyon yontemleriyle elde
edilmektedir. Kimyasal yapi olarak asiklikler, monosiklikler, bisiklikler, trisiklikler,
tetrasiklikler ve makroksiklik gruplarinda siniflandirilabilirler (34, 79).

a. Asiklik diterpenler: Dogal kaynaklarda mevcut olup, 6zellikle yesil alglerde diiz
zincirli asiklik diterpenler bulunmaktadir. Asiklik diterpenler ¢ogunlukla halka igermeyip

diiz zincirli yapidadir ve bu yapilarda oksijenli tiirevleride bulunmaktadir. Ornek olarak
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oksijenli asiklik diterpen bilesigi olarak fitol verilebilir. Sekil 14’de fitol goriilmektedir

(80).
/k/\/k/\/k/\/&/\
OH

Fitol
Sekil 14: Fitol bilesigi

b. Monosiklik diterpenler: Iki izopren yapisinin halka seklinde birlesmesi ile olusup
monosiklik diterpenlerin oksijenli tiirevi olan retinol (A; vitamini) en ¢ok bilinen bilesiktir.
Monosiklikditerpenler, deniz yosunlarindan elde edilebilirler. Retinol gece korliigii
Onlenmesi ve normal gérme yetisi acgisindan Onemlidir. Sekil 15°de retinoliin yapist

gosterilmistir (81).

HO \ \ \ \

Retinol (A; vitamini)
Sekil 15. Retinol

c. Bisiklik diterpenler: Labdan ve klorendans adinda farkli iskelet yapisinda iki gruba
ayrilmaktadir. Labdanalar, Compositea ve Lamiaceae familyalarinda sik¢a goriilmektedir.
Manool ve Sclareol, labdanlara 6rnek yapilardir. Manool, sar1 ¢camdan elde edilen ve
formiilii CyoH340 olan labdadienol tiirevi birlesiktir. Manool yapisinda tersiyer alkol
bulunmaktadir. Sclareol, Salvia sclarea bitkisinden elde edilen formiilii CooHss0O; olan iki
halkali yapidir. Manool ve sclareol diterpen yapisindaki maddeler kozmetik sektoriinde
kullanilmaktadir. Forskolin, Coleus forskohlii bitkisinden elde edilen ve antihipertansif
Ozelligi olan labdan yapisinda bisiklik diterpendir. Sekil 16’da sclareol ve manool

bilesikleri goriilmektedir (80, 81).
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Sclareol Manool

Sekil 16. Manool ve sclareol

d. Trisiklik diterpenler: Pimaranlar (Pimarenes), Abietanlar (Abietans), Kasanlar
(Cassanes), Rosanlar (Rosanes) dort farkli iskelet yapisina sahiptirler. Pimaran yapisi,
dogada cok sik rastlanir ve kozalakli agaglardan elde edilen reginelerde bulunmaktadir.
Pimaran yapisindaki birlesiklere izopimarik asit ve sandarakopimarik asit verilebilir.

Abietanlar, ti¢ halkali pimaradienlerden metil grubunun ayrilmasi ile olusur (80, 82).

e. Tetrasiklik diterpenler: Kaurenler (Kaurenes) ve Beyerenler (Beyerenes) olarak iki
ana yapida incelenirler (81).

Triterpenler: Altt izopren yapinin birlesmesiyle olusup CsoHag molekiil formiiliine
sahip terpenlerdir (82). Ilk iiye 30 karbonlu 6 ¢ift baga sahip diiz zincirli bir triterpen yap1
olan ve kopek baliginin karacigerinden elde edilen yagin temel birleseni skualendir (Sekil
17). Skualen, kopek baligi karacigerinin yaginin yaninda kepekli piring, bugday filizi,
zeytin gibi bitkisel igerikli iiriinlerden de elde edilebilir. Skualen, iki ¢ift farnesil pirofosfat
molekiiliiniin indirgenmesi ile olusup ticari amagla kopek baligi yagi kapsiilleri mevcuttur.
Bu kapsiiller kozmetikte cilt kreminde hammadde olarak kullanilmaktadir. 4000 civarinda

triterpen izole edilmis olup 40’dan fazla iskelet yapisi tespit edilmistir (83, 84).

Skualen

Sekil 17. Skualen bilesigi
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Tetraterpenler: Sekiz izopren iinitesinin birlesiminden olusup temel yapi olarak
CaoHsg molekiil formiilindedir. Tetraterpenler, kuyruk kuyruga baglanmis iki asiklik
diterpenin kondenzasyonu ile olusurlar. Dogal yapida 200 adet tetraterpen bulunmaktadir
ve karotenoidler olarakta isimlendirilmektedir. Karotenoidler hemen hemen tiim yesil
bitkilerde mevcut olup fotosentezde pigment olarak ciceklerde renk ajani goérevinin
yaninda sebze ve meyvelere turuncu ve kirmizi rengi verirler. Karotenler A vitamini igin
oncii madde olarak kullanilirlar. Onemli tetraterpenler asiklik likopen ve p-karoten (Sekil
18) olup insan intestinal mukozasinda S-karotenler retinole doniisiirler ve bundan dolay1
havug, domates gibi iiriinler 6nem tasimaktadirlar. A vitamininin gérme kusurlarini
Onlemesi yaninda hayvanlarin biiylime kusurlarini engellemesi agisindan da 6nem tasir.
Lipoken kirmizi renkli bir karotenoid olup insan viicudunda yaygindir ve domates,
papatya, karpuz gibi sebze meyvelerde bulunur. Likopen gii¢lii bir antioksidandir ve gida

boyasi olarak kullanimi mevcuttur (72, 85).

SV e N Y Y e T g N

[-karoten

Likopen

Sekil 18. Tetraterpen yapili 5-karoten ve likopen bilesikleri

Politerpenler: Cok sayida izopren yapisinin birlesmesiyle olusur ve en 6n plana
cikan Ornegi kauguktur. Kauguk maddesinin diger adi latekstir ve tropik yerlerde yetisen
agaclardan elde edilir. Lateks, agaclarin govdesine bir kesik agilmasi ile sizmaya baglar ve
asetik asit kaucugu c¢oOzeltiden ayirmak i¢in eklenir. Bdylece kaucuk ¢ozeltiden
ayrilabilecek duruma gelir ve hava akiminda kurutma veya tiitsiileme gibi islemlerin
sonucunda eldesi saglanir. Kaugugun izopren polimeri oldugunu kaugugun distilasyon

islemi sonucunda hammadde olarak izopren yapisi vermesinden ¢ikarabiliriz ve dogal
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kauguk (CsHg)n formiiliindedir. Vitamin K; politerpenlere verilebilecek diger bir 6rnektir.

Sekil 19°da Vitamin K ve dogal kauguk politerpenler goriilmektedir (78, 86).

Dogal kauguk

Sekil 19. Vitamin K1 ve dogal kaucuk politerpenleri
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3. GEREC ve YONTEM
3.1. Bitki Materyah

V. bithynica ve V. cracca subsp. cracca bitkileri, KTU Eczacilik Fakiiltesi
yakininda 22 ve 24 Mayis 2018 tarihinde Trabzon, Kanuni Kampiisiinden toplandi (herbiri
500 g, yas agirlik). Her iki bitki Prof. Dr. Kamil Coskuncelebi tarafindan teshis edildi ve

herbaryum numarasi agagidaki gibi verildi.
Vicia bithynica L. (Fabaceae): 22 Mayis 2018, Coskuncelebi 1251 (KTUB),

Vicia cracca L. subsp. cracca (Fabaceae): 24 Mayis 2018, Coskungelebi 1259
(KTUB).

3.2. Clevenger Yontemi ile Ucucu Yag Eldesi

V. bithynica (40 g, yas) ve V. cracca subsp. cracca (40 g, yas) bitkilerinin
Clevenger yontemi (Resim 3) ile ugucu yaglar sirasiyla %0.0073 ve %0.0071 verimle elde
edilmistir. Bitkilerden elde edilen ugucu yag n-hekzan ¢oziiciisii iginde kahverengi viallere
konup -10 °C de saklandu.

Resim 3. Ugucu yag eldesinde kullanilan Clevanger diizenegi

3.3. n-Hekzan, Asetonitril, Metanol ve Su Ekstrelerinin Eldesi

Herbir bitkiden ayr1 ayr1 10 g (yas) alinip n-hekzan, asetonitril, metanol ve su

ekstreleri elde edildi. Ekstraksiyon islemi; minimize edilmis sekilde ayrilan bitki
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numuneleri kahverengi siselere aktarilarak, {izerine bitki seviyesini 1 cm gegecek sekilde
(10 ml) ¢oziicti ilave edilerek ve 24 saat siireyle oda sicakliginda bekletilerek yapilmistir.
Bir giin bekletildikten sonra siiziilen ekstrelerin ¢oziiciileri evapore edilerek ham ekstreler
elde edilip, verimler hesaplanmistir (V. bithynica; n-hekzan: 0.0395 g, asetonitril: 0.01195
g, metanol: 0.570 g, ve su: 0.0578 g; V. cracca subsp. cracca; n-hekzan: 0.0322 g,
asetonitril: 0.0356 g, metanol: 0.3444 g, ve su: 0.0420 g) (86, 87). Ekstraksiyonlar ii¢

tekrarl1 yapilmistir ve birlestirilmistir.
3.4. Ucucu Yaglarin GC-FID/MS Analiz Yontemi

Bitkilerden elde edilen ugucu yaglar Resim 4’te gosterilen GC-FID/MS cihazinda
ucucu bilesen analizleri ayr1 ayr1 yapilmistir (87, 88). Ugucu yaglarin GC-FID/MS analizi,
Shimadzu QP 2010 Plus cihazi kullanilarak yapilmistir (Resim 4). n-Hekzan (HPLC
kalitesinde) i¢inde ¢oziinmiis ugucu yag (1 uL) GC cihazina enjeksiyonu, 250 °C'de split
modda gergeklestirilmistir. GC-FID/MS baslangicta 60 °C'de 2 dakika tutulup daha sonra 3
°Cldakika 1sitma rampasiyla 240 °C'ye yiikseltilip 60 dakika siireyle kosturulmustur.
Tastyic1 gaz olarak helyum (% 99.999) 1mL/ dakika) kullanilmistir (88).

Resim 4. GC-FID/MS cihazi

3.5. Antimikrobiyal Aktivite Yontemi

V. bithynica ve V. cracca subsp. cracca bitkilerinden elde edilen ugucu yag, n-
hekzan, metanol, asetonitril ve su ekstrelerinin antimikrobiyal aktivite tayini Agar kuyu

difiizyon ve Mikrodiliisyon yontemleri kullanilarak antimikrobiyal aktivite tayini dokuz
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adet mikroorganizmaya karsi tespit edilmistir (87, 88). Calismada kullanilan
mikroorganizmalar Refik Saydam Hifzissihha Enstitiisii (Ankara)’dan temin edilmistir. Bu
mikroorganizmalar; Escherichia coli (Ec) ATCC 25922, Yersinia pseudotuberculosis (Yp)
ATCC 911, Pseudomonas aeruginosa (Pa) ATCC 27853, Staphylococcus aureus (Sa)
ATCC 25923, Enterococcus faecalis (Ef) ATCC 29212, Bacillus cereus (Bc) 702 Roma,
Mycobacterium smegmatic ATCC 607, Candida albicans (Ca) ATCC 60193, Steptococcus
mutans RSKK 07038, dir. Standart antibakteriyal ve antifungal ilaglar sirasiyla Ampicillin
(Amp), Streptomycin (Str), Fluconazole (Flu) dur.

3.5.1. Agar Kuyucuk Difiizyon Metodu

V. bithynica ve V. cracca subsp. cracca bitkilerinden elde edilen ugucu yag, n-
hekzan, asetonitril, metanol ve su ekstrelerinin antimikrobiyal aktiviteleri olup olmadiginin
belirlenmesinde ilk olarak agar kuyucuk diflizyon metodu kullanildi. Bu yontemde
kullanilacak bakteri tiirleri igin Mueller Hinton agar ve sivi besiyerleri, Mycobacterium
smegmatis i¢in Brain heart infusion (BHI) siv1 ve kat1 besiyeri, mantarlar i¢in maya ekstreli
stv1 besiyeri (YEG) (Difco, Detriot, MI) ve Potato Dextrose agar (PDA) (Difco, Detriot,
MI) ortamlari olusturulmus olup testi yapilacak bakteri tiirlerinin bir gecelik kiiltiirlerinden,
sivt besiyeri ortamina yaklasik olarak 10° kob/ml (koloni olusturan birim) seklinde
sulandirilmis olup daha onceki asamada hazir edilen kati besiyerilerine etkin bir sekilde
ekimler olusturuldu. Ekim islemleri sonlandirilan ortamlarinin i¢inden, sterilizasyon islemi
yapilmis cam boru vasitast ile 2 cm bosluk bulunan 5 mm ¢apinda kuyucuklar yarilip her
bir kuyucuga test islemi yapilacak numunelerin 1 mL hazirlanmis olup stok ¢ozeltilerden
50 mikrolitre damlatildi. Bakteri iceren petriler 24 saat, maya iceren petriler 48 saat 36
°C’de inkiibe islemi uygulanmis olup bu islemden sonra bir cetvel yardimiyla inhibisyon
zonlar1 Ol¢iildii. Standart kontrol ilag¢ olarak bakteriler i¢in Ampisilin (10 pg), mayalar i¢in
flukonazol (5 pg), M. smegmatis icin Streptomisin ve standart ¢oziicii kontrolii
kullanilmustir (89).

3.5.2. Minimum Inhibisyon Yontemi

V. bithynica ve V. cracca subsp. cracca bitkilerinden elde edilen ugucu yag, n-
hekzan, metanol, asetonitril ve su ekstrelerinin agar kuyucuk metodunda numunenin 500-
250 mikrogram/mL miktarlarinin 10 mm ve {izeri zon ¢ap1 olusturduklari durumunda bu

etkinligin kantitatif etki degerinin belirlenmesi i¢in sivi besiyerlerinde mikrodiliisyon sivi
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yontemi uygulanarak, minimum inhibisyon konsantrasyon (MIK) degeri mikrogram-

mililitre (ug/mL) olarak belirlendi (90, 91).

MIK yéntemi, “National Committee for Clinical Laboratory Standard” (NCCLS)
standartlarinin uygulandigi kurallara gore belirlenip faal duruma gegirilmistir (89, 90).
Bundan dolay1 ortami1 olustrulan besiyerleri; bakteriler igin Mueller-Hinton agar (MHA),
maya mantarlart i¢in Yeast Nitrogen Base sivi (YNBB, pH 7.0) (Difco, Detroit, MI) ve
PDA (Difco, Detroit, MI) besiyeri ortamlar1 seg¢ilmistir. Antitiiberkiiloz aktivitenin
belirlenmesinde M. smegmatis RSKK 251 susu se¢ilmis olup kiiltiir {iretimi bunun yaninda
testleri icin Brain Heart Infusion (Difco, Detroit, MI) besiyerleri ortami segilmistir.
Olusturulan bu kiiltiir sekilleri 3-5 giin siire araliginda 35 °C sicaklikta yeterince oksijen
iceren kosullarda inert ortam saglanmistir. Mikrodiliisyon test asamasinda ELISA pleytleri
kullanilmis olup 6rneklerin 0.1 mL’si s1v1 besiyerleri ile seri sulandirimlar: yapildi. Ortama
yerlestirilecek olan mikroorganizmalarin bir gece siiresindeki kiiltiirlerinin McFarland 0.5
bulanikliliginda (leO8 kob/ml) sulandirimlart hazirlanip 1:10 sulandirilma islemi
yapilarak ve her bir kuyucuga 0.005 ml mikroorganizma (son test konsantrasyonu 5X10*
kob/kuyucuk) eklemesi yapildi bununla beraber pleyt kiiltiiriinde 35 °C sicaklikta yeterince
oksijen igeren kosullarda etiiv cihazinda 16-72 saat zaman araliginda etiivde bekletildi.
MIK degerinin olusturulmasinda mikrodiliisyon kuyucuklarindaki mikroorganizmanin
cogaltilmasi durdurulmus olup net bir sekilde goriilebilen en algak seviyede antimikrobik
madde konsantrasyonu goézlemlenmistir. Standart uygun sekilde kontrol ilag olarak
bakteriler i¢in Ampisilin (10 pg), mayalar i¢cin flukonazol (5 pg) ve standart ¢oziicii
kontrolii kullanildi (92).
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4. BULGULAR

V. bithynica bitkisinden elde edilen esansiyal yagin GC/FID-MS analizi sonucu

aydinlatilabilen ugucu bilesikler Tablo 3’de verilmistir.

Tablo 3. V. bithynica bitkisinin esansiyal yag bilesenleri

Bilesik sinifi Bilesik RI” RI RT (%)?
Aromatik 2-Etil furan 730 731 6.52 0.30
Aromatik 2-Vinil furan 761 752 6.60 6.69
Alkol Pentanol 767 758 7.02 0.54
Aldehit Hekzanal 804 814 7.21 0.02
Aldehit 2(E)-Hekzenal 852 860 8.64 6.55
Alkol 3(Z)-Hekzenol 858 863 10.24 221
Alkol 1-Hekzanol 863 873 10.33 1.78
Aldehit Heptanal 906 906 10.68 1.53
Monoterpen a-Pinen 940 940 11.81 2.48
Aldehit Benzaldehit 960 966 13.21 9.15
Monoterpen Sabinen 978 978 14.28 5.39
Monoterpen S-Pinen 974 979 14.75 191
Aromatik 2-Pentil furan 992 992 14.95 11.20
Monoterpen a-Terpinen 1018 1019 15.32 3.37
Monoterpen Limonen 1031 1031 16.82 2.03
Monoterpen Trans-$-osimen 1053 1050 17.22 24.91
Monoterpen y-Terpinen 1061 1060 17.68 4.35
Monoterpenoid a-Terpinolen 1189 1090 18.26 1.38
Monoterpenoid Linalool 1098 1098 19.58 0.19
Aldehit Nonanal 1102 1102 19.90 459
Aldehit 2(E)-nonenal 1157 1158 20.08 1.62
Monoterpenoid Terpinen-4-ol 1177 1180 22.54 0.10
Monoterpenoid a-Terpineol 1189 1193 23.47 0.40
Monoterpenoid Mirtenol 1196 1202 24.02 0.22
Monoterpenoid Siklositral 1220 1224 25.34 1.22
Monoterpenoid (E)-p-Damescenon 1386 1387 32.01 0.04
Seskiterpen S-Elemene 1389 1385 32.31 0.38
Seskiterpen Trans-karyofillen 1417 1421 33.56 0.28
Seskiterpen (E)-p-Farnesen 1457 1453 34.57 1.39
Monoterpen tiirevi (E)-p-iyonon 1487 1489 35.92 1.94
Diterpenoid Fitol 2110 2110 56.21 1.84

(%)% Bilesigin alan1 ; RI*: Referans degeri; RT: Alitkonma zamani.
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V. bithynica bitkisinde aydinlatilan ugucu bilesenlerin formiilleri Tablo 4’de

verilmisgtir.

Tablo 4. V. bithynica bitkisinin u¢ucu bilesenlerinin formiilleri

§ /\/\iH

Sabinen Hekzanal
) H
OH
H /\/\)\
H

2-(E)-Hekzenal 1-Hekzanol

a-Pinen S-Pinen

O
: H
OH

Benzaldehit o-terpineol
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Tablo 4. (Devam)

2-Etil furan 2-Vinil furan
\
OH
Fitol
0]
H

Pentanol Heptanal

3(2)-Hekzanol 2-Pentil furan

o-Terpinen y-Terpinen
HO

i \O
Mirtenol Siklositral
)ﬁ e

B-Elemene Linalool
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Tablo 4. (Devam)

H
2
H
(E)-p-Damescenone Trans-karyofillen
0
é@Aj\ = = X
(E)-p-iyonon (E)-B-Farnesen
(0]
\/\/\/\)J\H
OH
Terpinen- 4-ol Nonanal
@ W
Limonen Trans-$-Osimen
2(E)-Nonenal o-Terpinolene

V. cracca subsp. cracca bitkisinden elde edilen essansiyal yagin GC/FID-MS

analizi sonucu aydinaltilabilen ugucu bilesikler Tablo 5’de verilmistir.
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Tablo 5. V. cracca subsp. cracca bitkisinin ugucu yag bilesenleri

Bilesik sinifi Bilesik RI” RI RT (%)?
Aldehit Pentanal 730 731 6.53 1.68
Aromatik 2-Etil furan 728 733 6.61 27.26
Aldehit Hekzanal 804 801 8.65 18.91
Aldehit 2(E)-hekzenal 852 850 10.24 11.85
Aldehit Heptanal 899 903 11.83 1.28
Monoterpen a-Pinen 940 940 13.22 3.71
Alkol Okten-3-ol 991 988 14.88 1.79
Aromatik 2-Pentil furan 992 992 15.34 4.62
Aldehit Kaprilaldehit 1003 1003 15.78 2.06
Monoterpen Limonen 1031 1030 17.02 7.03
Aldehit Pelargonaldehit 1101 1102 20.09 9.73
Monoterpenoid [S-Siklositral 1220 1224 25.36 2.31
Monoterpenoid Dihidro edulan-I 1289 1293 28.25 1.46
Seskiterpen Trans-karyofillen 1417 1421 33.56 111
Monoterpen tiirevi (E)-p-iyonon 1487 1489 35.94 2.73
Seskiterpen a-Selinene 1493 1501 36.43 0.94
Alifatik hidrokarbon Pentacosane 2500 2500 61.11 1.54

(%)% Bilesigin alani; RT* : Referans degeri; RT: Alikkonma zamani.

V. cracca subsp. cracca bitkisinde aydinlatilan ugucu bilesenlerin formiilleri Tablo

6’da verilmistir.
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Tablo 6. V. cracca subsp. cracca bitkisinin ugucu bilesenlerinin formiilleri

0 O
\/\)J\H m
Pentanal 2-Etil furan
@] H
O
/\/\)J\ H
H
H
Hekzanal 2(E)-Hekzanal
(0]
/U\/\/\/ \
H
Heptanal o-Pinen
/\/\jH\/ O
Octen -3-ol 2-Pentil furan
MH ;
o]
Kaprilaldehit Limonen
0] H
/W(H
(0]
Pelargon aldehit [-Siklositral
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Tablo 6. (Devam)

H
o) H\\
Dihidro edulan-I Trans-karyofillen
(0]
(E)-(B)-1yonon o-Selinene
P N N P e aa N

Pentacosane

V. bithynica ve V. cracca subsp. cracca bitkilerinin ugucu ve ¢oziicii ekstrelerinin
agar kuyu difiizyon yontemi (mm) ile antimikrobiyal inhibisyon c¢aplari Tablo 7°de

verilmistir.
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Tablo 7. V. bithynica ve V. cracca subsp. cracca bitkilerinin ugucu ve ¢6ziicii ekstrelerinin
antimikrobiyal inhibisyon ¢aplari

Mikroorganizma ve bilesik inhibisyon ¢api (mm)

Ekstreler Stok ¢6z. pg/2 ml

Ec Yp Pa Sa Sm Ef Bc Ms Ca
V. bithynica
Ugucu yag 46100 - - - 10 7 - - 15 -
n-Hekzan 9400 6 - 8 6 8 14 15
Asetonitril 14200 6 - 6 8 10 15 15
Metanol 32600 8 - 6 - 6 10 8 15 10
Su 223500 6 - 6 6 - 8 6 15 8
V. cracca subsp. cracca
Ugucu yag 13600 - 10 - - - - 7 12 -
n-Hekzan 9300 - - - - - - 6 14 6
Asetonitril 29200 8 - 6 8 10 - 10 12 20
Metanol 168400 8 - 6 8 10 - 8 14 18
Su 83700 - - - - - - - - -
Amp. 10 10 18 18 3 TE 10 15 -
Strep. 10 35
Flu. 5 25

Ec: Escherichia coli, Yp: Yersinia pseudotuberculosis, Pa: Pseudomonas aeruginosa, Sa: Staphylococcus
aureus, Sm: Streptococcus mutans, Ef: Enterococcus faecalis, Bc: Bacillus cereus 702 Roma, Ms:
Mycobacterium smegmatis, Ca: Candida albicans, (-): aktivite goézlemlenmedi. Amp.: Ampicillin, Str.:
Streptomycin, (-): Flu.: Fluconazole, TE: test edilemedi.

V. bithynica ve V. cracca subsp. cracca bitkilerinin ugucu ve ¢oziicii ekstrelerinin

mikrodiliisyon metodu ile ekstrelerin antimikrobiyal minimum inhibisyon konsantrasyon

degerleri (MIK, pg/ml) Tablo 8°de verilmistir.
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Tablo 8. V. bithynica ve V. cracca subsp. cracca bitkilerinin ugucu ve ¢6ziicii ekstrelerinin
antimikrobiyal minimum inhibisyon konsantrasyon degerleri (MIK, pg/ml)

Mikroorganizma ve minimum inhibisyon konsantrasyon degeri

Ekstreler Stok ¢bz. pg/2 ml (MIK, pg/ml)
Ec Yp Pa Sa  Sm Ef Bc Ms Ca

V. bithynica

Ugucu yag 46100 - - - 1152 - - 2305 - -
n-Hekzan 9400 235 - 117 117 235 235 117 30 30
Asetonitril 14200 355 - 355 177 177 355 88 44 44
Metanol 32600 407 - 815 - 815 203 407 101 203
Su 223500 5587 - 5587 5587 - 2793 5587 349 2793
V. cracca subsp. cracca

Ugucu yag 13600 - 340 - - - - 680 170 -
n-Hekzan 9300 - - - - - - - - -
Asetonitril 29200 365 - 730 365 182 - 182 182 46
Metanol 168400 2105 - 4210 2105 1052 - 2105 263 263
Su 83700 - - - - - - - - -
Amp. 10 10 18 >128 35 TE 10 15

Strep. 10 4

Flu 5 <8

Ec: Escherichia coli, Yp: Yersinia pseudotuberculosis, Pa: Pseudomonas aeruginosa, Sa: Staphylococcus
aureus, Sm: Streptococcus mutans, Ef: Enterococcus faecalis, Bc: Bacillus cereus 702 Roma, Ms:
Mycobacterium smegmatis, Ca: Candida albicans, (-): aktivite gozlemlenmedi. Amp.: Ampicillin, Str.:
Streptomycin, (-): Flu.: Fluconazole, TE: test edilemedi. Her bir numune 2 ml %96’lik etanol de ¢oziindii ve
MIK degerleri hesaplandi.
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5. TARTISMA ve SONUC
5.1. V. bithynica ve V. cracca subsp. cracca Bitkilerinin Ucucgu Bilesenleri

Yapilan bu c¢alismada V. bithynica ve V. cracca subsp. cracca’nin toprak istii
kisimlarindan hidrodistilasyon ile ugucu organik bilesenleri GC-FID/MS cihaz ile analiz
edilmistir (87, 88, 93). Calisma sonucunda hidrodistilasyon yontemiyle V. bithynica
tiriinden elde edilen ugucu yagda 31 adet ugucu bilesen aydinlatilmis olup monoterpen (8
adet) smifi bilesiklerin %45.82 oranla ana bilesik oldugu tespit edilmistir (Tablo 9). V.
bithynica bitkisinden aydinlatilan ugucu bilesenler monoterpen, monoterpenoid,
seskiterpen, seskiterpenoid, aldehit, alkol, aromatik, monoterpen tiirevi ve diterpenoid
bilesikleri olarak smiflandirilmistir. V. cracca subsp. cracca bitkisinde ise aldehit grubu
bilesikler %45.51 oraninda ana bilesen olarak bulunmustur. Yapis1 aydinlatilan 17 adet
ucucu bilesenler monoterpen, monoterpenoid, seskiterpen, aldehit, alkol, aliphatik

hidrokarbon, aromatik ve monoterpen tiirevi bilesikler olarak gruplandirilmistir (Tablo 9).

Tablo 9. V. bithynica ve V. cracca subsp. cracca bitkilerinin ugucu bilesenlerindeki bilesik
siniflar1 ve miktarlar

V. bithynica V. cracca subsp. cracca

Bilesik simifi
(%)? BS® (%)? BSP

Monoterpen 45.82 8 10.74 2
Monoterpenoid 2.17 6 3.77 2
Seskiterpen 2.05 3 2.05 2
Seskiterpenoid 1.94 1 - -
Aldehit 23.47 6 45.51 6
Alkol 4.53 3 1.79 1
Alifatik hidrokarbon - - 1.54 1
Aromatik 18.19 3 31.87 2
Monoterpen tiirevi 1.94 1 2.73 1
Diterpenoid 1.83 1 - -
Total 31 17

(%)*: Bilesigin alani; BS®: Bilesik sayisi

V. bithynica bitkisinin 18 adet terpenik bilesenleri Tablo 10’da verilmistir. Terpenik
bilesenler i¢inde sayr ve miktar olarak monoterpen bilesenleri daha fazla miktarda

goriilmektedir. Monoterpen sinifi bilesiklerde trans-f-osimen (%24.91), monoterpenoid
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smifi bilesiklerde p-siklositral (%1.22) ve seskiterpen tiirii bilesiklerde (E)-g-farnesen
(%1.39) major bilesikler olarak bulundu.

Tablo 10. V. bithynica bitkisinin terpenik esansiyal yag bilesenleri

Bilesik simifi Bilegik RI” RI RT (%)?
Monoterpen a-Pinen 940 940 11.81 2.48
Monoterpen Sabinen 978 978 14.28 5.39
Monoterpen fS-Pinen 974 979 14.75 191
Monoterpen a-Terpinen 1018 1019 15.32 3.37
Monoterpen Limonen 1031 1031 16.82 2.03
Monoterpen Trans-f-osimen 1053 1050 17.22 2491
Monoterpen y-Terpinen 1061 1060 17.68 4.35
Monoterpen a-Terpinolen 1189 1090 18.26 1.38
Monoterpenoid Linalool 1098 1098 19.58 0.19
Monoterpenoid Terpinen-4-ol 1177 1180 22.54 0.10
Monoterpenoid a-Terpineol 1189 1193 23.47 0.40
Monoterpenoid Mirtenol 1196 1202 24.02 0.22
Monoterpenoid [-Siklositral 1220 1224 25.34 1.22
Monoterpenoid (E)-p-Damescenon 1386 1387 32.01 0.04
Seskiterpen S-Elemene 1389 1385 32.31 0.38
Seskiterpen Trans-karyofillen 1417 1421 33.56 0.28
Seskiterpen (E)-B-Farnesen 1457 1453 34.57 1.39
Monoterpen tiirevi (E)-p-yonon 1487 1489 35.92 1.94
Diterpenoid Fitol 2110 2110 56.21 1.84

(%)*: Bilesigin alam1 ; RI*: Referans degeri; RT: Alikkonma zamani.

V. cracca subsp. cracca bitkisinin 6 adet terpenik bilesenleri tablo 11’de verilmistir.
Terpenik bilesenler i¢inde say1 ve miktar olarak monoterpen (%10.74) bilesenleri en fazla
bilesik grubu olarak goriilmektedir. Monoterpen simifi bilesiklerde limonen (%7.03),
monoterpenoid sinifi bilesiklerde p-siklositral (%2.31) ve seskiterpen tiirii bilesiklerde
trans-karyofillen (%21.11) ana bilesiklerdir.
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Tablo 11. V. cracca subsp. cracca bitkisinin terpenik ugucu yag bilesenleri

Bilesik sinifi Bilesik RI” RI RT (%)?
Monoterpen o-Pinen 940 940 13.22 3.71
Monoterpen Limonen 1031 1030 17.02 7.03
Monoterpenoid p-Siklositral 1220 1224 25.36 2.31
Monoterpenoid Dihidro edulan-I 1289 1293 28.25 1.46
Seskiterpen Trans-karyofillen 1417 1421 33.56 1.11
Monoterpen tiirevi (E)-p-Iyonon 1487 1489 35.94 2.73
Seskiterpen a-Selinene 1493 1501 36.43 0.94

(%)% Bilesigin alani; RT* : Referans degeri; RT: Alikkonma zamani.

V. bithynica bitkisinin ugucu yaginda en fazla trans f-osimen (%24.91), 2-pentil
furan (%11.20) ve benzaldehit (%9.15) bilesiklerine rastlanmistir. V. cracca subsp. cracca
bitkisinin ugucu yaginda ise en fazla miktarda bulunan bilesiler; 2-etil furan (%27.26),
hekzanal (%18.90), 2(E)-hekzenal (%11.84) ve pelargon aldehit (%9.97) dir. Sonug olarak
V. bithynica bitkisinin ugucu bilesen miktar1 ve terpen igerigi V. cracca subsp. cracca

bitkisinden daha fazla bulunmustur.

Vicia tiirlerinin fitokimyasal olarak yapilan c¢alismalarinda; V. unijuga ve V.
costata’nin GC-MS analizi sonucu 184 metablit aydinlatilmistir. V. unijuga bitkisinde yag
asitleri ve antrakinon ve V. costata’da ise amino asit, alkol ve fenolik bilesik¢e zengin
oldugu rapor edilmistir (10). V. faba g¢ekirdeklerinin GC-MS analizi sonucu a-tokoferol,
fitol, fitosterol, stigmasterol, kampesterol ve yag asidi bilesikleri aydmlatilmistir (11). Bir
bagka V. faba bitkisi koklerinde poliaromatik hirdokarbon bilesikleri aydinlatilmistir (12).
13 Ayr lokaliteden toplanan V. faba bitkisinin HS/SPME-GC/MS analizi sonucu 45 adet
metabolit karekterize edilmistir ve aldehit belesenlerin ana grup bilesik oldugu rapor
edilmistir. Kimyasal igerik farkliligmin lokalite farkindan oldugu belirtilmistir (13).
V. variabilis Frein & Sint bitkisinin GC-FID/MS analizi sonucu ana bilesenler olarak
hekzahidrofarnesil aseton (%6.6), B-iyonon (%6.4), mirtenol (%3.7), (2)-fitol (%3.3) and
1-okten-3-ol (%3.1) bilesikleri rapor edilmistir. Monoterpenoid sinifi bilesiklerin (%26.3)
ana grup bilesik olarak bulunmustur (14). Vicia dadianorum Somm. & Lev. bitkisinin
subuhar1 ve mikrodalga distilasyonlarina gére GC-FID/MS analizleri sonucu 76 ve 56
metabolit aydinlatilmistir. Seskiterpen bilesiklerinin ana grup bilesik ve y-elemen en fazla
bulunan terpen bilesigi olarak belirtilmistir (15). V. sativa bitkisinin yag asidi bilesenleri
GC-MS ile karakterie edilmistir (16). Bir baska calismada V. sativa’nin yapraklarinda
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yapilan HS/SPME-GC/MS analizi sonucu 43 adet metabolit karekterize edilmis ve (Z)-2-
hekzenal ana bilesen oldugu rapor edilmistir (17).

Kanada'da yetistirilen faba fasulyelerinden V. faba var. minor tiiriiniin ugucu
bilesenleri HS-SPME/GC-MS ile calisilmistir. Bitkinin kabuklar1 soyularak diisiik ve
yiiksek tanen iceren tiirleri secilmistir. Inkiibasyon &ncesinde ekstraksiyon sicakligi ve
numune miktari, metot optimizasyonu sirasinda degerlendirilmistir. Bulunan ugucu
maddeler aromatik hidrokarbonlar, aldehitler, alkanlar, alkenler, alkoller, ketonlar, organik
asitler, esterler ve diger bilesikler olmak iizere dokuz gruba ayrilmistir. Yapilan analizlerde
bilesenler arasinda 6nemli farkliliklar bulunmustur. Yapilan bu ¢aligmada amino asitlerin
biyobozunurlugulundan kaynakli olusabilecek ugucu bilesiklerin (metil siibstitiie aldehit,
alkol, organik asit ve ester) oldugu goriilmiistiir. Aminoasitlerden kaynakli olan bu
durumun 6nemi incelenen faba tiirlinlin protein igeriginin diger bakliyatlara oranla daha

fazla ugucu madde icerdigi rapor edilmistir (94).

Vicia pulchella fig tiirlinde yapilan c¢alismada, V. pulchella, V. pulchella subsp.
pulchella Kunth ve V. pulchella subp. mexicana (Hemsl) C.R.Gunn, iki alt tiir arasindaki
kimyasal profillerini tespit etmek GC-MS kullanilmistir. Iki alt tiirden elde edilen
tohumlarin metabolik farkliliklar1 degerlendirilmistir. 21 amino asit ve diger 13 azot igeren
bilesik, 8 seker, 2 seker alkolii, 17 organik ve inorganik asit, 6 yag asidi, 4 glikozit ve diger
bilesikleri olmak {izere toplam seksen iki metabolit tanimlanmistir. V. pulchella subsp.
pulchella, amino asitler ve yag asitleri bakimindan en zengin iken, V. pulchella bitkisinin
diger alt tiirlerinde daha yiiksek seviyelerde seker ve organik asitler tespit edildi. Bu
taksonlar i¢in taksonomik belirtecler olarak da kullanilabilen ve yem bitkileri olarak
potansiyellerini degerlendirebilecek olan bu biyoaktif bilesenlerin dogrulanmasi igin S1ivi
Kromatografisi-Kiitle spektrometresi (LC-MS) kullanim1 giivenirlilik agisindan en uygun
metot olacagi belirtilmistir (95).

Vicia faba bitkisinin kurutulmus tohumlariin kullanildigi ¢alismada, fitokimyasal
analiz, antioksidan ve antimikrobiyal aktivite gibi farkli 6zelliklerinin sagliga yararlarini
anlamak adina yapilan arastirmada ham alkaloidler, saponinler, total flavonoidler ve
toplam fenolik igerigi gibi ikincil metabolitlerin kapsamli bir karakterizasyonu
gerceklestirilmistir. Bu calisma, GC/MS analizi sonucu a-tokoferol, fitol, fitosterol,
stigmasterol, kampesterol ve yag asitleri karakterize edilmistir (96). Literatiirde Vicia

tiirlerinde yapilan ugucu bilesen ¢alismalarinda goriildigii gibi V. bithynica ve V. cracca
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subsp. cracca bitkilerindeki kimyasal bilesen farkindalig tiir, lokalite, yiikseklik, toprak ve

arazi gibi etkenlere bagli oldugunu sdyleyebiliriz.

5.2. V. bithynica ve V. cracca subsp. cracca Bitkilerinin Ugucu Yag ve Coziicii

Ekstrelerinin Antimikrobiyal Aktiviteleri

V. bithynica ve V. cracca subsp. cracca bitkilerinin ugucu yag ve ¢oziicii
ekstrelerinin (n-hekzan, asetonitril, metanol ve su) antimikrobiyal aktivite testleri Gram (-)
bakteri (E. coli, Y. pseudotuberculosis ve P. aeruginosa), Gram (+) bakteri (S. aureus, S.
mutans, E. faecalis ve B. cereus 702 Roma), no Gram (M. smegmatis) ve maya mantarina

(Candida albicans) kars1 yapilmistir (87, 88).

V. bithynica’dan elde edilen ugucu yag sadece gram (+) bakteri Sa ve Bc ye karsi
aktivite gdstermis olup MIK degerleri sirasiyla 1152 pg/ml ve 2305 pg/ml bulunmustur.
Bitkinin n-hekzan, asetonitril, metanol ve su ekstreleri gram (-) Ec ve Pa; gram (+) Ef ve
Bc; no gram Ms ve maya mantar1 Ca ya kars1t MIK degerleri 30-5587 pg/ml araliklarinda
tespit edildi. En iyi n-hekzan ve asetonitril ekstreleri icin MIK degeri 30-44 pg/ml

araliginda Ms ve Ca i¢in gézlemlendi.

V. cracca subsp. cracca bitkisinin n-hekzan ve su ekstrelerinde test edilen tiim
mikroorganizmalara karst MIK degerleri tespit edilemedi. Bitkiden elde edilen ugucu yag
sadece gram (-) bakeri Yp; gram (+) bakteri Bc ve no gram Ms bakterisine kars1 170-340
pg/ml araliginda MIK degerleri bulundu. Bitkinin asetonitril ve metanol ekstreleri gram (-)
Ec ve Pa; gram (+) Sa, Sm ve Bc; no gram Ms ve maya mantar1 Ca ya kars1 MiK degerleri
46-4210 pg/ml araliklarinda tespit edildi.

V. bithynica ve V. cracca subsp. cracca bitkilerinin ugucu yag ve ¢oziicii
ekstrelerinin MIK degerleri karsilastirildiginda V. bithynica ekstrelerinin daha fazla etken

oldugu gozlemlenmistir.

Diyabetik farelerin kullanildigi diger bir calismada V. faba bakla tohumlarinin
biyolojik aktivitesinin arastirildigi bitkinin kimyasal bilesiminin mineraller, yag asitleri,
fenolik bilesikler oldugu ve in vitro kosullarda antimikrobiyal, radikal temizleyici, anti-
asetilkolinesteraz ve protein denatiire edici aktiviteleri bunun yaninda in vivo kosullarinda
anti-diyabetik ve histo-koruyucu etkilerinin arastirilmasini amaglamistir. Sonug olarak
bakla tohumlarinin, 100 g basmna 139.24 kcal disiik enerji degerinde olmasi, bulunan

diisiik yag icerigine %1 °den kiiclik buna karsilik diyet lifi oraninin %57.46 gibi yliksek
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degerde oldugu, karbonhidrat oraninin %18.93 ve protein oraninin %13.81 icerigine sahip
oldugu gosterilmistir. Kullanilan bitkideki yag asitlerinin yapisi, diigiik seviyelerde
aterojenik, trombojenik endeksleri ve hipokolesterolemik etkileri tespit edilmekle beraber
temel ¢oklu doymamis a-linolenik ve linoleik asitler gibi ileri seviyede besin kalitesi igeren
tiriinler icermesi 6nemli bir parametre olusturmustur. En yiiksek oranda fenolik, flavonoid
ve tanen igerigini sergileyen metanol ekstresinin, antimikrobiyal ve antiradikal aktiviteler
acisindan en aktif ekstrakt oldugu bulunmustur. Alloksanin kullanildig1 diyabetik farelerde,
metanol ekstraktinin (kg basina 500 mg) oral kullanimiyla beraber serum alanin
aminotransferaz (ALA), aspartat aminotransferaz (AST) ve alkalin fosfataz aktiviteleri
bunun yaninda {ire, lirik asit ve kreatinin seviyelerini arttirmistir. Bununla beraber lipid
profillerinin durumunu, antioksidan enzimlerin (CAT, GPx ve SOD) aktivasyonu yoluyla
hafifletilmis oksidatif stresi ve pankreas, karaciger, bobrek ve testiste histopatolojik
degisikliklere neden olan oksidatif stresin durumunu etkili bir sekilde normalize etti.
HPLC-PDA-ESI-MS / MS ile yapilan ¢alismanin analizi, bu ¢aligmada kullanilan bitkide
flavan-3-ol (katesin, epikatesin ve bunlarin tiirevleri) flavonlarmin (apigenin tiirevleri) ve
flavonollerin (kersetin ve kaempferoliin glikozitleri) oldugunu ortaya ¢ikardi. Bu bulgular
deneyde kullanilan bakla tohumlarinin diyabet ve komplikasyonlarinin yonetimi i¢in etkili

bir fonksiyonel gida olabilecegini gostermistir (97).

Farkl1 bir ¢alismada Vicia tohumlarinin gaz kromatografi-kiitle spektrometrisi (GC-
MS) kullanilarak incelemesi yapilmistir. On iki Vicia tiiriiyle beraber yiiriitiilen bu
calismada tohumlarinin metabolik farkliliklart degerlendirilmistir. Tanimlanan 184
metabolit bu tiirler arasinda c¢ok degiskenli veri analizleriyle dort kiimeye kategorize
edilmistir. V. unijuga en ¢ok yag asitleri ve antrakinon igerigine sahipken, en yiiksek
seviyelerde amino asitler, alkoller ve fenolik V. costata bitkisinde ortaya g¢ikmustir.
Pipekolik asit ve trigonelline yalnizca V. costata'da tespit edildigi gézlemlenmis olup bu
tiir biyoaktif tiirevlerin tanimlanmasi, bu tiirler i¢in taksonomik belirtecler olarak
kullanilabilecek varliklarinin dogrulanmasi i¢in LC-MS kullanimin en garanti yontem

olarak goriilmiistiir (10).

V. dadianorum bitkisinin HD ve MD ugucu yaglarinin antimikrobiyal aktivitesi
Staphylococcus aureus, Enterococcus faecalis, Bacillus cereus, Mycobacterium smegmatis
ve Candida albicans'a kars1 yapilmis ve orta derecede antimikrobiyal ve antifungal

aktiviteler gosterdigi belirtilmistir (15).
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V. faba ile yapilan farkli bir ¢alismada ¢igekleri, yapraklari, tohumlari ve tohum
kabuklar1 gibi farkli kisimlarinin dort farkli ekstrelerinin (etanol, metanol, su ve 2-
metilbiitanol) antimikrobiyal aktiviteleri Bacillus subtilis, Serratia marcescens,
Staphylococcus aureus, E. coli, Klebsiella peneumoniua, Shigella sp. ve Micrococcus
pyogenes karsi test edilmistir. En iyi antimikrobial aktivitenin bitki yapraklarinin sulu
ekstresinde 13-32 mm inhibisyon ¢api gozlemlenmistir. Cigek ve tohum kabugu E. coli,
Shigella sp., Bacillus subtilis, Serratia marcescens, Staphylococcus aureus ve Micrococcus
pyogenes ile sirastyla 15-29 ve 14-19 mm arasinda bir inhibisyon c¢api gostermistir.
Yaprak, cicek ve tohum kabuklarinin etanol ekstresi E. coli’ye kars1 25-34, 15-17 ve 15
mm arasinda bir inhibisyon gostermistir. Cigegin etanol ekstresi Bacillus subtilis ve
Micrococcus pyogenes karsi 15-16 mm arasinda inhibisyon vermistir. Fakat metanol ve 2-

metil biitanol eksterlerinde antimikrobial aktivite gbzlenmedigi belirtilmistir (98).

Sonug olarak, V. bithynica ve V. cracca subsp. cracca bitkilerinin ugucu
bilesenlerinin miktarlar1 ve antimikrobiyal etkilerinin yorumlanabilmesi adina bu proje
gerceklestirilmistir. Uygulanan yontemlerde yapisi aydinlatilamayan ugucu bilesikler farkli
teknik ve spektroskopik yontemlerle aydinlatilabilir. Bununla birlikte bu iki bitki tiirlinlin

daha geligmis diizeyde farmakognozik izolasyon yontemleri kullanilabilir.
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