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OZET
Yiiksek Lisans Tezi

PAPAVER SOMNIFERUM L. CICEKLERININ ESANSIYEL YAG ICERIGI,
ANTIMIKROBIYAL VE ANTIFUNGAL OZELLIKLERININ BELIRLENMESI

Alparslan GULTEPE
Afyon Kocatepe Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisii
Kimya Anabilim Dali
Damsman: Dog. Dr. Meltem DILEK

Hashas bitkisinin iilkemizde ve diinyanin birgok bdlgesinde ¢ok eski déonemlerden beri
yetistirildigi bilinmektedir. Milattan 5000 yil 6nce Mezopotamya’ da yasamis olan
Stimerlerin kullandiklar1 dilde afyona ait bazi1 kelimelere ve Asurlara ait bazi
kabartmalarda hashag resimlerine rastlanildigi, Avrupa’ da da milattan yaklasik 4000 y1l
once bu bitkinin bilindigi ve tariminin yapildigi bildirilmektedir. Anadolu’ da Hititler

doneminden beri haghas tariminin yapildig: bir ¢ok yazar tarafindan belirtilmektedir.

Tim diinyada ekiminden iiretimine ve satisina kadar ilgi ile izlenen hashas, iilkemizde
tohumunun %50 civarinda yag icermesi nedeniyle geleneksel olarak gida amacl,
kapsiiliiniin ise ihtiva ettigi morfin, diger alkaloidlerin ise tibbi ve bilimsel amagl

kullanim1 yoniinden 6nemli bir endiistriyel bitki olma 6zelligi tagimaktadir.

Ulkemizde ve diinyada kaliteli parfiimeri ve kozmetik iiriinlerin kullanimlar1 giderek
yayginlagsmaktadir. Bu yayginlagmaya paralel olarak aromatik nitelik tasiyan bitkilerin
onemi de tiim diinyada artmaktadir. Zengin bitki florasina sahip iilkemiz kokulu bitkiler
acisindan da zenginlik gostermektedir. Ne var ki, bir ¢ok bitki tiirli, aromatik nitelikler
tasidigr bilinmesine karsin, ugucu yag nitelikleri agisindan heniiz arastirilmamistir.
Hashas ¢icegi de ucucu yag nitelikleri ve optimal {iretim kosullart agisindan tam olarak

arastirilmamis bir bitkidir.

Giizel kokular1 ve tedavi edici 6zellikleri nedeniyle ¢cogu aromatik bitkiler endiistride ve



halk arasinda yogun olarak kullanilmaktadir. Bu ¢alismada hashas ¢iceginden (Papaver
somniferum L.) hidrodistilasyon metodu ile elde edilen ugucu yaglarin bilesenleri Gaz
Kromatografisi (GC) ve Gaz Kromatografisi—Kiitle Spektrometresi (GC-MS) metodu
ile arastirilmis ayrica esansiyel yagi karakterize etmek i¢in yogunluk tayini ve kirtlma

indisine de bakilmistir.

Ayrica ¢icekten elde edilen esansiyel yagin biyolojik aktivitesini incelemek amaciyla
antibakteriyel ozellikleri Disk Difiizyon ve Buyyonda Mikrodiliisyon yontemleri ile,
antifungal o6zellikleri ise Agar Diflizyon Plak Metodu ile belirlenmistir. Elde edilen
sonuglara gore hashas c¢icegi ugucu yagmin antimikrobiyal ozellik gosterdigi tespit

edilmistir.

2013, xii + 73 sayfa

Anahtar Kelimeler: Hashas, hashas ¢igegi, ugucu yaglar



ABSTRACT
M.Sc Thesis

DETERMINATION OF ESSENTIAL OIL COMPOSITION, ANTIMICROBIAL AND
ANTIFUNGAL PROPERTIES OF PAPAVER SOMNIFERUM L. FLOWERS

Alparslan GULTEPE
Afyon Kocatepe University
Faculty of Sciense and Arts

Department of Chemistry
Assoc: Dog. Dr. Meltem DILEK

It is known that opium poppy has been grown since ancient times in both our country
any many parts of the world. Some words similar to opium poppy were found in the
language used by Sumerians lived in Mesopotamia 5000 years before Christ and some
relief paintings of opium poppy belong to Assyrian were found. It is also known that
opium poppy has been known in Europa and used in agriculture since 4000 BC. It is
reported by lots of authorities that cultivation of opium poppy has been made in

Anatolia since Hittites.

Opium poppy, which is followed from sowing to selling in the whole world, is an
important industrial plant in our country since it is used in the food industry because of
its %50 oil content and for medicinal and scientific purposes since it includes morphine

and the other alkaloids.

The use of high quality perfumes and cosmetic products in our country and the whole
word is becoming widespread. The importance of these aromatic plants in all over the
world is parallel with this increase. Our country has also a rich flora of these aromatic
plants. However, a lot of kinds of aromatic plants have not been searched about their
essential oil content. Poppy flower is a kind of these plants which have not been

searched yet about its essential oil content and optimum production conditions.
Lots of aromatic plants have been used in industry and by people because of their

perfume and therapeutic properties. In this study volatile oils components, that were

obtained from the poppy flower (Papaver somniferum L.) by hydrodistilled method,



will be searched by gas chromatography (GC) and gas chromatography-mass
spectrometry (GC-MS) methods. Also to characterize the essential oil, the

determination of density and index of refraction were examined.

Also in order to examine the biological activity of the essential oil obtained from the
flower antibacterial properties were determined by Disc Diffusion Method and Broth
Microdilution, antifungal properties were determined by the Agar Diffusion Plate
Metod. Obtained according to the results, antimicrobial property has been found in

poppy flower volatile oil.

2013, xii + 73 pages

Key Words: Poppy, poppy flower, essential oil
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1. GIRIS

Ulkemizde ve diinyada kaliteli parfiimeri ve kozmetik iiriinlerin kullanimlar
giderek yayginlagsmaktadir. Bu yayginlasmaya paralel olarak aromatik nitelik
tastyan bitkilerin 6nemi de tiim diinyada artmaktadir. Zengin bitki florasina sahip
iilkemiz kokulu bitkiler a¢isindan da zenginlik gdstermektedir. Ne var ki, bir¢ok bitki
tiiri, aromatik nitelikler tasidigi bilinmesine karsin, ugucu yag nitelikleri agisindan

heniiz arastirilmamstir (Oztiirk 1990).

Gilintimiizde ekonomik yonden oldukga 6nemli olan tibbi bitkilerin ve bunlara ait ugucu
yag ve etken maddelerinin degerlendirilmesi sonucunda, biiylik bir kisminin ilag,

parflimeri ve endiistride kullanilabilmesinin yararli olacagi bilinmektedir (Kirbag vd.

2000).

Hashas kapsiillerinin ihtiva ettigi alkaloidler ilag hammaddesi olarak kullanilir. Ayrica
tohumu ve yagindan gida olarak yararlanilan haghas, siis bitkisi olarak ta degerlendirilen
onemli endiistriyel bir bitkidir. Ulkemizde morfolojik ve farmakolojik olarak en ¢ok
arastirtlan Papaveraceae familyasina ait alt tiirlerden biri olan Papaver somniferum

L.(Linnaeus) ¢igeginden ugucu yag eldesine dair bir ¢aligmaya rastlanmamustir.

Hashas ¢igegi de ugucu yag nitelikleri ve optimal {iretim kosullar1 agisindan tam olarak
arastirtlmamus bir bitkidir. Bu ¢alisma, Papaver somniferum L. tiiriine ait iilkemizde ilk

calisma olmasi yonii ile ayrica 6neme sahip olacaktir.

Bu calismada Afyon’ un Bolvadin il¢esinde faaliyet gosteren Alkaloid Fabrikasi’ ndan
toplanan hashas ¢iceginden hidrodistilasyon metodu ile elde edilen ugucu yaglarin
bilesenleri GC ve GC-MS metodu ile arastirlmis ve elde edilen ugucu yagi
karakterize etmek i¢in diger analitik tekniklerden de yararlanilmistir. Ayrica
cicekten elde edilen esansiyel yagm biyolojik aktivitesini incelemek amaciyla
antibakteriyel ozellikleri Disk Difiizyon ve Buyyonda Mikrodiliisyon yontemleri ile,
antifungal 6zellikleri ise Agar Diflizyon Plak Metodu ile belirlenmistir.



2. LITERATUR BILGILERI

2.1 Hashas Bitkisinin Tarihcesi

Hashag bitkisinin iilkemizde ve diinyanin bir¢ok bolgesinde milattan 6nceki ¢aglardan
beri yetistirildigi bilinmektedir. Milattan 5000 y1l 6nce Mezopotamya’ da yasamis olan
Stimerlerin kullandiklar1 dilde afyona ait bazi kelimelere ve Asurlulara ait bazi
kabartmalarda hashas resimlerine rastlanildigi, Avrupa’ da da milattan yaklasik 4000 y1l
once bu bitkinin bilindigi ve tarimimin yapildig: bildirilmektedir (int.Kyn.1).

Asuri lisaninda manast hashas ve afyon anlamini veren kelimeler bulundugu ve
Asurlularin afyonu tip alaninda uyku verici bir ilacin ham maddesi olarak kullandigini
yazmaktadir. Misirlilarda hashasi ¢ok eski donemlerden beri bilmektedir. Ancak ilk
ekim yerinin Asya (Anadolu) olduguna dair iddialar daha gecerlidir. Bir¢ok kiiltiir
bitkisinin bulundugu Tiirkiye’ de ¢ok eski devirlerden beri hashas tarimimnin yapildigi
bilinmektedir. Bu nedenle Anadolu, hashasin anavatani ve kiiltiir kaynagi olmasi

bakimindan ayrica bir 6neme sahiptir (TMO 2005).

2.2 Hashas’ in Genel Ozelikleri

Ulkemizde geleneksel olarak tarimi yapilan hashas, botanikte Papaver somniferum L.
olarak adlandirilir. Latince’ de “fructus paparveris immaturi”, Almanca’ da “mohn

koepfe”, Fransizca’ da “tete de pavot”, Ingilizce’ de “poppy head” olarak ge¢mektedir.

Bu tiir, ilk olarak Linnaeus tarafindan Genera plantarum olarak smiflandirtlmistir
(Trease and Evans 1972, Erdurmus ve Ones 1990). Farkli sekillerde faydalanilan
hashasin (Sekil 2.1) diger bitkiler arasindaki yeri sOyledir:

Takim  : Rhoedales
Familya : Papaveraceae
Cinsi . Papaver

Tiir . Papaver Somniferum L.



Sekil 2.1 Hashas bitkisinin yapisal gosterimi (Int.Kyn.2)
Papaveraceae familyasina ait tiirler genellikle kuzey yarimkiirenin iliman ve sicak
bolgelerinde yayilis gostermektedir. Bu familyada 41 cins ve yaklasik 250 tiir vardir.

Ulkemizde bu familyaya ait 7 cins bulunmaktadir (Se¢men vd. 1995).

Papaver, Latince’ de gelincik, somniferum ise uyku verici, rilya gordiiriicii anlamina

gelmektedir. Buna gore hashas, gelincikle uzaktan akrabadir (TMO 2010).

Kiiltiirti yapilan Papaver somniferum L. bitkisin iki alt tiirii vardir. Bunlar:

1- Papaver Somniferum Subps. Subspontaneum

Bu alt tiiriin kapstilleri olgunlasinca iistten delikler acilir ve tohumlar1 dokiiliir. Bu alt

tirtin Turkiye’ deki adi “agik hashas” tir.

2- Papaver Somniferum Subps. Anatolicum

Bu alt tiirlin kapsiilleri olgunlagsa bile kapali kalir. Bu alt tiiriin Tiirkiye’ deki adi1 “kor



hashas” tir. Papaver somniferum subps. anatolicum ise 4’ e ayrilir:

a- Papaver somniferum album (beyaz ¢igekli)
b- Papaver somniferum nigrum (mor ¢igekli)
c- Papaver somniferum setigerum  (koyu mor g¢igekli)

d- Papaver somniferum glabrum (kirmiz1 mor ¢igekli)

Anadolu’ da genellikle ikinci alt tiirlin a ve b’ nci tiirlerinin ekimi yapilmaktadir
(Baytop ve Saracoglu 1982). Ikinci alt tiir Papaver somniferum subsp. turcium adu ile de
anlatilmaktadir. Bu tiir Anadolu’ nun yerlisidir (Zhukovsky and Bazilevskaya 1976).

Ayrica Papaver somniferum bitkisi 7 cografik gruba ayrilir:

1- Avrupa grubu, Subsp. Eurasiaticum

2- Merkezi Asya grubu, Subsp. Centro-asiaticium

3- Mongol grubu, Subsp. Mongolicum

4- Tiyan-san grubu, Subsp. Tianshanicum

5- Anadolu grubu, Subsp. Anatolicum

6- Hindistan grubu, Subsp. Indicum

7- Yabani grup, Subsp. Subspontaneum (Incekara 1964).

2.3 Hashas’ in Olusum Siireci

Kiltiir hashas1 tek yillik bir bitkidir, diger bir ifadeyle Omriinii bir yil igerisinde
tamamlar. Tohumlar yeterli rutubeti ve sicakligi bulursa 7-12 giinde ¢imlenip, filizlenir.
Cikis gecikirse ya rutubet yetersiz ya da toprak sicakligi yeterli degildir. Hashas, ilk
cikisinda goriilen iki kulakeik (kotiledonlar) dikkate alinmazsa, ilk ¢ift yapragr 10-14
giinde, ikinci ¢ift yapragini 6-10 giinde, iiciincii ¢ift yapragini 5-8 gilinde, dordiincii ¢ift
yapragini ise 4-6 glinde meydana getirir. Bitki rozet donemine (6-8 yaprakli donem)
ulastiginda normal kis sartlarindan zarar gérmez. Yaprak cikartmayan ve iki kulakeik
doneminde —5°C soguga maruz kalan bitkicikler oliir. Kislik ekilen (sonbaharda)

hashas kistan ¢ikinca ¢ok hizli bir gelisme gosterir.



Yazlik ekilen (ilkbaharda) hashas ise ¢ikistan itibaren hizli bir gelisme gostermektedir.
Kisliklarda tomurcuklanma 190-200 giinde baslarken, yazliklarda bu siire 50-60 giin
olmaktadir. Tomurcuklarin goriilmesinden 9-13 giin sonra hashas ¢icek agmaya baglar
(Sekil 2.2). Tohumlarin ekilmesinden kapsiillerin kurumasina kadar gecen siire; kislik,

hashasta 270-280 giin, yazliklarda ise 110-120 giin olmaktadir.

Ekim ortasinda ekilen kislik hagshagla, Mart ortasinda ekilen yazlik haghas arasinda ekim
zamani bakimindan 150 gilinliik bir fark olmakla birlikte, bu siire kapsiil
olgunlagsmasinda 7-15 giine diiser. Yani kigliklar yazliklardan 1-2 hafta daha erken
olgunlasir (Int.Kyn.3).

Sekil 2.2 Cigeklenme doneminde bitkinin durumu(int.Kyn.4).

2.4 Diinya’ da ve Tiirkiye’ de Hashas Ekimi Yapilan Yerler

Hashas’ tan elde edilen iiriinler nedeniyle, hashas ekimi ve alkaloid {iretimi yapan
iilkeler arasinda hashas narkotik karakteri acisindan c¢ok Onemli bir yere sahiptir.

Diinya’ da hashas ekimi yapan iilkeler (Sekil 2.3) Birlesmis Milletler Teskilati (BMT)



denetiminde yasal ana iiretici olarak Tiirkiye, Hindistan, Avustralya, Fransa, 1spanya,
Macaristan ve diger iilkelerden Cek Cumbhuriyeti ile son yillarda Cin’ de sayilabilir.
Tirkiye ve Hindistan BMT’ nca geleneksel hashas iireticisi iilkeler olarak kabul
edilmektedir (TMO 2012).

Tiirkive Diger .
o0 s %4 lpanya
0

Macaristan
% 5

Fransa
% 9

Avusturalya
% 10

Hindistan
% 13

Sekil 2.3 Ana tireticiler bazinda yasal hashas ekim alanlart (%) (TMO 2012)

Grafikten de goriilecegi tizere son bes yillik kesin verilerin ortalamasina gore iilkemiz
diinya yasal hashas ekim alanlari igerisinde %49’ luk bir paya sahip bulunmaktadir
(TMO 2012).

Ic Ege’ de hashas iiretimi yapilan bdlgelerde son yillarda ciddi don olaylar1 yasanmasi
nedeniyle tohumlarin donmast %50’ ye varan iiriin kayiplarina neden oldu. Hashas
tiretimi yar1 yartya diisiince 2012 yili sonbaharindan itibaren yeni ekim alanlarina izin

verilmistir.

Artik Afyon, Burdur, Isparta, Denizli, Kiitahya, Usak ve Konya’ nin yan1 sira Amasya,
Tokat, Corum, Balikesir, Eskisehir ve Manisa’ nin bazi bolgelerinde de bu yil itibar ile

hashas ekimine baslanmistir (Sekil 2.4).

Yeni bolgelerle birlikte Diinya yasal haghas liretimindeki payimizin %50’ nin {izerine

¢ikmasi beklenmektedir (TMO 2012).
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Sekil 2.4 Tiirkiye’ de hashas ekimine izin verilen iller (TMO 2012).

2.5 Hashag’ tan Faydalanma Sekilleri

Hashas bitkisi iki 6nemli iriine sahiptir, birisi kapsiilleri ve bunlardaki alkaloidler,
digeri ise tohumlar1 ve yagidir. Yani hashas hem tibbi, hem de 6nemli bir yag bitkisidir.
Bu iki iiriinii nedeniyle kiiltiir bitkilerimiz i¢erisinde rekabet giicii ¢ok yiiksek olan milli
bir servet kaynagimizdir. Kapsiillerdeki alkaloidler 6nemli tibbi ilaglarin yapilmasinda
ham madde olarak, tohumlar1 ise agirlikli olarak yag elde etmek i¢in kullanilmaktadir.
Ulkemizde genel olarak gida amagl olarak kullanilan hashas tohumu %350 civarinda yag

igermektedir.

Hashas, bitkilerinden faydalanma yonlerine gore yapilan smiflandirmada endiistri
bitkileri ana grubunda, bu ana grupta hem yag bitkileri hem de ilag baharat bitkileri alt
grubunda yer almaktadirlar (Erdurmus ve Ones 1990).

2.5.1 Kapsiilden Faydalanma

Kurutulmus hashas kapsiillerinin igerdigi alkaloidler hashas bitkisinin en Onemli
kullanim alanidir. Tiirkiye” de 1972 yilina kadar hashas kapsiillerinden uygun bigaklarla
cizilerek c¢ikarilan Ozsuyunun toplanmasi seklinde afyon elde edilmistir. Hashas

kapstilleri teknik olgunlukla ¢izildiginde bitki 6zsuyu disar1 sizmaktadir. Bu lateks



tilkemizde afyon olarak bilinmektedir. Afyon’ un ihtiva ettigi morfin, kodein gibi
alkaloidlerinden tipta faydalanilmakla birlikte, bagimlilik yapan ve yasa dis1 pazarlanan
uyusturucularin imalatinda da kullanilmaktadir (TMO 2010).

1974 yilindan itibaren kapsiil ¢izimi yasaklanmis olup, giiniimiizde ¢izilmemis hashas
kapsiillerinin tohumlar1 alindiktan sonra geriye kalan kabuklar morfin iiretimi i¢in
Bolvadin’ de kurulmus olan 20 000 ton/yil kapasiteli Afyon Alkaloidleri Fabrikas1’ nda
islenmektedir. Kapsiil {izerinde yapilan calismalarda 40’ a yakin degisik alkaloid
bilesenleri bulunmustur. Haghas kapsiil kabuklarindan (Sekil 2.5) {iretilen morfin, diger

alkaloid tiirevlerine de islenerek tibbin hizmetine sunulmaktadir.

Sekil 2.5 Hashas kapsiilii (Int.Kyn.5).

Afyon Alkaloidleri Fabrikasi normal kapasitesi ile tiretim yaptiginda iriinlerin %90’
indan fazlasini ihra¢ etmektedir. Kapsiil kabuklarinin morfini alindiktan sonra geriye
kalan kiispe tam olarak degerlendirilememesine ragmen %8,5 oraninda organik madde
icerdiginden organik maddece zayif topraklarin gelistirilmesinde kullanilmasi
calismalari denenmektedir. Bu c¢alismalardan alinan ilk sonuglar olduk¢a olumludur

(Erdurmus ve Ones 1990).



2.5.2 Tohumdan Faydalanma

Haghas yag1 iilkemizde halen, tohumlarin sicak usulle preslenmesi seklinde elde
edilmektedir. Hashas eken yorelerde bu is ile ugrasan yerler mevcuttur. Iyi kalitede
hashas yag1 elde etmek i¢in tohumlarin ¢ok iyi temizlenmesi, ac1 tada sebep olan kapsiil
pargaciklar1 ve diger yabanci maddelerden arindirilmasi gerekmektedir. Haghas yagi

ireticileri tohumlar eleyip, savurmakta ve temizligi bu sekilde saglamaktadir.

Tohumlardan yagin alinmasiyla geriye kalan kiispenin iireticilerimiz i¢in ayr1 bir 6nemi
vardir. Presleme suretiyle yagi alinan hashas kiispesi ortalama %36 ham protein ve %12
civarinda ham yag icermektedir. Bu degerler 6zellikle siit hayvanlarinin beslenmesinde

Onem tasimaktadir.

Haghas yaginin baslica bilesenleri linoleik ve oleik asittir. Yetistirildigi yorelerde
yemeklik yag olarak halen faydalanilmaktadir. Ayrica, kozmetik ve boya sanayinde,

sabunlarda kullanildig: dabilinmektedir (TMO 2010).

2.6 Ucucu Yaglar ve Genel Ozellikleri

Ugucu yag, bitkilerin degisik organlarindan elde edilen yaklasik 24-25 °C” de sivi1 olan,
giizel kokulu genellikle renksiz dogal bir iiriindiir. Hos kokusu nedeniyle esans yada

eterik yag adi verilmektedir. (Ceylan 1983).

Bitki ugucu yaglar1 bitkilerin oncelikle ¢igek ve yapraklart olmak iizere herhangi bir
organinda (kabuk, kok, meyva, tohum vb.) bulunabilirler. Bazen bitkinin biitiin
dokularinda, bazen de sadece 6zel doku ve organlarda meydana gelirler. Ugucu yag
bitkilerin bagli bulundugu familyaya gore salgi tiiyleri, cepleri ve kanallar1 ya da salgi
hiicrelerinde ya dogrudan ya hiicre duvarindaki re¢inemsi tabakanin dekompozisyonu

ile ya da glikozitlerin hidrolizi ile olusurlar ( Baytop 1972, Ceylan 1987).

Ugucu yaglarin bitkide hangi amagla salgilandigi tam bilinmemekte ancak bitkinin

yaralanmalara kars1 olusan reginesi igin ¢oziicli gorevi gordiigli sanilmaktadir. Ayrica



bitkinin ugucu yagi lizerindeki havay1 baglayarak fazla su kaybini1 6nlemek amaciyla
salgilandig1 ve bitkiyi cesitli dogal dis etkenlerden korudugu da ileri siiriilmektedir
(Berk 1953).

Cogu ucucu yag sudan hafiftir ve su ile karismazlar. Sulu etanolde ¢6ziinebildigi icin
sabit yaglardan ayrilirlar. Ayrica kirilma indisleri oldukg¢a yiiksek olup optikge
aktiftirler. (Tanker 1976, Tyler et al. 1988, Evans 1989).

Uzun yillardan beri degisik amaglara yonelik olarak kullanilan ugucu yaglarin, kullanim
alanlarmin baginda kozmetik, ilag, gida sanayi, aromaterapi ve filoterapi gelmektedir
(Hammer and Carson 1999). Bilim adamlar1 genis bir kullanim alanina sahip oldugu
icin ucucu yaglarin kimyasal yapilarini ve biyolojik aktivitelerini incelemislerdir. Bu
aragtirmalar sonucunda da dogal irilinlerin Ozellikleri uygulamaya konulmustur

(Mouhssen 2004).

Birka¢1 disinda ugucu yaglar cok fazla sayida bilesikten olugsmustur. Bu nedenle de
kimyasal yapilar1 olduk¢a karmasiktir. Kimyasal bilesimleri, biyosentetik orjinleri temel
alinarak terpenik hidrokarbonlar ve bunlarin oksijenli tiirevleri olarak iki genis gruba
ayrilabilmektedirler. Giliniimlizde ugucu yaglarda 2000’ den fazla kimyasal bilesigin
bulundugu belirlenmistir ve bunlarin biiylik ¢ogunlugunu terpenik maddeler
olusturmaktadir. Pek az1 aromatik benzen tiirevlerinin terpenlerle karigimi halindedir

(Baytop 1986).

Ugucu yaglarin ana bilesenleri karbonhidrat, alkol, eter, keton, fenol, aldehit iceren
mono ve seskiterpenlerdir. Diger ucucu yaglar ise fenilpropenler ve spesifik siilfiir yada
nitrojen iceren maddeleri icerirler. Bu maddeler ugucu yaga aromatik ve tibbi bitki
Ozellikleri kazandirmaktadir. Bu 06zelliklerinden dolay1 eski c¢aglardan beri gesitli
baharatlar yemeklere sadece tat vermesi i¢in degil ayn1 zamanda koruma amach da
eklenmistir (Tepe vd. 2004). Ucucu yaglarin koku ve tadi oksijenli bilesenlerden ileri
gelmektedir. Oksijenli tiirevler ise terpenlerin oksitlenmesi ile meydana gelir. Genel
olarak yag bileseni c¢esitli bilesenlerin belli oranda bir araya gelmesi ile olusur

(Delamare 2007).
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2.7 Ugucu Yag Elde Etme Yontemleri

Bitkilerden ugucu yag eldesi i¢in kullanilan geleneksel yontemlerin birtakim
dezavantajlarinin olmasi, arastirmacilar bitkilerden ugucu yag eldesinde daha giivenilir
ve eckonomik yontemlerin arayisina yonlendirmistir. Bugilin klasik distilasyon

yontemlerinin yani sira ileri teknolojiyi kullanan modern yontemlerde uygulanmaktadir.

2.7.1 Su Buhar1 Damitmasi

Su buhari ile damitma ydntemi en ¢ok kullanilan yontemdir. Genelde en iyi verim, saf
iriin, oldukg¢a basit donanimli en ucuz iiretim bu yontemle saglanir. Fakat su buhari
sicakliginda bozunan bilesenleri olan ugucu yaglar, bu yontemle elde edilemez. Ayrica
suda ¢oOziinebilen eterik yaglar da su buhari damitmasiyla elde edilmez. Ciinkii

damitilan yag su fazindan ayrilmaz.

Ugucu yaglarin elde edilmesinde baslica 3 tip damitma yontemi vardir. Bunlar:

1- Suyla damitma
2- Buharla damitma

3- Su ve buharla damitma

2.7.1.1 Suyla Damitma

Kaynamaya dayanikli olan kurutulmus bitkisel materyalin damitilmasinda tercih edilen
bir yontemdir. 100 °C’ de kaynayan su yardimiyla kaynama noktasi ¢ok yiiksek olan
maddelerin su molekiilleri tarafindan siiriiklenmesi saglanir. Eterik yag iiretiminde

kullanilan imbikler ve laboratuvar tipi clevenger aparati bu yontem esasina gore ¢alisir.

Eterik yag iceren bitkisel materyal suyla kaynatilir. Genelde 1 hacim materyal igin 3
hacim su kullanilir. Kaynatma sirasinda su buhari ile ucucu yag sogutucuya siiriiklenir
ve buradan yogunlasarak toplama kabina birikir. Sudan hafif olan ugucu yag su

yiizeyinde toplanarak ayri bir kaba alinir (Baydar 2005).
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2.7.1.2 Buharla Damitma

Taze bitkilerin damitilmasinda kullanilan bu yontemde, damitma kazaninin 1zgarasi
lizerine konan materyalin igerisinden dogrudan sicak su buhar1 gegirilir. Buhar,
damitma kazanmin diginda tesis edilen bir buhar kazanindan veya basit olarak kazanin
altinda yakilan ates ile tiretilir. Damitma islemi ¢ok hizli yapildigindan tercih edilen bir

yontemdir.

Sicak su buhart materyalde bulunan yag keseciklerini patlatir ve ugucu yagi alarak
sogutucu Unitesine kadar siiriikler. Sogutucu iinitesinde yogunlasan iiriin toplama
kabinda aromatik su altta, ucucu yag iistte kalacak sekilde toplanir. Cogunlukla
aromatik suda ugucu yag tamamen ayrilmadigi i¢in bu sular ayr1 bir kazanda ikinci defa

damitilarak ugucu yagin tamami alinmaya ¢alisilir (Baydar 2005).

2.7.1.3 Su ve Buharla Damitma

Ozellikle kaynamaya dayanikli olmayan hem kuru hem de taze bitkisel materyalin
damitilmasinda tercih edilen bir yontemdir. Diger damitma yontemlerinden farki, iginde
bitkisel materyal olan suyun icine direkt buhar verilerek hem ¢abuk kaynama saglanir

hem de distilasyon islemi kisalir.

Materyal i¢inden gegen buharin asir1 sicak ve basingli olmamast 6nemli bir husustur. Su
buhar1 ile siiriiklenerek sogutucu flnitesine siiriiklenen ugucu yaglar yogunlasarak

damitik su ile birlikte toplama kabinda biriktirilir (Baydar 2005).

2.7.2 Kuru Distilasyon

Bazi droglar isitildiklarinda ugucu maddeler kismen parcalanarak distile olurlar.
Materyal odun ya da dal ise kiigiik pargalar halinde yiiksek sicaklikta havasiz ortamdaki

bir kazana yerlestirilir ve kuru kuruya distilasyonu saglanir. Elde edilen {iriin

sogutucudan gegirildikten sonra bir kapta toplanir (Kivang 1986).
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2.7.3 Hidrodifiizyon

Bitkisel dokularda yagin bir kismi1 ylizeyde bulunurken, bir kisimda i¢ kisimda bulunur.
I¢ kisimdaki yag1 buhar ile almak miimkiin degildir. Bitkiye buhar distilasyonunun
aksine buhar, bitkisel materyal dolu kazana {istten verilir, alttan ¢ikan buhar ise
yogunlagtirilir. Distilasyon siiresinin kisaligi, az buhar kullanimi ve maliyetinin diisiik

olmasi nedeniyle tercih edilir (Kivang 1986).

2.7.4 Ekstraksiyon Yontemi

Distilasyon yontemi ile birgok durumda kabul edilebilir bir saflik ve hos bir aroma elde
edilebilmesine ragmen bu metodun stabil olmayan veya yiiksek buhar sicakligindan
zarar goren aromatik bilesiklere uygulanmasi verimi diisiiriir. Bu faktorler goz Oniine
alarak koku bilesenlerinin ¢igeklerden ayrilmasinda cesitli ¢oziiciiler kullanilir. Bu
amagcla kullanilan ¢oziiciiler ugucu olan ve olmayan olmak tizere ikiye ayrilir. Anfloraj
ve maserasyon ucucu olmayan ¢oziiciiciilerle ekstraksiyon ydntemleridir (Polat ve Otles

1997).

Ekstraksiyon yontemleri iki gruba ayirabilir:

o QGeleneksel Yontemler

e Modern Yontemler
Geleneksel metodlar arasinda soxhlet ve maserasyon yontemlerini, modern metodlar
arasinda da mikrodalga ve siiperkritik akiskan ekstrasyonlarini gdsterebiliriz (Moyler
1993).
2.7.4.1 Organik Coziicii Ekstraksiyonu
Bitkisel materyal, ucucu yagi kolaylikla ¢ozebilen benzen, hekzan, petrol eteri,

kloroform gibi kaynama noktas: diisiik organik ¢oziiciilerle ¢6ziiliir. Organik ¢dziicliniin

alcak basingta ugurulmasi ile bir miktar (sabit yag, boya maddeleri, mum vs.) yabanci
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madde igeren ugucu yag elde edilir ve bu karisima da konkret ad1 verilir. Konkret, 6nce
alkolle muamele edilir ve sonra vakum distilasyonu ile alkol ugurulur. Boylelikle absolii
(absolute) adi verilen, pahali ve kullanilmas1 kolay bir yag elde edilmis olur (Ozath

1999, Baydar 2005).

2.7.4.2 Maserasyon

Maserasyon, gi¢eklerden ugucu yag eldesi i¢in kullanilan ilkel metotlardan biridir. 60-
70 °C’ deki erimis hayvansal yaga veya bitkisel yaga batirilan ¢icekler 1s1 etkisiyle
parcalanarak aroma maddelerinin yaga ge¢mesi saglanir. Yag i¢inde kalan g¢igek
pargalar1 ortamdan uzaklastirilarak {izerlerinde kalan yag hidrolik basing uygulamasiyla
alinir ve aroma maddelerini i¢eren yaga katilir. Bu islem, yag iyice aroma maddeleriyle
doyana kadar devam ettirilir. Maserasyon, olduk¢a fazla zaman alan verimsiz bir

islemdir (Mukhopadhyay 2000).

2.7.4.3 Anfloraj

Cigeklere ve diger aromatik bitkisel iriinlere uygulanan bir diger ilkel metot olan
anfloraj, Orneklerin soguk hayvansal yaga temas ettirilmesiyle gerceklestirilir
(Mukhopadhyay 2000). Tahta ¢ercevelerle desteklenmis cam plakalarin yiizeyine
stiriilen yag ile temas eden ¢icek, bu plakalar arasinda sikistirilarak aroma maddelerinin
yag tarafindan absorbe edilmesi saglanir. Esansiyel yagin anfloraj yagindan
ekstraksiyonunda ise petrol eteri kullanilir (Polat ve Otles 1997). Anfloraj yontemi de
Maserasyon gibi zaman alan bir islemdir (Mukhopadhyay 2000).

2.7.4.4 Soxhlet Ekstraksiyonu

Soxhlet Metodu bir katinin sicak ¢oziicii ile ekstraksiyonunda kullanilir. Ekstraksiyon
boyunca balonda kaynayan ¢oziicliden gelen buhar cam tiip icersinde yiikselmeye
baslar. Yiikselen buhar ekstraksiyon ¢emberine girer ve su ile sogutulmus kondensator
tarafindan yogusturulur. Yogusturulan ¢oziicii ekstraksiyon g¢emberini doldurur ve

cemberdeki kagit ekstraksiyon yiikstigli i¢indeki maddenin yagini ¢ozer. Cemberin
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altina bagli olan sifon tiip de ¢oziicliyle dolar. Coziicli seviyesi ¢ember igerisinde
yiikseldikge, sifon otomatik olarak ¢oziiciiyli ve ekstrakte edilmis olan yagi asagida
bulunan balona geri akitmaya baglar. Bu ekstraksiyon dongiisii tiim yag ekstrakte
edilene kadar 10-15 dakikada bir kendiliginden tekrarlanir. Analiz islemi daha sonra

prosediirde tanimlandigi gibi yapilir. Soxhlet diizenegi Sekil 2.6” da gdsterilmistir.

Gen Sogutucu

Balon

Mantolu'lsiticy

Sekil 2.6 Soxhlet ekstraktérii (Int. Kyn.6).

Soxhlet ekstraksiyonu bir¢ok organik ve biyolojik madde yag tayininde kullanilabilir.
Ekstraksiyon dncesi, yag tayini yapilacak olan madde tamamen kuru olmali (105 °C’ de

en az 1-2 saat kurutulmali), nem i¢ermemeli ve ¢ok iyi bir sekilde 6giitiilmiis olmalidir.

2.7.4.5 Siiperkritik Akiskan Ekstraksiyonu

Bir¢ok kimyasal atigin neden oldugu ¢evresel kirlenme, yesil kimya diye bir kavramin
dogmasina yol agmistir. Kimyacilar artik kimyasal ve ¢oziicii kullaniminda ¢ok daha
dikkatli davranmaya ve ¢evre dostu c¢oziimler gelistirmeye baslamislardir. Dogal
tirtinlerin ekstraksiyonu ve izolasyonunda yiiksek miktarlarda atik organik ¢oziicli
olusmaktadir. Bu nedenle stiperkritik akiskan ekstraksiyonu (SFE), dogal {iriinlerin

ekstraksiyonunda bir alternatif olarak karsimiza ¢ikmaktadir (Sarker et al. 2006)

15



1822 yilinda Cagniard de la Tour’ un, degisik sivilart kapali bir kapta 1sitarak sivi fazin
kayboldugu gozlemini agiklamasi siiperkritik alaninda yayinlanan ilk ¢alisma kabul

edilmektedir (Aymonier et al. 2007).

SFE ilk olarak 1930 lu yillarda petrokimya alaninda kullanilmaya baslandigi ve cesitli
patentler alindig1 bilinmektedir. Gida tizerindeki ¢alismalar ise 1970' li yillarda baglamis
ve Ozellikle serbetci otu, kahve, ¢ay, tiitlin ve baharatlar gibi pek ¢ok {irtiniin SFE’ yi
igeren bir¢ok patent alinmistir. Siiperkritik akiskanlar, endiistriyel 6l¢ekte oldugu kadar,
analitik olgekteki ornek ekstraksiyonlarinda da giderek artan bir ilgiye sahiptir. Hava ve
su gibi cevresel matrislerden poliaromatik hidrokarbonlar (PAH) ve poliklorlanmig
bifeniller (PCB) gibi maddelerin ayirimindan gida iiriinlerine kadar degisen pek c¢ok
ornekte, genellikle 30 dakikadan daha kisa bir siire i¢inde ve kantitatif geri kazanimla

ekstraksiyon gerceklestirilebilmektedir (Hisil ve Unlii 1996).

Her maddenin bir kritik sicakligi (Tc) ve kritik basinct (Pc) vardir. Maddenin kritik
sicaklig1 ve basinci, gaz ve sivi fazlarinin bir arada bulunabildigi en yiiksek sicaklik ve
basinctir. Bilindigi gibi maddeler kati, sivi ve gaz olarak ii¢ gruba ayrilirlar. Ancak
maddeye, kritik sicakliginin ve kritik basincinin tizerindeki kosullar uygulandiginda
“Stiperkritik Akigkan” olarak adlandirilan dordiincii gruba girer (Hugh and Krukonis
1986).

Sekil 2.7 de saf maddeler icin basing sicaklik diyagraminda siiperkritik bolge
gosterilmistir (Colak ve Tiilek 2003).

IJ ] 11_;‘;;\

-

1 1] siiperkritils
gl | T porcnly

o N et

Basmc

7.
Sicakhk

Sekil 2.7 Saf bir madde icin sicaklik-basing faz diyagrami (Dinger vd. 2007).
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Ik kez 1879 da Royal Society seminerlerinde (Londra) Hannay ve Hogart tarafindan,
bir katinin yiiksek basingtaki gazda ¢oziindiigli, basing diisiiriiliince katinin ¢oktiigii
aciklanmistir. Bir ka¢ yil sonra Eduard Buchner, bir model bilesik olarak naftalinin

stiperkritik karbon dioksit igindeki ¢oziintirliiglinii 6l¢miistiir (Froning et al. 1990).

2.7.4.6 Mikrodalga Ekstraksiyonu

Islem siiresini kisaltmak, daha az ¢oziicii kullammiyla daha iyi sonuglar almak igin

klasik metotlarla mikrodalganin birlestirildigi bir ekstraksiyon tiirtidiir.

Bu teknikte ¢cok az numune, iizerine eklenen ¢oziicli ile beraber mikrodalga 1sinlara
maruz birakilir. Bu esnada sicaklik artacagindan belirli siirelerde sogutma islemi yapilir.
Mikrodalga enerjisini gegiren c¢oziiciiler kullanildiginda gonderilen enerjinin tiimii
numune tarafindan absorblanmakta, hiicre i¢indeki su bu enerjiyi absorbladiginda hiicre
1sinmakta ve hiicre duvarinin bu 1styla ¢atlamasi sonucunda hiicre materyali ¢oziicliye
karigmaktadir. Klasik metotlardaki gibi iletimle sicaklik aktarimi olmaz. Burada

numunenin hepsi ayn1 anda 1sinir (Eskilsson and Bjorklund 2000).

2.7.4.7 Solvent icermeyen Mikrodalga Ekstraksiyonu

Solvent icermeyen mikrodalga ekstraksiyonu (SFME), herhangi bir ¢oziicli ya da su
ilavesi olmadan aromatik bitkilerden ugucu yag eldesi i¢in kullanilan yeni yontemlerden
biridir. Ucucu bilesiklerin izolasyonu ve konsantre edilmesi SFME ile tek asamada
yapilir (Sekil 2.8). Elde edilen ugucu yaglarin analizi ise GC ya da GC-MS ile yapilir
(Bayramoglu 2007).

SFME kullanilarak 30-60 dakika arasinda aromatik bitkilerden ucgucu yaglar elde
edilebilmektedir. SFME ile geleneksel yontemlerden elde edilen ucucu yaglardan daha
yiiksek miktarda ugucu yag elde edilmektedir. Geleneksel distilasyon yontemlerine gore
SFME’ nin hiz, verimlilik, temizlik ve enerji acilarindan 6nemli avantajlar1 vardir ve

cevre dostu bir yontemdir (Bayramoglu 2007).
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Sogutucu ——»

Esansiyel yi g =~ ——» E

Sulufaz @ ——»

Bitki materyali

Mikrodalga firin

Sekil 2.8 SFME ve MAHD sematik diagram siiregleri

2.7.4.8 Sikistirtlmis Coziicii Ekstraksiyonu

Modern ekstraksiyon yontemlerinden biridir. Coziicii tiikketimi, tekrarlanabilirlik verim
ve ekstraksiyon siiresi gibi avantajlara sahiptir. Yontemi daha etkin kilabilmek ig¢in
yiiksek basing ve sicaklikta organik ¢oziiciiler kullanilir. Sicakligin artmasi ile birlikte
ekstraksiyonun kinetigi hizlanir, ytikseltilen basing ¢oziiciiyii sivi halde tutarak gilivenli
ve hizli bir ekstraksiyon saglamaktadir. Ayrica yiliksek basing, ¢oziiciiniin, deney

materyalinin i¢ kistmlarina kadar niifuz etmesine imkan saglamaktadir.

Hizlandirilmis ¢oziicli ekstraksiyonu (ASE) bu yontemin bir seklidir. Bu yontem de,
celik bir kap icerisine yerlestirilen kat1 ya da yari-kati 6rnegin ¢oziicii ile bir firin
icerisinde 50-200 °C arasinda degisen sicakliklarda isitilmasi ile baslar ve 1sitma
sirasinda firma 500-3000 psi degerleri arasinda basing uygulanir. Ekstraksiyonun 5-10.
dakikalarinda ortama yeni ¢oziici pompalanarak Ornegin ve kabin yikanmasi
saglanmaktadir. Sistem igerisindeki biitiin ¢oziicii genellikle azot gazi kullanilarak bir

sise igerisinde toplanmaktadir (Kaufmann and Christen 2002).
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2.7.4.9 Kati-Faz Mikro Ekstraksiyon

1989 yilinda Pawliszyn vd. tarafindan bulunan kati-faz mikro ekstraksiyon (SPME)
yontemi, 0rnek hazirlama kademesine oldukca basarili yeni bir yaklasim getirmistir.
SPME, ornek hazirlama, ekstraksiyon ve yogunlastirma asamalarini ¢6ziicii icermeyen
tek bir asamada birlestirmistir. Bu yontemle islem siiresi ve maliyetlerde Onemli

kazanglar saglanirken, teshiste de iyilesmeler goriilmiistiir.

SPME, GC veya GC-MS ile birlikte 6zellikle ¢evre, biyoloji ve gida orneklerindeki
ucucu ve yari ucucu organik bilesiklerin ekstraksiyonunda kullanilmaktadir. Ayrica,

yiiksek performansli sivi kromatografisinde de uygulanmaktadir (Vas and Vekey 2004).

Cok basit bir cihaz olan SPME, modifiye edilmis bir siringaya benzemektedir. I¢
kisminda bir lif tutucu ve lif grubu bulunmaktadir. Sondaki lif, 1-2 cm uzunlugunda ileri
geri hareket edebilen bir SPME lifidir. SPME lifi ince polimer film kapli eritilmis silika
optik bir liftir. SPME uygulamasi gaz ya da ¢ozelti halindeki Ornege
uygulanabilmektedir. Her iki durumda da SPME ignesi kapali ortama sokulur, lifi
koruyan kisim geri ¢ekilir ve lifin ortamla temas etmesi saglanir. Lif iizerindeki polimer
kaplama tipki bir slinger gibi absorpsiyon/adsorpsiyon yontemiyle 6rnegi alir ve daha
sonra koruma amagli olarak lif, metal ignenin igerisine geri ¢ekilir. Bir sonraki asama lif
tizerindeki 6rnegin GC veya GC-MS’ e termal desorpsiyon ile aktarilarak analiz

edilmesidir (Galipo et al. 1999).

2.7.5 Presleme Yontemi

Makine ile presleme, el ile preslemede elde edilen iiriine yakin bir verim verebilir. El ile
presleme proseslerinden siinger prosesi en énemli olanidir. Ciinkii ¢ok yiiksek kalitede
yag verir. Bu siire¢te meyve parcalara boliiniir, kabugu soyulup diizgiin hale getirilir ve
birkag¢ saat suda birakilir. Soyulmus her kismin karsisina bir siinger konularak, sikilir ve
yag slingere emdirilir. Bu siinger sonradan zaman zaman sikilarak yagi aliir ve kuru
duruma getirilir. Bu yontemle, bir kisi giinde 680 g limon yag: {iretilebilir. Bu yontem,

ozellikle Sicilya’ da halen kullanilmaktadir. Portakal, mandalina, limon, bergamot gibi

19



turunggil meyvelerinin ugucu yaglar1 preslenerek ¢ikarilir. Su buhart damitmasi giizel

kokunun bozulmasina yol agar, bu nedenle uygulanmaz (Ozkan 1997).

Ucucu Yaglarin Kalite Parametreleri

2.8.1 Verim

Ugucu yag verimi, ugucu yagin yag miktariin orani olarak tanimlanabilir. Ugucu
yaglarin biiyiik bir bolimii yiiksek verim verirler ve verim en Onemli kalite
parametreleri arasindadir. Bu nedenle giiniimiizde arastirmacilar sanayide isleme

teknolojisini gelistirerek kaliteli ugucu yaglarin eldesi iizerinde ¢caligmaktadirlar.

2.8.2 Kimyasal Yapisi

Kalite, ugucu yaglarin bilesiminin belirlenmesinde biiyiik 6nem tasimaktadir. Ancak
baz1 sektorlerde (gida, ilag, kozmetik vb.) {iriiniin kullanimi ile ilgili kalite kriterleri

degismektedir.

Oksijenli bilesenler bakimindan zengin olan ucucu yaglarda genel olarak terpenik
maddeler acisindan daha zengin olanlar tercih edilmektedir. Ayrica terpenler hafif ve
1stya duyarl bilesikler olmasindan dolay: kolayca ayristirilabilmektedir. Ayn1 zamanda
bu ucucu yaglarin yliksek antioksidan ve antibakteriyel aktivitelere sahip oldugu

bilinmektedir.

2.8.3 Ozgiil Agirhk

Esansiyel yaglarn kalite ve saflig1 igin bir diger énemli kriter dzgiil agirliktir. Ozgiil
agirlik, 15-25 °C’ de belirli bir hacimde agirhigi verilmis esansiyel yagin aym sicaklikta
ve ayni hacimdeki distile suya orani olarak tanimlanabilir. Fizikokimyasal 6zellikler
arasinda, 6zgiil agirlik en cok kullanilan 6zelliktir. Genellikle, en giivenilir sonuglar

elde edildigi i¢in 6zgiil agirlik dlglimlerinde piknometreler kullanilir (Guenther 1948).
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2.8.4 Kirilma indisi

Kirilma indisi, bosluktan gecen 1s1k hizinin oraninin, numune i¢inden gecgen 1s181n
hizina orani olarak tanimlanabilir. Kirilma indisi 15181n gectigi yoldaki ortamin fiziksel
yapistyla da ilgilidir. Bu nedenle bilinmeyen maddelerin tespitinde kirilma indisi 6nemli
bir 6zellik saglar. Kirilma indisi ne kadar fazlaysa dagilma miktar1 o kadar fazla olur.

Maddenin parlakligini artiran kirilma indisi sabit sicaklikta yapilmalidir.

2.8.5 Alkoldeki Coziiniirliigii

Esansiyel yaglarin biiylik bir bolimii suda ¢ok az, saf alkolde ise tamamen
coziindiigiinden belirli bir miktar yagi tamamen ¢dzmek icin gereken seyreltik alkol

miktarinit bulmak miimkundir.

Bir esansiyel yagin kalitesini Olgmenin giivenli yolu, seyreltik alkol igerisindeki
esansiyel yagin ¢oziiniirliigline bakmaktir. Bilindigi gibi oksijence zengin olan yaglar
seyreltik alkolde kolayca ¢oziiniir. Esansiyel yaglarin ¢oziiniirliigiinii belirlemede tesir
derecesi %50-60-70-80-90-95 ve ara sira %65-75 olan alkoller kullanilmaktadir.
Coziiniirlik sicakliktan etkilendiginden dolayi, Ol¢lim yapilirken ortam sicakligina

dikkat edilmesi gerekmektedir (Guenther 1948).
2.8.6 Optik Cevirme
Esansiyel yaglarin bircogu polarize 151gm Oniine konuldugu zaman polarize 15181n

polarlama diizlemini saga ya da sola cevirir. Optik 6zelligin miktar1 polarimetri ve

dondiirme agisiyla ol¢iiliir. Optik 15181n donme agis1 saflik i¢in 6nemli bir kriterdir.

PR

Optik donme acis1 birgok esansiyel yag i¢in sicaklikla degistiginden genellikle oda
sicakliginda o6l¢timleri yapilir (Guenther 1948).

2.9 Ucucu Yaglarin Simiflandirilmasi

Ucucu yaglar degisik 6zelliklerine gore gruplara ayirmak miimkiindiir. Bunlar kimyasal
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bilesimleri, aromatik 6zellikleri, farmakolojik ve terapik etkileri gdz onilinde tutularak,
terpenik maddeler, aromatik maddeler, diiz zincirli hidrokarbonlar, azot ve kiikiirt

tasiyan bilesikler olmak tizere dort grupta incelenebilir.

Terpenlerin oksitlenmesi ile meydana gelen oksijenli tiirevler ugucu yagin kendine 6zgii
kokusunu, tadin1 ve terapik ozelliklerini verirler. Ugucu yaglarda asil 6nemli olan

bilesikler oksitlenmis tiirevlerdir (Ceylan 1997).

2.9.1 Kimyasal Bilesimlerine Gore Ucucu Yaglar
2.9.1.1 Terpenik Maddeler

Kimyasal anlamda terpenler, yapisi gesitli fakat belli sayida Sekil 2.9 da verildigi gibi
izopren birimlerine sahip olan bir molekiiler grubu olarak tanimlanir. izopren birimine
gbre; monoterpen, seskiterpen, diterpen, ve triterpenler olarak dort grupta toplanirlar.
Bu tanim, temel molekiiler iskelette izopren sayilarina dayanan terpenlerin rasyonel bir

sekilde smiflandirilmasini saglar.

H
"
s
¢ N
H
Sekil 2.9 Izopren molekiilii

Terpenler yapilarina gore 4 gruba ayrilir (Ceylan 1987). Bunlar:

1- monoterpenler
2- seskiterpenler
3- diterpenler
4- triterpenler
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a) Monoterpenler (Cyo)

Monoterpenler iki izopren (2-metil-1,3-butadien) molekiiliinden olusan 10 karbonlu
bilesiklerdir. Bitkilerde, omurgali hayvanlarda, boceklerde, deniz organizmalarinda ve
alglerde bulunmaktadirlar. Genis kullanim alanina sahip olan monoterpenler, parfiim ve
gida maddelerinde kokulandiric1 olarak kullanilirken bazilart da  antifungal,
antibakteriyel ve antikanserojen etki gdsterebilmektedir. Izopren dogada bulunmaz

(Tiiziin 1992).

Monoterpenler asiklik, monosiklik ve bisiklik monoterpenler olarak alt gruplara ayrilir.

Buna gore asiklik monoterpenler (Sekil 2.10) ¢ ¢ift bag igerirler.

L

Mirsen Osimen

Sekil 2.10 Baz1 asiklik monoterpenlerin yapisal gésterimi

Asiklik monoterpenlerin (Sekil 2.11) alkol, ester veya aldehit grubu tasiyan oksijenli

tirevleri bulunur.

o]
Il
OH O-C-CHs
| | ([
CHzOH CHO
Sitronellol Linalol Linalil asetat  Sitral

Sekil 2.11 Bazi asiklik monoterpenler
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Monosiklik monoterpenlerde (Sekil 2.12) iki ¢ift bag bulunur.

PRLLY

Limonen  Terpinolen o-Terpinen B-Terpinen y-Terpinen

Sekil 2.12 Bazi monosiklik monoterpenler

Monosiklik monoterpenlerin oksijenli tiirevleri (Sekil 2.13) alkol, ester, keton, epoksit

ve peroksit grubu tasiyabilirler.

2T P

Mentol  Mentil asetat Karvon Okaliptol Askaridol

Sekil 2.13 Bazi monosiklik monoterpenler

Bisiklik monoterpenler bir ¢ift bag igerirler (Sekil 2.14). Bisiklik monoterpenlerin alkol,

ester veya ketonlu tiirevleri bulunur.

o oo ¢

Pinan Bornan

¢

Norkaran Norpinan Norboran

Tujan Karan

Sekil 2.14 Bazi bisiklik monoterpenler
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b) Seskiterpenler (Cis.3)

Seskiterpenler 15 karbonlu bilesiklerdir (Sekil 2.15). Bunlarin da zincirli, tek halkali

veya ¢ift halkali olanlar1 ve oksijenli tiirevleri bulunur (Beyer 1976).

el

a-Bizabolen a-Selinen

Sekil 2.15 Baz1 seskiterpenler

Seskiterpenlerin oksijenli tiirevleri yaygindir (Sekil 2.16).

512

Farnesol Zingiberol o Kadineol
o}
1l Il
E j CH=CH-C-CH; CH=CH-C-CH
O
a-iyonon a-iron
Turneron

Sekil 2.16 Baz1 seskiterpenler
c) Diterpenler (Cy)

Diterpenler dort izopren birimden olusurlar ve CyoHs, molekiiler formiiliine sahiptirler.
Diterpen bilesiklerinin biiyiik bir ¢ogunlugunun pirofosfat yapisindan yola ¢ikarak
olusan geranilgeranioliin halkalagsmasiyla olustugu kabul edilmektedir. Geranilgeraniol

halkasal diterpenlerin biyogenetik ¢ikis maddesidir ve bazi agaglarin hos kokulu
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aromalar1 i¢inde bulunur. Buna 6rnek olarak tiitinden elde edilen tetradekatetraenal

yapist (Sekil 2.17) 6rnek olarak gosterilebilir (Karabacak 2007).

CHO

/’ ’\\/M//\\\//
SN
10-izopropil-13-metiltetradeka-2,6,11,13-tetraenal

Sekil 2.17 Tetradekatetraenal yapisi

Diterpenler, stereoidlerden ve triterpenlerden daha kolay oksitlenir. Bu nedenle
diterpenlerdeki kimyasal reaksiyonlarda farkliliklar gozlenmektedir. Kopriilii halka
sistemlerinde Wagner-Meerwein  diizenlenmesi ile karbokatyon olusmaktadir
(Biiyiikkaya 2002).

d) Triterpenler (Cs)

Triterpenler alti izopren biriminden olusmus 30 karbonlu iskelete sahip yapilardir.
Triterpenler, bitkilerde serbest veya baglh olarak bulunmaktadirlar. Serbest triterpenler,
asit, alkol, aldehit, keton, epoksit ve lakton fonksiyonel gruplarindan birini veya

birkag¢ini bir arada tasiyabilirler veya hig siibstitiient tasimazlar (Ulubelen vd. 1981).

Triterpenik asitlerin metil esterleri, asetatlar1 gibi esterler ve glikozit halindeki
triterpenler, bagli triterpenlerin baglicalarini olustururlar. Ayrica triterpenoid polimerleri
veya rec¢ineleri, triterpenik asitlerin sekerlerle yaptigi esterler ve metoksi grubu tagiyan

triterpenler de baglh triterpenler grubuna dahil edilirler (Ulubelen vd. 1981).

2.9.1.2 Aromatik Ozelliklerine Gore Ucucu Yaglar

Aromatik maddeler, terpenlerden sonra ugucu yaglarda bulunan Onemli bilesik
grubudur. Benzen, propilbenzen veya p-simen yapisinda olabilirler, asit, alkol, ester,

aldehit, keton, fenol, fenol eter, lakton gibi organik fonksiyonel gruplar tasiyabilirler

(Sekil 2.18). Ugucu yaglarin tat ve koku acisindan ¢ok dnemli, belirgin bazi fizyolojik
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etkilere sahip, terpenler gibi dogrudan bitki metabolizmasiyla ilgili biyokimyasal
reaksiyonlar sonucu olusmus bilesenleridir. Tat ve koku sanayinde Onemli bir¢ok

bilesigin sentezinde de kullanilirlar.

/
OCH3 OCHS
Anizol Anetol Timol

Sekil 2.18 Bazi aromatik maddeler

2.9.1.3 Farmakolojik ve Terapik Etkilerine Gore Ucucu Yaglar

Farmakolojik ve terapik etkilerine gore de ugucu yaglar gruplandirilabilirler. Bu grupta
yer alan ugucu yaglar genellikle tedavi amachdirlar ve alternatif tibbin 6nem
kazanmasiyla da 6nemleri artmistir (Ceylan 1997). Farmakolojik etkilerine gére ugucu
yaglar antiromatizmal, Oksiiriik kesici, idrar soktiiriicti, iltihap azaltan, dezenfektan vs.

gibi gruplandirmaya tabi tutulurlar.

2.10 Bitki Ucucu Yaglarinin Antimikrobiyal Ozellikleri

Son yillarda antibiyotiklere karst direngli suslarin olugsmasi1 énemli bir problem haline
gelmistir. Dogal bitki iceriklerinden elde edilen maddeleri kullanarak patojen
mikroorganizmalara karsi etkili olan bitki tiirleri ve bu tiirlerin igerdikleri etken
maddelerin tespit edilmesi, diinyada iizerinde yogun bir sekilde ¢alisilan bir alan haline

gelmistir (Benli ve Yigit 2005, Toroglu ve Cenet 2006).

Ugucu yaglar, farkli bilesenleri igeren kompleks karisimlar olduklarindan biyolojik
etkileri yoniinden de farkliliklar gostermektedirler. Etki dereceleri igerdikleri etken
maddenin 06zelligine bagli olarak pek c¢ok ugucu yag farkli antimikrobiyal etkiler
gosterebilmektedir (Toroglu ve Cenet 2006).
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Bitki ugucu yaglarinin antimikrobiyal etkileri iizerinde giiniimiize kadar birgok

arastirma yapilmistir (Leal and Fonteles 1999).

Nostro ve arkadaslar1 (2000). yapmis olduklar1 ¢alismada bazi bitki ekstraktlarinin test
mikroorganizmasi olarak kullanilan bazi Gram (+) ve Gram (-) bakterilerine karsi

inhibitorik etki gosterdigini tespit etmislerdir (Nostro et al. 2000).

Disk difiizyon metodu kullanilarak yapilan bir diger calismada, antimikrobiyal
aktivitenin Gram (+) bakteri ve maya suslarina kars1t Gram (-) bakterilerden daha etkili

oldugu gozlenmistir (Dagcer vd. 2002).

Sartoratto ve arkadaglar1 (2004). 8 farkli aromatik bitkiden elde edilen ugucu yaglarin
11 farkli mikroorganizma iizerinde farkli derecelerde inhibitorik etki gosterdiklerini

bildirmiglerdir (Sartoratta et al. 2004).

2.10.1 Bitki Ucucu Yaglarinin Antimikrobiyal Aktivitelerinin Tespit Edilmesi

1960° 11 yillara kadar mikroorganizmalarin ilag, 6zellikle antibiyotik duyarlilik testleri
icin birgok yontem veya bu yontemlerin degisik bir¢ok modifikasyonlar: belirlenmistir.
Her yontemin {istlinliigli ve kullanim alanlar1 sinirhidir. Sonuglart en yiiksek diizeyde
yorumlamak i¢in yontemin tiim 6zellikleri iyi kavranmalidir. Genelde ugucu yaglarin
antimikrobiyal aktivitelerini test etmek ve degerlendirmek zordur. Ciinkii ugucu
olmalar1 yaninda sudaki coziiniirliiklerinin az olmasi ve karmasik yapida olmalar

deneyleri giiclestirmektedir.

Bilindigi gibi ucgucu yaglarin, uguculuk, hidrofobiklik ve solunum sisteminde etki
gosteren Ozel kokulara sahip olma gibi 6zellikleri vardir. Bu son 6zellikleri, biyolojik
olarak aktif olabileceklerini ortaya koymaktadir. En ¢ok rapor edilen o6zellikleri
antimikrobiyal olmalaridir. Bu 0Ozelliklerin ortaya ¢ikardigr testler belli bir

standardizasyona sahip degildir ve uygun laboratuvarlarda yapilabilmektedir.

Genel olarak kullanilan teknikler agar difiizyon ve broth-diliisyon yontemleridir. Bu
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metodlar disinda ugucu yaglarin inhibisyon zon ¢aplarin1 belirlemek iizere son yillarda

kullanilan diger bir yontemde disk difiizyon metodudur (NCCLS 1993).

Antimikrobiyal testlerde kullanilan bir diger metot da agar diflizyon metodudur. Ugucu
yaglarin test edilmesindeki kolayligindan dolay1 en ¢ok bu teknik tercih edilmektedir.
Agar difiizyon teknigi, 1940’ I yillardan beri g¢esitli maddelerin antimikrobiyal
Ozelliklerin belirlenmesinde kullanilmaktadir. Kalitatif ve yar1 kantitatif bilgiler bu

metotla ortaya ¢ikarilabilmektedir.

Agar difiizyon tekniginde, i¢inde test edilecek olan maddenin bulundugu bir ¢ukur
sistemiyle, test organizmasinin bulundugu uygun bir besiyeri kullanilmaktadir. Besiyeri
lizerine, belirli dlgiilerde agilan kuyulara homojen olarak ¢oziilmiis ugucu yag koyulur.
Bu yontemde bazen besiyeri lizerinde ¢ukur agmak yerine, ugucu yag emdirilmis kagit
disklerde kullanilmaktadir. Kullanilan maddenin yapisal 6zelligi difiize olma ylizdesini
veya siiresini etkileyebilmekte bu durum da deney sonuglarinda da etkili olabilmektedir.
Inkiibasyon siiresi sonunda, kullanilan madde etkili ise gukurlarin etrafinda belirgin
bi¢imde iiremenin olmadigi inhibisyon zonlar1 olusmaktadir. Olusan inhibisyon
zonlarinin ¢aplart Olciilerek kaydedilmekte ve degerlendirilmektedir. Kuyucuklara
koyulan maddenin artan ya da azalan konsantrasyonlariyla, aktivite sonucu olusan

inhibisyon zonu c¢aplarmmin da dogru orantili olarak artmasi ya da azalmasi

beklenmektedir (NCCLS 1993, Koneman et al. 1997, Dorman and Deans 2000).

2.11 Ugucu Yaglarin Farmakolojik Etkisi ve Kullamim Alanlar

Bugiine kadar ugucu yaglarda 2000’ den fazla kimyasal bilesenlerin bulundugu
gosterilmistir ki, bunlarin en Onemlileri terpenler ve fenilpropanlardir. Ayrica ¢ok
sayida su buharinda ugucu olan azot ve kiikiirt i¢eren bilesiklerin varligi da goriilmiistiir.
Bu maddeler fizyolojik etkileri nedeni ile bazen tek tek veya bazen de karisim seklinde
terapide kullanilmaktadirlar (Celik ve Celik 2007).

Ucgucu yaglar eski c¢aglardan giinlimiize kadar tedavide kullanilan ilaglar arasinda yer

almaktadirlar (Celik ve Celik 2007). Halk tibbinda kullanilma amaglar1 esas alinarak bu
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ilaglar tizerinde yapilan farmakolojik arastirmalar sonucunda bazi biyolojik etkileri

bilimsel olarak da agiklanmistir (Kivang 1986).

Tipta, alternatif tedavide, kozmetikte ve yiyeceklerin raf Omiirlerini uzatmak igin
kullanilan ugucu yaglarin dogal olarak bitkilerden elde edilmesi, organik ¢oziicii
maddeler yardimiyla ilgili bitki kisimlarinin preslenmesi, su buhar1 distilasyonu veya

ekstraksiyonu ile olmaktadir (Dorman and Deans 2000).

2.11.1 Bitki Ucucu Yaglarimin Endiistride Kullanim Alanlar:

Bitkilerin pek ¢ogu tarihin ¢ok eski devirlerinden beri tedavi amaciyla kullanilmaktadir.
Kimyasal sanayideki gelismeler ila¢ sanayisini de etkilemis, sentetik ilaclar bitkilerin
yerini almaya baglamistir. Buna ragmen bugiin bile diinya niifusunun biiyiik bir bolimii
tibbi bitkilerle tedavi olmaktadir. Dogaya veya yesile doniis olarak adlandirilan dogal
beslenme, dogal {iriinlerle tedavi gibi hususlar ancak sentetik iirlinlerden uzaklagmak

isteyen gelismis toplumlar i¢in sdylenebilir (Aslan 2005).

Ancak son yillarda tibbi bitkilerdeki etkili maddelerin yeni kullanim yerlerinin
bulunmasi, ayrica sentetik yolla elde edilen ilaglara nazaran tibbi bitkilerden elde edilen
etkili maddelerin ¢ok yonlii etki gostermesi ve yan etkilerinin olmamasi tibbi bitkilerin
Oonemini daha da artirmistir. Tibbi bitkiler ila¢ endiistrisinde kullanimlarinin yani sira
gida, kozmetik, baharat, alkollii i¢cki ve mesrubat endiistrisinde de ekonomik Oneme

sahiptirler (Int.Kyn.7).

Diinya Saglik Teskilati (WHO)’ nun 91 {ilkenin tibbi bitkileri tizerinde yapilmis olan
bazi ¢alismalara dayanarak yaptig1 bir aragtirmaya gore tedavi amaciyla kullanilan tibbi
bitkilerin toplam miktarinin 20 000 kadar oldugu belirtilmistir. Dogal olarak yetisen
bitkilerin govde, yaprak, tohum ve koklerinde bir¢ok mikroorganizmanin biiyiimesini
inhibe edebilecek maddeler izole edilmis, bu maddeler mikroorganizmalar iizerine

denenmis ve aktiviteleri rapor edilmistir (Ertiirk ve Demirbag 2003).

Geleneksel halk hekimliginde kullanilan bitkiler bilimsel bir silizgecten gecirilerek
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yeniden degerlendirilmis ve fitoterapi bir bilim dali haline gelmistir. Bu bilim dali

giderek gelismekte ve daha fazla 6nem kazanmaktadir (Aslan 2005).

WHO verileri, gelismekte olan iilkelerde insanlarin %80’ in bu terapi yontemlerini
kullandigin1 ve 3,3 milyar insanin da tibbi bitkilerden terapi araci olarak yararlandigini

ortaya koymustur (Eloff 1998).

Tiirkiye bitki tiirti ile diinyanin en zengin florasina sahip iilkelerinden biri olmanin yani
stra kokli bir kiiltiire de sahiptir. Bu durum, bitkisel ilaglarin daha etkili, daha toksik ve
daha pahali olan sentetik ilaclar ile bir arada kullanimlarinda tamamlayici rol
oynamalarina olanak saglamakta, tek baslarina ise alternatif terapi araci olarak deri ve
mukoza lezyonlar1 ile diger sistemlerin enfeksiyonlarinda iyilestirici ve antiseptik
amacli olarak kullanimlarim1 giindeme getirmektedir. Bu yoniiyle antibakteriyel
aktiviteye sahip bitkilerin bakteriyel orjinli insan, hayvan ve bitki hastaliklarinin

kontroliinde etkili olabilecegi bildirilmektedir (Verastegui et al. 1996).

Baharat olarak da pek ¢ok bitki tat verici ve aymi zamanda hastaliklara karsi
kullanilmaktadir. Baharatin mikroorganizmalar tizerine etkileri eskiden beri arastirilan
bir konu olmustur. Ancak bu etkinin mikroorganizmanin tiiriine ve baharattaki ucucu
yag konsantrasyonuna bagli oldugu bildirilmektedir. Esansiyel yaglarin bilesim ve
miktarlar1 baharat cinsine, lretim sekline, iklime ve yetistirildigi bdlgenin cografi

yapisina bagl olarak degismektedir (Uner vd. 2000).

2.12 Ucucu Yaglar ile ilgili Yapilan Cahsmalar

Ouazzou ve arkadaglar (2012), Fas’ ta yetisen Mentha pulegium, Juniperus phoenicea,
and Cyperus longus elde edilen esansiyel yagin kimyasal bilesimini ve antimikrobiyal
aktivitesini incelemislerdir. Elde edilen ekstrakt GC-MS ile analiz etmisler ve 84 tane
bilesik bulmuslardir. M. pulegiumun esansiyel yagi diger bolgelerden elde edilenlerle
¢ok benzer sonuglar vermistir. Esansiyel yagin yaklasik %70 inin pulegonedan
meydana geldigi tespit edilmistir. J. phoenicea ana bileselerinin %24,9 a-pinen, %24,4

B-phellandrene, %12,9 a-terpinil asetattan olustugu tespit edilmistir. C. longusdan elde
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edilen ekstraktin esansiyel yagmin sesKiterpen hidrokarbonlari bakimindan oldukca
zengin oldugu tespit edilmistir. C. longus esansiyel yaginda %46,6 B-himachalene,
%16,9 a-humulene ve %10,1 y-himachalene tespit edilmistir. Tiim elde edilen esansiyel
yaglarinin antimikrobiyal aktiviteleri gida hijyeni i¢in ¢ok 6nemli olan yedi bakteriye
kars1 degerlendirilmistir. Elde edilen sonuglara gére M. Pulegium en iyi antimikrobiyal

aktivite gostermis bunu J. phonecia ve C. longus izlemistir.

Ebrahimabadi ve arkadaslar1 (2010), Salvia eremophila Boiss esansiyel yaginin igerigini
GC ve GC-MS ile tespit etmigler ve ekstraktlarin antioksidan ve antimikrobiyal
aktivitesini arastirmiglardir. Essansiyel yagin %99,24’ niin iceriginden 28 bilesigi tespit
ederek antioksidan ve antimikrobiyal aktivitesini incelemislerdir. Salvia eremophila
Boiss bitkisinden elde edilen esansiyel yag zayif antioksidant aktivite gosterirken
metanol ekstrakti ise daha yiiksek antioksidan aktivite sergilemistir. Salvia eremophila
Boiss’ in esansiyel yagi ve metanol ekstrakti test edilen mikroorganizmalar karsisinda

oldukea 1yi diizeyde antimikrobiyal aktivite gostermistir.

Teixeira ve arkadaglar1 (2012), European pennyroyal (Mentha pulegium) bitkisinin
esansiyel yaginin kimyasal kompozisyonunu tespit ederek esansiyel yagin su (soguk ve
sicak) ile etanolik eksraktlarinin in-vitro antimikrobiyal ve antioksidan aktivitelerini
tespit etmislerdir. Bitkinin esansiyel yagindaki ana bilesenlerin %35,9 menthon, %23,2
pulegon ve %9,2 neo-mentol oldugunu tespit etmislerdir. M. pulegiumun sicak su
ekstraktt ¢ok yiiksek antioksidan aktivite ve fenol igerigi sergilerken esansiyel yagi
giiclii antibakteriyel ozellikler gdstermistir. Ayni1 zamanda bu esansiyel yagin tiim
bakterilere karsi antimikrobiyal aktivite gosterdigi tespit edilmistir. M. pulegium
ekstraktlarinin ve esansiyel yaginin gida endiistrisinde kullanilan sentetik koruyuculara

1yi bir alternatif olabilecegi tespit edilmistir.

Sarikiirk¢li ve arkadaslari (2010), Thymus longicaulis C. presl subsp. longicaulis
esansiyel yagmin igerigini GC ve GC-MS ile tespit etmisler ve ekstraktlarinin
antioksidan aktivitelerini incelemislerdir. Esansiyel yagin %99,61° inin iceriginden 22
bilesik tespit etmislerdir. Bu tespit edilen bilesiklerden, %27,8 y-terpinen, %27,65 timol

ve %19,38 p-simenin esansiyel yagin igeriginde bulundugunu belirlemislerdir.
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Hossain ve arkadaslar1 (2011), Merremia borneensis yapraklarindan ve saplarindan elde
edilen esansiyel yagi GC-MS ile analiz ederek yapraklarindan %96,81 ve saplarindan
%89,89 verimle 69 bilesigi tespit etmislerdir. Merremia borneensis den elde edilen
ucucu yaglarda monoterpenler ve seskiterpenleri belirlemisler ve disk difiizyon testini

kullanarak antibakteriyel aktivitesini incelemislerdir.

Amirah ve arkadaslar1 (2012), Curcuma aeruginosa, Curcuma mangga ve Zingiber
cassumunar dan su buhar1 distilasyonu ile elde edilen esansiyel yaglarin kimyasal
bilesimini GC-MS ile antimikrobiyal etkilerini ise disk difiizyon ve mikrodiliisyon

testleri ile incelemislerdir.

Espina ve arkadaslar1 (2011), ticari citrus fruit esansiyel yagmin igerigini GC-MS ile
tespit etmisler ve tg ticari citrus fruit, (portakal [Citrus sinensis], limon [Citrus lemon]
ve mandarin [Citrus reticulata])’ un esansiyel yaglarinin antimikrobiyal aktivitelerini
arastirmiglardir. Ana bilesen olarak 65 bilesigi tespit etmislerdir. Bu {i¢ esansiyel yagin
en onemli bileseninin limonen %59-85 oldugunu belirlemislerdir. Disk agar difiizyon
teknigi kullanilarak elde edilen sonuglara gore en iyi biiylime inhibitérii olarak
mandarin (Citrus reticulata) gosterilir ve portakal (Citrus sinensis) ve limon (Citrus

lemon) esansiyel yaglarindan ayrilir.

Ozkan ve arkadaslari (2010), Salvia pisidica bitkisinin esansiyel yagini GC-MS ile
kimyasal bilesimini incelemisler ve ekstraktlarinin biyolojik aktiviteleri ile ilgili calisma
yapmislardir. GC-MS ile belirlenen esansiyel yagin ana bilesenleri olarak %23,76
kamfor, %19,2 sabinol, %14,2 a-thujone ve %5,8 eucalyptol (1,8 sineol) olarak

belirlemislerdir.

Sarikiirk¢ii ve arkadaslar1 (2009), Vitex agnus castus L. esansiyel yagin1t GC ve GC-MS
ile bilesimini tespit etmisler ve antimikrobiyal aktivitelerini incelenmislerdir. Esansiyel
yagin %94,5’ nin igeriginden 27 bilesik tespit etmislerdir. Esansiyel yagin ana
bilesenlerini %24,98 1,8-sineol, %13,45 sabinen, %10,6 a-pinen, %6,66 a-terpinil asetat
ve %5,40 (Z)-B-farnesen olarak saptamiglardir. Elde edilen yagin antioksidan

aktivitelerini, DPPH, B-karoten/linoleik asit, kuvvetli asit deneyleri olmak iizere iig
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farkli yontemle test etmislerdir. Su ekstraktinin diger ekstraktlar (hekzan, diklormetan,

etil asetat ve metanol) ve yaga gore daha iyi aktivite gosterdigini bulmuslardir.

Okoh ve arkadaslar1 (2010), Rosmarinus officinalis L. esansiyel yagini1 hidrodistilasyon
ve ¢Oziiclisiiz mikrodalga ekstraksiyon metodu ile elde etmisler ve elde edilen esansiyel
yagin kimyasal bilesimini GC-MS ile tespit etmislerdir. Ekstraktlarin antibakteriyel
aktivitelerini arastirmislardir. Elde edilen esansiyel yagin GC-MS ile analizi sonucu 24

bilesik saptanmig bunlardan 21 tanesi tanimlanmustir.

Oztiirk (1990), Dorystoechas hastata bitkisinin yaprak, cicekli basaklar ve odunsu
govdelerinden su buhari distilasyonu ile elde ettigi ugucu yagmin kimyasal bilesimini
GC ve GC-MS ile analiz etmistir. Elde edilen ugucu yagin verimini aragtirmis ve ugucu

yaglarda 84 adet madde saptanmis ve bunlardan 46 tanesini tanimlamaistir.

Bayramoglu’ nun (2007), ¢alismasinda oldukga yiiksek antimikrobiyal ve antioksidan
ozelliklere sahip olmalar1 nedeniyle, dag kekigi (Origanum vulgare L.), defne (Laurus
nobilis L.) ve biberiyenin (Rosmarinus officinalis L.) ¢oziiciisiz mikrodalga
ekstraksiyon ve mikrodalga yardimli hidrodistilasyon yontemleri ile elde edilen

esansiyel yaglarinin kimyasal bilesimlerini incelemistir.

Candan ve arkadaglar1 (2003), yaptiklar1 calisgmada A. millefolium subsp. Millefolium
Afan’ in metanol ekstraktlarinin ve ugucu yaglarinin in-vitro sartlarda antimikrobiyal ve
antioksidan aktivitelerini aragtirmiglardir. Elde edilen ugucu yagm GC-MS analizi
sonucunda ana bilesenleri; 1,8-sineol, kamfor, terpineol ve B-pinen olmak iizere, 36
bilesik tanimlamislardir. Calisma sonucunda, suda ¢oziinen ekstraktlarin yani polar
fazinin antioksidan aktivite gosterdigini belirtmislerdir. Bunun yaninda metanolik
ekstraktlarin suda ¢Oziinmeyen kisimlarinin ya c¢ok disik ya da hi¢ aktivite
gosterememesine ragmen ugucu yagin altt mikroorganizmaya karst antimikrobiyal
Ozellik  gosterdigini  belirlemislerdir. ~ Streptococcus pneumoniae, Clostridium
perfringens, Candida albican sa karsi orta diizeyde aktivite gosterirken Mycobacterium
smegmatis, Acinetobacter lwoffii ve Candida kruseiye kars1 diisiik aktivite gosterdigini

belirlemiglerdir.
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Karamenderes ve arkadaslar1 (2003), Tiirkiye’ nin 7 farkli bolgesinden topladiklari A.
setacea ¢igeklerinden hidrodistilasyonla elde edilen ugucu yaglarin GC ve GC-MS
analizleri sonucu ana bilesenlerini saptamislar ve bu ugucu yaglarin in-vitro sartlarda
antimikrobiyal aktivitelerini incelemislerdir. Edirne, Tekirdag, Nigde, Kirsehir,
Kirklareli ve Burdur’ dan toplanmis olan A.setacea ugucu yaglariin ana bileseni 1,8-
sineol (sirasiyla, %35,4 — 48,5 — 34,3 — 36,7 -38,2 — 42,3) olarak saptanirken, Sivas’ tan
toplanmis olan A. setacea ugucu yaginin kamazulen icerdigi ve ana bileseninin %30,2

ile kamfor oldugu belirlenmistir.

Bagc1 ve arkadaslar1 (2008), Elaz1g’ da yetisen iki Achillea (Achillea wilhelmsii ve A.
schischkinii) tiiriinden su distilasyonu ile elde ettikleri ugucu yaglarin GC ve GC-MS ile
analizleri sonucunda, sirasiyla otuz iki ve otuz alt1 bilesen tespit etmislerdir. Bu
bilesenler yaklasik olarak yagm %99 ve 9%97,9° unu olusturacak sekilde
tamimlamislardir. Achillea wilhelmsii de ana bilesenlerin, %7,9 kamfen, %6,6 1,8-
sineol, %48,2 kamfor, %10,3 borneol ve %14,2 3-siklohekzan-1-ol, A. schischkinii de
ise, %14,5 1,8-sineol, %8,9 linalol L., %12,9 kamfor, %7,6 isosiklositral, %10,9
borneol ve %6,3 karyofilen oksit oldugu tespit edilmistir.

Ozer ve arkadaslar1 (2010), Alkanna tinctoria subsp. tinctoria nin hidrodistilasyon ile
elde ettigi ucucu yaginin GC-MS ile kimyasal bilesimini ve in-vitro antioksidan
aktivitesini incelemislerdir. Ugucu yagin GC-MS analizi sonucunda 27 bilesen
tanimlanmistir. Ana bilesenler sirasiyla %22,27 pulegon, %13,03 1,8-sineol, %6,87 a-
terpinil asetat, ve %6,83 isofitol. Orneklerin antioksidan aktivitleri B-karoten/linoleik
asit, 1,1-difenil-2-pikrilhidrazil (DPPH), indirgenme giicii ve selatlama etkisi adi verilen
dort degisik test ile belirlenmistir. Tiim sistemlerde ugucu yaglar en zayif aktiviteyi
gostermistir. Diger yandan, etil asetat ve su ekstraktlari miitkemmel antioksidan aktivite
gostermistir. Ekstraktlarin antioksidan aktivitileri yan: sira, toplam fenolik ve flavonoid
igerigini de incelemislerdir. Deneylere paralel olarak, etil asetat ve su ekstraktlari

fitokimyasallar agisindan zengin bulunmustur.

Yayh ve arkadaslart (2005), agik havada kurutulan, hidrodistilasyon ile elde edilen

Centaurea sessilis ve Centaurea armena nin ugucu yaglarint GC-MS araciligiyla analiz
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etmislerdir. C. sessilis ve C. armena dan elde edilen ugucu yaglarin igerisinde sirasiyla,
40 ve 20 bilesen tanimlanmistir ve bu taksonlarin ana bileseni %12,4 ve %19,3 oraniyla
B-eudesmol’ dur. Bitkilerin izole edilen ugucu yaglarinin antimikrobiyal aktivitesi de
arastirnlmistir. Gram(+) ve Gram(-) bakterilere karsi 1limli antibakteriyel aktivite
gostermigler, fakat iki maya benzeri fungiye karst hi¢ antifungal aktivite

gozlenmemistir.

Radulovic ve arkadaslar1 (2007), Balkan yarimadasi endemikleri olan Stachys
germanica ssp. heldreichii (Boiss) Hayek, Stachys iva Griseb., Stachys plumosa Griseb.
ve Stachys scardica Griseb. tiirlerinin ugucu yaglarini Clevenger aparati kullanarak
hidrodistilasyon ile 2,5 saat kaynatarak eckstrakte etmis ve bilesenleri GC-MS ile
belirlemislerdir. Analiz sonucunda 83 bilesen tanimlanmustir. S. iva (sect.Candida)
tiirtiniin ugucu yaginin ana bilesenleri %14 (Z)-Nusiferil izobiitirat, %10 cis-kalemenen,
%8,7 valeranon, %8,4 a-kopaen ve %8,1 spathulenol olarak belirlenmistir. S. Plumosa
tiiriiniin ugucu yaginin ana bileseni bagil olarak biiylik miktarda bulunan (%45,5) bir
diterpen olan ar-abietatrienedir. Diger anabilesenler ise %9,0 pinokarven, %8,2 cis-
verbenol ve %6,5 karyofilen oksit olarak bulunmustur. S. germanica ssp. Heldreichii
ucucu yaginda ki ana bilesenler %13,5 (E)-Nerolidol, %13,4 karyofilen oksit ve %8,1
germasiren D. olarak belirlenmistir. Yagin biiylk bir bolimii, seskiterpen
hidrokarbonlarindan (%48) ve oksijenli seskiterpenlerden (%31,9) olusmaktadir.

Ebrahimabadi ve arkadaslar1 (2009), iran’ da yetisen Stachys inflata ugucu yagmi
clevenger tipi bir aparatla metanol kullanarak ekstrakte etmisler ve kimyasal bilesimi ile
antioksidan ve antimikrobiyal aktivitesini incelemislerdir. Ugucu yagin GC ve GC-MS
analizinde 45 bilesene rastlamiglardir. Ana bilesenler olarak %28,55 linalol, %9,45 o-
terpineol, %8,37 spathulenol ve %4,62 (2E)-hekzenal olarak belirlenmistir. Ayni
zamanda ugucu yag ve ekstratlarin anti oksidan aktivitilerini 2,2- difenil-1-pikrilhidrazil
(DPPH) ve B-karoten/linolik asit kullanarak test etmislerdir. Polar ve polar olmayan alt
fraksiyon ekstraktlarmin toplam fenolik icerigini sirasiyla %5,4 ve %2,8 (w/w) olarak
bulmuslardir. Bitki, test edilen 3 gesit mikroorganizmaya karsi zayif antimikrobiyal
aktivite gostermistir. Ana bilesenleri olan linalol ve o-terpineolii de test etmisler ve

antioksidan etki gostermedigini ancak antimikrobiyal etki gosterdigini belirlemislerdir.
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3. MATERYAL VE METOD

3.1. Kullamilan Bitkisel Materyal, Kimyasal Maddeler ve Aletler

3.1.1. Bitkisel Materyal

Calismada kullanilan haghas ¢igekleri, 07-15 Haziran 2012 tarihleri arasinda Afyon

Bolvadin yoresindeki Afyon Alkaloidleri Fabrikasi Isletme Miidiirliigii’ ne ait ekim

alanlarindan temin edilmistir.

Sekil 3.1 Afyon Alkaloidleri Fabrikasi ekim alanlari

3.1.2. Kimyasal Maddeler

Kullanilan tiim kimyasallar analitik saflikta olup, tiim cam malzemelerin temizliinde

distile su kullanilmustir.

e CH)Cl,

e Na,SO; (kuru)

e CH3OH (merk)

e %20 BF3z metanol kompleksi
e NaCl

e n-Hekzan
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3.1.3. Aletler

- Abbe Refraktometre (Zeiss QCL-RF-01)

- Gaz Kromatografisi—Kiitle Spektrometresi Sistemi (GC-MS), (Shimadzu QP 5050A)
- Gaz Kromatografisi (GC), (HP Agilent 7890 A)

- Doner Buharlastirici (Heidolph-2)

3.2. Deneysel Calisma

Toplanan hashas cigekleri temiz, kuru ve giines 15181 almayan ortamda bir hafta siireyle
kurutulmustur. Kurutulan hashas cicekleri porselen havanda ufalanarak Sekil 3.1° de
goriildiigi gibi deneye hazir hale getirilmistir.

Sekil 3.2 Kurutulmus hashas cicekleri

3.2.1 Clevenger Diizenegi ile Sudan Hafif Yagn Distilasyonu

Calismamiz kapsaminda toplanan ve kurutulan hashas ¢igeklerinin clevenger diizenegi
kullanilarak ugucu yag distilasyonu yapilmistir. Bu islemde 250 g materyal 2000 mL’
lik balona konulmus ve tizerine 1000 mL saf su ilave edilerek 3,5 saat distilasyona tabi

tutulmustur. Bu amagla kullanilan diizenek Sekil 3.2 de gosterilmektedir.
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Sekil 3.3 Clevenger diizenegi

Bu siirenin sonunda yag fazi su fazindan ayrilmistir. Su fazinda bulunan yaglarin geri
kazanilabilmesi i¢in 3 defada toplam 30 mL CH,CI, (diklormetan) kullanilarak
ekstrakte edilmistir. Organik faz altta bulunan sulu fazdan ayrilmis ve organik faz susuz
Na,SO; (sodyum siilfat) kullanilarak kurutulmustur. CH,Cl, ¢6ziiclisii  doner
buharlastirict yardimiyla vakum kullanilmadan uzaklastirilmistir (Sekil 3.3). Elde edilen
yag fazlar birlestirilerek amber siselere konulmus ve iizerinden azot gazi gegirilerek

kapaklar1 kapatilmistir. Yag 6rnekleri inkiibatdrde 4+1 °C bekletilmistir.

Sekil 3.4 Doner buharlagtirict ve elde edilen ugucu yag
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3.2.2 Analitik Calismalar
Haghag yagi lizerinde yapilan ¢alismalar asagida siralanmaistir.

1- Yogunluk tayini (g/cm®)
2- Karilma indisi ( [n]o®) tayini
3- Gaz kromatografisi — kiitle spektrofotometresi (GC-MS) analizi

4- Gaz kromatografisi (GC) analizi
3.2.2.1 Yogunluk Tayini
1uL lik kilcal boru kullanilarak yogunluk tayini yapilmistir. Kilcal boru 6nce bos iken

daha sonra su ile doldurularak tartilmistir. Son olarak yag ornegi ile tartildiktan sonra

asagida belirtilen formiile gore yogunluk hesaplanmistir (Williams 1984).

c-a
d=

a= Kilcal borunun bos iken tartimi (g)
b= Su ile dolu kilcal borunun tartimi (g)

c= Yag ile dolu kilcal borunun tartimi (g)

3.2.2.2. Kirilma indisi

Distile edilen ugucu yaglarin kirilma indisleri Abbe Refraktometresi ile belirlenmistir

(Firestone 1984).
3.2.2.3 Gaz Kromatografisi — Kiitle Spektrofotometresi (GC-MS)

Hashas ¢i¢egi yagmin ana bilesenlerinin tanimlanmasi ve relatif ylizdelerinin
belirlenmesi, Anadolu Universitesi Bitki Ilag ve Bilimsel Arastirmalar Merkezi

(AUBIBAM)’ da GC-MS ydntemi kullanilarak yapilmistir.

40



Gaz kromatografisi kiitle spektrometresinin calisma kosullar::

Sistem : Shimadzu QP 5050A GC-MS

Dedektor :FID

Kolon :Agilent Innowax (60 m, uzunluk, 0,25 mm i¢ ¢ap, 0,25 pm film
kalinligr)

Enjeksiyon Sicakhigr : 250 °C
Arayiiz Sicaklig1 : 250 °C
Iyonlagtirma Modu  : El

Elektron Enerjisi 170 eV

Kiitle Aralig1 . 45-475 m/z

Sicaklik Programi @ 60 °C 10 dak. //4 °C/dak. 220 °C // 1 °C/dak. 240 °C // 30 dak.
Tas1yict Gaz : Helyum

Gaz Akis Hiz1 : 1 mL/dak.

Degerlendirmeler : Wiley GC-MS Kiitiiphanesi

e

.

Sekil 3.5 Gaz kromatografisi — kiitle spektrofotometresi (GC-MS) (Int.Kyn.8)
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3.2.3 BF; Metanol Yontemi ile Metil Esterlerin Hazirlanmasi

Hashas ciceginden elde edilen ugucu yagdan 25 mg alinarak iizerine 1,5 mL 0,5 M’ lik
metanolliic NaOH (sodyum hidroksit) c¢ozeltisi eklendi. Cozelti ilizerine azot gazi
gonderilerek kabm agzi kapatilip karistirildi. 95 °C° de sicak su banyosunda isitildi.
Daha sonra tizerine 2 mL %20’ lik BF; — metanol kompleksi eklenerek azot gazindan
gecirilip tiipiin agz1 kapatildi. 30 dakika 95 °C’ deki su banyosunda bekletildi. Cozeltiye
1 mL hekzan ilave edilerek 1 dakika siiresince 1sitildi. Daha sonra deney tiipii oda
sicakligina kadar sogutulup organik fazin ve sulu fazin ayrilmasi i¢in sulu faz NaCl

(sodyum klortir) ile doyuruldu.

Ustteki n-hekzan fazindan 1 mL aliarak gaz kromatografisi cihazinda analiz edilmistir.

@) O
|

R-— OH +BF; - CH3;0H — R-C—-OCH3+ BF3+ H,0

3.2.3.1 Hashas Cicegi Ucucu Yaglarimin Yag Asitlerinin Belirlenmesi

Clevenger diizenegi ile elde edilen hashas ¢icegi ugucu yaginin bilesiminde bulunan yag
asitlerinin tespit edilebilmesi icin ilk olarak elde edilen ugucu yag 6rnegi Uluslararasi
Temel ve Uygulamali Kimya Birligi (IUPAC) 2.301 metoduna gore yag asiti metil
esterlerine doniistiiriilmiistiir. Yag asitlerini metil esterlerine doniistiirme islemi GC
analizi sirasinda dedektor duyarliligimi artirmanin yani sira bilesenlerin uguculugunu

artirmakta, ayirmay1 kolaylastirmakta ve piklerdeki kuyruklanmay1 azaltmaktadir.
3.2.3.2 Gaz Kromatografisi (GC)
Hashas ¢icegi ugucu yagmin metil esterlerinin hazirlanmasindan sonra Afyon Kocatepe

Universitesi Fen Edebiyat Fakiiltesi Biyoloji Béliimii’ ne ait laboratuvarlarda GC ile

asagida belirtilen calisma kosullarinda yag asitleri igerigi tespit edilmistir.
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Gaz kromatografisinin calisma kosullari:

Sistem : HP Agilent 7890 A GC SYSTEM
Dedektor : FID
Kolon : HP5 — MS (ugucu yag kolonu)
Sicaklik Programi 60 °C, 3°C/dak., 240 °C
Tastyic1 Gaz : Hidrojen 40 mL / dak
Hava gazi 400 mL / dak.
Azot gazi 50 mL / dak.
Sicakliklar : Enjektor 250 °C
Dedektor 250 °C

Sekil 3.6 Gaz kromatografisi (HP Agilent 7890 A GC System )

3.2.4 Hashas Cicegi Ucucu Yaginda Antimikrobiyal Etkinin Belirlenmesi

Hashas ¢icegi ugucu yaginin antimikrobiyal etkilerinin belirlenmesi, Afyon Kocatepe

Universitesi Fen Edebiyat Fakiiltesi Biyoloji Béliimii labaratuvarlarinda yapilmustir.
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Calismada kullanilan standart bakteri suslariEscherichia coli(ATCC 25922),
Staphylococcus aureus (NRRL-B 767), Salmonella typhimurium (NRRLB-4420),
Bacillus subtilis (NRS-744), Proteus vulgaris (ATCC-13315), Micrococcus luteus
(ATCC-9341), Listeria monocytogenes (ATCC 7644), Pseudomonas aeruginosa,
Bacillus cereus (ATCC 11778) Anadolu Universitesi Fen Fakiiltesi Biyoloji Boliimiin’

den temin edilmistir.

Klebsiella pneumoniae ve Pseudomonas aeruginosa ise Afyon Kocatepe Universitesi

Tip Fakiiltesi Mikrobiyoloji Anabilim dalinda API ile identifikasyonu yapilan suglardir.

Fungus izolasyonu hava, karabiber ve kekikten yapilmistir. Tiirlerin teshis isleminde ve
izolasyonda malt agar kullanilmistir. Tiiplerdeki stok kiiltiirlerde igerisinde tiirler igin
uygun agar bulunan petrilere igne 6ze kullanilarak nokta ekimi yapilmistir. EKimi
yapilan bu kiiltiirler, 14 gilin siire ile inkiibe edildikten sonra olusan koloniler

makroskobik ve mikroskobik olarak incelenerek cins diizeyinde teshisleri yapilmistir.

3.2.4.1. Antimikrobiyal Aktivite Tespitinde Kullanilan Besiyerler

Nutrient Agar (NA)

Beef (Acumedia 7228A) 300
Pepton (Merck 07214) 5090
Agar (Fluka 05039) 1509
Distile su 1000 mL

Tartilan malzemeler erlenmayer igerisinde distile su ile karistirilip besiyerinin erimesi
saglandiktan sonra otoklavda 121 °C' de 15 dakika sterilize edildikten sonra
mikroorganizma suslarinin antimikrobiyal aktivitesinin belirlenmesi i¢in steril petri

kaplarina konulmustur.
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Nutrient Broth (NB)

Pepton (Merck 07214) 509
Beef ekstrakt (Acumedia 7228A) 300
distile su 1000 mL

Potato Dextrose Agar (PDA)

Patates infiizyonu 40¢
D (+) glikoz 20,09
Agar (Fluka 05039) 1509
Distile su 1000 mL

Tartilan malzemeler erlenmayer icerisinde distile su ile karigtirilip besiyerinin erimesi

saglandiktan sonra otoklavda 121 °C' de 15 dakika sterilize edildi.

Malt Agar

Malt ekstrakti 30,0 g/L
Peptone from soymeal 3,0 g/L
Agar-agar 15,0 g/L
Distile su 1000 mL

Tartilan malzemeler erlen icerisinde distile su ile karistirilip besiyerinin erimesi

saglandiktan sonra otoklavda 121 °C' de 15 dakika sterilize edildi.
3.2.5 Hashas Cicegi Ucucu Yaginda Antibakteriyel Aktivitelerin Arastirilmasi
Bu calismamizda hashas ¢igegi yaginin bakteriler lizerine etkileri Disk Difiizyon Testi

ve Dillisyon Testi metotlar1 ile incelenmistir. Testler en az ii¢ kere tekrar edilmis ve

Olgiilen degerlerin ortalamalari alinmistir. Negatif kontrol olarak DMSO, Meropenem
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(MEM), Amoxicillin/clevulinic acid (AMC), Ceftriaxone (CRO); Gram (-)
Vancomycin (VA), Penicillin (P) ve Ceftriaxone (CRO); Gram (+) bakteriler igin pozitif

kontrol olarak kullanilmustir.

3.2.5.1 Disk Difiizyon Testi

Haghas c¢ice8i yag1r mikropipet yardimiyla 6 mm ¢apinda bos steril disklere
emdirilmistir. Bakteri kiiltiirleri 0,5 Mc Farland (McF)’ a gelinceye kadar 37 °C’ de
NB’ da inkiibasyona birakilmistir. 0,5 McF standardina gore ayarlanan bakteri
siispansiyonlar1 agar besiyeri bulunan petrilere steril pamuklu silgigler ile ekilmistir.
Bakteri ekimi yapildiktan sonra hazirlanan diskler besiyerinin yiizeyine yerlestirilmis ve
oda sicakliginda yarim saat bekledikten sonra 37 °C’ de 24 saat inkiibe edilmistir.

Olusan zonlarin ¢aplari mm olarak 6l¢tilmiistiir.

3.2.5.2 Buyyonda Mikrodiliisyon Testi

Bu test belirlenmis kosullar altinda standardize edilmis inokiile edilecek bakterilerin
tiremesini inhibe etmek icin gerekli olan bir ugucu yagin konsantrasyonunu belirler. Bu
yar1 otomatik mikrotiter metod kiiclik hacimli broth icinde c¢oziilen ve miktar
belirlenmis ugucu yag kullanilarak olgiiliir. Minimal inhibitér konsantrasyonu (MIK)
denilen nokta mikrobiyal iremenin olmadigi, agik goziiken en son broth kuyucugudur.
MIK, bize in-vivo olarak bakterileri inhibe etmek i¢in gerekli olan ugucu yagin
miktarmi verir. MIK diliisyon testleriyle, iclerinde denenecek ucucu yagin, ekstraktin
veya kemoterapétigin geometrik olarak faktdr 2 ile diliisyonu yapilan besiyerlerine
denenecek sustan ekim yapildiktan sonra inkiibasyonu izleyerek iiremenin olmadigi en

diisiik konsantrasyon (mg/L) saptanir.

Calismamizda buyyonda mikrodiliisyon testi kullanilarak MIK saptanmustir.
Mikropleytlere farkli konsantrasyonlarda hashas cicegi yagi igeren 75 pL buyyon
cukurcuklara eklendikten sonra iizerine 0,5 McF standardina gore ayarlanan bakteri
siispansiyonundan ekim yapilmistir. 37 °C’ de 24 saat inkiibe edildikten sonra liremenin

olup olmadigi bulanikligina gore saptanmustir.
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3.2.6 Fungus Aktivitesinin Arastirilmasi

Antifungal aktivite Agar Difiizyon Plak Metodu ile belirlenmistir. 20 mL PDA 9 cm
capindaki petrilere dokiiliip, petrinin tam ortasinda 9 cm ¢apinda agar uzaklastirildiktan
sonra 100 pL ekstrakt bu ¢ukur icerisine eklenmistir. 1 haftalik fungal kiiltiirlerin her
birinden 5 mm c¢apinda 6rnek alinarak, sporlari besiyerine gelecek sekilde agar lizerine
yerlestirilmistir. Petriler 20 °C 10 giin inkiibe edilmistir. Kontrol grubu olarak distile su
bulunan plaklarla misalyal biiyiimenin plaklarin ortasindaki etken maddeye olan
uzakliklari belli araliklarla milimetrik olarak oOl¢iilerek karsilastirilmis ve % inhibisyon

hesaplanmustir.
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4. BULGULAR ve TARTISMA

Clevenger diizenegi ile hashas ¢igegi ugucu yagmin eldesine yonelik yiiriitiilen deneysel

caligmalar sonucunda elde edilen ugucu yag verimi %0,2 dir.

4.1 Hashas Cicegi Ucucu Yagimin Fiziksel Ozellikleri

Hashas ¢icegi ugucu yag1 6rnekleri agir olmayan karekteristik bir kokuya sahip agik sar1

renkte erime noktas1 24-26 °C araliginda olan viskoz siv1 seklindedir.

Hashas cicegi ucucu yaginin yogunluk, kirilma indisi ve erime noktasi degerleri asagida

Cizelge 4.1’ de verilmistir.

Cizelge 4.1 Hashas ¢icegi ugucu yaginin yogunluk, kirilma indisi ve erime noktas: degerleri

yogunluk (g/cm®)  kirilma indisi ([n]o®®)  erime noktas1 (°C)

Hashas ¢icegi ugucu yagi 0,71 1,47 24,7

4.2 Hashas Cicegi UcucuYaginin Bilesenlerinin Tespiti

Hashas ¢igegi ucucu yaginin bilesenleri GC-MS ile analiz edildi. Cizelge 4.2 de elde

edilen sonuglar verilmistir.

Cizelge 4.2 Hashas ¢igegi ucucu yaginin bilesenleri ve bilesenlerinin relatif yiizdeleri

Pik No  Alikonma Zamani (dak.) Bilesen Relatif Yiizde
1 23,22 Cy n-Nonaldehit / Pelargonaldehit 3,47
2 32,84 C,7 n-Heptadekan 3,26
3 38,12 Ci9 N-Nonadekan 8,96
4 43,20 C,; Heneikosan 10,83
5 46,84 Ci9 1-Nonadekanol 16,31
6 47,83 C,3 n-Trikosan 1,39
7 51,36 C,, n-Dokosan 1,69
8 52,12 ** 1,97
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Cizelge 4.2 (Devam) Hashas cicegi ugucu yagimin bilesenleri ve bilesenlerinin relatif

yiizdeleri
Pik No  Alikonma Zamani (dak.) Bilesen Relatif Yiizde
9 52,49 C,5 n-Pentakosan 7,91
10 58,73 C»; n-Heptakosan 5,19
11 59,18 C»; 1-Heptakosanol 4,09
12 66,00 Cis Palmitik Asit 7,26
13 67,85 C,9 Nonakosanol 1,42
14 72,24 bl 7,62
15 95,73 bl 1,48
16 97,15 bl 1,11

** Tespit edilememistir.

GC-MS analizi sonucunda hashas cicegi ucucu yaginda ¢ok ucucu bilesenler olmadigi
tespit edilmistir (Cizelge 4.2). Ana bilesenlerinin n-nonadekan (%8,96), heneikosan
(%10,83), n-pentakosan (%7,91), n-heptakosan (%5,19), 1-heptakosanol (%4,09),
palmitik asit (%7,26) ve 1-nonadekanol (%16,31) oldugu tespit edilmistir.

Cizelge 4.2° de goriildiigii gibi uzun diiz zincirli hidrokarbonlu franksiyonlar ve yiiksek
molekiil agirlikli doymus hidrokarbonlarin yani sira yiiksek molekiil agirlikli aldehit ve

alkollerde yapida bulunmaktadir.

Hashas ¢igegi yagmin bilesimine bakildiginda tek karbon sayili bilesiklerin (Cg-Cypg)

sayisinin ¢ift karbon sayili (Cig, Co2) Olanlardan daha fazla oldugu tespit edilmistir.

Hashas cigegi yaginin ugucu yagdan ziyade stearopten (ugucu yagin katir kismi) tiiriinde
oldugu belirlenmistir. Bu sonuglar Ayci vd.” nin 2005’ de yaptigi giil konkreti ve
absoliisiiniin kat1 atik kismimin GC ve GC-MS ile yapilan analiz sonuglarinda bulunan
bilesenlerle benzerlik gostermektedir. Farkli olarak hashas ¢icegi yagindaki bilesenler
arasinda daha diisiik sayili hidrokarbonlar, aldehit ve alkoller bulunmaktadir. Haghas
cicegi yaginin karekteristik kokusunu veren bilesenlerde bu aldehit ve alkollerdir.
Mladenova et al.” in Bulgar giil konkretinin kat1 atik kismi iizerinde yaptiklari ¢aligmada

da benzer sonuglar bulunmustur.
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4.3 Hashas Cicegi Ucucu Yagimin Doymus ve Doymamis Yag Asitleri

Clevenger diizenegi ile elde edilen hashas ¢icegi ugcucu yagi yag asitleri igerdigi i¢in yag
asitleri GC ile saptanmistir. Hashas ¢icegi ucucu yag1 dncelikle BF3 metanol yontemi ile
metil esterlerine doniistiriilmistiir. Yag asitlerini belirlemede yag asiti metil esterleri

standardi (Cizelge 4.3) (37 Component FAME mix) kullanilmigtir.

Haghas cice8i yagma ait pikler ile yag asiti standardina ait pikler karsilastirilarak

ornegimizdeki yag asitleri tespit edilmistir.

Cizelge 4.3 Yag Asiti Metil Esteri Standartlar

Pik No Yag asiti metil esterleri Tutunma siiresi (dakika)
1 Ce:0 (kaproik asit) 3,55
2 Ca.o (kaprilik asit) 3,73
3 Cig:0 (kaprik asit) 4,17
4 C11.0 (andekanoik asit) 4,54
5 C12 (laurik asit) 5,05
6 Cy3 (tridekanoik asit) 5,80
7 Ci4:0 (miristik asit) 6,39
8 Cy4:1 (miristeloik asit) 6,88
9 Cy5.0 (pentadekanoik asit) 7,66
10 Ci5.1 (cis-10-pentadekanoik asit) 8,45
11 Cis:0 (palmitik asit) 9,38
12 Ci6:1 (palmitoleik asit) 10,07
13 C17.0 (heptadekanoik asit) 11,25
14 C47.1 (cis-10-heptadekanoik asit) 14,13
15 Cis. (stearik asit) 15,08
16 Cis.100: (elaidik asit) 19,00
17 Cis.109¢ (Oleik asit) 19,63
18 Cis.206: (linoleadik asit) 20,67
19 Cis206c (linoleik asit) 21,82
20 Cogy (arasidik asit) 22,85
21 Ci3:306 (Y-linolenil asit) 28,65
22 Ca0.109 (Cis-11-eikosenoik asit) 32,54
23 Ci5:303 (a-linolenik asit) 34,02
24 Cy1.0 (heneikosaenoik asit) 34,94
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Cizelge 4.3 (Devam) Yag Asiti Metil Esteri Standartlar

Pik No Yag asiti metil esterleri Tutunma siiresi (dakika)
25 Cy:2 (cis-11,14-eikosadienoik asit) 35,80
26 C10:306 (Cis-8,14,14-eikosatrienoik asit) 36,80
27 Co,.0 (behenik asit) 38,04
28 C10.406 (arasidonik asit) 41,17
29 Coo.100 (erusik asit) 42,50
30 Cas3, (trikosanoik asit) 47,02
31 Ca0:303 (Cis-11,14,17-eikosatrienoik asit) 49,13
32 Cy,: (cis-13,16-dokosadienoik asit) 52,29
33 Cos0 (lignoserik asit) 53,12
34 Ca0:503 (Cis-5,8,11,14,17-eikosapentaenoik asit) 55,82
35 Cos:109 (nervonik asit) 56,12
36 Cr.603 (Cis-4,7,10,13,16,19-dokosaheksaenoik asit) 58,10

Hashas cicegi yaginin yag asitleri bilesimi Cizelge 4.4’ de verilmistir. Cizelge 4.4’ de

goriildiigli gibi hashas cicegi yagi doymus ve doymamis yag asitlerinden olusmaktadir.

Cift karbon sayili yag asitlerinin tek karbon sayili olanlardan daha fazla oldugu tespit

edilmistir.

Cizelge 4.4 Hashas cicegi ucucu yaginda bulunan doymus ve doymamis yag asitleri

Sira No Yag Asitleri

1 Ciso tridekanoik asit

2 Cuiso miristik asit

3 Ciso0 palmitik asit

4 Ciso stearik asit

5 Cig:1noc oleik asit

6 Cigane linoleik asit

7 Cig:ans linolenik asit

8 Ca0:2n6 eikasadienoik asit
9 Cao3n3 eiksatrienoik asit

Haghas cicegi yaginin yag asiti bilesenleri, Dogu Anadolu Hashasi® nin (Papaver

bractearum) tohum bilesenleri ile karsilagtirilmistir. Hashas ¢igegi yag asitleri
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bilesenleri ile Dogu Anadolu Hashasi tohumlari arasinda yag asitleri bilesenleri arasinda
benzerlikler kaydedilmistir. Dogu Anadolu Hashasi” nin baslica yag asitleri palmitik
asit, stearik asit, oleik asit, linoleik asittir. S6z konusu yag asitleri hashas ¢i¢egi yaginda
da tespit edilmistir (Sen vd. 2008).

4.4 Hashas Cicegi Ucucu Yaginda Disk Difiizyon Teknigi Ile Antibakteriyal

Etkinin Saptanmasi

Hashas ¢igegi yaginda disk difiizyon teknigi ile antibakteriyal etki saptanmistir. Cizelge

4.5’ de sonuglar verilmistir.

Cizelge 4.5 Disk difiizyon teknigi ile antibakteriyal etkinin saptanmasi

1S
Test Organizmast E % 8 <>': o % § -‘E
= < ° 5 fE
3
Gram (-)
Salmonella typhimurium (NRRLB-4420) 37 12 15 _ 0,6
Proteus vulgaris (ATCC-13315) 35 25 35 _ 1,0
Klepsiella pneumoniae 27 13 21 _ 0,8
Escherichia coli (ATCC-25922) 30 20 16 _ _
Pseudomonas aeruginosa (ATCC-7664) 2,0 _ _ _
Gram (+)
Bacillus cereus (ATCC-11778) 08 19 1,2 _ 0,7
Bacillus subtilis (NRS-744) 08 19 1,0 _ 0,6
Micrococcus luteus (ATCC-9341) 40 3,6 4,2 _ 1,2
Listeria monoaytopenus (ATCC-7644) 09 21 1,0 _ 0,7
Stapylococus aureus (MRRL-B 767) 30 20 3,4 _ _

Dimetil siilfoksit (DMSO), Meropenem (MEM), Amoxicillin/clavulinic acid (AMC),Ceftriaxone
(CRO), Vancomycin (VA), Penicillin (P)

Hashas ekstresinin hem Gram (+) hem de Gram (-) bakteriler lizerinde antimikrobiyal
etkiye sahip oldugu goriilmiistiir. En fazla antimikrobiyal etki 1,2 mm ile Micrococcus
luteus da goriilmiistiir. Bunu Proteus vulgaris (Imm) ve Klepsiella pneumoniae
(0,8mm) takip etmistir (Cizelge 4.5).
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4.5 Hashas Cicegi Ucucu Yaginda Buyyonda Mikrodiliisyon Testi

Haghas ¢icegi ucucu yaginda Buyyonda Mikrodiliisyon testi kullanilarak MIK

belirlenmis olup sonuglar Cizelge 4.6’ da verilmistir.

Cizelge 4.6 Buyyonda testi ile MIK belirlenmesi
Diliisyon orani

Test organizmasi
Doygun 13p 190 112D 115D 1/18D
cozelti
Escherichia coli (ATCC-25922) + + + + + +
Stapylococus aureus (MRRL-B 767) + + + + + +
Salmonella typhimurium (NRRLB-4420) - + + + + +
Proteus vulgaris (ATCC-13315) - - - - + +
Bacillus cereus (ATCC-11778) + + + + + +
Klepsiella pneumoniae - - - + + +

(+) iireme var, (-)Ureme yok, (D) Diliisyon

Klepsiella pneumoniae, Salmonella typhimurium (NRRLB-4420) da minumum
inhibisyon hashas doygun ¢6zeltisinde, Proteus vulgaris (ATCC-13315) ise 1/12” lik
diliisyonda oldugu saptanmustir (Cizelge 4.6) .

4.6 Hashas Cicegi Ucucu Yaginda Antifungal Etkilerin Belirlenmesi

Hashas cigegi ucucu yaginin antifungal etkileri belirlenmis olup sonuclar Cizelge 4.7

de verilmistir.

Cizelge 4.7 Hashas ¢igegi ugucu yaginin antifungal etkileri
% inhibisyon
2.Giin 4.Giin 7.Giin 10.Giin

Test organizmast

Aspergillus sp. (kekik) 13,06 30,90 17,18 3,19
Penicillum sp. (karabiber) 12,41 40,74 8,03 16,10
Alternaria sp. 3,82 12,55 24,95 0,00
Mucor sp. 7,69 5,66 5,63 24,50
Clodosporium sp. 6,02 3,94 0,85 12,8

53



Aspergillus sp. ve Penicillum sp. de misalyal gelisimde maksimum inhibisyonun 4.
giinde, Alternaria sp. de 7. giinde, Mucor sp ve Clodosporium sp. de ise 10. giinde
oldugu belirlenmistir. Genel olarak hashas ekstraktinin denenen funguslarin misalyal

gelisimini inhibe ettigi saptanmustir (Cizelge 4.7).

Baz1 bitki ekstraktlarinin ve ugucu yaglarinin mikroorganizmalara kars1 antimikrobiyal
aktivite gosterdigi yapilan ¢alismalarda tespit edilmistir. Ugucu yaglar, bitkilerden ya da
bitkisel droglardan, cesitli yontemlerle elde edilen, oda sicakliginda sivi olan bazen
donabilen, kristallesebilen, keskin kokulu ve su buhar ile siiriiklenebilen yagimsi
karigimlardir. Ugucu yaglar, farkli bilesenleri iceren kompleks karisimlar olduklarindan
biyolojik etkileri yoniinden de farklilik gostermektedir. Etki dereceleri icerdikleri etken
maddenin 0Ozelligine bagh olarak degisiklik gosteren pek c¢ok wugucu yagn,

antimikrobiyal 6zellige sahip oldugu belirtilmektedir (Toroglu ve Cenet 20006).

Organik asit molekiillerinin bir kismu sindirim kanalinda ¢6ziinmezler. Coziinmeyen
formdaki organik asitler, 6zellikle gram negatif bakterilerin mikrobiyal hiicre duvarina
kolayca penetre olabilirler. pH’ in hedeflenen degerlerinin altina diismesi ise hiicre

igindeki asit molekiillerinin ¢éziinmesine neden olur.

Hiicre duvari, asitlerce serbest birakilan protonlar1 ortadan kaldirmaya calisir. Bu
durum, enerji tiiketen bir islemdir ve bakteriyel metabolizmanin biitiin giiclinii tiikketir ki
sonug olarak bakteri hiicresinin 6lmesine neden olur. Buna ek olarak; kalan anyonlar

sitoplazmada ya da hiicre ¢ekirdeginde belirli kritik prosesleri engeller.

Organik asitler, E.coli gibi potansiyel patojen mikroorganizmalarin kontroliinde rol
oynayabilirler ve boylece antibiyotiklere karst dogal bir alternatif sunmaktadirlar. Farkl
organik asitleri kombine eden kompleks {irlinlerin yiiksek diliisyon diizeylerinin ve
formik, laktik, sorbik asitler ile tuzlart gibi tek asidin yiiksek dozlarinin pozitif

etkilerinin oldugu, ¢ogu ¢alismayla kanitlanmistir (Y1ldirim 2006).

Manju ve ark. (2011). Papaver somniferum etanol ekstratlarinin antimikrobiyal etkisini

disk diflizyon teknigi ile arastirmis ve ¢esitli mikroorganizmalarin neden oldugu
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hastaliklarin tedavisinde kullanilabilecegini, antimikrobiyal, anti-inflamatuar ve anti

helmitik etkiye sahip oldugunu bildirmislerdir.

Caglayan ve ark (2009). Papaver (Papaveraceae) tiirlerinin eter ve dietileter
ekstratlarinin ~ Staphylococcus aureus a karsi antimikrobiyal etki gosterdigini
belirlemislerdir. (MIC: 9,76 and 19,52 pg/mL)

Papaver macrostomum ekstratlarinin Pesudomonas aeruginosa, Escherichia coli,
Staphylococcus aureus, maya ve A. niger a karsi antimikrobiyal etki gosterdigi ve ¢igek
ekstraktlarinin yatak yarasi lezyonlarinda kullanilabilecegini bildirilmistir (Khanafari et
al. 2013).

Benzer olarak ¢alismamizda, hashas ¢igek ekstresinin hem Gram (+) hemde Gram (-)
bakteriler {izerinde antimikrobiyal etkiye sahip oldugu goriilmiistir. En fazla
antimikrobiyal etki 1,2 mm ile Micrococcus luteus da goriilmiistiir. Bunu Proteus
vulgaris (1 mm) ve Klepsiella pneumoniae (0,8 mm) takip etmistir (Cizelge 4.5). Ayni
zamanda ugucu yagin denenen tiim fungal tiirler lizerinde antimikrobiyal etkiye sahip
oldugu saptanmustir. Aspergillus sp. ve Penicillum sp. de misalyal gelisimde maksimum
inhibisyonun 4. giinde, Alternaria sp. de 7. giinde, Mucor sp ve Clodosporium sp. de ise

10. giinde oldugu belirlenmistir (Cizelge 4.7).
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5. SONUCLAR

Bu ¢alismada hashas ¢iceginden (Papaver somniferum L.) hidrodistilasyon metodu ile
elde edilen ugucu yaglarin bilesenleri GC ve GC-MS metodu ile arastirtlmistir. Ugucu
yagin BF3 metanol yontemi ile metil esterleri hazirlanmis ve hashas ¢igeginin yag
asitleri belirlenmistir. Esansiyel yagi karakterize etmek i¢in yogunluk tayini ve kirilma
indisine de bakilmistir. Ayrica gigekten elde edilen esansiyel yagin biyolojik aktivitesini
incelemek amaciyla antibakteriyel oOzellikleri Disk Diflizyon Testi ve Buyyonda
Mikrodiliisyon Testi ile, antifungal Ozellikleri ise Agar Difiizyon Plak Metodu ile
belirlenmistir. Elde edilen sonuglara gore hashas cicegi ugucu yaginin antimikrobiyal

ozellik gosterdigi tespit edilmistir.

Calismanin ilk asamasinda, clevenger diizenegi kullanilarak kurutulmus hashag
ciceklerinden ugucu yag elde edilmis ve elde edilen ugucu yagm yogunlugu 0,71 g/em?,

kirilma indisi 1,47 ([n]o*°) ve erime noktas1 24,7 °C olarak bulunmustur.

Hashas ¢igegi ucucu yaginin bilesimi GC-MS ile yag asitleri ise GC ile tespit edilmistir.
GC-MS yontemine gore hashas c¢icegi ucucu yaginin analizinde 16 tane bilesen
bulunmus ve bunlardan 12 tanesi tanimlanmis, 4 tanesi ise tespit edilememistir. Tespit
edilen bilesenlere bakildiginda tek karbon sayili bilesiklerin (Cgo-Cyg) sayisinin, ¢ift
karbon sayil1 bilesiklerin (Ci6, Cz2) sayisindan fazla oldugu tespit edilmistir. Ana
bilesenlerinin n-nonadekan (%8,96), heneikosan (%10,83), n-pentakosan (%7,91), n-
heptakosan (%5,19), 1-heptakosanol (%4,09), palmitik asit (%7,26) ve 1-nonadekanol
(%16,31) oldugu tespit edilmistir. Hashas ¢igegi ugucu yaginin, ugucu yagdan ziyade

stearopten tiiriinde oldugu belirlenmistir.

BF3; metanol yontemiyle metil esterlerine doniistiiriilen hashas ¢igegi ugucu yaginin GC
yontemine gore analiz sonucunda 9 tane bilesen belirlenmis ve hashas cicegi ucucu
yaginin doymus ve doymamis yag asitlerinden olustugu tespit edilmistir. Ayrica ¢ift

karbon sayil1 yag asitlerinin tek karbon sayili olanlardan daha fazla oldugu goriilmiistiir.

Hashas cicegi yaginin antibakteriyal 6zelliklerinin belirlenmesi amaci ile disk difiizyon
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testi, buyyonda mikrodiliisyon testi ve antifungal etkilerinin belirlenmesinde ise agar

difiizyon plak metodu kullanilmistir.

Disk difiizyon testine gore, hashas ¢igegi ugucu yaginin hem Gram (+) hem de Gram (-)
bakteriler f{izerinde antimikrobiyal etkiye sahip oldugu gorilmistir. En fazla
antimikrobiyal etki 1,2 mm ile Micrococcus luteus da gorilmistiir. Bunu Proteus

vulgaris (1 mm) ve Klepsiella pneumoniae (0,8 mm) takip etmistir.

Buyyonda mikrodiliisyon testine gore, Klepsiella pneumoniae, Salmonella
typhimuriumda minumum inhibisyon hashas doygun ¢ozeltisinde, Proteus vulgaris ise

1/12’ lik diliisyonda oldugu saptanmustir.

Hashas ¢igegi ugucu yaginin antifungal etkisine bakildiginda bu ugucu yagin denenen
tim fungal tiirler {izerinde antimikrobiyal etkiye sahip oldugu saptanmistir. Aspergillus
sp. ve Penicillum sp. de misalyal gelisimde maksimum inhibisyonun 4. giinde,
Alternaria sp. de 7. giinde, Mucor sp ve Clodosporium sp. de ise 10. giinde oldugu
belirlenmistir. Genel olarak hashas ekstraktinin denenen funguslarin misalyal geligsimini

inhibe ettigi saptanmistir.
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