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Achillea sivasica CELIK & AKPULAT UCUCU YAGININ KiMYASAL,
ENANTIOMERIK ve BIYOLOJIK AKTIVITE ACISINDAN
ARASTIRILMASI

OZET

Calismanin kapsaminda endemik Achillea sivasica Celik & Akpulat bitkisinin
ucucu yag ve ekstreleri lizerinde fitokimyasal ve biyolojik aktivite arastirmalari
gerceklestirildi. Bitkinin ¢igek, yaprak ve kok kisimlarindan ugucu bilesenleri elde
edilerek Gaz Kromatografisi/Kiitle Spektrometrisi ve Gaz Kromatografisi-Alev
Iyonlasma Dedektorii teknikleri ile kimyasal kompozisyonlar: aydimlatildi.

Bitki kisimlarindan elde edilen ugucu yaglarda toprak ftstii kisim, ¢igek ve
yaprakta sirasiyla a-pinen (%11.5, %9.3, %6.7), B-pinen (%7.0, %3.0, %6.9) , 1,8
sineol (%18.0, %22.1, %6.7) ve kafur (%7.6, %4.1, %9.0), a-bisabolol (%7.5,%
4.3, %6.6), germakren D (%4.8, %3.5, %2.0) ve B-6desmol (%3.1, %3.9, %3.6)
ana bilesikler olarak tespit edildi. Cicek ve yaprak sabit yag asitlerin arasinda
linoleik (%26.9, %16.9), linolenik (%13.2, %56.2), oleik (%20.9, %3.9) ve
palmitik asit (%22.2, %17.3) ana bilesik olarak saptandi. Enantiomer bilesiklerin
enantiomerik oranlari ana bilesikler dikkate alinarak siral kolonda arastirildi.

Bitkiden farkli polaritedeki ¢oziiciiler ile elde edilen ekstrelerde toplam fenol ve
toplam flavanoid bilesenlerin miktarlar1 degerlendirildi.

Ucucu yag ve ekstrelerin antioksidan ve antitirozinaz etkileri in vitro deneylerde
arastirildi. Metanol ve etil asetat ile elde edilen yaprak ekstrelerin lipit
peroksidasyonu inhibe etme Ozelligi (AOA%: MeOH 53.9, EtAc 55.8), bakir
indirgeme kapasitesi (TE mM: MeOH 0.94, EtAc 0.46) ve antitirozinaz (KAE
mg/g: MeOH 5.5, EtAc 6.2) etkilerinin en yiiksek oldugu tespit edildi.

Bu ¢aligsma Achillea sivasica bitkisi iizerinde yapilan ilk fitokimyasal ve biyolojik
aktivite arastirmasidir.

Anahtar Kelimeler: Achillea sivasica, ugucu yag, enantiyomer, ekstre, aktivite,
GC/MS.



INVESTIGATION of Achillea sivasica CELIK & AKPULAT ESSENTIAL
OIL for CHEMICAL COMPOSITION, ENANTIOMERS and
BIOLOGICAL ACTIVITY

ABSTRACT

In scope of investigation the essential oils and extracts of Achillea sivasica Celik
& Akpulat were subjected to phytochemical and biological investigations. The
volatiles were obtained from the flower, leaves and roots of the plant and their
chemical composition was investigated with GC/MS and GC-FID techniques.

a-Pinene (11.5%, 9.3%, 6.7%), B-pinene (7.0%, 3.0%, 6.9%), 1,8-cineole (18.0%,
22.1%, 6.7%), camphor (7.6%, 4.1%, 9.0%), a-bisabolol (7.5%, 4.3%, 6.6%),
germacrene D (4.8%, 3.5%, 2.0%) and p-eudesmol (3.1%, 3.9%, 3.6%) were
found to be the main constituents in the essential oils (repectively herb, flower,
leaf). Linoleic (26.9%, 16.9%), linolenic (13.2%, 56.2%), oleic (20.9%, 3.9%) and
palmitic acids (22.2%, 17.3%) were the major constituents among the fatty acids
in the flower and the leaves. The enantiomer ratios of the major enantiomers were
investigated by analizing of the volatiles on chiral column.

The total phenols and the total flavonoids content were evaluated in the extracts
obtained from the plant with different polarities solvent.

The oils and extracts were subjected to investigation for antioxidant and
antityrosinase effects with in vitro experiments. The methanol and ethyl acetate
leaf extracts were found to be the most effective in the inhibition of the lipid
peroxidation (AOA%: MeOH 53.9, EtAc 55.8), with cupric reducing antioxidant
capacity (TE mM: MeOH 0.94, EtAc 0.46) and as antityrosinase agents (KAE
mg/g: .MeOH 5.5, EtAc 6.2).

This work is the first phytochemical and biological activity research about
Achillea sivasica plant.

Keywords: Achillea sivasica, essential oil, enantiomer, extract, activity, GC/MS.
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GIRIS ve AMAC

Tibbi bitkiler dogal ilaglarin biiyiikk bir kismint olusturur ve hastaliklarin
tedavisinde 6nemli bir yeri vardir. Sentetik ilaglara gore yan etkileri oldukga azdir.
Bu nedenle arastirmalarda dogal kaynakli etken maddelere ilgi fazladir. Ayrica
Tiirkiye Florasi bitkisel gesitlilik a¢isindan olduk¢a zengin bir tilkedir. Bu bitkisel
cesitlilik dogal kaynakli etken maddelere, tedavi yontemlerine ve kimyasal ve
biyolojik aktivite arastirmalarina olan ilgiyi arttirmistir.

Astraceae familyasi yaklasik 93 takson ile geleneksel tedavide en ¢ok faydalanilan
familyadir. Achillea cinsi Asteraccae familyas: iginde tibbi bitki olarak
yararlanilan 11 taxa ile en 6nemli yeri kapsar (Altundag ve Oztiirk, 2011).
Geleneksel tedavide analjezik, haricen sikatrizan olarak kullanilmaktadir Ayrica
karminatif, istah arttirici olarak Achillea tiirlerinden yararlanilmaktadir (Honda ve
ark., 1996; Fujita ve ark., 1995; Sezik ve ark., 1997; Yesil ve Akalin, 2009;
Altundag ve Oztiirk, 2011). Achillea tiirlerinin kimyasal kompozisyonunda
monoterpenler (Mirahmadi ve ark., 2012), seskiterpen laktonlar (Tohme ve ark.,
2013), flavonoitler (Ali ve ark., 2014; Benedec ve ark., 2013), lignanlar,
kaffeolkuinik asit tiirevli bilesenler (Benedek ve ark., 2007) rapor edilmistir.

Achillea cinsi ile yapilan biyolojik aktivite ¢alismalart sonucu, Achillea tiirlerinin
antioksidan, antimikrobiyal (Andeani ve ark., 2011; Demirci ve ark., 2009;
Senatore ve ark., 2005; Bezic ve ark., 2004), antifungal (Kordali ve ark., 2009),
antispazmatik (Ali ve ark., 2014; Moradi ve ark., 2013), antiiilser (Potrich ve ark.,
2010), antikanser (Baharara ve ark., 2015; Tohme ve ark., 2013; Dias ve ark.,
2013) herbisidal ve insektisidal (Polatoglu ve ark., 2013; Kordali ve ark., 2009;
Nenaah, 2014), antienflamatuar ve antinosiseptif aktivite (Iscan ve ark., 2006;
Vazirinejad ve ark., 2014) , antianksiyolitik ve analjezik etki (Radulovic ve ark.,
2012) ve melanogenezisi Onleyici etki (Peng ve ark., 2014) gosterdigi
belirlenmistir.

Reaktif oksijen tiirlerinin kararsiz davranmasi sonucu olusan oksidasyon insan
sagligin1 olumsuz etkilemektedir ve giliniimiizde birgok hastaligin nedeni
oksidasyon sonucu olusan hasarlardir. Bu serbest radikallerin artmasinin bir
sonucu olarak ciltte lekelenmelere yol agan hiperpigmentasyonu 6rnek verebiliriz.
Bu durum sonucu tirozinaz enzimi ile dogrudan ilgilidir ve cilt kanserine kadar
gidebilen tehlikeli hastaliklara neden olabilmektedir. Ayrica tirozinazin Parkinson
hastaliginda da etken oldugu tespit edilmistir (Asanuma ve ark., 2003; Yilmaz ve
ark., 2013)

Dogal iirlinlerin ucuz ve kolay ulasilabilir olmasi ve yan etkisinin az olmas1 dogal
tirozinaz inhibitorlerini aragtirmaya yonelik calismalar1 arttirmistir.

Ayrica oksidasyon besinlerin bozulmasinda da rol oynayan 6nemli bir etkendir.
Antioksidanlar bu kararsiz molekiilleri nétralize ederek olumsuz etkilerden
korunmay1 saglar. Sentetik olarak kullanilan antioksidanlarin ise kanserojenik ve
toksik etkileri oldugu tespit edilmistir Bu nedenle dogal kaynakli antioksidan
maddelere yonelim artmistir.

Achillea sivasica Celik &Akpulat tiirii Tiirkiye i¢in endemik bir tiir olup literatiir
taramalarinda tiire ait daha Once hi¢ bir kimyasal ve biyolojik aktivite
caligmalarina rastlanmamistir. Bu arastirma kapsaminda A. sivasica bitkisi



tizerinde ilk kez fitokimyasal ve biyolojik aktivite arastirmalar1 gergeklestirilmesi
amaglanmstir.



KAYNAK BILGISI
Asteraceae familyasi

Genellikle Compositae olarak bilinen Asteraceae familyasi diinya genelinde
yaklasik olarak 23600 cins ve 1620 tiirii barindirir. Familya ¢igekli bitkilerin
yaklagik %8-10" u gibi biiyiik bir kismin1 kapsamaktadir (Garcia ve ark., 2010;
Funk ve ark., 2005). Yaklasik 410 endemik tiirii ile endemizm orani floranin %36’
sin1 olusturmaktadir. Tiirkiye de ise yaklasik 1130 cins ve 130 tiir ile temsil
edilmektedir (Davis, 1975).

Asteraceae familyasi lizerine yapilmis aragtirmalarda familya kokeninin Giiney
Amerika’ da yaklasik 30 milyon yil 6nce iist oligosen dénemi ortalarinda ¢iktigi
belirtilmistir. Sonrasinda Giiney Amerika’nin kuzeyi, Yeni Zelanda, Nijerya,
Dogu Asya ve tiim diinyaya yayilis gostermistir (Raven ve Axelrod, 1974). Bitki
dagilimi agisindan Antarktika kitasi hari¢ en ¢ok ¢esitlilik gosteren bitki
familyasidir (Funk ve ark., 2005).

Asteraceae familyasinin temsilcileri bir veya ¢ok yillik otsu bitki veya cali,
nadiren aga¢ formundadir. Yapraklar alternan veya karsilikli veya hepsi tabanda.
Cigekler kiigiik erdisi veya tek eseyli aktinomorf veya zigomorf Kkapitillum
durumunda. Kapitillum tabaninda braktelerden yapilmis bir involukrum var.
Kaliks bir papus seklinde, bazen bir halka veya pul seklinde, bazen eksik. Korolla
5 bilesik petalli, tiip veya dil seklinde. Stamen 5. Flamentler serbest, anterler
birlesik. Ovaryum alt durumlu, iki karpelli, bir oviillii. Meyva tepesinde papus
tasiyan veya bdyle bir organi olmayan bir aken durumundadir (Baytop 1983).

Asteraceae familyas1 {iyeleri Tirkiye’de geleneksel tedavide yaklasik 93
taksonundan faydalanildigi ve diger familyalara oranla en biiyiik yeri kapsadigi
rapor edilmistir (Altundag ve Oztiirk, 2011). Familya yiiksek aromatik ve tibbi
bitki 6zelligi tasir. Bu tiirlere 6rnek olarak Matricaria recutita L. (T1ibbi papatya),
Achillea millefolium L. (Civanpergemi), Calendula officinalis L. (Aynisefa),
Echinacea purpurea L. (Ekinezya) ve Artemisia absinthium L. (Pelinotu)’nu
verebiliriz (Baytop 1983).

Achillea cinsi

Achillea cinsi Diinya genelinde yaklasik 140 tiri kapsamaktadir (Celik ve
Akpulat, 2008). Tiirkiye’de ise yaklasik 49 tiir (58 taksa) ve bu tiirlerin 24’1
endemiktir. Endemizm oran1 % 49°dur (Bali ve ark., 2015; Huber-Morath, 1975).

Achillea cinsi genellikle Kuzey Yarim Kiire’de yayilis gostermektedir (Davis,
1975). Genellikle Avrasya’da bazilar1 da Kuzey Amerika ve Giliney Yarim
Kiirede’de yayilis gosterebilmektedir. Ayrica ¢ollerden, deniz kiyilarina, karl
ortamdan, yol kenarlar1 ve kayalik alanlara kadar ¢ok genis habitatlarda
yetisebilmektedir (Guo ve ark., 2004).

Achillea cinsi ¢ok yillik otsu ya da yar1 ¢alimst bitkilerdir. Yapraklart ince pargali,
tamdan 3-4 pinnatipartite kadar alternat. Kapitula heterogram, radiate, sapli ya da
sapsiz, kiiciik veya orta blylikliikte genellikle u¢ kisimda korimbus seklinde
diizenlenmis, ¢ok nadiren tek, bazen basit semsiye seklindedir. Kapitullumlar
kiiciik beyaz veya sar1 renkli, dilsi cigekleri beyaz veya pembemsi olan, ¢icekler
disi, tek bir daire halinde, laminanin ug¢ kismi loblu; tiipsii ¢igcekler hermafrodit,



diizenli 5 disli, korolla tiipii basik, tabani akenin tepesini saran bir torba
seklindedir. Reseptakulum diiz ya da konveks, peleali lanseolat ya da oblong,
zars1, paleanin ucuna kadar uzamayan orta damarhidir ve papus bulunmaz (Baytop
1983).

Achillea sivasica Celik&Akpulat:

Achillea sivasica Tirkiye’de Sivas Ulas, Kovali civarinda yetisen endemik ¢ok
yillik tiirtidiir (Sekil 1 a, b).

’ §
3 Mk e / :

Sekil 1. Achillea sivasica Bitkisi. a: Cicek; b: Habitati

Bitki hakkinda ilk morfolojik bilgiler Celik & Akpulat tarafindan verilmistir
(Celik ve Akpulat, 2008). Tiirtin yayilis1 Sekil 2’de gosterilmistir.
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Achiliea sivasica® [Celik&Akpulat 2008)

Sekil 2. Achillea sivasica’min Yetisme Lokasyonu

Morfolojik 6zellikleri: Govdesi 15-25cm uzunlugundadir. Yapraklar tiiyli, lineer,
median sap pinnatipartit, segmentler birbirine ge¢mis durumda, 3 partit, loblar
ovat eliptik, denticulat disli. Kapitulla 4-6, demetler halinde 2-3cm genisliginde,
cicek sap1 1-1,5cm. Involukrum yarikiiresel, filaris ovatkahverengimsi sagakls,
disk cicekleri 30-35 (Sekil 3).
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Sekil 3. Achillea sivasica’mm Morfolojik Ozellikleri (Celik & Akpulat, 2008)



Kimyasal Bilgiler

Achillea cinsi Tlizerine yapilmis ¢alismalar sonucunda genis yelpazede
fitokimyasallar bulunmustur: monoterpenler (Mirahmadi ve ark., 2012),
seskiterpenler, laktonlar (Tohme ve ark., 2013), flavonoitler (Ali ve ark., 2014;
Benedec ve ark., 2013), lignanlar, kaffeolkuinik asit tiirevleri (Benedek ve ark.,
2007).

Achillea tiirlerinden madde izolasyonlart iizerine son 10 yilda 30 kadar ¢alisma
gergeklestirilmis olup, bu c¢alismalardan sadece 4 tanesi ugucu yaglarla
gerceklestirilen caligmalaridir. Oysa Achillea tiirlerinin ugucu yag kimyasal
kompozisyonlar1 {izerine son on yilda yaklasik 265 c¢alisgma sonucu rapor
edilmistir. Arastirmalarin yillara gore dagilimi Sekil 4’te gosterilmistir. Achillea
tiirleri tizerine yapilan ¢aligsmalarin atiflar1 dikkate alindiginda ise bu cins {izerine
ozellikle son yillarda 6nemli artis gozlemlenmektedir (Sekil 5).
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Sekil 4. Achillea Cinsi Uzerine Yapilmis Fitokimyasal Cahsmalarm Yillara Gore Dagilim
(Web of Science Database Ocak 2016)
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Sekil 5. Achillea Cinsi Uzerine Yapilan Atiflarin Yillara gére Dagilimm (Web of Science
Database Ocak 2016)



Ulkemizde Achillea tiirlerinin ugucu yag iizerine yapilmis kimyasal aydinlatma

caligmalar1 Cizelge 1°de 6zetlenmistir.

Cizelge 1. Achillea Tiirleri U¢ucu Yag Kimyasal icerik Calismalar

Tiir Ana Bilesikler, % Toplama yeri Kaynak
E ;;gﬁig?% 129'1 Ankara Beynam
kafur 4.2 ' ormanlari (Akkol ve ark., 2011)
borneol 3.3
piperiton 31.06
kafur 12.46 Erzurum (Baris ve ark., 2006)
1,8-sineol 10.93
A. biebersteinii Afan. | 1,8-sineol 30.6 (Polatoglu ve ark
piperiton 28.9 Agr1 Dagi 2013) B
kafur, 11.7
1,8-sineol 31.1 Dumluca_Sivas (Polatoglu ve ark.,
kafur 14.4 2013)
1,8 sineol 38.1
kafur 23.6 Erzurum (Kotan ve ark., 2010)
borneol 5.8
Iiagur_ 36'?19 35 Gilimiishane,
A. biserrata M. Bieb. kérﬁ?‘lenneia 41' Trabzon (Azaz ve ark., 2009)
artemisia alkol 14.28
L 1,8-sineol 27.4
g.( téo(;isssslerl Hausskn. Kafur 2-5.3 _ Elbistan %Tg;kbay ve ark.,
' karyofilen oksit 4.60
karyofilladienol-11 13.4
: -maalien 6.1 N (Kucukbay ve ark.,
A. cretica L. Eeointermedeol 6.0 Mugla/Datca 2012)
A. coarctata Poir. 1,8-sineol 20.1
kafur 15.6 Giliney Anadolu (Toker ve ark., 2003)
viridiflorol 11.8
1,8 sineol 22.9
A. filipendulina Lam. (ZjIanern Ztllllglfg—&B Diyarbakir %i;')m' veark.,
borneol 8.1
A. formosa (Boiss.) borneol 12.8
Sch. Bip. subsp. hexadecanoik asit 11.6 Osmaniye (Kucukbay ve ark.,
amanica (Rech. f) karyofilen oksit 5.5 2011)

Ehrend & Y.P. Guo

A. goniocephala kafur 32.6 Goksun-Yesilkent
Boiss. et Bal. 1,8-sineol 23.2 KahramanMaras (Baser ve ark., 2001)
. kafur 40.17 .
ﬁ/iogrypswola Hub- 1.8-sineol 22.01 Corum gégsr;;all ve ark.,
' piperiton 11.29

ﬁ.ell)(/jcraomca Boiss. & | kafur 43.19 (Azaz ve ark., 2008)
1,8-sineol 6.6

A. millefolium L. d-kadinol 6.2 Erzurum (Kotan ve ark., 2010)
karyofien epoksit 5.6

Achillea millefolium 1,8 sineol 24.6 (Candan ve ark

subsp millefolium kafur 16.7 Sivas/Kizildag B

Afan.

o-terpineol 10.2

2003)




Cizelge 1. (Devam) Achillea Tiirleri Ucucu Yag Kimyasal icerik Calismalar

Tiir Ana Bilesikler, % Toplama yeri Kaynak

A. millefolium 3-Stklonekzen

subsp. millefolium linalol 14 32 Elazi1g (Kocak ve ark., 2010)

Afan. 1,8-sineol 12.71
Egﬁreglo 125 6 Cukurova/Adana | (Gogus ve ark., 2006)

A. monocephala Kafur 34.6 :

Bois. & Bal. ;
borneol 23.6 Cukurova/Adana | (Gogus ve ark., 2006)
1,8-sineol 12.4
a-tuyon 60.9

A. multifida (DC.) B-tuyon 9.1 5

Boiss. sabinen 4.1 Uludag/Bursa (Baser ve ark., 2002)
kafur 3.7

- fragranil asetat 32 .
A. nobilis L. subsp. fragranol 24 Beysehir (Demirci ve ark.,

neilreichii (Kerner)

2009)

B-6desmol 8
. 1,8-sineol 18.6
g.collgocephala a-terpineol 6.8 Giiney Anadolu (Toker ve ark., 2003)
: linalol 6.0

A. phrygia Boiss. &
Bal.

cis-piperitol 11.2 trans-p-
menth-2-en-1-ol 11.0
cis-p-menth-2-en-1-0l 7.2
1,8-sineol 9.1

Seyitgazi/Eskisehi
r

(Baser ve ark., 2000)

cis-piperitol 31.2
trans-p-menth-2-en-1-ol
14.7
cis-p-menth-2-en-1-0l 9.9
1,8-sineol 9.9

Alpu/Eskigehir

(Baser ve ark., 2000)

kafur 14.5
linalol 9.9

Mihalliggik/
Eskisehir

(Baser ve ark., 2000)

A. phrygia Boiss. &
Bal.

kafur 35.55
2-furaldehyde 16.59
1,8-sineol 10.12

Avanos/Nevsehir

(Akcin ve ark., 2014)

A. salicifolia Besser kafur_ 95.26
) . 1,8-sineol 22.75 Gole/Ardahan (Azaz ve ark., 2009)
subsp. salicifolia
kamfen 3.23
kafur 43.36 .
Y Develi
. artemisia ketone 25.95 . .
A. sieheana Stapf. 1 8-sineol 6.29 SKlgd:elrr}oyuk, (Albayrak, 2013)
kamfen 4.77 Y
kafur 39.9 (Tabanca ve ark
A. sieheana Stapf. 1,8-sineol 15.5 Develi/Kayseri "
2004)
kamfen 8.3
A. schischkinii 1,8- sineol 31.0 Kizildag imranly/ | (Donmez ve ark.,
Sosn. kafur 20.0 Sivas 2005)
kafur 14.8
A. sintenisii Hub.- 1,8 sineol 12.9 Sivas (Sokmen ve ark.,
Mor. B-pinen 12.8 2003)

borneol 10.8




Cizelge 1. (Devam) Achillea Tiirleri Ugucu Yag Kimyasal icerik Calismalar

Tiir Ana Bilesikler, % Toplama yeri Kaynak

piperitone 21.37
linalol 18.99 (Aslan ve ark., 2009)
1,8-sineol 6.79
1,8-sineol 34
kafur 11 Beysehir (Demirci ve ark.,

A teretifolia Wild, | (erPinen-4-ol 8 2009)
a-tuyon 5
1,8-sineol 15.9
borneol 8.1 Dumluca-Sivas g:(’)(iléa)toglu veark.,
kafur 7.0
3-siklohekzen-1-on 21.61
linalol 14.32 Elazig (Kocak ve ark., 2010)
1.8-sineol 12.71

A. vermicularis 18- sineol 29.2 Van-Muradiye (Polatoglu ve ark.,

Trin kafur 25.8 2013)

) borneol 5.2
A. wilhelmsii C. kafur 39.62 (Azaz ve ark., 2008)
Koch.

Diinya genelinde Achillea ugucu yaglarmi konu alan bazi onemli g¢alismalar

Cizelge 2’de gosterilmistir.

Cizelge 2. Achillea Ugucu Yaglarim Konu Alan Calismalar

Tiir Ana Bilesikler, % Toplama yeri Kaynak
kafur 29.5 Velebit dagi,
A. clavennae L. mirsen 5.5 Dalmagya/ (Bezic ve ark., 2003)
1,8-sineol 5 Hirvatistan
Yaprak
4-terpineol 19.3 N -
karvon 8.9, Liguria - Sicilya (Bader ve ark., 2007)
R y-terpinen 7.2
A. ligustica All. Cicek
4-terpineol 12.0 N -
karvon 10.0 Liguria - Sicilya (Bader ve ark., 2007)
B-fellandren 5.4
-pinen 10.6 Him . Lo
. . - alaya habitatt | (Agnihotri ve ark.,
A. millefollium L. 1,8-sineol 3.0 (1600 m, 2850 m) | 2005)
borneol 0.2
[f 'g_';?]réolii; 1 Himalaya habitat1 | (Agnihotri ve ark.,
borneol 12.1 (1600 m, 2850 m) | 2005)
1,8-sineol 5.2 ran (Barghamadi ve ark.,
germakren D 14.1 2009)
artemisia keton14.9
kafur 11.6 (Peng ve ark.,2014)
linalil asetat 11.51
A. odorata L. var. kafur 26.3 .
microphylla (Willd.) 1,8-sineol 17.8 Cezayir ggil;;]ecm veark.,
Willk. a-pinen 12.5




Cizelge 2. (Devam) Achillea Ugucu Yaglarini Konu Alan Cahismalar

Tiir Ana Bilesikler, % Toplama yeri Kaynak
kafur 22.9 .
A&;gﬂg{gtal;ﬁ?;)bsp' 1,8-sineol 15.7 Cezayir g%ili;]ecm ve ark.,
P o-pinen 11.3
£ [ygeteaBolss & 1 1 g.sineol 26.63 avaetos (Magiatis ve
: kafur 24.71 Y9 ark.,2002)
N santolina alkol 21.1 L (Tuberoso ve ark.,
A.ligustica All. borneol 15.0 Sardina/Italya 2005)
karvakrol 22.49 Golmakan
A. wilhelmsii C. Koch. | dihidrokarvone 13.23 S (Alfatemi ve ark.,
. Horasan Razavi/
linalol 12 i 2015)
1,8-sineol 11.42 ran

Achillea tiirleri ile diger sekonder metabolitleri konu alan ¢aligmalar Cizelge 3’te
Ozetlenmistir.

Cizelge 3. Achillea Ekstrelerinin Kimyasal icerikleri

Ekstre
Tiiri

Calsilan

Achillea Tiiri
kisim

Ana bilesikler Kaynak

gallik asit
p-kumarik asit
kaffeik asit H
ferulik asit

klorojenik asit
kersetin-7-O-B-D-glukozit
patuletin-7-O-B-D-glukozit
gallik asit

p-kumarik asit

kafeik asit H
ferulik asit
klorojenik asit

MeOH
(%80)

(Salarbashi ve
ark., 2014)

A. biebersteinii
Afan.

(Sevindik ve

H | EtAC ark., 2015a)

MeOH
(%80)

(Salarbashi ve
ark., 2014)

klorojenik asit
3,5-di-O-kafeoilkuinik asit Y
4,5-di-O-kafeoilkuinik asit

A. collina
Becker ex Rchb.

(Giorgi ve ark.,

MeOH 2010)

Seskiterpen lakton
guaianolides rupicolin-A
rupicolin-B

bu maddelerin asetatlari
1-B-germakranolit,
10-a-epoksi-3-p
9-B-diasetoksi-11-a
13-dihidrokostunolit
Flavanoit

jaseidin

A. crithmifolia

Friv. ex Hampe (Milosavljevic

ve ark., 1994)

A. distans luteolin

subsp. distans
willd.

apigenin
kersetin
kaffeik asit
klorojenik asit

C EtOH

(Benedec ve ark.,
2013)
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Cizelge 3. (Devam) Achillea Ekstrelerinin Kimyasal i¢erikleri

Achillea Tiirii

Ana bilesikler

Calisilan
kisim

Ekstre
Tiirii

Kaynak

A. distans
subsp. alpina
Rochel So6

luteolin
apigenin
kersetin
kaffeik asit
klorojenik asit

EtOH

(Benedec ve ark.,
2013)

A. lingustica
All.

6-hidroksikaemferol-3,6,4'-
trimetil eter
apigenin-6-C-glukozid-8-C-
arabinozid

luteolin

apigenin

C-glikozillflavon apigenin

EtOH

(Tuberoso ve
ark., 2009)

A. millefolium
L.

fenolik asit
klorojenik asit
Flavonoit

visenin-2
luteolin-7-O-glukosit
rutin
apigenin-7-glukosit
luteolin

apigenin

Sulu-
EtOH

(Benetis ve ark.,
2008)
(Trumbeckaite
ve ark., 2011)

rutin
kersetin
luteolin
apigenin

MetOH

(Cekic ve ark.,
2012)

3,5- kaffeoilkuinik asit
apigenin-7-O-glukosit
4,5- kaffeoilkuinik asit
klorojenik asit

luteolin

MeOH

(Dall'Acqua ve
ark., 2011)

apigenin
luteolin
sentauredin
kastisin
artemetin

MeOH

(Csupor-Loffler
ve ark., 2009)

armetin

EtOH
(%90)

(de Souza ve
ark., 2011)

apigenin-6-C-glukozit
apigenin-7-0O-glukozit
kafeik asit
5-O-kaffeoilkuinik asit
kaempferol-3-O-glucozit
kaempferol-3-O-rutinozit
luteolin-6-C-glukozit
luteolin-7-O-
glukosidekersetin-3- O-
glukozit
kersetin-3-Orutinozit

MeOH

(Dias ve ark.,
2013)

apigenin 7-glukozit
luteolin 7-glukozit
klorojenik asit

MeOH

(Vitalini ve ark.,
2011)
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Cizelge 3. (Devam) Achillea Ekstrelerinin Kimyasal i¢erikleri

Achillea Tiirii

Ana bilesikler

Calisilan
kisim

Ekstre
Tiirii

Kaynak

A. millefolium
L.

luteolin
apigenin-7-0-13-p-glukozit
luteolin 7-B-13-D-glukozit
6-OH-luteolin glukozit

EtAc

(Sevindik ve
ark., 2015h)

A. nobilis L.

C-glikosilflavon
luteolin-6-C-apiofuranosil
glukozit

orientin

izoorientin

viteksin

izosaftozit
luteolin-7-O-B-glukuronit
luteolin-4'-O-B-glukozit
kuprsetin-3-O-metil eter,
flavonolglikozit
kersetin-3-O-o-arabinosi-
glukozit
kersetin-3-O-metileter-7-O--
glukozit

MeOH

(Krenn ve ark.,
2003)

A. pannonica
Scheele

rutin
apigenin-7-0O-glukopiranozit
luteolin-7-O- glukopiranozit
apigenin-7-O-rutinozit
akasetin-7-O-rutinozit
flavondiglukozit

MeOH

(Kasaj ve ark.,
2001)

A. santolina L.

luteolin 7-O-glukozit,
apigenin 7-O-glukozit
kafeik asit glukozit

EtOH
(%70)

(Yazdanparast,
2007)

A. tenuifolia
Salisb.

5-hidroksi-3 ',4 -
dimetoksiflavon-7-O-
(ramnozit) ve 5-hidroksi-3 '-
metoksiflavon-4 '-O-(pentenil-
4-0n)-7-0-(2 "-(ramnozil)
ramnozit)

MeOH

(Shafaghat ve
ark., 2014)

A.wilhelmsii K.

Koch.

gallik asit
p-kumarik asit
kafeik asit
ferulik asit
klorojenik asit

MeOH (%
80)

(Salarbashi ve
ark., 2014)

A. clavennae L.

A. holosericea
Sm.

A. lingulata
Waldst. & Kit.

A. millefolium
L

apigenin

sentaureidin
1-deoksi-1a-peroksirupikolin
A
1-deoksi-1a-peroksirupikolin
B

rupicolin A

rupicolin B

MeOH
Hekzan

(Stojanovic ve
ark., 2005)

C.: Cigek

H: Herba

Y: Yaprak
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MeOH: Metanol

EtOH: Etanol

EtAc: Etil asetat




Biyolojik Aktivite Bilgileri
Achillea tiirlerinin halk arasindaki kullamim bilgileri

Achillea tiirlerinin halk tibbinda kullanimi hakkinda bilgiler Turan Baytop, Ekrem
Sezik, Erdem Yesilada, etnobotanik arastirmalarinda ele alinmistir. Geleneksel
tedavide, karin agrilari, menstural agri, ilser, diyare gibi rahatsizliklarda
kullanilmaktadir. Ayrica karminatif, ditiretik, istah agici ve haricen sikatrizan ve
romatizmal agrilarda analjezik  Ozellikleriyle halk arasinda  kullanimi
bilinmektedir. A. biebersteinii, A. wilhelmsii insektisit etkileri dolayisi ile pirelere
kars1 kullanilmaktadir (Honda ve ark., 1996; Fujita ve ark., 1995; Sezik ve ark.,
1997; Yesil ve Akalm, 2009; Altundag ve Oztiirk, 2011; Baytop, 1999).

Farkli Achillea Tiirlerinin halk arasinda verilen isimler Cizelge 4’te verilmistir.

Cizelge 4. Achillea Tiirlerinin Halk Arasindaki isimlendirmeleri

HalkArasidaki

Achillea Tiirii isimlendirme Kaynaklar
A aleppica DC. Civanpercemi (Altundag ve Oztiirk, 2011)
A. albana Stev. Kili¢ otu (Sezik ve ark., 1997)
Kilig otu, (Sezik ve ark., 1997; Tuzlaci

A.biebersteinii Afan.

Ayva danasi
Sar1 kilig otu
Hirt kesan

ve Erol, 1999; Yesil ve
Akalin, 2009; Altundag ve
Oztiirk, 2011)

A. cappadocia Hausskn &
Bornm.

Buyucan
Hirtkesan

(Yesil ve Akalin, 2009)

A. coarctata Poir.

Civanpercemi
Hirtkesan,

(Altundag ve Oztiirk, 2011)

A. millefolium L.

Civanper¢emi
Barsamaotu

Beyaz civanpergemi
Binbir yaprakotu
Marsama otu

(Baytop, 1999)

A. millefolium L. subsp. ilﬁgzzgu (Honda ve ark., 1996; Sezik
millefolium Afan. ve ark., 1997)
Kiligotu
Qém(')'ﬁifg: L(‘gl rl;éesiz;)slﬁéyak Buyucan (Altundag ve Oztiirk, 2011)
Ayvadana
A. nobilis L. Ayidanasi (Baytop, 1999)
Kurtotu
A. schischkinii Sosn. Kilig otu (Sezik ve ark., 1997)
Hirtkesan
. Ayvadana Baytop, 1999; Fujita ve ark.,
A. setacea Waldst.& Kit. Ti)1/1\</i kuyrugu (199?; SFf)'esil ve AkJalln, 2009)
Yilandili
A. teneifolia Lam. Coban kirpigi (Altundag ve Oztiirk, 2011)
A. vermicularis Trin. Civanpercemi (Altundag ve Oztiirk, 2011)
A. wilhelmsii C.Koch. Civanpergemi (Yesil ve Akalin, 2009)
Hirtkesan
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Achillea tiirleri iizerinde yapilmis biyolojik aktivite arastirmalar

Achillea cinsi ile yapilmis biyolojik aktivite ¢alismalart sonucu, ugucu yaglarin
antioksidan (Hasimi ve ark., 2015; Kazemi ve Rostami, 2015), antimikrobiyal
(Andeani ve ark., 2011; Demirci ve ark., 2009; Senatore ve ark., 2005; Bezic ve
ark., 2004), antifungal (Kordali ve ark., 2009), herbisidal ve insektisidal
(Polatoglu ve ark., 2013; Kordali ve ark., 2009; Nenaah, 2014), antienflamatuar
ve antinosiseptif aktivite (Iscan ve ark., 2006), antianksiyolitik ve analjezik etki
(Radulovic ve ark., 2012), asetaminofen kaynakli karaciger hasarina Kkarsi
iyilestirici (Dadkhah ve ark., 2015), antipilatelet aktivite (Al-Jaber ve ark., 2014)
ve melanogenezisi onleyici etki (Peng ve ark., 2014) gosterdigi belirlenmistir.

Ekstrelerle yapilan ¢alismalar sonucunda ise, antioksidan (Benedec ve ark., 2013;
Trumbeckaite ve ark., 2011), antimikrobiyal (Benedec ve ark., 2013),
antispazmodik (Ali ve ark., 2014; Moradi ve ark., 2013), antiiilser (Potrich ve
ark., 2010), antienflamatuar (Vazirinejad ve ark., 2014), antitimor (Baharara ve
ark., 2015; Tohme ve ark., 2013; Dias ve ark., 2013) etkileri oldugu belirlenmistir.

Achillea tiirleri iizerine yapilmis biyolojik aktivite bilimsel arastirmalar Cizelge
5’te Ozetlenmistir.

Cizelge 5. Achillea Tiirleri ile Yapilmis Biyolojik Aktivite Calismalari

Kullanilan kisim ve sekli

Aktivite tiirii
tvite furu (ekstre, infiizyon, ucucu yag )

Achillea tiirii Kaynak

Antioksidan

A. sieheana Staf. Antimikrobiyal

H, Metanollii ekstre (Albayrak, 2013)

A. coarctata Poir.
A. kotschyi Boiss.

. Antioksidan . (Agar ve ark.
subsp. kotsch . H, Metanollii ekstre '
ubsp. KO'schyl Antikanser cranofi 2015)
A. lycaonica
Boiss. & Heldr.
A. phrygia Boiss. | Antioksidan Ugucu yag (Akcin ve ark.,

& Bal.

Antimikrobiyal

Metanolli ekstre

2014)

A. biebersteinii

Antimikrobiyal

Hekzan, kloroform, Etil

(Akkol ve ark.,

Afan. Sikatrizan Asetat, Metanollii ekstre 2011)
A. biserrata M.
Bieb. ,A. Antifungal U - (Azaz ve ark.,
salicifolia Besser | Antimikrobiyal gucu yag 2009)
subsp. salicifolia

- . Antioksidan, . (Bali ve ark.,
A teretifolia Wild. Sitotoksik etki H, Metanollii ekstre 2015)

A. aleppica D.C.
subsp. aleppica
A. aleppica D.C.
subsp.
zederbaueri
(Hayek)
Hub.Mor.

A. biebersteinii
Afan.

Antifungal
Antimikrobiyal

H, Etanollii ekstre

(Baris ve ark.,
2011)
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Cizelge 5. (Devam) Achillea Tiirleri ile Yapilms Biyolojik Aktivite Calismalari

Achillea tiirii

Aktivite tiirii

Kullanmilan kisim ve sekli
(ekstre, infiizyon, ucucu
yag)

Kaynak

A. biebersteinii Afan.

Antioksidan
Antimikrobiyal

Ugucu yag
Metanollii ekstre

(Baris ve ark.,
2006)

A. multifida (DC.)
Boiss.

Antimikrobiyal

Ugucu yag

(Baser ve ark.,
2002)

A. millefolium subsp
millefolium Afan.

Antioksidan
Antimikrobiyal

Ucgucu yag
metanollii ekstre

(Candan ve ark.,
2003)

. .. o . (Dadkhah ve
A. wilhelmsii C. Koch. Sikatrizan Ucucu yag ark.2014)
A. teretifolia Willd.
Antioksi 5 Demirci k.,
A. nobilis L. subsp. ntioksidan Ugucu yag (Demirci ve ar

neilreichii (Kerner)

Antimikrobiyal

2009)

A. biebersteinii Afan.

Antikanser

Metanol, Etil Asetat,
Hekzanli ekstreler

(Demirel ve ark.,
2014)

A. cappadocica

Antioksidan
Antikolinesteraz

Metanollii ekstre

(Ertas ve ark.,

Hausskn. et Bornm. Sulu ekstre 2014
Antimikrobiyal u )

- . L . (Hasimi ve ark.,
A. filipendulina Lam. Antioksidan Ugucu yag 2015)
A SChISC.thnII Sosn. Antienflamatuar (1scan ve ark
A. aleppica DC. subsp. | Antinosiseptif Ugucu yag 2006) N
aleppica Antimikrobiyal
A. falcata L.
A. crithmifolia
Waldst.&Kit.
A. nobilis
subsp.neilrechii(Kerner)
Formanek (Konyalioglu ve
A. millefolium subsp. Antioksidan Infuzyon Karamenderes,
pannonica(Scheele) 2005)

Hayek

A. teretifolia
Waldst.&Kit

A. nobilis subsp. sipylea
(O.Schwarz) Bassler

A. millefolium L.

Antispazmodik etki

Etanollu ekstre

(Moradi ve ark.,

(maserasyon) 2013)
_ _ _ . - (Peng ve
A.millefolium L. Antimelanogenezis | Ugucu Yag ark.,2014)
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Cizelge 5. (Devam) Achillea Tiirleri ile Yapilmis Biyolojik Aktivite Caligmalar:

Achillea tiirii AKtivite tiirii Kullaf"k,'.n kisum ve sekh, Kaynak
(ekstre, infiizyon, ucucu yag )
A. vermicularis
lntn' fifoll Antioksidan (Polatog
. teretifolia . . . olatoglu ve
Willd, S'_t_Ot‘;(kli'k Bleucubies ark., 2013)
A. biebersteinii Bocek kovueu
Afan.
A.millefolium L. Antitilserojenik etki | Etanolli ekstre (%90) g%ig;Ch ve ark,

Antioksidan Aktivite Arastirmalarm Onemi

Serbest radikaller eslesmemis elektronu bulunan molekiillerdir. Bu molekiiller
eslesmemis elektronu bulunmasi sebebiyle kararsiz ve ¢ok reaktiftirler. Bu serbest
radikaller ile reaktif oksijen tiirleri (ROS), superoksit anyon(O,*), hidrojen
peroksit (H,O2) ve hidroksil radikalleri (OH®) insan viicudunda siirekli meydana
gelen metabolit olaylardir (Huang ve ark., 2005). Bu olaylar viicudun antioksidan
savunma sistemi ile dengeli bir bicimde korunmasini saglar. Fakat viicutta
kontrolstiz tiretimi gergeklesirse molekiillerle kolayca etkilesime girerek oksidatif
stres meydana getirir. UV 1sinlari, Stres, diizensiz beslenme, toksinler, ¢evresel
faktorler gibi olumsuz sartlar sonucu bu denge bozularak oksidatif stres meydana
gelir. Sonug olarak hiicre hasar1 ve hiicre 6liimiine neden olabilmektedir. Viicutta
ROS bilesenlerinin artmasi yaglanma, kanser, koroner kalp hastaliklari, Alzeimer
hastalig1 gibi norodejeneratif bozukluklar, arterioskleroz, katarakt ve inflamasyon
gibi saglikta bozulma ve patolojik siireglerde Onemli rol oynamaktadir.
Antioksidanlar serbest radikalleri notralize ederek olusabilecek hasarlara karsi
viicudu korumaktadir. Antioksidanlar sentetik ve dogal olmak tizere iki sinif
olarak ele alinmaktadir. BHT (biitillenmis hidroksi toluen), BHA (biitillenmis
hidroksi anisol) gibi sentetik antioksidanlarin toksik ve kanserojenik yan etkileri
belirlenmesi antioksidanlara yonelimi arttirmistir (Akhtar ve ark., 2011) (Park ve
ark., 2012).

Son zamanlarda bitkisel kaynakli antioksidan bilesikleri aragtirmasi Onem
kazanmistir (Panchawat ve ark., 2010). Arastirmalar sonucu agirlikli olarak
fenolik bilesik igeren bitkilerin antioksidan aktivitesinin yiiksek oldugu rapor
edilmistir (Wojdyto ve ark., 2007; Coskun ve ark., 2005). Bununla birlikte birgok
ugucu yag bilesenlerinin antioksidan etkiye sahip olduklari belirlenmistir (Lagouri
ve ark., 1993; Miura ve ark., 2002; Candan ve ark., 2003).

Bitkisel kaynakli antioksidan bilesenlerin etkilerini degerlendirmek amaciyla
cesitli yontemler gelistirilmistir. Genel olarak antioksidan kapasite Olgme
yontemlerini su sekilde siniflandirabiliriz (Cizelge 6).
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Cizelge 6. Antioksidan Kapasite Olgme Yontemlerinin Stmflandirilmas1 (Huang ve ark.,
2005)

In vitro Antoksidan Kapasite Deneyleri

Hidrojen atomu transfer reaksiyonlarina | Elektron transfer reaksiyonlarina dayah

dayali deneyler deneyler

ROO® + AH — ROOH + A°® M(n) + e (AH dan) — AH®*" + M (n-1)

ROO® + LH — ROOH + L*® TEAC (Troloks ekuvalent antioksidan kapasite)
ORAC: Oksijen radikali absorbans kapasitesi FRAP (demir iyonu rediikleme antioksidan
TRAP: Toplam radikal tutma absorbans kapasitesi)

kapasitesi DPPH (difenil-1-pikrilhidrazil)

Krosin Soldurma Deneyi Bakar (II) rediikleme kapasitesi

Linoleik asit oksidasyonunun inhibisyonu Toplam Fenol miktar1 (Folin-Ciocalteu reaktifi)

LDL oksidasyonunun inhibisyonu

Antitirozinaz Aktivite Arastirmalarimin Onemi

Tirozinaz bakir i¢eren bir enzimdir ve genellikle polifenol oksidaz (PPO) olarak
bilinmektedir. Melanin sentezinde yer alan iki ayr1 reaksiyonu katalize etmektedir:
Bular monofenollerin (L-tirozin) hidroksilasyonunu ve o-difenoliin (L-DOPA)
ilgili o-kinon’a doniismesidir. Molekiiler oksijenin kullanilmasi ve bunu bir dizi
enzimatik olmayan adimlarimn takip etmesi ile melanin formu olusur (Kubo ve ark.,
2000; Chang ve ark., 2013; Giilpmar ve ark., 2012; Kubo ve Kinsthori, 1999;
Kubo ve ark., 2003; Seo ve ark., 2003). Melanin memeli derisinin ana pigmentidir
ve UV nin zararli etkenlerinden, oksidatif stresden cildin korumasini saglar (Baek
ve ark., 2015). Ancak, bazi olumsuz sartlarda 6rnegin; oksidatif strese yiiksek
oranda maruz kalma durumunda olusan hiperpigmentasyon, melanogenezis gibi
cilt problemlerine de neden olabilmektedir (Rao ve ark., 2014). Aym1 zamanda
insan beyninde néromelanin olusumunda rol oynadigr ve merkezi nérodopamin
toksitesi sonucu Parkinson hastalig: ile ilgili nérodejenerasyona neden oldugu
kanitlanmistir (Yilmaz ve ark., 2013).

Tirozinaz enzimi sadece hayvansal organizmadaki melanizasyondan degil, bitkisel
organizmadaki kararmadan da sorumludur. Kararma proseslerinde enzimatik ve
enzimatik olmayan oksidasyon yer almaktadir. Enzimatik oksidasyon tirozinaz
inhibitorleri tarafindan engellenmektedir. Enzimatik olmayan oksidasyon ise
antioksidanlar tarafindan engellenmektedir (Kubo ve ark., 2003).

Yukarida ki aciklamalar 1s181nda tirozinaz inhibit6rlerinin gida sektoriinde oldugu
kadar, tipta ve kozmetikte hiperpigmentasyon problemlerinde kullanimi
bulunmaktadir (Kubo ve Kinst-Hori, 1999). Son zamanlarda sentetik kaynakli
inhibitorlerin yan etkileri ve pahali olmalar1 sebebiyle dogal kaynakl
inhibitorlerin arayis1 artmistir (Lee, 2006; Lee ve ark., 1997; Kubo ve Kinsthori,
2000).

Bitkisel kaynakli tirozinaz inhibitorleri arasinda galangin, kemferol ve kersetin, ve
kusnol F gibi polifenoller ile birlikte trans-sinnamaldehit, (2E)-alkenal, 2-
hydroksi-4-metoksibenzaldehit, anisaldehit, kumik asit, 3,4-dihidroksi sinamik
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asit, 4-hidroksi-3-metoksisinamik asit gibi tiirevler 6nem tasimaktadir. Tirozinaz
inhibitor ozellikleri bakir selatlama &zelliginden ileri gelmektedir. Buna karsin
krisin, apigenin ve luteolin gibi flavonollerin enzim bakir selatlama ozelligi
bulunmamaktadir. Selatlama mekanizmasimin flavonlarin 3-hidroksil grubunun
serbest oldugu gruplara o6zgii oldugu belirtilmistir. Ayrica hidrojen peroksit,
hidroksilamin, tiron, tiol ve aromatik karboksilik asitlerin de antitirozinaz
aktiviteye sahip oldugu rapor edilmistir. Kozmetik sanayinde de beyazlatici olarak
arbutin ve aloesin kullanilmaktadir (Seo ve ark., 2003; Kubo ve Kinsthori, 2000).

Enantiyomer Arastirmalarinin Onemi

Enantiyomerik maddeleri tanimlamak igin siral terimi kullanilir. Siral kelimesi
Yunanca’da el anlamindaki ki ‘cheir’ kelimesinden gelmektedir. Bu maddeler sag
ve sol elimize benzer yani iki iist iiste binmeyen ayna goriintii formunda bulunur.
Bu iki form polarize 15181n titresim diizlemini (+) ve (-) olarak tanimlanan farkl
yonlere g¢evirir. Saga ¢eviren maddeler (d), sola geviren maddeler ise (I) olarak
isimlendirilir. Polarize 15181 ¢evirme orani esit ise bu maddelere de rasemik adi
verilir. Enantiyomerler fiziksel ozellikler ile spektroskobik Ozellikleri belirlerler.
Ayn1 zamanda enantiyomerler farkli koku ve lezzet ozellikleri olabilmektedir.
Ornegin (-)-linalol kokusu lavanta, leylak kokusuna benzer iken (+)-linalol otsu
kokuludur. Ayrica siral bilesenler farkli biyolojik aktivite ve toksisite 6zellikleri
gosterebilmektedir (Ozek ve ark., 2010). Ornegin (S)-(+)-karvon’un patates
filizlenmesini ve Fussarium spp. mantarmin gelismesini  inhibe ettigi
(Oosterhaven ve ark., 1995,1996), (R)-(-)-karvon’un ise deneylerde gii¢lii toksik
etki gosterdigi belirtilmistir (Stelmaszcyk ve ark., 1998). (+)-a-Pinen ve (+)-
B—pinen maddelerinin antifungal etkili oldugu tespit edilmistir (Silva ve ark.,
2012). (-)-Enantiyomerlerinin ise bronsit viriislerine karsi antiviral etkili oldugu
belirtilmistir (Yang ve ark.,2011).
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GERECLER ve YONTEMLER

Kullanilan Cihaz ve Apareyler

Clevenger apareyi

Calkalayici su banyosu, GFL

ELISA mikroplak okuyucu (Biotek Powerwave XS)
GC/MS, Agilent 5975 (USA): SEM A.S. Istanbul Tiirkiye
Hassas Terazi, Metler Toledo, NewClassic MS
Manyetik karistirici, Heidolph MR 3001

Mekanik Calkalayici,

MSD-SPME apareyi

pH Metre, WTW series, InoLab, pH720

Rotavapor sistemi, Heidolph Instrument, Laborota 4010-Digital
Santrifiij, Eppendorf, 5804

Spektrofotometre, Shimadzu, UV-PharmaSpec 1700
Ultrasonik su banyosu, EIma, S100H

Kimyasal Maddeler

3,4-Dihidroksi-L-fenilalanin, Sigma, Almanya
Absolii Etanol , Sigma-Aldrich, Almanya

AICl3 Merck, Almanya

Asetik asit, Sigma-Aldrich, Almanya

BHT, Sigma-Aldrich, Almanya

Boron trifloriir, Sigma, Almanya

CaCl,, Fluka, Almanya

Bakir (1) Klorid, Aldrich, ingiltere

Demir(IT) Klortiir, Sigma, Almanya
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Dietileter, JT Baker, Hollanda
Dimetilsiilfoksit, Sigma-Aldrich, Almanya
Etil asetat, Fluka, Almanya
Folin-Ciocalteu fenol reaktifi, Sigma, Almanya
Gallik asit, Sigma-Aldrich, Cin

HCI, Sigma-Aldrich, Almanya

Hekzan, Sigma-Aldrich, Almanya
—Karoten, Fluka,ABD

Kersetin, Sigma Hindistan

Kloroform, Sigma-Aldrich, Fransa

Kojik Asit, Fluka Ingiltere

L-DOPA, Sigma-Aldrich, Cin

Linoleik asit, Sigma-Aldrich, ABD
Metanol, Sigma-Aldrich, Polonya
Na,CO3 Merck, Almanya

Neokuproin(Nc) Sigma-Aldrich.,Avusturya

Sodyum fosfat bazik dihidrat, Sigma-Aldrich, Almanya

Sodyum fosfat monobazik dihidrat, Sigma-Aldrich, Almanya

Tirozinaz enzimi (E.C.1.14.18.1), Sigma, ABD
Troloks, Sigma-Aldrich, Almanya

Tween 20, Merck, Almanya

Bitkisel Materyal

Deneysel c¢alismalarda kullanilan A.sivasica bitkisi g¢igeklenme zamaninda 10
Haziran 2015 tarihinde Kangal Giirun yolu 16.km tizeri, 39° 07° 52,0” N, 37° 14’
33,2 E, 1545m yiikseklikten toplandi. Bitki agik havada golgede serilerek

kurutuldu (Sekil 6).
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Sekil 6. Achillea sivasica Bitkisinin Kurutma islemi

Bitkinin tayini Dr. Mehmet Tekin (Cumhuriyet ﬂpiversitesi) tarafindan yapilmis
olup tiire ait 6rnek ESSE No:15010 ile Anadolu Universitesi Eczacilik Fakiiltesi
Herbaryum’unda saklanmaktadir (Sekil 7).

Sekil 7. Achillea sivasica Herbaryum Ornegi
Ucucu Yagin Elde Edilmesi

Bitkisel materyal toprak tstii kisim, ¢igek ve yaprak kisimlar1 olmak iizere ayri
ayr1 Clevenger apareyinde (Sekil 8) hidrodistilasyon igslemine tabi tutularak (3 sa)
ucucu yaglari elde edildi (EDQM, 2005).
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Sekil 8. Clevenger Apareyinde Hidrodistilasyon islemi

MSD-SPME Teknigi

Bitkisel materyalin ugucu bilesikleri mikro buhar distilasyonu kati faz
mikroekstraksiyon (MSD-SPME) sistemi ile belirlendi. Bu amagla Klaisen
distilasyon baslig1 ile donatilmis ve geri g¢eviren sogutucu bagli cam balon
kullanild1 (Sekil 9).

SPME holder

SPME fiber

Sekil 9. MSD-SPME i¢in Kullanilan Diizenek
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SPME fiber girisi i¢in vidali bir kapak kullanildi. Numune analizi i¢in mavi
SPME ucu (65 n, PDMS-DVB) (Supelco, ABD) kullanildi. Analiz 6ncesi SPME
ucunun temiz olmasini saglamak amaciyla adsorban ucu 250°C de 15 dk termal
desorbsiyona tabi tutuldu.

Her bitkisel materyal icin optimum zaman kosulu belirlendi. Cigek ve yaprak
kisimlarindan ugucu bilesiklerin izolasyonu igin 3, 5, 8 ve 10 dk’lik zaman
periyotlar1 uygulandi. Kok materyali i¢gin ise 5, 8, 10 ve 15 dk’lik ekstraksiyon
stiresi uygulandi.

Deneyin Yapihisi: 0,39 Toz edilmis bitkisel materyal balon icine konuldu ve
tizerine 5 mL distile su ilave edilerek diizenege baglandi. Kaynama ger¢eklemeye
basladigi andan itibaren ekstraksiyon siiresi kaydedildi. Siire sonunda SPME ucu
Gaz Kromatografisi-Kiitle Spektrometresi enjeksiyon portuna takilarak termal
desorbsiyona tabi tutuldu ve analiz gergeklestirildi.

Sabit Yag Asitlerin Elde Edilmesi

Bitkisel materyalin degisik kisimlar1 (gigek ve yaprak) ogiitillerek getirilen
kloroform:metanol (2:1) karisimiyla 24 saat maserasyona tabi tutuldu. Daha sonra
stiziilerek 2 kez 30’ar dakika arayla yeni ¢oziicli karisimi ile tekrar masere edildi.
Islem sonunda siiziintiiler birlestirilerek ¢ziiciiniin yaris1 déner buhuarlastiricida
(rotavapor) uzaklastirildi. Cozelti yarisina kadar ugurulduktan sonra iizerine
kloroform ilave edildi. Elde edilen ¢bzelti ayirma hunisine aktarilarak 3 kez %
0.4’liik CaClj; ¢ozeltisi ile yakandi ve lipitler disindaki kirliliklerden uzaklastirildi
(Sekil 10a). Islem sonunda kloroformlu kisim susuz Na,SO, ‘tan gegirilerek su
kalintisindan armndirildi. Bu islemler tamamlandiktan sonra ¢ozeltideki sabit yag
asitleri disindaki kirlilikler uzaklastirildi. Daha sonra kloroformlu kisim
rotavaporda yogunlastirildi. Bir sonra ki asamada elde edilen kuru ekstre
sabunlagtirmaya (saponifikasyon) tabi tutuldu (Sekil 10b). Bu amagla kuru ekstre
KOH:H;O:MeOH (1:1:8) karisimiyla 1/10 oraninda ¢oziiliip, geridoniisimli
olarak 2 saat kaynatildi. Siire sonunda karigima 1-2 mL hekzan eklenerek
sabunlagsmayan bilesikler uzaklastirildi (Folch ve ark., 1957). Tuzlardan yag
asitlerini elde etmek i¢in seyreltik HC1 (%15) kullanildi. Elde edilen yag asitleri
Boron trifloriir reaktifi ile metilleme islemine tabi tutuldu (Morrison ve Smith,
1964). Yag asitleri metil esterlerinin kompozisyonu GC-FID ve GC-MS teknikleri
ile belirlendi.

JEET—
. .—!o !!o —l!

Sekil 10. Achillea sivasica Bitkisinden Sabit Yag Ekstraksiyon islemi. a: Cozelti ile Yikama
Islemi; b: Sabunlastirma islemi
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Ekstelerin Elde Edilmesi

Bitkisel materyal toprak iistii kisim, ¢icek ve yaprak olmak iizere ii¢ kisima
ayrildi. Coziicii olarak distile su, etil asetat ve metanol kullanildi. Bitkisel
materyal (10 g) uygun boyutlara getirilerek ayr1 ayr1 su, metanol ve etilasetat ile
calkalayicida maserasyona tabi tutuldu (48sa). (Sekil 11). Elde edilen ekstreler
stiziildii ve ¢oziiciiler (EtAC ve MeOH) rotavaporda uzaklastirildi. Sulu ekstreler
liyofilizasyona tabi tutuldu. Elde edilen ekstreler bir sonraki isleme kadar
buzdolabinda muhafaza edildi.

Sekil 11. Achillea sivasica Bitkisinden Ekstrelerinin Elde Edilmesi

Ucucu ve Sabit Yag Asitlerinin Kimyasal Kompozisyonunun Aydinlatilmasi

Ucgucu ve sabit yag asitlerinin kimyasal kompozisyonlart Gaz Kromatografisi-
Alev Iyonlasma Dedektorii ve Gaz Kromatografisi- Kiitle Spektrometresi
teknikleriyle aydinlatildi. Her iki analiz i¢in de HP-Innowax FSC kolonu (60 m x
0.25 mm, 0.25 um film kalinlig1) ve tastyici gaz olarak helyum kullanildi. Firin
60°C’de 10 dakika kaldiktan sonra 220°C’ye dakikada 4 C ile ¢ikip, 220°C’de 10
dakika kalip, 240°C’ye dakikada 1°C ile ¢ikmak {izere programlandi. Split orani
40:1 olarak segilmistir. Alev iyonlasma detektérii ve enjoktor 250°C de tutuldu.
Kiitle spektrumu 70 eV, kiitle araligi 35-450 m/z olarak secildi. Maddelerin
tanimlanmasi; tutunma zamanlari, kiitle spektrumlar1 standartlara ve literatiir
bilgilerine gore degerlendirilmistir. Wiley GC/MS kiitiiphanesi (Wiley, New
York, NY, USA), MassFinder 4.0 yazilimi1 (Dr. Hochmuth Scientific Consulting,
Hamburg), Adams kiitiiphanesi, NIST kiitiiphanesi ve Baser Ugucu Bilesikler
kiitliphanesi kaynak olarak kullanildi. Madde miktarlarin belirlenmesinde alev
tyonlagma dedektoriinden elde edilen piklerin yiizde alanlar1 kullanildi.

Ucucu Bilesiklerin Kimyasal Kompozisyonunun Kombine MSD/SPME-
GC/MS Teknigi ile aydinlatilmasi

Kombine Mikro Buhar Kat1 Faz Mikro Ekstraksiyonu-GC/MS tekniginde yaprak,
kok ve ¢icek kismindan kati faz mikroekstraksiyon yontemi ile ekstre edilen
ucucu bilesiklerin analizi i¢in analiz i¢in de HP-Innowax FSC kolonu (60 m X
0.25 mm, 0.25um film kalinlig1) ve tasiyicit gaz olarak helyum kullanildi. Firin
60°C’de 10 dakika kaldiktan sonra 220°C’ye dakikada 4°C ile ¢ikip, 220°C’de 10
dakika kalip, 240°C’ye dakikada 1°C ile ¢ikmak iizere programlandi. Splitsiz mod
kullanildi. Alev iyonlasma detektdrii ve enjoktor 250°C de tutuldu. Kiitle
spektrumu 70 eV, kiitle aralig1 35-450 m/z se¢ildi.
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Enantiyomer Maddelerin Analizi

Elde edilen ucucu yaglarin enantiyomer analizleri i¢in 3 farkli kolon
kullanilmistir. o-pinen analizi i¢in Lipodex-G kolonu kullanarak metot 1 ile,
terpinen-4-ol ve borneol, Rt™-B-DEXse kolonu kullanarak metot 2 ile analiz
edilmistir. B-pinen, limonen, o-bisabolol, trans-pinokarveol ise Rt"™-B-DEXse
kolonu kullanarak metot-3 ile ayrimlari gergeklestirilmistir. Tiim analizler igin
uygulanan sartlar Cizelge 7°de verilmistir.

Cizelge 7. Enantiyomer Madde Ayrimlarinda Uygulanan Analiz Sartlar

Ayrilan a-Pinen Terpinen-4-ol B-pinen,
Enantiyomer Borneol Limonen
Maddeler a-Bisabolol
trans-Pinokarveol
Metot Metot-1 Metot-2 Metot-3
Sistem Agilent 5975 GC- | Agilent 5975 GC-MSD | Agilent 5975 GC-
MSD  sistem  ve | sistem ve  Agilent | MSD sistem ve
Agilent 6890N GC | 6890N GC sistem Agilent 6890N GC
sistem sistem
Kolon Lipodex-G (25 mx | Rt™-p-DEXse (25 m x | Rt™-p-DEXse (25
0.25 mm, 0.125 um 0.32 mm, 0.25 um film | mx0.32 mm, 0.25
film kalinlig1) (6- kalinlig) (6-tert- pm film kalinlig)(6-
metil-2,3-pentil-y- biitildimetiylsilil-2,3- tert-biitildimetilsilil-
siklodekstrin), (60% | dietil-B-siklodekstrin) 2,3-dietil-B-
in polisiloksan siklodekstrin)
PS086)
Tasiyic1 Gaz Helyum (5 mL/dk) Helyum (5 mL/dk) Helyum (7 mL/dk)
Ortalama Akis Hizi | 77.985 cm/sn 63.943 cm/sn 63.943 cm/sn
Sicaklik Programn | 50 dak@35°C; 0 dk@40°C; 2°C/dk ile | 10 dk@35°C; 2°C/dk
40°C/dk ile 200°C; 200°C; Toplam: 80 dk | ile 130°C; 57.5
10.875 dk @ 200°C; dk@130°C; 40°C/dk
Toplam: 65 dk ile 230°C; 2.5
dk@230C: Toplam:
120 dk
Enjeksiyon Modu Split (40:1) Split (40:1) Split (40:1)
Enjeksiyon 250°C 250°C 250°C
Sicakhigr
Spektrum Enerjisi | 70 eV 70 eV 70 eV
Kiitle Arahg: m/z 35 - 450 m/z 35 - 450 m/z 35 - 450
GC Dedektorii FID @ 250°C FID @ 250°C FID @ 250°C

Antioksidan Aktivite Deneyleri
CUPRAC deneyi

CUPRAC yontemi, elektron aktarimina dayali toplam antioksidan kapasite
belirleme yontemidir. Yontemin esasinda Neokuproin-Nc ( 2.9-dimetil-1.10-
fenantrolin), Cu(ll) ile ag¢ik mavi renkli Cu(ll)-neokuproin (Cu(ll)-Nc);
kompleksini olusturur. Cu(Nc), kompleksi antioksidanlarla tepkimeye girdigi
zaman indirgenme olay1 gercekleserek sar-turuncu renkli Cu(Nc) kompleksi
meydana gelir. Selatina indirgenmesi 450 nm’de olgiilerek antioksidan aktivite
degerlendirilmesi yapilir (Apak ve ark., 2008).

n Cu(Nc),?* + Ar(OH)n — n Cu(Nc)," + Ar(=0)n + nH*

25



96 Kuyucuklu mikroplaka kuyucuguna 55 uL  Ornekler  (ugucu
yag/ekstre/standart), 50 uL CuCl,, 50 uL NH4Ac tampon ve 50 uL neokuproin
¢ozeltileri kuyucuga konuldu ve karanlikta inkiibe edildi (18°C - 25°C, 30 dk).
Siire sonunda 450 nm’de absorbans okumasi yapildi (Apak ve ark., 2008). Troloks
icin lineer dogru denklemi elde edildi. Bu dogru denklemi kullanilarak
numunelerin etkileri ile troloks’a esdeger olarak hesaplandi.

Reaktiflerin hazirlanmasi

Amonyum asetat tamponu NH;Ac (19.27 g) 250 mL saf suda ¢oziilerek 1.0 M
¢ozeltisi hazirlandi (pH=7.0).

Neokuproin ¢ozeltisi (Nc): 7.8 mg neokuproin tartilarak 5 mL (%96) etanolde
coziildii. Cozeltinin derigimi 7.5 X 10° M.

Bakir kloriir ¢ozeltisi: 6.7 mg CuCl; tartilarak 5 mL saf suda ¢6ziildii. Cozeltinin
derisimi 1 x 10 M.

Numunele ¢ozeltileri: Ugucu yag (1.87 mg/mL) ve ekstreler (1.25 mg/mL)
metanolde ¢oziildii.

Standart: Troloks ¢6zeltisi (0.75 mM) metanolde hazirlandi.

B-Karoten soldurma deneyi

Bu yontemde linoleik asidin  oksidasyonundan dogan konjuge dien
hidroperoksitler B-karoteni oksitleyerek renginin agilmasina neden olur. Ancak,
reaksiyonun i¢ine antioksidan etkili bilesenler girdiginde peroksidasyon olay1
inhibe edilerek B-karotenin renginin solmasi 6nlenir.

Icerisinde 10 uL numune veya standart bulunan deney tiiplerine 2 mL B-karoten
emiilsiyonu eklendi. Bu karisimdan 300’er puL alinarak 96-kuyucuklu mikroplaga
aktarildi. Mikroplak okuyucu 50 °C’de 0. dakikadan baglamak {izere her 15
dakikada bir 470 nm dalga boyunda 6l¢iim alacak sekilde programlandi (kinetik
Ol¢tim). Sonuglar 3x5 tekrar tizerinden asagida verilen formiile gére hesaplandi
(Marco, 1968, Kosar ve ark., 2011).

AA% = [1'(AbSOnumune'Ab512Onumune)/ (AbSOkontroI'AbSIZOkontrol)] x 100
Reaktiflerin hazirlanmasi:

B-Karoten ¢ozeltisi: 5 mg B-karoten tartilarak 5 mL kloroformda ¢oziildii. Cozelti
1siktan korundu.

B-Karoten emiilsiyonunun hazirlanmasi: 1200 mg Tween-20 ve 120 mg linoleik
asit tartilarak ayr1 ayr1 5 mL kloroformda ¢oziildii. Cozeltiler birlestirildi ve
tizerine 1.2 mL B-karoten’in kloroformlu (1 mg/mL) ¢ozeltisi ilave edildi.

Daha sonra rotavaporda kloroform uzaklastirildi, kalintilar1 da azot altinda
ucuruldu. Bakiye iizerine 300 mL saf su ilave edildi.

Numune ¢ozeltileri: Ugucu yag ve ekstreler (10 mg/mL) metanolde ¢oziildii.

Standart: BHT (1 mg/mL) ve gallik asit (I mg/mL) ¢ozeltileri metanolde
hazirlandi.
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Toplam Fenolik Bilesik Tayini

Ekstrelerin toplam fenol igerikleri Folin Ciocalteau yontemi ile belirlendi (Kosar
ve ark., 2011, Singleton ve ark., 1999). Folin-Ciocalteau reaktifi igerisinde
bulunan fosfomolibdik ve fosfotungustik asitler alkali ortamda (%20 Na,COs)
antioksidan etkili bilesik ile indirgenmektedir. Ekstrelerin indirgeme kapasitesi
spektrofotometrik olarak 760 nm dlgiildii. Sonuclar gallik asite esdeger olarak
hesaplanda.

Mo(VI) + e ->Mo(V)

50 uL numune iizerine 3.9 mL saf su ve 250 uL Folin Ciocalteau reaktifi eklendi.
Vorteksle homojen karigim saglanarak 1-8 dk karanlikta bekletildi. Siire sonunda
750 pL Na,COj ¢ozeltisi (%20°1ik) ilave edilerek calkalayici su banyosunda 25°C
de 2 saat bekletildi. Daha sonra distile suya kars1 absorbans okumasi 760 nm’de
yapildi (Sekil 12). Sonuglar 3x3 tekrar lizerinden hesaplandi.

Reaktiflerin hazirlanmasi
Numune ¢ozeltileri: Ekstreler (10 mg/mL) metanolde ¢oziildii.
Standart: Gallik asit (1, 0.8, 0.6, 0.4, 0.2, 0.1, 0 mg/mL) metanolde hazirlandu.

Sodyum karbonat ¢dzeltisi: 20 g Nap,COj tartildi ve 100 mL’ye saf su ile
tamamlandi.

Sekil 12. Toplam Fenol Miktarmin Tayini

Toplam Flavonoit Miktar Tayini

Eksrelerdeki toplam flavonoit miktar1 kersetine esdeger miktarlar1 tizerinden
AICl; reaktifi kullanilarak tayin edildi. Deney tiipine 50 pL numune
(ekstre/kesretin), 50 pL AICI; ¢ozeltisi ve 1.15 mL Absolii Etanol ilave edildi.
Kor deneyde olarak 50 puL numune {izerine birkag damla asetik asit (%15) ilave
edildi ve 1.2 mL absolii etanol ilave edildi. Vortekslenen tiipler karanlikta 25°C de
40 dk bekletildi. Daha sonra etanole kars1 415 nm’de absorbans okumasi yapildi
(Sekil 13). Sonuglar kersetine esdeger olarak hesaplandi. Deney 3 x 3 tekrar

yapilarak toplam flavonoit miktarlar1 kesretine esdeger olarak hesaplandi (Kosar
ve ark., 2011; Miliauskas ve ark., 2004).

Reaktiflerin Hazirlanmasi

Aluminyum Kkloriir ¢ozeltisi: 2.0 g AICIl3 tartilarak 100 mL etanolde (% 99)
¢oOziildii.
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Kersetin: Madde tartilarak % 99’luk etanolde (1.0, 0.8, 0.6, 0.4, 0.2, 0.1 mg/mL)
¢oOzeltileri hazirlandi.
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Sekil 13. Toplam Flavonoit Miktar Tayini
Antitrozinaz Aktivite Deneyi

Ugucu yag ve ekstrelerin anti-melanogenezis etkisi mantar tirozinaz inhibisyon
yontemi ile spektrofotometrik olarak tespit edildi. Deneyde substrat olarak L-
DOPA ve standart inhibitor olarak kojik asit kullanildi. Enzim ¢o6zeltisi ve L-
DOPA sodyum fosfat tamponu i¢inde hazirlandi (pH=6.8). Deneyde 96’lik
mikroplak kuyucuklarina 80 pL tampon ¢ozeltisi, 40 pL numune (ugucu
yag/ekstre/standart) ve 40 pL tirozinaz enzimi ilave edilerek 10 dk inkiibe edildi
(23 °C’de). Daha sonra karigim iizerine 40 pL L-DOPA substrat1 eklendi. 15 dk
inkiibe (23 °C’de) edildikten sonra spektrofotometrik Ol¢iim 475 nm’de
gercgeklestirildi. Kontrol deneyinde numune yerine DMSO kullanildi. Her numune
icin kor (blank) deneyi yapildi. Kor deneyinde tirozinaz enzimi yerine 40 uL
sodyum fosfat tamponu kullanildi. Boylece numuneden gelen renk elimine edildi.
%Inh: [((Kontrol-Kontrolys;) — (Numune- Numuneys,))/(Kontrol-Kontrolys,)]x100
Deney sonucu 3 tekrarlamanin ortalamasi alinarak kojik asit ekivalani hesaplandi
(Masuda ve ark., 2005).

Reaktiflerin Hazirlanmasi

Sodyum Fosfat Tamponu: 8.9 g Na;HPO4*x2H,O (Ma 178) tartilarak 50 mL saf
suda ¢oziildi (1 M). 7.8 g NaH,PO, x2H,0 (Ma 156) tartilarak 50 mL saf suda
¢oziildi (1 M). Balon jojede 2.32 mL Na;HPO, ve 2.69 mL NaH,PO, ¢ozeltileri
karistirilarak saf su ile 50 mL’ye tamamlandi (0.1M) (pH=6.8).

L-DOPA (Ma 197): 4.9 mg tartilarak 10 mL sodyum fosfat tamponunda ¢oziildii
(2.5 mM).

Standart: Kojik asit 5 mg tartilarak 5 mL sodyum fosfat tamponunda ¢oziildii ve
seyretmeleri yapildi (0.08, 0.07, 0.06, 0.05, 0.04, 0.03, 0.02, mg/mL).

Mantar Tirozinaz enzimi: 4.33 mg (>1000 unite/mg) enzim sodyum fosfat
tamponunda 33.3 U/mL olacak sekilde ¢oziildii.

Numuneler: Ugucu yag DMSO i¢inde, ekstre %50’lik DMSO i¢inde 10 mg/mL
olacak sekilde ¢oziildii.
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BULGULAR
Ucucu Yag Ozellikleri

A.sivasica bitkisel materyalinden hidrodistilasyon sonucunda koyu yesil renkli
hos kokulu ugucu yag elde edildi (Sekil 14). Ugucu yag verimleri Cizelge 8’de
verilmistir.

Sekil 14. Achillea sivasica Ucucu Yagi

Cizelge 8. Achillea sivasica Ucucu Yag Verimleri

Verim % (h/a)

Herba Cicek Yaprak

Ucucu Yag 0.056 0.048 0.036

Ucucu Yag Kimyasal Kompozisyon Analizi

Achillea sivasica herba, ¢icek ve yaprak ugucu yaglarmin kimyasal kompozisyonu
gaz kromatografi teknigi ile arastirildi. Bilesenlerin kalitatif analizi i¢in GC/MS,
kantitatif analizi icin GC-FID sonuglar1 kullanildi. Cizelge 9’de bilesikler HP-
Innowax kolondan ¢ikis sirasina gore listelenmistir. Ugucu yaglarin kromatografik
profilleri Sekil 15-17’de gosterilmistir.

Cizelge 9. Achillea sivasica Ugucu Yaglarimin Kimyasal Kompozisyonu

No i Bilestic Herba | Cig:e(l;ol Yaprak
1. 1032 | oa-Pinen 115 93 6.7
2. 1076 | Kamfen 1.2 05 1.2
3. 1118 | pB-Pinen 7.0 3.0 6.9
4, 1132 | Sabinen 1.7 1.7 1.0
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Cizelge 9. (Devam) Achillea sivasica Ugucu Yaglarinin Kimyasal Kompozisyonu

No RTi | Bilesik Herba | Cicek [ Yaprak
0,

5. 1188 | a-Terpinen 0.4 0.5 - 0.2
6. 1203 | Limonen 1.0 - 1.4
7. 1213 |1,8-Sineol 18.0 221 6.7
8. 1255 | y-Terpinen 1.0 1.1 0.7
9. 1280 | p-Simen 0.4 0.5 0.2
10. 1290 | Terpinolen . 0.2 0.2
11. 1474 | trans-Sabinen hidrat 0.1 21 0.6
12. 1482 | a-Longipinen e - 0.2
13. 1492 | Siklosativen e e -
14, 1497 | o-Kopaen 1.7 2.8 0.7
15. 1499 | a-Kamfolen aldehit } } 0.1
16. 1506 | Dekanal - - 0.1
17. 1512 | Longisiklen . - e
18. 1532 | Kafur 7.6 4.1 9.0
19. 1549 | B-Kubeben e e -
20. 1556 | cis-Sabinen hidrat e 0.6 .
21. 1562 | izopinokamfon e e .
22. 1570 |trans-p-Ment-2-en-3-ol i} e -
23. 1586 | Pinokarvon 20 25 1.3
24, 1611 | Terpinen-4-ol 29 3.2 14
25. 1628 | Aromadendren - - e
26. 1638 | B-Siklositral . - e
217. 1648 | Mirtenal 0.6 0.6 0.5
28. 1668 | (Z)-p-Farnesene 31 25 -
29. 1670 |trans-Pinokarveol 0.8 2.0 1.6
30. 1682 d-Terpineol - - €
3L 1683 | trans-Verbenol e 0.1 0.3
32. 1686 || avandulol 0.5 0.9 03
33. 1704 a-Terpinil asetat e - )
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Cizelge 9. (Devam) Achillea sivasica Ugucu Yaglarimn Kimyasal Kompozisyonu

No RTi |Bilesik Herba [ Cicek | Yaprak
%

34, 1706 | a-Terpineol e 0.3 e
35. 1719 | Borneol 20 3.7 2.0
36. 1726 | Germakren D 4.8 35 2.0
37. 1765 | Geranil asetat . 0.2 0.6
38. 1733 | Neril asetat 0.3 - -
39. 1740 | a-Muurolen 0.4 0.5 e
40. 1742 | Geraniol - - e
41. 1755 | Bisiklogermakren 0.5 0.3 0.4
42. 1773 | 3-Kadinen 0.4 0.6 0.5
43. 1776 |vy-Kadinen e 0.3 e
44, 1786 |ar-Kurkumen R R e
45, 1779 | (E,Z2)-2,4-Dekadienal } e -
46. 1804 | Mirtenol 05 1.0 0.5
47. 1830 | Tridekanal 0.2 e -
48. 1838 | 2-Feniletil asetat i} e 0.4
49. 1857 | Geraniol e e 0.5
50. 1868 | (E)-Geranil aseton 0.4 0.2 1.1
51. 1871 gggilstnta—l,&dien—lo-il ] ] .
52. 1-Izobutil-4-izopropil-3-

1882 | izopropil-2,2-dimetil o } 0.2

suksinat

53. 1889 | Mirtanol - - 05
54. 1896 | Feniletil izobutirat 0.5 0.8 -
55. 1900 | Nonadekan . e -
56 1941 | a-Kalakoren . - e
57. 1957 | Kubebol 0.6 1.1 0.3
58. 1958 | (E)-B-iyonon 0.2 . 0.4
R P P
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Cizelge 9. (Devam) Achillea sivasica Ugucu Yaglarinin Kimyasal Kompozisyonu

No RTi |Bilesik Herba | Cicek | Yaprak
%
60. 2-Feniletil-3-
metilbutirat
1992 0.1 - -
(=2-Feniletil izovalerat)
61. 2008 | Karyofillen oksit 0.2 0.2 0.4
62. 2037 | Salvial-4(14)-en-1-on ) e e
63. 2041 | Pentadekanal 01 03 0.3
64. 2050 | (E)-Nerolidol ) ) 0.2
65. 2088 | 1-epi-Kubenol 0.4 } _
66. 2090 | izogimnomitrol ) ) 03
67. 2094 | 1,10-di-epi-Kubenol ) 0.3 0.7
68. 2096 | Elemol ) ) 0.3
69. 2100 | Heneikosan ) 0.4 }
70. Hekzahidrofarnesil
2131 aseton e 0.4 0.4
71. 2144 | Spatulenol 0.6 11 05
72. (2)-3-Hexen-1-ol
2178 | henzoat 0.8 - -
73. 3,4-Dimetil-5-
2179 | pentiliden-2(5H)- o } 0.4
furanon
74. 2187 | T-Kadinol 1.2 15 1.0
75. Muurola-4,10(14)dien-
2192 1_0' 0.3 0.3 -
76. 2198 | Timol } 0.2 0.2
77. 2209 | T-Muurolol 0.6 } }
8. 2214 | ar-Turmerol e - -
79. 2222 | Kopaborneol 0.2 0.4 0.4
80. 2232 | a-Bisabolol 75 43 6.6
81. 2255 B-Sinensal 05 0.6 0.9
82. 2257 | p-Odesmol 31 39 36
83. Longiverbenon
2265
(= Vulgaron B) 2.9 10 4.9
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Cizelge 9. (Devam) Achillea sivasica Ugucu Yaglarinin Kimyasal Kompozisyonu

No RTi |Bilesik Herba | Cicek | Yaprak
[0)

84. 2300 | Trikosan 1.4 2.6A) -
85. 2353 | (6S-7R)-Bisabolon . 0.5 0.3
86. 9392 ('[;)i(isma-4(15),7-dien-l- 02 ] 06
87. 2400 | Tetrakosan ; 0.2 -
88. 2411 | Hekzil sinamik aldehit ) ) 0.3
89. 2415 | Farnesil aseton 0.1 . 0.6
90. 2430 | Kamazulen . e -
oL 2500 | pentakosan 0.4 0.8 0.4
92. 2622 | Fitol 0.9 ] 28
93. Tetradekanoik asit

2670 o - - 0.7

(= Miristik asit)
94. 2683 | Benzil benzoat ) B} 0.2
95. 2700 | Heptakosan 0.4 0.6 06
96. 2766 | Feniletil benzoat - 0.2 -
97. 2900 | Nonakosan 0.6 0.3 4.5
98. 2931 | Hekzadekanoik asit 0.3 1.0 4.5
Toplam | 94.5 94.2 87.3
*:1>9%0.1

RTI : Relatif tutunma indisi

Abundance

500000 TIC: GS542B.D\data.ms

450000
400000
350000
300000
250000
200000
150000

100000

50000

[ N.l.u b

T T 1 1 t f f 1 T T T
10.0C15.0020.0C€25.0030.0C35.0040.0045.0050.0055.0060.0C65.0070.0C75.00
Time-->

Sekil 15. Achillea sivasica Herba Ugucu Yag1 Kromatografik Profili
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Abundance

320000 TIC: GS542F.D\data.ms

300000

280000

260000

240000

220000

200000

180000

160000

140000

120000

100000

80000

60000

40000

20000

|

‘ ‘ L ol by LOADREILL LG Sl .AMI_. T xll M,

L AL VL] A
10.0€15.0€20.0C25.0C30.0035.0C40.0045.0C50.0055.0060.0C65.0C70.0C75.00

Time-->

Sekil 16. Achillea sivasica Ci¢cek Ugucu Yag1 Kromatografik Profili

Abundance

TIC: GS542G.D\data.ms

750000
700000
650000
600000
550000
500000
450000
400000
350000
300000
250000

200000

150000

100000

50000

Tim e-->

Sekil 17. Achillea sivasica Yaprak Ugucu Yag Kromatografik Profili

Kombine MSD-SPME-GC/MS Analizi

Cigek, yaprak ve kok kisimlarindan kombine MSD-SPME-GC/MS teknigi ile
ucucu bilesikler elde edilerek analiz edildi. Cizelge 10’da bilesikler HP-Innowax
kolondan ¢ikis sirasina gore listelenmistir. Ugucu bilesenlerinin kromatografik
profilleri Sekil 18’de gosterilmistir.
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Cizelge 10. Achillea sivasica Cicek, Yaprak ve Kok Kisimlarindan MSD-SPME Teknigi ile
Elde Edilen Ucucu Bilesenlerin Kimyasal Kompozisyonu

. C Y K
No | RTi Bilesik
%
1. 1032 o—Pinen 2.0 4.3 -
2. 1118 B-Pinen - 2.1 -
3. 1213 1,8-Sineol 5.3 9.6 -
4. 1532 Kafur 1.3 10.2 -
5. 1562 Oktanol - - 4.1
6. 1611 Terpinen-4-ol 1.1 - -
7. 1664 Nonanol - - 12.1
8. 1668 | (Z2)-B-Farnesen 23.9 1.2 -
9. 1719 Borneol - 59 -
10. 1726 Germakren-D 4.7 - -
11. 1766 1-Dekanol - - 12.5
12. 1773 8-Kadinen 1.2 - -
13. 1868 (E)-Geranilaseton - 10.5 9.3
14. 1882 l_—izot_)util 4 _izopropil 3-izopropil-2,2- i 21 i
dimetil suksinat

15. 1896 | Feniletil izobutirat 2.2 - -
16. 1958 | (E)-B-lonon - 10.3 -
17. 1973 | Dodekanol - - 15
18. 2052 | Isopropil miristat - 6.7 -
19. 2088 | 1-epi-Kubenol 2.4 - -
20. 2144 | Spatulenol 3.8 - -
21. 2256 | epi-a-Bisabolol 4.9 6.4 -
22. 2257 | B-Odesmol 8.0 7.5 -
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Cizelge 10. (Devam) Achillea sivasica Ci¢ek, Yaprak ve Kok Kisimlarindan MSD-SPME
Teknigi ile Elde Edilen Ucucu Bilesenlerin Kimyasal Kompozisyonu

No . C v K
RTI Bilesik
%
23. 2262 | Torilenol 2.1 - -
24. 2265 | Longiverbenon (Vulgaron B) - 7.9 14.14
25. 2187 | T-Kadinol 3.9 4.3 -
26. 2192 | Muurola-4,10(14)dien-1-ol 4.2 - -
217. 2194 3,4-Dimethyl-5-pentylidene-2(5H)- i 41 i
furanon
28. 2298 | Dekanoik asit 10.1 - -
29. 2300 | Trikosan 7.3 - -
30. 2931 | Hekzadekanoik asit (=Palmitik asit) 7.2 6.8 151
*:>%0.1
RTI : Relatif tutunma indisi
Abundance KOK

Ll

YAPRAK

Lxhwglojnin”m”nﬂwm

Sekil 18. Achillea sivasica Cicek, Yaprak ve Kok Kisimlarindan Kombine MSD-SPME
Teknigi ile Elde Edilen Ucucu Bilesenlerin Kromatografik Profilleri
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Sabit Yag Asitleri Analizi

A. sivasica sabit yag asitleri sivi-sivi ekstraksiyon yontemi ile elde edilerek
kimyasal kompozisyonu gaz-kromatografik teknigi ile incelendi. Bilesiklerin

listesi Cizelge 11°de ve gaz-kromatografik profili Sekil 19°da verilmistir.

Cizelge 11. Achillea sivasica Sabit Yag Asitleri Kimyasal Kompozisyonu

No Karbon Sayisi: Bilesik™ Cicek Yaprak
Cifte Bag
Sayisi %
1. | C8:0 Metil oktanoat 0.1 -
2. | Cl0:0 Metil dekanoat (=M. kaprat) 15 -
3. | C12:0 Metil dodekanoat (=M. laurat) 0.2 -
4. | C14:0 Metil tetradekanoat 0.9 0.5
(=M. miristat)
5. | C15:0 Metil pentadekanoat 0.2 0.1
6. | Cl6:0 Metil hekzadekanoat (=M. 22.2 17.3
palmitat)
7. | C16:1 D-7cis (2)-7-Hekzadekenoik asit, metil 0.1 0.2
ester
8. | Cl6:1 D-9cis (2)-9-Hekzadekenoik asit metil 0.2 0.2
ester (= M. palmitoleat)
9. | C17:0 Heptadekanoik asit metil ester - 0.3
10. | C18:0 Metil oktadekanoat (=M. 6.3 0.7
stearat)
11. | C18:1 D-9 cis (2)-9-Oktadekenoik asit metil 20.9 3.9
ester (=M. oleat)
12. | C18:1 D-7 cis (2)-7-Oktadekenoik asit metil 21 0.7
ester
13. | C18:2D-9,12 (2,2)-9,12-Metil 26.9 16.9
cis oktadekadienoat (=M. linoleat)
14. | C18:1 D-9cis Etil linoleat 2.6 -
15. | C18:3D- Metil linolenat 13.2 56.2
9,12,15 cis
16. | C20:0 Metil eikosanoat (=M. arasidat) 1.2 0.3
17. | C22:0 Metil dokosanoat (=M. behenat) 1.1 0.4
Toplam 99.7 97.7
*:>%0.1
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Sekil 19. Achillea sivasica Sabit Yag Asitlerin Gaz Kromatografik Profili

Enantiyomer Madde Oranlari

A. sivasica herba, cicek ve yaprak ugucu yaglarinin kimyasal kompozisyonunda
yer alan ana bilesiklerin enantiyomerik oranlar1 siral kolon kullanilarak gaz
kromatografi teknigi ile arastirildi. Bilesiklerin kalitatif analizi GC/MS, kantitatif
analizi i¢cin GC-FID sonuglar1 kullanildi. Enantiyomerlerin ayrimlarini gdsteren
GC kromatogramlari ve spektrum bilgileri Sekil 20-26’da verilmistir.
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Sekil 20. Achillea sivasica Yaglarinda a-Pinen Enantiyomerlerinin Siral Kolondaki Ayirim
ve Kiitle Spektrumu
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Sekil 21. Achillea sivasica Yaglarinda B-Pinen Enantiyomerlerinin Siral Kolondaki Ayirim
ve Kiitle Spektrumu

Herba (+)-B-Limonen Cigek Yaprak
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Sekil 22. Achillea sivasica Yaglarinda Limonen Enantiyomerlerinin Siral Kolondaki Ayirimi
ve Kiitle Spektrumu
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Sekil 23. Achillea sivasica Yaglarinda a-Bisabolol Enantiyomerlerinin Siral Kolondaki
Ayirim ve Kiitle Spektrumu
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Sekil 24. .Achillea sivasica Yaglarinda trans-Pinokarveol Enantiyomerlerinin Siral
Kolondaki Ayirimi ve Kiitle Spektrumu
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Sekil 25. Achillea sivasica Yaglarinda Terpinen-4-ol Enantiyomerlerinin Siral Kolondaki
Ayirmm ve Kiitle Spektrumu

Herba

(-}-Borneol

-/+) (100/0)
~ 00/0.

B e
H® BY BY

Cigek

A

(-/+) (100/0)

Yaprak

o~

{-+) {100/0)

W Hm H9

10 N0 0 P 0 0

Sekil 26. Achillea sivasica Yaglarinda Borneol Enantiyomerlerinin Siral Kolondaki Ayirim

ve Kiitle Spektrumu
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Ekstrelerdeki Toplam Fenol Miktari

Ekstrelerin

icerdikleri

Toplam Fenol

miktarlari

Folin-Ciocoaltou

rektifi

kullanilarak spektrofotometrik yontemle tayin edildi. Gallik asit lineer egrisi ve
denklem Sekil 27°de verilmistir. Ekstrelerin toplam fenol miktarlart gallik aside
esdeger olarak verilmistir (Cizelge 12).

2 y = 1,6575x - 0,0013
R>=0,9986 A
15

1
2
<0,5

0 / . . . . .

0,2 0,4 0,6 0,8 1 1,2

0,5 Konsantrasyon, mg/mL

Sekil 27. Gallik Asit Lineer Egrisi ve Hesaplama Denklemi

Cizelge 12. Achillea sivasica Ekstrelerinin icerdigi Gallik Aside Esdeger Toplam Fenol

Miktarlari
GAE*
Metanollii Ekstre Etil Asetath Ekstre Sulu Ekstre
Herba 34.5 324 17.4
+ + +
SH 1.7 2.1 0,2
Cicek 51.1 285 17.9
+ + +
SH 0.8 1.0 0.2
Yaprak 54.7 38.6 22.7
+ + +
SH 2.2 0.5 0.6

* GAE: mg/g Gallik Aside esdeger fenol miktari

Ekstrelerdeki Toplam Flavonoit Miktar:

A. sivasica ekstrelerinin igerdikleri toplam flavonoit miktarlari spektrofotometrik
olarak AICI; reaktifi ile tayin edildi. Lineer egrisi ve denklemi Sekil 28’de
Cizelge 13’de ise ekstrelerin igerdigi toplam flavonoit miktari kersetin’e esdeger
olarak verilmistir.
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Sekil 28. Kersetin’in Lineer Egrisi ve Hesaplama Denklemi

Cizelge 13. Achillea sivasica Ekstrlerinin i¢erdigi Kesretine Esdeger Toplam Flavonoit

Miktarlari
KE*
Metanollii Ekstre Etil Asetath Ekstre Sulu Ekstre
Herba 31.7 12.5 3.9
+ + +
SH 1.0 2.8 1.2
Cicek 27.1 14.5 3.7
+ + +
SH 2.0 4.3 0.2
Yaprak 314 15.3 4.4
+ + +
SH 3.9 1.6 0.5

* KE: mg/g Kersetine esdeger flavonoit miktari; SH: Standart Hata

Antioksidan Aktivite

B-karoten soldurma giicii

Ugucu yag ve ekstrelerin lipit peroksidasyonunu inhibe etme giicii -karoten
renginin solma derecesine gore degerlendirildi. Numunelerin ve stardart maddenin

yiizde antioksidan aktivite degerleri Cizelge 14’de verilmistir.

Cizelge 14. Achillea sivasica Ucucu Yag ve Ekstrelerinin B-Karoten-Linoleik Asit Deneyinde
Yiizde Antioksidan Aktivitesi

% AOA
Ucucu Yag | Metanollii Ekstre | Etil Asetath Ekstre Sulu Ekstre

Herba 22.1 499 40.2 29.7
+ + + +

SH 4.3 3.5 4.6 4.2

Cicek 17.0 41.5 30.2 35.5
+ + + +

SH 3.3 2.9 3.4 2.2

Yaprak 10.8 53.9 55.8 30.1
+ + + +

SH 3.0 3.1 2.8 3.6

AOA: Antioksidan Aktivite SH: Standart Hata
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CUPRAC deneyi

A. sivasica ugucu yag ve ekstrelerin bakir rediikleme antioksidan kapasitesi
spektrofotometrik olarak olgtildii. Numunelerin aktivitesi Troloks’a esdeger olarak
hesapland: (Cizelge 15). Hesaplarda kullanilan denklem Sekil 29’da verilmistir.

y =2,1358x + 0,2658
R*=0,999

wl
Q
< /
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/‘

0,4
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Sekil 29. Troloks’un CUPRAC Deneyindeki Egrisi ve Hesaplama Denklemi

Cizelge 15. Achillea sivasica Ucucu Yag ve Ekstrelerinin Troloks’a Esdeger Antioksidan
Kapasitesi (CUPRAC deneyinde)

TE, mM
Ucucu Yag | Metanollii Ekstre Etil Asetath Ekstre | Sulu Ekstre

Herba 0.81 0.6 0.5 0.31
+ + + +

SH 0.03 0.02 0.02 0.04

Cicek 0.57 0.6 0.5 0.25
+ + + +

SH 0.1 0.03 0.03 0.008

Yaprak 0.74 0.94 0.46 0.22
+ + + +

SH 0.008 0.02 0.01 0.02

TE: Troloks’a esdegerligi SH: Standart Hata
Tirozinaz inhibisyon deneyi

A. sivasica ucucu yag ve ekstrelerin mantar tirozinaz enzimi inhibe etme etkisi
spektrofotometrik olarak olgiildii. Kojik asit lineer egrisi ve hesaplama denklemi
Sekil 30°da verilmistir. Numunelerin aktivitesi kojik asite esdeger olarak
hesapland1 (Cizelge 16).
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Sekil 30. Kojik Asit Lineer Egrisi ve Hesaplama Denklemi

Cizelge 16. Achillea sivasica Ucucu Yag ve Ekstrelerinin Kojik Asite Esdeger Tirozinaz

Inhibisyon Etkisi
KAE*
Ucucu Yag | Metanollii Ekstre | Etil Asetath Ekstre Sulu Ekstre
Herba 4.9
AD + AD AD
SH 0.4
Cigek 3.05 2.9
AD + + AD
SH 0.4 0.2
Yaprak 5.5 6.2
AD + + AD
SH 0.8 0.5

KAE: Kojik asit esdegeri, mg/g; SH: Standart Hata; AD: Aktif degil
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TARTISMA

Achillea sivasica bitkisinin herba, ¢i¢cek ve yaprak kisimlarindan distile edilen
ugucu yaglarin gaz-kromatografik analizi sonucunda sirasiyla %94.5, %94.2 ve
%87.3’tinti temsil eden 67, 66 ve 74 bilesik tanimlandi. Herba, ¢icek ve yaprak
yaglarinda 1,8-sineol (%18, %22.1, %6.7), a-pinen (%11.5, %9.3, %6.8), kafur
(%7.6, %4.1, %9.0), B-pinen (%7.0, %3.0, %6.9) ana bilesikler olarak tespit
edildi. Bununla birlikte seskiterpen grubundan o-bisabolol (%7.5, %4.3, %6.6),
germakren D (%4.8, %3.5, %2.0) ve B-6desmol (%3.1, %3.9, %3.6) ana bilesikler
olarak bulundu. Genel olarak yaglarin igerisinde oksijenli monoterpen bilesenler
yiksek miktarda bulundu. Yaglardaki ana bilesen gruplarin dagilimi Cizelge
17°de gosterilmistir.

Cizelge 17. Achillea sivasica Uc¢ucu Yaglarindaki Ana Madde Gruplarmin Dagilimi.

%
Herba Cicek Yaprak

Hidrokarbon 24.2 16.8 185
Monoterpenler

Oksijenli 34.6 43.4 26.1
Monoterpenler

Hidrokarbon 10.9 8.0 3.8
seskiterpenler

Oksijenli seskiterpenler 184 15.6 22.0

Kaynak taramasi sonucu A. sivasica ugucu yag kompozisyonu A. teretifolia ve A.
vermicularis yaglar ile benzerlik gosterdi (Agnihotri ve ark., 2005; Polatoglu ve
ark., 2013; Azaz ve ark., 2009).

A. sivasica ugucu yaglarinda enantiyomerik bilesiklerin oranlari siral kolonda
analiz edilerek tespit edildi. Yaglarin kompozisyonunda o-pinen, limonen ve
terpinen-4-ol bilesiklerinin (+) enantiyomerlerinin daha yiiksek oranda bulundugu
saptandi. B-Pinen ve trans-Pinokarveol bilesiklerini (-) enantiyomeri daha yiiksek
oranda tespit edildi. o-Bisabolol ve borneol tiim yaglarda saf (-) formunda
bulundu (Cizelge 18).
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Cizelge 18. Achillea sivasica U¢ucu Yaglarimin Enantiyomerik Maddelerin Oranlar:

Enantiyomer Herba ‘ Cicek ‘ Yaprak
%

(1R)-(+)-a-Pinen 95 95 98
(1S)-(-)-a-Pinen 5 5 2

(1R)-(+)-B-Pinen 21 21 14
(1S)-(-)-B-Pinen 79 79 86
(4R)-(+)-Limonen 82 66 80
(4S)-(-)-Limonen 18 34 20
(2R)-(+)—a- Bisabolol - - -

(2S)-(-)-a-Bisabolol 100 100 100
(1S,3R,5S)-(+)-trans-Pinokarveol 13 7 21
(1R,3S,5R)-(-)-trans-Pinokarveol 87 93 79
(4R)-(+)-Terpinen-4-ol 61 57 66
(4S)-(-)-Terpinen-4-ol 39 43 34
(1R,2S,4R)-(+)-Borneol - - -

(1S,2R,4S)-(-)-Borneol 100 100 100

Kaynak taramasi sirasinda ¢ok az sayida Achillea tiirleri {izerine yapilmis
enantiyomer arastirma sonuglarina rastlandi. A. falcata ve A. lingustica ugucu
yaglarindaki enantiyomer bilesiklerinin dagilimi sadece kafur, o-pinen, B-pinen,
ve terpinen-4-ol i¢in rapor edilmistir (Kurkcuoglu ve ark., 2003; Filippi ve ark.,
2006).

Sabit yag analizleri sonucunda c¢icekte % 99.7’yi olusturan 16 ve yaprakta %
97.7’yi olusturan 13 yag asidi tespit edildi. Linoleik (%26.9), palmitik (%22.2) ve
oleik (%20.9) asitleri ¢igegin ana bilesiklerini olusturmaktadir. Yaprak sabit yag
asitleri linolenik (%56.2), linoleik (%16.9) ve palmitik (%17.3) asitle temsil
edilmektedir.

MSD-SPME teknigi ¢ok az miktarda olan numunelerden ucucu bilesikleri kisa
sirede izole ederek GC ve GC/MS teknikleri ile analiz edebilmek igin
gelistirilmistir. Teknigin g¢esitli uygulama yontemleri farkli kaynakli numuneler
(Toprak, biyolojik ornekler vb.) i¢in kullanilmaktadir (Tellez ve ark., 2004).

Kombine MSD-SPME teknigi ile A. sivasica degisik kisimlarindan ¢ok az bitki
miktar1 kullanilarak (0.3 g) ve c¢ok kisa siire i¢cinde (8 dk) ugucu bilesenleri ekstre
edilerek analiz edildi. Cigek. yaprak ve kok kisimlarindan elde edilen ugucu
bilesenlerin kimyasal kompozisyonlarinin sirasiyla %95.6, %99.9 ve %68.7’ini
temsil eden 18, 16, 7 tane bilesik tanimlandi.

Bu teknikle elde edilen c¢icek ugucu bilesenlerinde (Z)-p-farnesen (%25.9),
dekanoik asit (%10.1), B-odesmol (%8.0) ve 1,8- sineol (%5.3) ana bilesikler
olarak tespit edildi. Yaprakta tespit edilen ugucu bilesenlerde (E)-geranil aseton
(%10.5), dekanoik asit (%10.1), 1,8-sineol (%9.6) ve longiverbenon (%7.9) ana
bilesikler olarak saptandi. Kok kisimlarindan elde edilen bilesen longiverbenon
(%14.1), hekzadekanoik asit (%15.1), 1-dekanol (%12.5) ve nonanol (%12.1)
bulundu.
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MeOH| EtAc | Su |[MeOH EtAc | Su |MeOH| EtAc

Herba|Herba|Herba| Cicek | Cicek | Cicek }Yapral*\(apral*\(aprali

Sekil 31. Achillea sivasica Degisik Kisimlarindaki Toplam Fenol Bilesiklerinin Dagilim

A. sivasica ekstrelerinde toplam fenol miktar1 Folin-Ciocoulteu reaktifi ile tayin
edilerek indirgeme kapasitesi hakkinda bilgi edinildi. A. sivasica degisik
kisimlarindan farkli polaritedeki ¢oziiciiler ile elde edilen ekstrelerde en yiiksek
toplam fenol miktar1 yaprak metanollii ekstrede (GAE mg/g 54.7), cicek
metanolli esstrede (GAE mg/g 51.1) ve yaprak etilasetatli ekstrede (GAE mg/g
38.6) tespit edildi. Sulu ekstrelerde en diisiik fenol miktar1 saptand1 (Sekil 32).

Ekstrelerde bulunan flavonoit yapidaki bilesiklerin miktar1 Kkersetine esdeger
olarak saptandi. A. sivasica degisik kisimlarindaki toplam flavonoit bilesiklerinin
dagilimi Sekil 33’te gosterilmistir. Bitkinin tim kisimlarindan metanol ile elde
edilen ekstrelerin flavonoit agisindan en zengin oldugu goriildi (KE mg/g, 31.7-
27.1). Bu grubu takip eden ikinci sirada etil asetath ekstreler (KE mg/g 15.3-
12.5). En diisiik flavonoit miktar1 ise sulu ekstrelerde goriildii (KE mg/g 3.7).

MeOH| EtAc | Su |MeOH) EtAc
Herba| Herba| Herba| Cigek | Cicek | Cigek IYapralJYapralJYapralJ

Sekil 32. Achillea sivasica Degisik Kisimlarindaki Toplam Flavonoit Bilesiklerinin Dagilim

A. sivasica ugucu yag ve ekstrelerin antioksidan aktivitesi iki farkli yontemle ele
alindi. CUPRAC deneyinde numunelerin bakir rediikleme etkisi elektron
indirgenmesi ile olusan renk degisimi semas1 Sekil 33’ te gosterilmistir.

B-karoten soldurma deneyi numunelerin lipid peroksidasyonunu inhibe etme
kapasitesi spektrofotometrik yontem ile tayin edildi.
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Sekil 33. CUPRAC Deneyinde Gergeklesen Reaksiyon (AO: antioksidan OAO: oksitlenmis
antioksidan)
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Sekil 34. Achillea sivasica Ekstrelerinin CUPRAC Deneyinde Etkileri
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Sekil 35. Achillea sivasica Ugucu Yaglarinin CUPRAC Deneyinde Etkileri

CUPRALC testinde metanollii yaprak ve ¢igek esktreleri en giiclii aktivite sergiledi
(Sekil 34). Sulu ekstrelerin ise indirgeyici 6zellikleri en diisiik olarak saptandi.
Ancak ugucu yaglarin kaydadeger etkiye sahip olmadigi tespit edildi (Sekil 35).
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B-Karoten soldurma testinde Ekstre ve ugucu yaglarin toplam antioksidan aktivite
kapasitesi linoleik asidin peroksidasyonunu inhibe etme giiciine gore belirlendi. A.
sivasica yaprak etilasetatli ve metanollii ekstrelerin en yiiksek antioksidan
aktiviteye (% 55.8 ve % 53.9) sahip oldugu gériildii. Ikinci sirada ise herba ve
cicek kismindan metanollii ekstreler yer almaktadir (% 49.9 ve % 41.5).

A. sivasica Ugucu yaglarin peroksidasyonu inhibe etme etkisi en diisiik oldugu
ooriildii (% 22-10) (Sekil 36).

20 -
10 -
0_

« ~\ NN A \e ‘& ¥ X
\5 L L E G & X
,o'b\ ~e\ ,\,gl-\ \~2~ \Q\Q’ & & \Q \Q \Q ‘\'z? Y@Q *'DQ

& o, < a N
R @6 Q& @ < @@ &9

Sekil 36. Achillea sivasica Ekstre ve Ucucu Yaglarmn Lipid Peroksidasyonunu inhibe Etme
Etkileri

Ugucu yag ve ekstrelerin melanogenezis prosesleri iizerine olan etkileri tirozinaz
enzimini inhibe etme etkisine gore degerlendirildi. Degerlendirme sonuglar1 kojik
asite esdeger (KAE, mg/mL) olarak hesaplandi. Ekstrelerin arasinda A. sivasica
yaprak etilasetatli, metanollii ve herba metanollii ekstreleri en etkin antitirozinaz
etki gosterdi (0.06-0.05 KAE mg/mL) (Sekil 37). A. sivasica sulu ekstrelerinin ve
ucucu yaglarin inaktif oldugu saptandi.

0,07

0,06
E 0,05 -
20,04 -
o0
x 0,01 ] I
0 A

MeOH MeOH EtAc MeOH
Herba | Cicek | Cicek Yaprak Yaprak

Sekil 37. Achillea sivasica Ekstrelerinin Tirizonaz Enzimi Uzerine Etkileri

Ekstrelerin tirozinaz enzimi lizerine gosterdigi etki incelendigi zaman, antioksidan
etkili olan ekstrelerinin ¢cogunun antitirozinaz 6zelligi ¢ogunlukla antioksidan
etkili olan ekstreler gosterdi.
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Numunelerin gosterdigi antioksidan etkileri ekstrelerde bulunan toplam fenol ve
toplam flavonoit miktarlan ile karsilastirildigi zaman aradaki korelasyon ortaya
cikti. En yiiksek miktarda toplam fenol ve toplam flavonoit tasiyan yaprak
metanollil ve etil asetath ekstreleri ayn1 zamanda en yiiksek antioksidan aktiviteye
sahip oldugu goriildii. Bununla birlikte diisiik miktarda fenol ve flavonoit igeren
sulu ekstrelerin de zayif antioksidan etkilere sahip oldugunu gorebiliriz. Bu
sonuclar ekstrelerin antioksidan oOzelliklerinin igerdikleri fenolik ve flavonoit
bilesiklerden kaynaklandigini ifade etmektedir.

51



SONUC ve ONERILER

Bu ¢aligmada Tiirkiye nin endemik bitkisi olan Achillea sivasica herba, yaprak, ve
cicek kisimlarindan konvansiyonel hidrodistilasyon yontemi ile ve modern MSD-
SPME teknigi ile ucucu bilesenler elde edilerek kimyasal kompozisyonlari
incelendi. S1vi-Sivi ekstraksiyon yontemiyle sabit yag asitleri elde edilerek metil
esterleri  kompozisyonlar1  arastirildi.  Enantiyomer ugucu  bilesiklerin
enantiyomerik oranlar1 siral kolonda analiz edilerek tespit edildi. Ugucu
bilesenlerin kompozisyonlar1 gaz kromatografik teknikler ile aydinlatildi. Bitkinin
herba, ¢icek ve yaprak ucucu yaglarinda oksijenli monoterpen bilesikler agirlikli
olarak bulundu. Ana temsilcilerin arasinda toprak iistii kisim, ¢igek ve yaprak
kisminda sirastyla a-pinen(%11.5, %9.3, %6.7) , B-pinen (%7.0, %3.0, %6.9)
saptand1. Oksijenli monoterpenler grubunda 1,8 sineol (%18, %22.1, %6.7) ve
kafur (%7.6, %4.1, %9.0) ana bilesik olarak bulundu. Seskiterpen yapidaki
bilesenler a-bisabolol (%7.5, %4.3, %6.6) , germakren D (%4.8, %3.5, %2.0) ve
B-6desmol (% 3.1, %3.9, %3.6) ile temsil edilmektedir.

MSD-SPME teknigi ile elde edilen ugucu bilesenlerde; ¢igekte (Z)-B-farnesen
%23.9 , dekanoik asit %10.1 , p-6desmol %8 ve 1,8-sineol 5.3 , yaprakta kafur
%10.2, (E)-Geranil aseton %10.5, 1,8 sineol %9.6, ve kokte ise palmitik asit
%15.1, longiverbenon %14.14 , 1-dekanol %12.5 ve nonanol %12.1 tespit edildi.

Yaglardaki bazi enantiyomer bilesenlerin enantiyomerik oranlari tespit edildi.
Yaglarda (-)-a-bisabolol ve (-)-borneol’iin saf halinde ancak o-pinen, B-pinen,
limonen, trans-pinokarveol, terpinen-4-ol igin her iki enantiyomerin de bulundugu
saptandi.

Yag asitlerden linoleik %26.9 , palmitik %22.2 ve oleik %20.9 asitler ¢igekte,
linolenik %56.2, linoleik %16.9 ve palmitik %17.3 asitler ise yaprakta yiiksek
miktarda bulundu.

Farkli polaritede ki ¢oziiciiler ile A. sivasica farkli kisimlarindan elde edilen
ekstrelerde toplam fenolik ve toplam flavonoit bilesiklerin miktar tayinleri
gergeklestirildi. Bitkinin ugucu yagi ve ekstrelerinin Bakir indirgeme antioksidan
kapasitesi ve lipit peroksidasyonu inhibe etme kapasitesi degerlendirildi.
Karsilagtirmali analiz sonucunda metanollii ve etilasetatli ekstrelerin antioksidan
aktivite gosterdigi tespit edildi. Ancak ugucu yag ve sulu ekstrelerin ¢ok diisiik
etkili oldugu saptandi. Ekstrelerin antioksidan aktivitesi ve toplam fenol ve
flavonoit miktarlari arasindaki korelasyon degerlendirildi.

Bitkinin ugucu yag ve ekstrelerinin antimelanogenezis oOzellikleri tirozinaz
enzimini inhibe etme etkisine gore degerlendirildi. Antioksidan etkili olan
ekstrelerin antitirozinaz aktiviteli oldugu gozlemlendi. Ugucu yaglarin ve sulu
ekstrelerin enzim iizerine etkili olmadig tespit edildi. Arastirma kapsaminda
Achillea sivasica wugucu bilesenleri ve sabit yag asitlerinin kimyasal
kompozisyonlari, enantiyomerik bilesiklerin oranlari, i¢erdigi toplam fenol ve
flavonoit miktarlari, antioksidan &zellikleri ve antitirozinaz etkileri ilk kez rapor
edildi.
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