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OZET

Fagopyrum esculentum MOENCH’IN DEGISIK KISIMLARININ UCUCU BILESIKLERI,
SABIT YAG VE BIYOLOJiK AKTiVITE ACISINDAN DEGERLENDIRILMESI

Bilge KARA
Farmakognozi Anabilim Dali
Saglik Bilimleri Enstitiisii, Mayis 2017
Danisman: Dog¢.Dr. Giilmira OZEK

Fagopyrum esculentum Moench bitkisinin Eskisehir-Kiitahya gecit iklimi
kosullarinda yetistirilen Giines ve Sumcanka c¢esitlerinin yaprak, cicek, sap, tohum ve kavuz
kisimlarinin ugucu bilesenleri ve sabit yag lizerinde kimyasal kompozisyon arastirmasi
gerceklestirildi. Her iki ¢esidin yaprak ve cicek ucucu yag ve metanollii ekstreleri biyolojik
aktivite degerlendirilmesine tabi tutuldu. Proje kapsaminda bitkilerin farkli kisimlarindan
hidrodistilasyon yontemi ile ugucu yaglari elde edilerek kompozisyonlar1 GC/FID ve GC-MS
teknikleri ile arastirildi.

Tiim ugucu yaglarin ortak 6zelligi, hekzadekanoik asidin (%32.7-83.6) yaglarin
profilinde dominant olmasidir. Dodekanoik ve tetradekanoik asitler de yliksek miktarda
tespit edildi. Seskiterpen bilesiklerden hekzahidrofarnesil aseton tiim yaglarda
saptanirken, trans-kalamenen (%8.3) sadece Giines ¢esidinin yapraginda tespit edildi.
Yetistirme siirecinde arazi sartlarinda HS-SPME teknigi uygulanarak canl bitkinin iirettigi
ucucu bilesenleri incelenmis olup, metil palmitat her iki ¢esitte yliksek miktarda bulundu.

Bitkinin toprakiistii kismindan Folch metodu ile sabit yag asitleri elde edilerek
kompozisyonlar1 gaz kromatografi yontemiyle arastirildi. Palmitik (%25.5), linoleik
(%17.6) ve linolenik (%25.4) asit ana bilesikler olarak saptandi. Her iki ¢esidin cicek ve
yapraklarindan metanol kullanilarak maserasyon yontemiyle elde edilen ekstrelerde
toplam fenolik ve toplam flavonoit bilesiklerin miktarlar1 spektrofotometrik olarak tayin
edildi. Ugucu yag ve ekstrelerin in vitro deneylerde serbest radikal siipiirme ve demir
indirgenme etkileri arastirilarak antioksidan aktiviteleri degerlendirildi.

Ince Tabaka Kromatografisi- Otografi ve Ellman metotlariyla ugucu yag ve ekstrelerin
asetilkolinesteraz enzimi lizerine etkileri arastirildi. Ucucu yaglarin serbest radikal
stiipirme etkisi zayif olarak (%Inh 9.5-19.9) tespit edilirken, metanollii ekstrelerin ytiksek
aktivite (ICsp 0.019-0.173 mg/mL) gosterdigi saptandi. Yaprak ugucu yaglarin en etkin (%
Inh. 63.9-65.8) sekilde AChE enzimini inhibe ettigi tespit edildi.

Anahtar kelimeler: Fagopyrum esculentum, Ugucu yag, Yag asitleri, Aktivite, GC-MS.



ABSTRACT

INVESTIGATION of Fagopyrum esculentum Moench for ESSENTIAL OILS, FATTY
ACIDS and BIOLOGICAL ACTIVITY

Bilge KARA
Department of Pharmacognosy
Institute of Health Sciences, May 2017

Supervisor: Assoc. Prof. Dr. Giilmira OZEK

Chemical compositions of volatiles and fatty acids from leaf, flower, stem, seed and
hull parts of Gunes and Sumcanka sorts of Fagopyrum esculentum Moench. grown in
transition climate of Eskisehir-Kutahya region, were investigated. The leaf and flower oils
and methanol extracts from the both plant sorts were subjected to evaluation for biological
activity tests. In scope of the project, the essential oils were obtained with hydrodistillation
method from different plant parts. GC/FID and GC-MS techniques were applied for
investigation of the chemical compositions. Hexadecanoic acid (%32.7-83.6) predominated
in the profile of all the oils tested.

Dodecanoic and tetradecanoic acids were also detected in high amounts.
Sesquiterpene hexahydrofarnesyl acetone was detected in all the oils, while trans-
calamenene was (%8.3) found only in the leaf oil of Gunes sort. During growing in field
conditions the volatiles produced by the live plants were investigated with HS-SPME
technique.

The fatty acids were obtained with Folch method from the plant aerial parts and
investigated by gas chromatographic techniques. Palmitic (%25.5), linoleic (%17.6) and
linolenic (%25.4) acids were found as the main constituents. The flower and the leaf extracts
were obtained from two buckwheat sorts by maceration technique and the total phenolic
and total flavonoid contents were evaluated spectrophotometrically. The essential oils and
extracts were evaluated in vitro for antioxidant activity using free radical scavenging and
ferric reducing antioxidant capacity assays.

The effects of the oils and extracts on AChE enzyme were investigated by using TLC-
autography and Ellman’s methods. Free radical scavenging effect of the oil was found as
weak (%Inh 9.5-19.9), while the extracts demonstrated significant activity (ICso 0.019-
0.173 mg/mL). The leaf oils were found to be the most effective inhibitors of AChE enzyme
(% Inh. 63.9-65.8).

Keywords: Fagopyrum esculentum, Essential oil, Fatty acids, Activity, GC-MS.
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1. GIRIS VE AMAC

Sentetik ilaclarin insan viicudunda birakmis oldugu yan etkiler ve viicutta
meydana gelen birikimi g6z onlinde bulundurularak Diinya capinda bitkisel,
hayvansal ya da mikrobiyolojik, dogal kaynakli etken maddelere ilgi duyulmaya
baslanmistir [1]. Gintimiizde diyetle birlikte alinan bitkilerin icerdigi sekonder
metabolitlerin de sagligimizi etkiledigi artik bilinmektedir. Hem insan viicuduna
faydali etken maddeleri iceren, hem de gida olarak kullanilabilen bitkilerin
arasinda misir [2], soya fasulyesi [3], yesil cay [4], lizlim, karadut [5] ve nar [6]
gibi bitkiler 6rnek teskil etmektedir. Son zamanlarda yapilan arastirmalar

sonucunda karabugday da bu listede yer almaya hak kazanmistir [7].

Fagopyrum esculentum Moench. tiirli 18'inci yiizyildan beri kiiltiire alinan
bir bitki olmasina ragmen zamanla beslenme aliskanliklarinin, yerini patates ve
pirince birakmasiyla iini azalmistir [8]. O dénemde Kkiiltiire alinan tiirler
arasinda, karabugdayin bir Kuzukulagigiller (Polygonaceae) familyas1 lyesi
olarak insan beslenmesinde biiyiik 6l¢tide yer aldig1 goriliir [9]. Bir tahil gibi gida
olarak kullanilmasina ragmen tahil familyasina (Poaceae/ Gramineae) ait
degildir [10]. Tahil gruplar1 tek ¢enekli bir yapiya sahipken, karabugday cift
cenekli bir bitkidir [11].

F. esculentum genellikle Japonya, Kore, Cin'in kuzey ve merkezi bolgeleri
gibi Asya ilkelerinde daha fazla yetistirilirken, Avrupa, ABD, Kanada, Brezilya,
Giiney Afrika ve Avusturalya gibi genis bir cografyada da tarimi yapilmaktadir
[12].

Tiirkiye’de ise 2014 yilinda Konya Bahri Dagdas Uluslararas1 Tarimsal
Arastirma Enstitiisii Miidiirliigli biinyesinde yapilan kiltiire alma ¢alismalariyla
"Glines" cesidi 1slah edilmistir. Bu c¢esit, cok fazla sulama gerektirmeyen, diger
bitkilere gore soguga nispeten toleransl olsa da donmaya kars: hassas ve her
tiirlii toprakta kolayca yetisebilecek 6zelliklere sahiptir [13]. Bir¢cok tlkede
karabugday temel besin listesinde yer almaktadir. FAO (Food and Agriculture
Organization, Gida ve Tarim Orgiitii) verilerine gére karabugdayin tarimi basta
Rusya olmak tizere pek ¢ok tilkede yapilmaktadir [14]. En fazla ekimi yapilan ilk

10 tlkenin listesi Cizelge 1.1'de verilmistir. Orijinini Giliney Cin'in daghk



kesimlerinden alan bu cins diinyanin cesitli bolgelerinde de yetistirilmekte ve

gida olarak tiiketilmektedir [15].

Cizelge 1.1. Karabugday yetistiriciligi yapan ilk on iilkeye ait veriler

No Ulke Ekim alam (ha) Verim (ton)
1 Rusya 712,047 700,000
2 Cin Halk Cumhuriyeti 708,000 661,764
3 Ukrayna 136,700 167,440
4 Fransa 30,100 111,300
5 Polonya 62,710 83,499
6 ABD 78,000 83,000
7 Brezilya 49,000 64,000
8 Kazakistan 64,600 46,500
9 Litvanya 37,400 35,600

10 Japan 59,900 31,100

Glutensiz bir gida kaynagi olmasi, son zamanlarda karabugday1 giindeme
tasimistir. Gluten bir proteindir ve gliadin adh alt bir fraksiyonu, ¢olyak
hastaligina sebep olmaktadir. Bu hastalikta ince bagirsak glutene karsi omir
boyu hassasiyet gostermekte, villuslarin tahribi sonucu vitamin ve minerallerin
emilimi saglanamamaktadir. Tek tedavisi gliitensiz beslenmedir. Bu sebeple
karabugday danesi ve unundan yapilmis gidalar Coélyak hastaligi tanis1 konmus
kisiler icin vazgecilmez bir beslenme kaynagidir. Tiirkiye’de Colyak hastalarinin

sayis1 yaklasik 700.000 kisidir [16, 17].

Seker hastalig1 (diyabet) da diinyanin biitiin bolgelerinde yanlis beslenme
aliskanlhiginin yayginlasmasi sonucu hizla artis gosteren ve insan saghgi icin ciddi
tehdit olusturan hastaliklardan biri olarak karsimiza ¢ikmaktadir. Diyabet ve ona
ait komplikasyonlarin kontrol ve tedavisinin ¢ogunlukla kimyasal ya da
biyokimyasal ajanlara bagh oldugu belirtilmektedir [18]. Insiiline bagli olmayan
diyabet hastaliginin tedavisinde énem arz eden fagopiritoller grubu sebebiyle,
diyette kullanilan bazi bugday unlarinin karabugday unu ile degistirilmesi 6nem

tasimaktadir [19].


https://en.wikipedia.org/wiki/China
https://en.wikipedia.org/wiki/Ukraine
https://en.wikipedia.org/wiki/Japan

Calismanin amaci, Tiirkiye’nin tescilli Giines ¢esidi ile Kazakistan'in tescilli
Sumcanka ¢esidini Eskisehir sartlarinda yetistirilip, icerdigi sabit yag ve ugucu
bilesenlerinin kompozisyonunun incelenmesi ve ugucu bilesenlerinin

antioksidan ve antikolinesteraz etkilerinin arastirilmasidir. Bundan yola ¢ikarak,
Eskisehir Camlica koyii bolgesinde Giines ve Sumganka cesitlerinin yetistirilmesi,

Bu iki ¢eside ait bitkilerin ¢icek agma asamasinda tarladayken tepe boslugu kati

faz mikro ekstraksiyon (HS-SPME) teknigi ile ugucu bilesenlerinin arastirilmasi,

Hasat edilmis bitkilerin ucucu bilesenlerinin mikro buhar distilasyon-kat1 faz

mikroekstraksiyon (MSD-SPME) teknigi ile arastirilmasi,

Hasat edilmis bitkilerin ucucu bilesenlerinin konvansiyonel hidrodistilasyon

teknigi ile arastirilmasi,
Her iki cesidin degisik organlarinin icerdigi sabit yag profilinin arastirilmasi,

Her iki c¢esidin degisik organlarindan elde edilen ugucu yaglarin antioksidan

etkilerinin arastirilmasi,

Her iki ¢esidin degisik organlarindan elde edilen ugucu yaglarin antikolinesteraz
etkisinin arastirilmasi hedeflenmistir.

Calismada cesitlerin farkl kisimlar1 arastirma kapsamina alinmistir. Bu
calisma Giines ¢esidinin ugucu ve sabit yaglar tizerinde yapilmis ilk fitokimyasal
calisma niteligini tasimaktadir. Arastirma kapsaminda, ana iirtiin olan tohumun
disinda yaprak, cicek, sap ve kavuz gibi atik materyal olarak goriilen kisimlarin

da katma deger saglayabilecek niteliklerinin arastirilmasi1 amac¢lanmistir.



2. KAYNAK BILGISI
2.1. Botanik Bilgiler
2.1.1.Polygonaceae familyasi

Gintiimiizde yaklasik 1000 kadar tiirii igeren agirlikli olarak iliman iklimde
yetisen bir familyadir [20]. Polygonaceae familyasi tibbi olarak kullanilan ravent
(Rheum officinale Baill., R. coreanum Nakaive R. palmatum L.) ve boya maddesi
olarak kullanilan Japon c¢ivit otu (Polygonum tinctorum Ait.) gibi pek ¢ok faydali
bitkiyi icermektedir [21]. Polygonaceae, 49 cins ve yaklasik 1200 tiir iceren,
kozmopolit bir dagilima sahip, agirlikli olarak otsu bitkilerden olusan bir
familyadir. Familyanin 6énemli bir b6liimi iliman Kuzey Amerika, Avrupa ve
Giineydogu Asya'da iken az bir kismi da Giiney Amerika, Karayipler, Afrika ve
Avustralya'da temsil edilir. Tropikal bolgelerdeki tliyeleri de cogunlukla odunsu

calilar, agaclar veya sarmasiklardan olusur [22].

Tiirkiye’de 8 cins ve 70 tiirle temsil edilen Polygonaceae familyasinin
endemizm orani Tirkiye icin %18.9'dur [23, 24].

Polygonaceae bitkileri, bir veya iki evcikli otsular, ¢alilar, tirmanicilar,
nadiren agaglardan olusmaktadir. Baz tiirleri siis bitkisi, baz tiirleri ise sebze
olarak kullanilmaktadir [24].

Polygonaceae genellikle "okrea" denilen yapilarla diger familyalardan ayirt
edilmektedir [25]. Polygonaceae cicgekleri, birlesmis bes veya alt1 canak yapraga
sahiptir. Stamenler genellikle sekiz ya da dokuz tane olup, meyve merceksi veya
¢ koseli aken (Sekil 2.1) seklindedir ve endosperm mevcuttur. Diiz ya da egri

olabilen embriyonun kokeiigli tohumun merkezden uzak ucunda baglanmistir

[26].
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2.1.2. Fagopyrum cinsi

Karabugday bitkisi “cymosum” ve “urophyllum” adh iki gruptan olusan
Fagopyrum cinsine (Polygonaceae familyasi) aittir [27]. Cin ve Orta Asya kokenli
tek yillik otsu bir bitkidir ve yaklasik 19 tiirden olusur. Kii¢lik, riizgarla tozlasan
karabugday cicekleri, kiimeler halinde tasinir. Genellikle ¢icek iki eseyli olup, 3
ila 5 adet sepal ve tepal, 6-9 stamen ve tek bir pistil olmak lizere degisken sayida
parcalardan olusur. Birlesmis karpellerin olusturdugu tist durumlu ovaryum,
daha sonra aken tipi meyveyi verecek olan tek bir oviil ile bir cember (lokiil)

olusturur [28].

2.1.3. Fagopyrum esculentum Moench tiiri

Bitkinin herbasi tek yillik, sap kismi yesil veya kirmizi (olgun haldeyken),
dik ve 30-90 cm uzunlugundadir. Meyvesi, icinde tek bir tohum barindiran, koyu

kahverengi veya siyah renkteki sert bir kavuzla kaph akendir [29].

Bazi arastirmalar [30, 31] kiiltiire alinan karabugdayin giiney-bati Cin
kaynakli oldugunu ileri siirmiislerdir, ancak bu konuda anlasmazliklar yasanmis

ve ortaya 3 adet hipotez ¢ikmistir.

Bunlardan ilki iki yillik F. cymosum'un kiiltiire alinmis karabugdayin atasi
oldugunu ve F. cymosum'un taksonomik olarak F. esculentum ve F. tataricum’la
¢ok yakin akraba oldugunu savunur [32]. Bu hipotez morfolojik bulgularla da

desteklenmektedir.

ikinci hipoteze gére; F. cymosum ve F. esculentum'daki heterostili ve
gelismis nektar salgi bezi yapisi avantajli karakterlerdir. Bu sebeple evrim
slirecinde su an nesli tiikenmis olan, bu iki tiiriin kokeni olabilecek homostil ilkel
bir tiirden dogal secilim yoluyla secilerek giiniimtize gelmis olabilir [31].

Ugiincii hipoteze gore de F. cymosum, F. esculentum ve F. tataricum, kiiltiire
alinmis karabugdayin atasi olamayacak kadar uzak akrabadirlar. Bununla birlikte
F. esculentum'un yabani formunun bahsedilen ilkel ata olabilecegi [30] teorisi
mevcuttur. Karabugdayin ilkel formu ve kiiltiire alinmis formu arasinda biiyiik
bir yakinlik vardir fakat kiltlire alinmis giinlimiiz karabugdayinin daha ilkel, bir

baska yabani atasi olma ihtimali de vardir.



F. esculentum, nemli, serin iklimi seven tek yillik bir bitkidir. Orta Asya
kokenli bir bitki olup, Cin ve diger Dogu iilkelerinde ekmeklik un yapiminda
kullanilmak iizere kiiltiire alinmustir. Iyi toprakta diger tahil iiriinlerine gére daha
az verimlidir fakat ¢ok zayif ve kotu siiriilmiis topraklara bile adapte olabilme
yetenegine sahiptir. Tohumdan ¢iceklenme evresine gecisi sadece 4-5 hafta alir
ve bu ozelligiyle en hizli gelisen yesil giibre bitkilerinden biridir. Yabanci otlari
baskilamak i¢in kullanildig1 gibi topragin baglanmasina yardimci olarak
erozyonu engeller [33].

Iyi bir yesil giibre bitkisidir ve toprak dokusunu gelistirir. Karabugday
ayrica kok bolgesindeki fosfor ve mikrobesin kullanilabilirligini artirarak topraga
ekilecek bir sonraki {iriin i¢cin de toprag hazirlar. Cabuk olgunlasan bir bitki

oldugu icin ge¢ sezon bitkisi olarak yetistirilebilir [34].

2.2. Kimyasal Bilgiler

F. esculentum bitkisi icerdigi bitkisel lif, B1, B2, Bs ve E vitaminleri ile besin
degeri yiiksek bir psddotahildir. Karabugdaydaki proteinlerin profili zengin ve
dengeli aminoasitlerden olusmaktadir. Diger bitkisel kaynakli aminoasitler
icinde sinirli olan lizin ve arginin aminoasitleri bakimindan zengindir. Mineral
profili bakimindan da zengin bir icerige sahip olan karabugdayda insan
metabolizmasinda 6énemli islevlere sahip olan fosfor, demir, ¢inko, potasyum,
selenyum ve magnezyum bulunmaktadir [35]. Icerigindeki fitokimyasallar (rutin
ve kersetin) ile de 6nemli bir besin kaynagidir. Antienflamatuar, antikarsinojenik
etkileri yaninda kan damarlarina etki ederek hemorajik sorunlari ve ddem

olusumunu engelledigi ve yliksek kan basincini diistirdiigii rapor edilmistir [36].

Tohum kilifi, karabugday ununun rengini koyulastiran yesil ya da bronz
renktedir. Tohum unlu bir endosperm icerir. Ham protein icerigi %18'dir ve bu
proteinlerin biyolojik degeri %90'in iizerindedir [37]. Basta lizin, treonin,
triptofan ve siilfiir iceren aminoasitler olmak ilizere tiim temel aminoasitleri
yliksek konsantrasyonda icerir [38]. Demir (60-100 ppm) ve ¢inko (20-30 ppm)
bakimindan zengindir [39]. Bitki ayrica rutin (10-200 ppm) ve tanen (%0.1-2)



gibi antioksidan etkili fenolik bilesikleri icerir [19]. Gen¢ yapraklar sebze olarak

yenir ve saplari si8ir beslemek icin kullanilir.

Web of Science veritabanina gore, Diinya’da F. esculentum tizerinde

yapilmis fitokimyasal ve biyolojik aktivite arastirmalarin sayisi belirgin artis

gostermistir [40, 41] (Sekil 2.2).
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Sekil 2.2. Son 10 y1l Icerisinde F. esculentum ile ilgili Yapilmis Fitokimyasal (a) ve

Biyolojik Aktivite (b) Arastirmalarinin Sayisi

Diinya’da ve iilkemizde F. esculentum tiiri Uuzerine bir¢cok kimyasal

aydinlatma c¢alismasi rapor edilmistir. Bu ¢alismalarin bir kismi bitkinin ¢esidi,

calisilan kismy, yetistirildigi tilke ve icerdigi madde grubu dikkate alinarak Cizelge

2.1’de 6zetlenmistir.

Cizelge 2.1. F. esculentum Fitokimyasal Bilgileri

Calisilan Toplama
Vaéz eitte/ Bitki Ana Bilesikler (%) Yeri K
3 Kismi (Ulke)
Ust . . Saks1
cicekler UB: cis-3- Hekzenil asetat bitkisi [42]
UB: Salisil aldehit, fenilasetaldehit, decadienal,
Tohum nonenal, dimetilhidroksifuranon Slovenya | [43]
AA: dl-Alanil-1-16sin (%9,92)
Dawon .
UB: 1-Hekzadekanol (%9,83), fitol (%6,85)
AA:(2-Aziridiniletil) amin (%35,8), dl-alanil-1-
Sewon 16sin
- 1- 0,
Filiz UB: 1-Hekzadekanol (%10,8) Kore [15]
Yangjeol AA: (2-Aziridiniletil) amin (28,5), dl-alanil-1-16sin
AA: dl-Alanil-1-16sin (16), 2-aziridiniletil amin
Yangjeol (12)
2 UB: Fitol (16), 1-hekzadekanol (9,1)




Cizelge 2.1. (Devam) F. esculentum Fitokimyasal Bilgileri

Varyete/ Galsilan R Toplama
Cesit ll(3llstrll<11l Ana Bilesikler (%) Yeri (Ulke) K
Kitawase UB: Fitol (15), 1- hekzadekanol (11) Japonya
Fili AA: di-Alanil-1-16sin (13) [15]
i iliz
ComArrslie;aal S: Etiliso-allosolat (13) Seul, Kore
UB: Fitol (11),1- hekzadekanol (19)
SI:OI:/’e Gek
Pyra p UB: Ojenol, koniferil alkol, 3,4,5-trimetoksifenol | Cumhuriye | [44]
Yaprakl "
ar
i Un SYA: P.alml.tlk asit, stearik asit, oleik asit, Leskofca | [45]
Linoleik asit
Tohum,
. . . . . . . Konya,
Glines Sap ve |SYA: Oleik asit, linoleik asit, palmitik asit 1k [46]
Tirkiye
Herba
Cigek,
Lileija | Y2P"K | B Rt Winterthur |
Sap ve , Isvicre
Tohum
. AA: Glutamik asit (17,65), arginin (8,55), Kuzey
Siva i ’ S
Tohum aspartik asit (8,22) Ljubljana [37]
Bednia 4n AA: Glutamik asit (17,77), arginin (9,00), Slovenya/
) aspartik asit (8,50), Hirvatistan
Tohum UB: Oktanal, (E,E)-2,4-heptadienal, (E)-2-
4 desenal, (E,E)-2,4-dekadienal ) 48
Kavuz UB: (E)-2-hekzenal, heptanal, (E,E)-2,4- [48]
hekzadienal, fenilasetaldehit a.-bisabolol
Un F: Katesin (0.23), epikatesin (0.86), epikatesin Nagano, [49]
- gallat (0.52), rutin (0.68) Japonya
_ Un P: Globulin Japonya | [50]
SYA: Linoleik asit (39), oleik asit (37), palmitik
Unve |asit(15.6) Dolenjska [38]
- Kepek | AA: Glutamin, arjinin, asparajin, lizin Slovenya
V: Tiamin (B1), riboflavin (B2), piridoksin (B6)
Pyra
Emka ve Tohum | F: Skualen, a-tokoferol, epikatesin, rutin Prag, Gek [51]
i Cumbh.
Krupinka
Kavuz,
Kepek, | D: D-fagomin ve onun diastereomeri olan 3,4- ispanya | [52]
- Un, |di-epi-fagomin pany
Yaprak
Koto F: Rutin (0.017)
Mancan F: Rutin (0.025)
Un Kanada [53]
Manizoba F: Rutin (0.018)
Koban F: Rutin (0.020)
Siva Un  |F:Rutin (0.006) Ljubljana, 5,
Slovenya
F: Rutin, orientin, viteksin, kersetin, isoviteksin
Kavuz . N Palikii
Hruszowska ve isoorientin alikije, [55]
C . Polonya
Tohum | F: Rutin, isoviteksin




Cizelge 2.1. (Devam) F. esculentum Fitokimyasal Bilgileri

Varyete/
Cesit

Calisilan
Bitki
Kismm

Ana Bilesikler (%)

Toplama
Yeri
(Ulke)

Iwate zairai

Kavuz

D: Aromadendrin-3-0-D-galaktosit ve taksifolin-
3-0-D-ksilosit

Filiz

F: (-)-Epikatesin, (-)-epikatesin-3-0-p-
hidoksibenzoat, (-)-epikatesin-3-0-(3,4-di-O-
metil)-gallat, (+)-katesin-7-0-glukosit

Japonya

[56]

[21]

Manor

Kepek

V: Fagopiritol Al ve B1, B2 ve B3 (D-siro-inositol
tiirevi)

V: Fagopiritol A2, A3, B2 ve B3 (D-siro-inositol
tiirevi)

Hollanda

[57]

[58]

Tohum

UB: Olean-12-en-3-o0l ve urs-12-an-3-ol,

SYA: 6-hidroksistigmasta-4,22-dien-3-on, 23S-
metilkolesterol, stigmast-5-en-3-ol, stigmast-
5,24-dien-3-ol ve trans-stigmast-5,22-dien-3-ol
S: 6-Hidroksistigmasta-4,22-dien-3-on,
23S-Metilkolesterol, stigmast-5-en-3-ol, stigmast-
5,24-dien-3-ol ve trans-stigmast-5,22-dien-3-ol

Cin

[59]

Tohum

UB: 2,5-Dimetil-4-hidroksi-3(2H)-furanon, (E, E)-
2,4-dekadienal, fenilasetaldehit, 2-metoksi-4-
vinilfenol, (E)-2-nonenal, decanal, hekzanal ve
salisilaldehit

Slovenya

[43]

Bal

UB: 3-Metilbiitanal, 3-hidroksi-4,5-dimetil-
2(5H)-furanon, (E)-B-damassenon ve 3-
metilbiitanal

Ingiltere

[60]

Kavuz

SYA: 6,7-Dihidroksi-3,7-dimetil-okta-2(Z),4(E)-
dienoik asit, 6,7-dihidroksi-3,7-dimetil-okta-2(E),
4(E)-dienoik asit, 4,7-dihidroksi-3,7-dimetil-okta-
2(E),5(E)-dienoik asit

Kore

[61]

AA: Aminoasit; F: Fenolik Bilesik; S: Steroid; SYA: Sabit Yag Asidi; UB: Ugucu Bilesik,
V: Vitamin D: Diger

Karabugdayla ilgili, Avrupa farmakopesi ve Ingiliz farmakopesinde

monograflar mevcuttur [62-64]. Drog olarak herba ve cicekleri kullanilmaktadir.

Kalite analizi i¢in drogtan hazirlanmis tentiir (veya alkollii ekstre) lizerinde ince

tabaka kromatografisi (ITK) uygulanir.

Miktar tayini olarak toplam flavonoit miktar tayini yapilir ve sonuglar

rutin ekivalani olarak hesaplanir. Bu yontemde flavonoitlerin aliminyum Klortir

(AICl3) ile olusturdugu kompleksin (sar1 renkli) absorbansi spektrofotometrik

olarak 6lciiliir. Olusan kompleks Sekil 2.3’'te gosterilmistir.




Sekil 2.3. Rutin’in AICI;s ile Olusturdugu Kompleks

D-Fagomin, bir gida takviyesi veya fonksiyonel gida bileseni olarak
kullanildiginda insiilin direnci gelistirme, asir1 kilo alma ve potansiyel olarak
patojenik bakterilere karsi direngsizlik risklerini azaltabilen bir iminosekerdir ve
bu sekere ilk olarak karabugdayda rastlanmistir [52]. Iminosekerler, seker
halkasindaki endosiklik bir oksijen atomunun yerine bir azot atomunun

gecmesiyle olusan, biyolojik 6neme sahip molekiillerdir [65].

D-Fagomin iminosekerinin kimyasal yapisi Sekil 2.4’de gosterilmistir.

H
N WOH

A
[j\OH

OH
Fagomin

Sekil 2.4. D- Fagomin’in Kimyasal Yapisi

2.3. Biyolojik Aktivite Bilgileri
2.3.1. Fagopyrum tiirlerinin halk arasindaki kullanimi

F. esculentum bitkisi yaygin bir halk ilaci olarak kullanilmaktadir.
Yapraklarinin demir kaplarda kaynatilarak anemi hastalarina verildigi
bildirilmistir. Bu sekilde hazirlanmis yapraklar kronik kabizlik sikayetlerinde de
iyilestirici oldugu distintlerek tiketilmistir [66]. Toprak isti kisimlar

hemorajik sikayetlerin tedavisinde ve hipertansif hastalar i¢cin kullanilmistir [67].

Bununla birlikte, F. esculentum biiyiik ve kabugu kolay ayrilan bir meyvesi

olmasi ve hos tadi sebebiyle gida olarak en ¢ok tiiketilen karabugday tiirtidiir
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[68]. Genellikle Hint alt kitasinin bircok boélgesinde yaprakli bir sebze olarak
yetistirilmektedir [69]. Yapraklar ve genc siirgiinleri haslanir ve 1spanak gibi
tiiketilmektedir. Perispermleri, gaz tesislerinde yakit olarak kullanilabilir.
Govdesinden hazirlanan bir boya, tekstil kumaslarinda kullanilir [70]. Diisiik
verimli topraklarin yenilenmesi i¢in yesil bir giibre mahsulii olarak yararhdir
cunki bu topraklarda iyi yetiserek kisa stirede bir yesil giibre mahsuli tiretir.
Yetistirildigi toprak dokusunu gelismeye tesvik eder ve nadas mahsuliiniin
lretimini arttirir, ayni zamanda biyolojik miicadelede yabanci bitkilerin

gelisimini engelleyici bir mahsul olarak da kullanilir [69, 71].

Farkl iilkelerde ¢ok sayida farkl preparatlar iginde tiiketilir. Japonya'da
cogunlukla “soba” adinda bir eriste olarak tiiketilir [69]. Yaprak unu, baz1 gida
triinlerine (dondurma) katki maddesi olarak Japonya'da kullanilir [72]. Rusya ve
Polonya'da kabuksuz yemisleri ve unu, piire ve ¢orba yapmak i¢in kullanilirken,
Isve¢'te cogunlukla balifin yaninda tiiketildigi, Cin'de ise karabugdayin sirke
tretimi icin kullanildig1 bildirilmistir. Glineydogu Asya'da karabugday, bircok
engebeli alanda vazgecilmez bir besin haline gelmistir. Avrupa ve Kuzey
Amerika'da karabugday unu genellikle krep, biskiivi, eriste hazirlamak icin

bugday unu ile karistirilir ve bir et dolgu maddesi olarak kullanilmaktadir [69].

Dogu Avrupa'da “kasha” adinda bir c¢esit karabugday pilavi
hazirlanmaktadir. Kabuksuz meyveleri Amerika Birlesik Devletlerde kahvaltilik
misir gevregi olarak tiiketilmektedir [73]. Karabugday ciceklerinden hazirlanan
cay, en yiiksek rutin icerigini gostermistir [74]. Karabugdayda nektar genellikle
bolca iretilerek ya cicek tabani, salgl bezleri ya da papilla yoluyla disari
verilmekte ya da disi organdan salgillanmaktadir [26, 75]. Bu sebeple

Polygonaceae'nin pek ¢ok tiirii bal iiretimi icin degerlendirilmektedir [76, 77].

2.3.2. Fagopyrum tirleri iizerine yapilan biyolojik aktivite arastirmalari

Fagopyrum tirlerine ait yapilmis ¢alismalardaki biyolojik aktiviteler

Cizelge 2.2’de 6zetlenmistir.
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Cizelge 2.2. Fagopyrum esculentum Ttirtintin Biyolojik Aktivite Calismalari

Tiir Ekstre tipi Kullanilan kismi Aktivite Kaynak
Hipokolesterolemik,
FE Distile Su Tohum Antitimor, Antiobez ve [78]
Kabizlik giderici
FE %30 Etanol Herba Antioksidan, Fotoprotektif [79]
FE %50 Etanol Tohum Antidiyabetik [80]
FE %80 Etanol Kok, Sap, Yaprak, Antioksidan 181]
Herba
FE, FT Metanol Un Antigenotoksik [82]
FE %100 Soguk Metanol Un Anti-alerjik [83]
FE %90 Metanol Cicek, Sap"Y aprak Antioksidan [84]
ve Kok
FT n-Hekzan Un Anti-timo6r [85]
FT %70 Etanol Un Antifatik [86]
Tohum. Sap ve Noroprotektif, Antitirozinaz
FE Etil Asetat ve Etanol Hei’bap ve Antioksidan, Radikal [46]
supuricu
FE FT Antioksidan, Antikolesterol,
’ %80 Metanol Tohum Antihipertansif, [53]
ve FH . .
Antihemorajik
. Un, Yaprak, Cicek,
FE, FT Suvg “Sodyum Ll Tohum, Sap, Antihipertansif [87]
Silfat (SDS) r
Filizler, Makarnasi
FE Su Tohum Antikanser [88]
FE Etil asetat, Biitanol Filiz Antikanser [89]
Aseton, Biitanol, 96%
FE Etanol, Etil asetat, Un Antioksidan [90]
Metanol
FE %70 Etanol Filizler Antienflamatuar, Antikanser [91]
FE %70 Etanol Filizler Hepatoprotektif [92]

FE: F. esculentum, FH: F. homotropicum, FT: F. tataricum

Insiilin bagimh olmayan (Tip II) diyabet semptomlarinin azaltilmasinda D-

siro-inositol ile diyet uygulanmasi etkili olmaktadir [93]. Karabugday D-siro-

inositolii dogal olarak iiretmektedir. Karabugday ununun ya da karabugday

unuyla yapilmis yiyeceklerin gida olarak tiliketilmesinin, kan ve idrar sekerini

diisturerek hipoglisemik etki olusturdugu belirtilmistir [94, 95].

Tahil iceren besinlerden kaynaklanan bir hastalik olan ¢élyak hastaliginin

tedavisinde glutensiz gidalar hayati bir 6nem tasimaktadir. Hastaligin klasik

semptomlari yetersiz biiylime, kilo kaybi, malniitrisyon, diyare, steatore (yagin

sindirimi ve emiliminde bozukluk) ve bireye 6zgii olarak gelisebilen davranis
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bozukluklari, anemi ve soguk alginhig gibi diger belirtilerdir [96]. Hastaligin asil
sebebi; bir protein olan gluteni meydana getiren amino asit gruplarindan biri
olan “gliadin”i, kisinin ince bagirsaklarindaki villuslarin yabanci madde olarak
gorerek bir cesit alerji meydana getirmesidir. Glutenli yiyecekler tiiketildiginde
bagirsak mukozasinda meydana gelen bu alerjik reaksiyon villuslarin tahrip
olmasina ve azalip kiigiilmesine sebep olmaktadir. Boylece bagirsak ytzolgiimii
gittikce azalmakta ve alinan gidalar emilemez hale gelmektedir. Beslenme
yetersizligi sonucunda hastalik belirtileri ortaya ¢cikmaktadir. 2014 yili itibariyle
bilinen tek tedavi yontemi glutensiz diyettir. Bu konuda da karabugday ve ondan

imal edilen tlirtinler biiyiik 6nem tasimaktadir [16, 17].

Karabugday ayrica tarimsal alanda da 6nemli bir bitkidir. Allelopatik
etkileri sayesinde tarlalarda ayrik otu (Agropyron repens L.)'nun gelisimini
baskilar [97]. Karabugdayda bulunan allelopatik yonden aktivite gosteren
muhtemel bilesikler arasinda palmitik, stearik, arasidik ve behenik asitler [98] ile
fagomin, 4-piperidon, 2-piperidin metanol [99], ferulik, kafeik, klorojenik ve
gallik asit, katesin [99, 100], rutin [97, 101] ve kaprolaktam [102] oldugu

belirtilmistir.

2.3.2.1. Antioksidan aktivite arastirmalarinin 6nemi

insan viicudu, serbest radikallerin ve diger oksidanlarin zararh etkilerine
kars1 koruyan, dogal enzimatik ve enzimatik olmayan antioksidan savunma
sistemlerine sahiptir. Serbest radikallerin kanser [103], kardiyovaskiiler
hastaliklar [104], sinirsel bozukluklar [105], Alzheimer hastaligi [106], hafif
kognitif bozukluklar [107], Parkinson hastaligi [108], yaslanma [109] ve
ateroskleroz [110] gibi ¢cok sayida hastaliga neden oldugu bir¢ok ¢alismalarda

rapor edilmistir.

Viicudumuzdaki ve besinlerdeki lipit, protein, karbonhidrat ve niikleik
asitler i¢c ve dis etkenler sebebi ile oksidasyona ugrayabilir. Meydana gelen
oksidasyon sonucunda canli organizma i¢in zararli olabilecek oksidasyon
triinlerinin olusmasina “oksidatif stres” denilmektedir. Oksidatif stresin

sebebinin reaktif oksijen ve azot tiirleri oldugu bilinmektedir [111].
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Oksidatif stres altinda, vicudumuz enzimatik antioksidanlardan
(stiperoksit dismutaz (SOD), glutatyon peroksidaz (GPx) ve katalaz gibi) ve
enzimatik olmayan antioksidanlardan (askorbik asit (vitamin C), a-tokoferol
(vitamin E gibi) daha fazla reaktif oksijen tiri (ROT) (siiperoksit anyon
radikalleri, hidroksil radikalleri ve hidrojen peroksit vs.) liretmektedir. Bu

dengesizlik, hiicre hasarina ve saglik sorunlarina yol agmaktadir [112, 113].

Bu sorunun bir ¢ézimu dogal bitki kaynaklarinda bulunan antioksidan
bilesikler olabilir [114]. Her ne kadar biitilatlanmis hidroksitoluen (BHT) ve
butile hidroksianisol (BHA) gibi sentetik antioksidanlar gida endiistrisinde
antioksidan olarak yaygin sekilde kullanilmaktaysa da bu tip sentetik
antioksidanlarin karaciger hasarindan ve kanserojenezden sorumlu olabilecegi

tespit edildigi icin dogal antioksidan kullanimina olan ilgi artmistir [115, 116].

Antioksidan grubu altinda kaynak, yapisal ve fonksiyonel olarak cok ¢esitli
bilesikler bilinmektedir. Endojenik ve ekzojenik, hayvansal ve bitkisel, serbest
radikal siiptiriicti, zincir kirici, peroksitleri inaktif hale getiren, agir metallerle
selat olusturan bir¢ok antioksidan madde grubu bildirilmistir. Diyet
antioksidanlarinin bol miktarda alinmasiyla serbest radikallere karsi koruma
saglanabilecektir. Antioksidan iceren gidalarin tiiketilmesinin, hastaliklarin
Onlenmesinde biiyitk o6nem tasidigini  gosteren arastirma sonuclari

yayimlanmistir [117].

2.3.2.2. Antikolinesteraz aktivite arastirmalarinin énemi ve Alzheimer

hastalign

Alzheimer hastalig1 genellikle yaslh insanlari etkileyen demansin en yaygin
nedeni olarak karsimiza ¢ikmaktadir. Hastalik ilerledik¢e insanlar hatirlama,
iletisim kurma, a¢ik diisiinme ve her zamanki giinliik faaliyetleri yapma olanagini
kaybetmektedirler. Davranislar1 veya kisilikleri de degisebilmektedir. Siddetli
Alzheimer hastaliginda, hastalar kendi bakimlarini yapma olanagin
kaybedebilmekte ve tam zamanl bakim destegi gerektirmektedirler. Belirtiler,
kolinerjik noéron adi verilen beynin sinir hiicresinin kaybedilmesinden

kaynaklanmaktadir. Asetilkolinesteraz inhibitorleri, sinaptik yariklara salinan
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asetilkolinin pargalanmasin1 geciktirerek ve kolinerjik sinir iletimini
artirmaktadir. Rivastigmin, galantamin ve donepezil dahil olmak iizere birgok
bagka asetilkolinesteraz inhibitori etki alanlarinin daha genis ve yan etkilerin
gorilme sikliginin az olmasi1 agisindan Alzheimer tedavisinde Onem arz

etmektedir [118].

Asetilkolin, bilissel islev ve akil yiliriitmede anahtar rol oynayan bir
norotransmitterdir. Hafif ve orta dlizeyde seyreden Alzheimer hastalarindaki
asetilkolin konsantrasyonlarinda anormal diisiis gozlenmistir. Bu durum,
beyindeki kolinerjik sistemi giliclendiren herhangi bir bilesigin Alzheimer
hastaliginin ve benzer noérolojik sorunlarin tedavisinde yararl olabilecegini

gostermektedir [119].

Bitkiler lizerinde bir ¢ok bilimsel calisma yiiriitiilmiis ve Alman papatyasi
(Matricaria chamomilla), ginseng (Panax ginseng), meyan koki (Glycyrrhiza
glabra), zerdegal (Curcuma longa) ve beyaz sogit kabugu (Salix alba) gibi
antienflamatuar etkili bitkilerin beyin dokusunda meydana gelen

iltihaplanmalari azaltabilecegi ortaya konmustur [119].

Farmakolojik aktiviteleri olan bitkiler ve bunlarin bilesenleri merkezi sinir
sisteminde (MSS) antienflamatuar ve antioksidan etki gostererek, kolinerjik
fonksiyonun arttirilmasi ile birlikte bilissel bozukluklarin tedavisi icin de uygun
olabilir. Ayurveda ve Cin tibbinda MSS bozukluklarini tedavi etmek icin sayisiz
bitki kullanilmis olup Alzheimer hastalig, Parkinson ve diger bazi hastaliklar gibi
norodejeneratif hastaliklarda bitkiler terapotik kullanim icin 6nemli bir

potansiyel gostermektedir [120].
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3. ARAC VE YONTEMLER

3.1. Kullanilan Kimyasal Maddeler

n-Hekzan

Kloroform, Merck, Almanya
Metanol

Dietil Eter

Asetonitril, Merck, Almanya
Formik asit, Merck, Almanya

CaClz

NaOH

HCI (%15)

Trikloroasetik Asit (TCA) (%10), Sigma-Aldrich, USA
Boron triflortr, Sigma, Almanya

Difenil Pikril Hidrazil (DPPH), Sigma-Aldrich, USA
Gallik asit, Sigma-Aldrich, USA

Naz2S04 (susuz)

NaH2PO4

KsFe(CN)e

FeCl3

Asetilkolinesteraz (Electrophorus electricus ), Sigma-Aldrich, USA
Naftil asetat, Sigma-Aldrich, USA

Fast Blue B salt, Sigma-Aldrich, USA

Tris-HCI, Sigma-Aldrich, USA

BSA Bovin Serum Albumin

Galantamin, Sigma-Aldrich, USA

DTNB (Ditiyobisnitrobenzoik asit), Sigma-Aldrich, USA
ATCI (Asetiltiyokolin iyodiir), Sigma-Aldrich, USA
MgClz, Sigma-Aldrich, USA

NacCl, yerli

Folin-Ciocalteau reaktifi, Sigma-Aldrich, USA

Absoli Etanol, Sigma-Aldrich, Almanya

AlClI3, Merck, Almanya

Asetik asit, Sigma-Aldrich, Almanya

Na2C03 (%20)
Rutin hidrat, Sigma-Aldrich, USA
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3.2. Kullanilan Cihaz ve Apareyler

e C(levenger apareyi

e (Calkalayici su banyosu, GFL

e ELISA mikroplak okuyucusu (Biotek Powerwave XS)

e Etliiv, WTB Binder

e GC/FID Agilent 6890N (SEM A.S., istanbul, Tiirkiye)

e GC/MS, Agilent 5975 (SEM A.S. Istanbul, Tiirkiye)

e LC-MS/MS, Shimadzu, Japan

e Hassas Terazi, Metler Toledo, NewClassic MS

e HS-SPME Diizenegi

e ITK Reaktif Piiskiirtiicii, BioStep Desaga Technology SG el
e ITK Uygulama Sistemi (HP-TLC) CAMAG YP

e Manyetik karistirici, Heidolph MR 3001

e MSD-SPME Diizenegi

e pH Metre, WTW series, InoLab, pH720

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

e Spektrofotometre, Shimadzu, UV-PharmaSpec 1700

e Ultrasonik su banyosu, Elma, SI00H

3.3. Bitkisel Materyal

Calisma konusunu olusturan F. esculentum bitkisinin tescilli iki c¢esidi
(Giines ve Sumganka) Camlica koylii mevkiinde yetistirildi. Giines c¢esidi
tohumlar1 Dr. Ahmet Gilines (Bahri Dagdas Uluslararasi Arastirma Enstitiisii)’ten,
Sumcanka c¢esidi tohumlarn ise Kazakistan Bitki Fizyolojisi Enstitiisii'nden

(Almaty) temin edildi.

Tohumlar 12 Mayis 2015 tarihinde, 5-6 cm’lik derinlige ekilmis olup,
bitkinin filizlenme tarihi 23 Mayis 2015’tir. Ciceklenme 23 Haziran 2015’te
gerceklesmis ve 1 Agustos 2015’te de bitkilerin hasadi gergeklestirildi.

17



Bitkinin yetistirilme sirasinda tarladaki goriiniimii Sekil 3.1’deki gibidir.

Sekil 3.1. Fagopyrum esculentum’un Tarladaki Durumu

Bitkisel materyalin hasadi bitkinin c¢iceklenme ve meyvelenme
donemlerinde yapild1 (Sekil 3.2). Hasad1 yapilan bitkisel materyal golgeli, serin
ve havadar bir alanda kurutuldu. Kuru bitki materyali kuru ve serin ortamda

muhafaza edildi.

Sekil 3.2. Fagopyrum esculentum’un Ciceklenme ve Meyvelenme Asamalarindaki

Durumu
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Tohumlardan kavuz ayirim islemi icin 6zel diizenek kullanild: (Sekil 3.3).

Sekil 3.3. Tohumlardan Kavuzun Ayirim Islemi

3.4. Ucucu Yagin Elde Edilmesi

Bitkisel materyalin yaprak, cicek ve sap kisimlari ayr1 ayr1 Clevenger
apareyine konarak (Sekil 3.4) hidrodistilasyon islemine (3 saat) tabi tutularak
ucucu yagi elde edildi [121].

Sekil 3.4. Clevenger Apareyinde Hidrodistilasyon Islemi
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3.5. HS-SPME Teknigi

F. esculentum bitkisinin ciceklenme doneminde (11.08.2015) ciceklerin
salgiladig1 ucucu bilesenleri tespit etmek amaciyla HS-SPME (Head Space Solid
Phase Microextraction/ Tepe Boslugu Kati Faz Mikroekstraksiyon) islemi canl
bitki tlizerinde arazi sartlarinda gergeklestirildi. Bu amagla, glinesli hava
durumunda bitkinin ¢igekli dalin iizerine bir fanus yerlestirilerek fanusun bir
tarafina adsorban madde igeren insert takildi. Sorbent olarak Small Activated

Coconut Charcoal (20/40) kullanild1 (Sigma, SUPELCO ORBO 32SM) (Sekil 3.5).

Sekil 3.5. Arazi Sartlarinda Gergeklestirilen HS-SPME Islemi

HS-SPME islemi siiresi olarak 30 dak uygulandi. Siire sonunda adsorban
madde fanustan g¢ikarilarak her iki ucu kapatildi. Laboratuvar kosullarinda

adsorban maddeye tutunan ucucu bilesikler hekzan yardimi ile eliie edildi. Elde
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edilen ellient azot gaz1 altinda yogunlastirilarak kimyasal kompozisyonu

aydinlatilmak tizere GC-FID ve GC/MS sistemine enjekte edildi (Sekil 3.6).

Sekil 3.6. SPME Islemi Sonucunda Elde Edilen Ucucu Bilesenlerin Adsorban
Maddeden Eliie Edilme Islemi

Ayni zamanda c¢igegin salgiladig1 ucucu bilesenlerin sirkiilasyonu igin
fanusun icinde pompa ile hava akimi saglandi (1,5 It/saniye). HS-SPME islemin
stiresi 30 dk. olarak belirlendi. Siire sonunda adsorban tlizerine trap edilen ugucu
bilesenler daha sonra gaz-kromatografik sistemine enjekte edilmek iizere
hekzanla eliie edildi. Eluat koyu renkli vialde buzdolabinda muhafaza edildi. Bu
islem her cesit icin tarlanin degisik bolgelerinde yetismis 3 bitki lizerinde

gerceklestirildi.
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3.6. Kombine MSD-SPME-GC/MS Teknigi

Kavuz ve tohumlardaki ugucu bilesenler mikro buhar distilasyonu- kati faz
mikroekstraksiyon (MSD-SPME) teknigi ile tespit edildi. Klaisen distilasyon
basligi, bu sistemde geri ¢eviren sogutucuya bagl bir cam balona oturtulmustur.
SPME fiberinin sisteme girisi i¢cin vidali bir kapak kullanildi. Bu ¢alismada analiz
icin mavi SPME ucu (65 pm, PDMS-DVB) (Supelco, ABD) kullanildi. Analiz 6éncesi
SPME ucunun temiz olmasini saglanmasi i¢in adsorban u¢ 250°C de 15 dak termal
desorbsiyona tabi tutuldu. Bitkinin farkli kisimlari icin optimum zaman kosullari
belirlendi. Kavuz ve tohum kisimlarindan ugucu bilesiklerin izolasyonu i¢in 3, 5,

8 ve 10 dak’lik zaman periyotlar1 uygulandi.

Deney siirecinde 0.3 g drog toz hale getirilerek 25 ml'lik balona konuldu.
Uzerine 5 mL distile su ilave edilerek MSD-SPME diizenegine baglanarak 1sitildu.
Kaynamanin baslangi¢c noktasinda SPME ucu acilarak ekstraksiyon islemi

baslatildi (Sekil 3.7).

SPME fiber

Sekil 3.7. MSD-SPME Islemi I¢in Kullanilan Diizenek

Belirlenen stlire sonunda SPME ucu Gaz Kromatografi sisteminin enjeksiyon
portuna takilarak termal desorbsiyona tabi tutuldu. F. esculentum tohum ve
kavuz kisimlarindan MSD-SPME yontemi ile ugucu bilesikler elde edildikten
sonra HP-Innowax FSC kolonu (60 m x 0.25 mm, 0.25um film kalinli1) ve tasiyici
gaz olarak helyum kullanilarak analiz edildi. Firin 60°C’de 10 dakika kalarak
220°C’ye dakikada 4°C ile ¢ikacak sekilde ve 220°C’de 10 dakika kalip, 240°C’ye
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dakikada 1°C ile ¢ikmak tlizere programlandi. Splitsiz mod kullanildi. Alev
iyonlasma detektori ve enjektor 250°C sicaklikta sabit tutuldu. Kiitle spektrumu

70 eV, kiitle aralig1 35-450 m/z olarak secildi.

3.7. Sabit Yag Asitlerin Elde Edilmesi

Bitkisel materyale ait farkli kisimlar (yaprak, cicek, sap, kavuz ve tohum)
toz haline getirilerek 10.0 gr tartildi. Bitkideki lipitleri ekstre etmek amaciyla
Folch metodu kullanildi [122]. Bu amagla, bitkisel materyal iizerine kloroform ve
metanol gibi farkli polaritelerdeki ¢6ziiciiler eklendi. Drogda bulunan proteinlere
ve karbonhidratlara bagh lipitlerin ekstraksiyonu bu sekilde saglandi. Her bir
bitki kismina, ¢6ziicii miktari, erlen icinde bitki seviyesini 1 cm gececek sekilde
kloroform: metanol (2:1) karisimi eklendi. Drog, 24 saat oda sicakliginda
calkalayicida maserasyona tabi tutuldu. Siire sonunda elde edilen ekstre pileli
stizge¢ kagidindan stiziildi. Filtre iizerinde kalan bitkisel materyal taze ¢oziici
karisimi (kloroform: metanol (2:1) ile iki kez 30’ar dakika siireyle masere edildi

ve stizlildi. Stuiztntiler birlestirildi ve yogunlastirildi.

Stiziintiiler birlestirildiginde meydana gelen toplam hacmin yaris1 kalana
kadar ¢o6ziicii rotavaporda uzaklastirildi ve kalan materyal hacminde saf
kloroform ekstre iizerine ilave edildi. Ekstre icinde ayrilmis halde bulunan
lipitlerden, protein ve karbonhidrat gibi kirlilikleri uzaklastirmak icin ekstre
hacmince %0.4'ltk CaClz ¢ozeltisi hazirland. Elde edilen ekstre ayirma hunisinde
3 kez CaCl: ¢ozeltisi ile yikandi. Kloroformlu ekstrenin icinde eser miktarda

kalmis olan suyun uzaklastirilmasi amaciyla, ekstre susuz Na2S04 'tan gecirildi.

Susuz Na2S04 ekstre icindeki suyu tutarak stizge¢ kagidi tizerinde sert bir
form aldiginda taze susuz Na2S0s ilavesi yapilarak suyun tamaminin elimine

edilmesi saglandi (Sekil 3.8).
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Sekil 3.8. Ekstrelerin Susuz NazS04 ‘den Gecirildigi Filtrasyon Islemi

Son olarak elde edilen, icinde bagh ve serbest haldeki yag asitlerinin

bulundugu kloroformlu kisim rotavaporda kurutuldu (Sekil 3.9).

Sekil 3.9. Folch Metodu ile Elde Edilen Lipit Fraksiyonu

Elde edilen kuru ekstre sabunlastirma (saponifikasyon) islemine tabi
tutuldu. Bu amagla KOH: H20: MeOH (1:1:8) ¢ozeltisinde ekstrenin ¢oziinmesi
saglanarak geri doniistiiren sogutucu takilan balon i¢inde 2 saat kaynatildi. Bagh
ve serbest haldeki yag asitleri, KOH' in olusturdugu bazik ortamda yag asitlerinin
tuzlarina doniisiir. Sabunlasmamis Kkirlilikleri uzaklastirmak icin hekzan
kullanildi. Yag asitlerinin tuzlarindan yeniden yag asidi elde etmek i¢cin %15'lik
HCI ¢ozeltisi hazirlandi ve ekstre tizerine pH degeri 1-2 arasinda oluncaya kadar

eklendi (Sekil 3.10).
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Sekil 3.10. Yag Asitlerinin Potasyum Tuzlarindan HCl ile Elde Edilmesi: pH

Degerinin Degisimi

Bu islem sonunda saf yag asitlerini elde etmek amaciyla sivi-sivi
ekstraksiyon islemi uygulandi: ayirma hunisinde sulu karisim eterle ekstre edildi.

Eterli kisim ayrildi ve daha sonra eter uzaklastirildi.

Elde edilen yag asitleri GC-FID ve GC/MS analizini gerceklestirmek tizere
Borontrifloriir reaktifi ile metilleme islemine tabi tutuldu [123]. Tepkime

mekanizmasi Sekil 3.11'de gosterilmistir.

HBC\ 2. 0 0

O—~ vl // / I§
HBC/@ eB\FH&'-;HJr —c\ - C\ + HOH +F/%\F

OH OCH3;

®

Sekil 3.11. Boron-Triflortir Reaktifi ve Serbest Yag Asidi Arasinda Gergeklesen
Tepkime

3.8. Gaz-Kromatografik Analiz

Ucucu ve sabit yag asitlerinin kimyasal kompozisyonlar1 Gaz
Kromatografisi-Alev lyonlasma Dedektérii (GC/FID) ve Gaz Kromatografisi-
Kiitle Spektrometresi (GC-MS) teknikleri kullanilarak aydinlatildi. Bu analizler
icin kolon olarak HP-Innowax FSC kolonu (60 m x 0.25 mm, 0.25 pm film
kalinlig1) ve tasiyic1 gaz olarak da helyum kullanildi. Firin 60°C’'de 10 dakika
kalarak 220°C’ye dakikada 4°C ile ¢ikacak sekilde ve 220°C’de 10 dakika kalip,
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240°C’ye dakikada 1°C ile cikmak lizere programlandi. Split oram1 40:1 olarak
secilerek alev iyonlasma detektorii ve enjektor 250°C’de tutuldu. Kiitle
spektrumu 70 eV, kitle aralign 35-450 m/z olarak secildi. Maddelerin
tanimlanmasi; tutunma zamanlari, kiitle spektrumlar1 standartlara ve literatiir
bilgilerine gore degerlendirildi. Wiley GC/MS kiitiiphanesi (Wiley, New York, NY,
USA), MassFinder 4.0 yazilimi (Dr. Hochmuth ScientificConsulting, Hamburg),
Adams kitiphanesi, NIST kiitiiphanesi ve Baser Ugucu Bilesikler kiitiiphanesi
kaynak olarak kullanildi. Madde miktarlarin belirlenmesinde alev iyonlasma

detektoriinden elde edilen piklerin ytlizde alanlar: kullanild.

3.9. LC-MS Analizleri

Sv1 kromarografi analizi asagida belirtilen sartlarda gergeklestirildi.

Sistem : Shimadzu 20A HPLC - ABSciex 3200 Q trap MS/MS
Metod : Negatif lyonlasma Metodu
Kolon : GL Science Intersil ODS 4.6 X 250 5u
Kolon Sicakhig: :40Co
Hareketli Faz : (A) Su: Asetonitril: Formik asit (89:10:1)
(B) Asetonitril: Su: Formik asit (89:10:1)
Akis Hizi :0.5ml /dk

B c¢oziicisinin konsantrasyonu %10’dan baslanarak 40 dk.'da %100 olacak

sekilde gradient olarak ayarlandi.

3.10. Ekstraksiyon Islemi

Fagopyrum esculentum tiiriinlin Tiirkiye'de ve Kazakistan'da tescil edilen
iki cesidi olan Giines ve Sumg¢anka' ya ait cicek ve yaprak kisimlar1 (3-5 gr)
metanol ile oda sicakliginda 24 saat siire ile masere edildi. Siire sonunda ekstreler
stizlilerek, metanol diisiik basing altinda uzaklastirildi. Kuru ekstreler

buzdolabinda +4 °C’'de muhafaza edildi.
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3.11. Antioksidan Aktivite Deneyleri
3.11.1. DPPH deney sartlar1

1,1-difenil-2-pikrilhidrazin (DPPH) radikal siipiirme deneyi, ilk kez
1958'de Blois tarafindan kesfedildi. Daha sonra ¢ok sayida arastirmaci bu
yonteme yorum katarak degisiklikler yapti. Elektron transferine dayali olan
antioksidan testlerden biridir. DPPH, bir hidrojen atomu verebilen bilesiklerle
reaksiyona giren kararl bir serbest radikaldir. Bu yontem, DPPH ¢ozeltisini
renksizlestiren bir radikal tiir veya bir antioksidanin eklenmesiyle DPPH'in
indirgenmesine dayanir. Antioksidan aktivite daha sonra 517 nm'de absorpsiyon

azalmasiyla 6l¢tliir [124].

Yontemde yer alan tepkime sematik olarak Sekil 3.12’de gosterilmistir:

A T
NH
NO, NO,
NO,
DPPH (ox) DPPH (reducted)
purple yellow

Sekil 3.12. Serbest Radikal DPPH* ve Antioksidan Arasindaki Tepkime

Bu yontemde, 96-kuyucuklu plak kuyularin ilk sirasina 100 pL. numune
(vag/ekstre/standart) ¢ozeltisi konularak metanol ile seyreltme yapildi. Daha
sonra her kuyucuga 100 puL metanollii DPPH ¢6zeltisi (%0.008) eklendi ve 30 dk.
karanlikta inkiibe edildikten sonra absorbans degerleri 517 nm'de o6l¢uldii.
Reaksiyon sonunda absorbanstaki bir azalma, bilesigin serbest radikal siipiirme
aktivitesini gosterdi [124]. Numunelerin serbest radikal siipiirme etkisi

inhibisyon ytlizdesi olarak asagidaki formiile gére hesaplandi:

: Abs kér—Abs numune
% Inh = Abs kor %100
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Daha sonra ICso denilen, DPPH inhibisyonunu yariya indiren numunenin
miktarina ait ICso degeri SigmaPlot 12.0 programi kullanarak hesaplandi ve

sonuglar pg/mL cinsinden belirlendi [125].

3.11.2. Indirgeme giicii: demiri indirgeme antioksidan kapasitesi (FRAP)

indirgeme giicii, elektron transferine dayali test yontemlerdendir. Ugucu
yag ve ekstrelerin antioksidan aktivitesi, demirin Fe*? (ferric) formunu Fe*?
(ferrous) formuna indirgeme 6zelligi kullanilarak 6l¢gmek miimkiindiir. Ancak,
bu yontemle biiyiik oranda polar ¢o6ziiciilerde ¢6ziinen ekstrelerin antioksidan
aktivitesi tespit edilebilir. Bu sebeple deneyde ugucu yaglarin ¢dziinmesini
kolaylastirmak amaciyla ¢oziicii olarak %10 DMSO iceren metanol kullanilarak
Oyaizu metodu modifiye edilmistir. Ayrica yontemde, deney tiipleri yerine “deep-
well plaklar” kullanilarak deney pratik hale getirildi.

Deep-well plaklarda her bir numuneye ait alt1 diltisyon (1, 0.5, 0.25, 0.125,
0.063 ve kor) ve bunlarin 4 tekrar1 hazirlandi ve NaH2P04-NaOH (pH 6.6) buffer
olarak eklendi. Daha sonra demirin Fe*3(ferric) formunu igceren potasyum
ferrisiyanid K3(Fe(CN)s) ilave edildi. Karisim bu haliyle 50°C’de 30 dakika inkiibe
edildi. Siire sonunda %10’luk trikloroasetik asit (TCA) eklendi ve iizerine
%0.1'lik ferrik klorit (FeCls) ilave edildi. Elde edilen ¢ozeltiler Eliza plaklarina
aktarilarak 700 nm’de mikroplak okuyucuda okutularak degerler kaydedildi.

Teste tabi tutulan numunede indirgeyici giice sahip antioksidanlar varsa,
potasyum ferrisiyanid K3(Fe(CN)e) icindeki Fe*3'li Fe*2 ‘ye indirger ve potasyum

ferrosiyanid K4(Fe(CN)s) olusur:

K3(Fe(CN)e) + AOH — Ka(Fe(CN)e)+e Elektron transferi
gergeklesir
*AOH- antioksidan etkili bilesikler (polifenoller, vb.)

Olusan potasyum ferrosiyanid iizerine daha sonra FeCls eklendiginde yeni

bir kompleks olusur:

FeCls+ K+(Fe(CN)s) — K(Fe(Fe(CN)s)) +3KCl
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Test edilen numunedeki bilesiklerin (antioksidanlarin) indirgeyici giicii
ne kadar yiiksek ise, o kadar ¢ok K(Fe(Fe(CN)es)) kompleksi olusur. Elde edilen

absorbans degerleri indirgene giicii hesaplamasinda kullanildu.

Reaktiflerin Hazirlanmast:
Sodyum hidroksit 1 mol/L (NaOH): 4 gr NaOH, 100 mI'lik bir balon jojeye alinarak
bir miktar suyla ¢oziildii. C6zlindiikten sonra balon jojede 100 ml'ye tamamlandu.
NaH2P04-NaOH buffer 0.2 mol/L (pH 6.6): 5.52 gr NaH2P04xH20 tartilarak
200-250 ml'lik bir erlene aktarildi. 100 ml kadar distile su eklenerek ¢6ziinmesi
saglandi. Hazirlanan NaOH ¢ozeltisi eklenerek pH 6.6 olana kadar pH metrede
Ol¢limii yapildi. Daha sonra ¢ozelti distile su ile 200 ml’'ye tamamland.
Potasyum ferrisiyanid %1.0 [K3sFe(CN)e]: 1 gr potasyum ferrisiyanid
tartilir, bir erlene alinir ve iizerine distile su koyularak 100 ml’ye tamamland.
Trikloroasetik Asit %10 (TCA): 10 gr TCA tartilarak bir erlene alinarak
distile su ile 100 ml’ye tamamlandi.
Ferrik klorit %0.1 (FeCl3): 0.1 gr FeCls tartilir, bir erlene aktarildi ve 100
ml’ye distile su ile tamamlandi. Bu ¢6zelti taze hazirlanir ve stabilitesini saglamak

amaciyla 0.25 ml H2SOa4(derisik) ilave edildi.

3.11.3. Toplam Fenolik Bilesik Miktar Tayini

Ekstrelerdeki toplam fenol miktari Folin Ciocalteau metoduna gore 6l¢tildii
[126, 127]. Folin-Ciocalteau reaktifindeki fosfomolibdik ve fosfotungustik asitler
bazik ortamda (%20 Na2C0s3) antioksidan etkili bilesikler ile indirgenmektedir.
Ekstrelerin indirgeme kapasitesi spektrofotometrik olarak 760 nm’de 6l¢iildii.
Sonuclar gallik aside esdeger olarak hesaplandi. Deneyde yer alan reaksiyon

mekanizmasi asagidaki gibidir:

Mo (VI) i» Mo (V)

96-deep well tipindeki plak kuyucuklarina 20 pl numune tlizerine 1.56 mL
saf suve 100 pl Folin Ciocalteau reaktifi eklenerek karistirildi. Karisim 1-8 dakika
karanlikta bekletildi. Siire sonunda 300 uL Naz2CO03 ¢ozeltisi (%20’lik) ilave
edilerek 25°C de 2 saat bekletildi. Daha sonra karisimdan 300 pL alinarak 96-

kuyucuklu mikroplaga aktarildi ve absorbans degerlerinin okumasi 760 nm’de
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yapildi. Sonuglar 3x3 tekrar lizerinden hesaplandi. Gallik asit icin kalibrasyon

Deneye iliskin reaktiflerin hazirlanisi su sekildedir;
Sodyum karbonat (NazC0s3): 20 gr Na2COs tartilip 100 mL suda ¢6zildii.
Gallik asit: Maddenin 1 mg/mL’lik konsantrasyonda ¢ozeltisi hazirlanip

0.8, 0.6, 0.4, 0.2, 0.1 mg/mL’lik konsantrasyonlara seyreltildi.

3.11.4. Toplam Flavonoit Miktar Tayini

Ekstrelerdeki toplam flavonoit miktar1 rutine esdeger miktarlari
lizerinden AlCls reaktifi kullanilarak tayin edildi. 96-deep well tipindeki plak
kuyucuklarima 50 pul numune (ekstre/rutin), 50 pl AlCl3 ¢ozeltisi ve 1.15 mL
absolti etanol ilave edilerek karistirildi. Kér deneyde 50 ul numune lizerine birkag
damla asetik asit (%15) ve 1.2 mL absolii etanol ilave edildi. Plaklar karanlikta
250C de 40 dk bekletildi. Daha sonra kuyucuktaki karisimdan 300 ul alinarak 96-
kuyucuklu mikroplaga aktarildi ve plak okuyucuda absorbans degerlerinin 415
ve R2degerleri elde edildi. Deney 3 x 3 tekrar yapilarak sonuclar rutine esdeger
olarak hesaplandi [126]. Deneyde yer alan tepkime mekanizmasi Sekil 3.15’de

gosterilmistir.

OH (e]
Flavonoit

O, (0]
\@®~  Flavonoit + Al kompleksi
Al

Sekil 3.13. Flavonoit ve AICI3 Reaktifi Arasinda Gergeklesen Tepkime

Reaktiflerin hazirlanmasi:
Aluminyum klortr: 2.0 gr AlCls susuz tartilarak 100 mL suda ¢oziildii.
Rutin hidrat: Maddenin 1 mg/mL’lik konsantrasyonda ¢ozeltisi hazirlanip

0.8, 0.6, 0.4, 0.2, 0.1 mg/mL’lik konsantrasyonlara seyreltildi.
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3.12. Antikolinesteraz Aktivite Deneyi

F. esculentum ucucu yag ve ekstrelerin antikolinesteraz aktivitesinin
belirlenmesinde iki farkl yaklasim uygulandi. Bu metotlar, nitel bir 6l¢iim olan
ITK-otografi ve spektroskobik niceliksel sonu¢ almayr saglayan mikroplak

titerdir.

3.12.1. ITK-otografi metodu

Ucucu yag ve ekstrelerin AChE enzimi iizerinde inhibisyonu etkisi ITK-
Otografi teknigi ile tespit edildi. Bu amagla Silicagel Fzs4 ITK plagi uygun boyutta
kesildi ve asetonla yikanarak kurutuldu. Kuru plak tizerine 1x1 cetvel ¢izildi ve
her karenin icine ugucu yag (10, 2 ve 0.5 pl) ve ekstrelerin (5, 2 ve 0.5 pl)
cozeltileri spot seklinde uygulandi. Standart olarak galantamin (15, 10 ve 5 pl)
kullanildi.

Uygulanan numuneler kuruduktan sonra (oda sicakliginda) plak iizerine 2
mL 3.33 U/mL AChE c¢o6zeltisi piskiirtildii. Daha sonra plak, enzim ile
numunelerin tepkimeye gecebilmesi icin 37°C’'de nemli ortamda 20 dakika
boyunca inkiibasyona birakildi. Siire sonunda taze hazirlanmis 1-Naftil asetat:
Fast Blue B Salt (1:4) karisimi plak iizerine piiskiirtiilerek 30 dakika kurumaya
birakildi. Plak lizerinde olusan mor-mavi zemin tizerindeki beyaz alan alanlar
inhibisyonu etkisinin gostergesi olarak kabul edildi. A¢ik renkli alan ne kadar
biiylikse o bolgedeki etken madde grubunun o kadar AChE iizerinde etkili olarak
yorumlandi [128].
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Deneyde gerceklesen reaksiyon Sekil 3.13’de gosterilmistir.

O—COCH; OH
AChE + CH,COOH
Naftil asetat a-Naftol
H4CO
N==N- 41Iii’> 41Iii’> N=N| 2c0

OCH;
Fast Blue B Salt

\

OH HsCO OH
Nz” O 9 “'=N
H H

OCH;
Azo boya (Mor)

Sekil 3.14. ITK-Otografide Kullanilan Renk Reaksiyonu

Deney i¢in reaktiflerin hazirlanisi su sekildedir;

Asetilkolinesteraz: 0.67 mg AChE (500 U) 50 mL tampon A ¢ozeltisi
(pH=8.0) i¢inde ¢oziildii ve 1’er mL’lik alikvot olarak cryo tiiplere paylastirildi.
Her biri i¢in 10 U/mL’lik konsantrasyon saglanmis oldu. Alikvotlar daha sonra
kullanilmak iizere derin dondurucuda (-80 °C) muhafaza edildi. Stok ¢ozeltiden
660 uL alinarak 2 mL’ye tampon B ¢ozeltisi ile son konsantrasyon 3.33 U/mL
olacak sekilde tamamlandi.

Naftil asetat: 2.5 mg 1-naftil asetat tartilip 1.0 mL absolii etanolde ¢oziildi
(Taze hazirlanmali).

Fast Blue B salt: 10.0 mg Fast Blue B Salt tartilip 4 mL ultra saf suda
¢oziildu (Taze hazirlanmali).

Tampon A: 1.514 gr Tris tartilip 250 mL ultra saf suda ¢6zildi. pH degeri
(8.0) derisik HCl ile ayarlandu.

Tampon B: 25 mg BSA tartilip 25 mL tampon A icerisinde ¢oziildii.

Galantamin: Maddenin 2 mg/mL ¢6zeltisi metanolde hazirlandi.
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3.12.2. Ellman metodu

Antikolinesteraz aktivitenin ITK “dot-blot” teknigi ile tespit edilmesi
sonucunda etkiye sahip olan ucucu yag ve ekstreler secilerek aktivitenin
niceliksel 6lciimi mikroplak titer yontemi ile yapildi. Bu amagla Ellman metodu
kullanildi. 96- kuyucuklu mikroplagin her bir kuyucuk icine 25 pl numune, BSA
(Bovin Serum Albumin) iceren 50 pl B tamponu ve 25 pl AChE ¢o6zeltisi ilave
edilerek 25°C’de 15 dakika boyunca inkiibasyona tabi tutuldu. Siire sonunda 125
ul DTNB (Ditiyobisnitrobenzoik asit) ve 25 pl ATCl (Asetiltiyokolin iyodiir)
substrati da eklendikten hemen sonraki 15’inci dakikada 412 nm'’de plak
okuyucuda okuma yapilarak absorbans degerleri kaydedildi. Numune kaynakli
renk olusumunu elimine edebilmek icin tampon, numune ve substrat ile bir
deney daha yapilarak, enzimin oldugu deney sonuglarindan ¢ikarildi ve yiizde
inhibisyon degerleri hesaplandi [129, 130]. Kontrole géore numunelerin AChE

enzimini inhibe etme etkileri ylizde inhibisyonu olarak hesaplandi.

%Inh = (Absyontror = AbSkontrot biank) = (AbSpumune — AbSnumune blank) %100

Abskontrol - Abskontrol blank

Deney 3x3 tekrar yapilarak ortalama degerleri elde edildi. Deneyde yer

alan tepkime Sekil 3.14’de gosterilmistir.

O

JJ\ CHs CHg
AChE +
S/\Jrl\{—CHs AChE CHyCOOH + Hs= ™—N-cH,

HsC
I CcH, CHj,
Asetiltiyokolin Asetik asit Tiyokolin
HOOC COOH
02N4<i>—s—s—<j§7No2
DTNB
HOOC CHj
+
. OZNOS‘SAN—CHs
CHs
5-Tiyo 2-nitrobenzoik asit (TNB) Sari Karisik disulfit

Sekil 3.15. Ellman Metodunda Gergeklesen Renk Reaksiyonu
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Reaktiflerin hazirlanmasi:

Asetilkolinesteraz: 0.67 mg AChE (500 U) 50 mL tampon A ¢ozeltisi
(pH:8.0) icinde ¢oziildi ve 1’er mL’lik alikvot olarak cryo tiiplere paylastirildi.
Her biri icin 10 U/mL’lik konsantrasyon saglanmis oldu. Alikvotlar daha sonra
kullanilmak iizere derin dondurucuda (-80 C) bekletildi. Stok ¢ozeltiden 1 mL
alinarak tUzerine 44.5 mL A tamponu eklendi. Bdéylece 0.22 U/mL
konsantrasyonda enzim ¢ozeltisi elde edildi.

Tampon A ve tampon B: ITK-otografi metodunda aciklanan sekilde
hazirland1.

Tampon C: 0.29 gr NaCl ve 0.2 gr MgCl2x6H20 tartilarak 50 mL A tamponu
icerisinde ¢6zuldu.

DTNB: 60.0 mg madde tartildi ve 50 mL tampon C icerisinde ¢6ziilerek 3
mM’lik ¢ozeltisi hazirlandi.

ATCIl: 43.0 mg substrat tartildi ve 10 mL ultra saf su igerisinde ¢oziilerek
15 mM’lik ¢6zeltisi hazirlandi.

Galantamin: Maddenin 0.1 mg/mL ¢ozeltisi metanolde hazirlandu.
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4. BULGULAR

4.1. Ugucu Bilesenler

4.1.1.Ucgucu yaglarin verim ve kimyasal kompozisyonu

F. esculentum bitkisinin iki farkl cesidinin (Giines ve Sumc¢anka) yaprak,
cicek ve sap kisimlarindan hidrodistilasyon yoluyla ugucu yaglar elde edilmistir.
Distilasyon sonucunda agik sar1 renkli ve topraksi kokulu ugucu yaglar elde

1).

edilmistir (Sekil 4

Elde edilen ucgucu yaglarin verimi kuru bitki lizerinde hesaplanarak

Sekil 4.1. Fagopyrum esculentum Ugucu Yagi

Cizelge 4.1’de gosterilmistir.

Cizelge 4.1. F. esculentum Giines ve Sumganka Cesitlerinin Yaprak, Cicek ve Sap

Kistmlarinin Ugcucu Yag Verimleri

% Verim (h/a)
Yaprak Cicek Sap
Giines 0.033 0.022 0.037
Sumc¢anka 0.026 0.065 0.044

F. esculentum Guines ve Sumcanka cesitlerinin Eskisehir-Kiitahya gecit
iklimi kosullarinda yetistirilmis 6rneklerine ait yaprak, cicek ve sap kisimlarinin
ucucu yag kimyasal kompozisyonu gaz kromatografisi (GC) ile aydinlatilmistir.
Ucucu bilesenlerin kalitatif analizi GC/MS ile kantitatif analizi ise GC-FID cihazi

ile gerceklestirilmistir Iki ceside ait ugucu yag bilesiklerinin HP-Inowax kolondan




cikis sirasina gore hazirlanmis olan liste Cizelge 4.2’de gosterilmektedir.

ucucu bilesenlerin kromatografik profilleri Sekil 4.2-4.7'de gosterilmistir.

Cizelge 4.2. Fagopyrum esculentum Ttirtintin Gilines ve Sumg¢anka Cesitlerinin

Farkli Kisitmlarina Ait Ugucu Yaglarinin Kimyasal Kompozisyonu
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Cizelge 4.2. (Devam) Fagopyrum esculentum Tiirtiniin Giines ve Sumganka Cegitlerinin Farkl
Kisimlarinin Ugucu Yaglari Kimyasal Kompozisyonu

%
No | RRI Bilesik Giines Sumc¢anka
Y C S Y C S

30 | 1980 | trans-B—iyonon-5,6-epoksit 0.3 0.5
31 | 1995 | Metil tetradekanoat (=M. miristat ) 0.6
32| 1998 | (E)-Nerolidol 0.4
33 | 2008 | Karyofillen oksit 2.2 1
34| 2041 | Pentadekanal 1.3 0.6
35| 2100 | Heneikosan 2.3 1.2
36 | 2110 | Hekzahidro-farnesilaseton 58 | 46 | 28 | 42 | 1.8 | 0.4
37 | 2127 | (E)-2-Hekzenil benzoat 0.3
38| 2143 | 2,6-Diizopropilnaftalen 0.4
39| 2179 | 3,4-Dimetil-5-pentiliden-2(5H)-furanon | 1.3 0.3
40 | 2179 | 1-Tetradekanol 0.9 05 | 0.1
41 (2180 | Timol 0.2
42 | 2182 | 3,4-Dimetil-5-pentil-5H-furan-2-on 0.5
43 | 2189 | Metil hekzadekanoat (=M. palmitat) 2.7 0.1
44 | 2192 | Nonanoik asit 0.1
45 | 2239 | Karvakrol 1.4
46 | 2259 | izofitol 0.9
47 | 2298 | Dekanoik asit 0.2 0.1
48| 2300 | Trikosan 1 6.2 0.7 | 4.2 1
49 | 2305 | Galaksolit (I) 1.1 | 0.8
50 | 2310 | Galaksolit (II) 1 0.9
51 | 2342 | Hekzil sinnamik aldehit 2.8 0.2
52 | 2346 | Farnesilaseton 1.9 1.4 0.5
53 | 2500 | Pentakosan 3.7 | 09 12.7 | 0.7
54 | 2503 | Dodekanoik asit (=Laurik asit) 28 | 64 | 14 | 05 | 0.3 2
55| 2509 | Metil linoleat 0.7 3.2
56 | 2538 | Metil linolenat 6.1 | 1.6
57 | 2573 | 1- Oktadekanol 0.4
58 | 2574 | Hekzakosan 1.4
59 | 2622 | Fitol 16.7 94 | 1.5 | 05
60 | 2670 | Tetradekanoik asit 69 | 55| 44| 21| 22 | 68
61 | 2675 | (Z)-Oktades-9-en-18-olit e
62 | 2700 | Heptakosan 41 | 49 |13.6| 19
63 | 2822 | Pentadekanoik asit 1.6 19 | 09
64 | 2900 | Nonakosan 0.4 49.8
65 | 2931 | Hekzadekanoik asit (=Palmitik asit) 32 | 53.5|82.7|515 83.1

TOPLAM: |97.8|99.9|99.9|97.2|97.1|99.4

C: Cicek, S: Sap, Y: Yaprak, e: Eser miktar
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Abundance
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Sekil 4.2. F. esculentum Giinegs Cesidi Yapragi Ucucu Yag Kromatografik Profili
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Sekil 4.3. F. esculentum Giinegs Cesidi Cicegi Ucucu Yag Kromatografik Profili
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Sekil 4.4. F. esculentum Giines Cesidi Sapinin Ugucu Yag Kromatografik Profili
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Abundance
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Sekil 4.5. F. esculentum Sumg¢anka Cesidi Yaprak Ugucu Yag Kromatografik
Profili
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Sekil 4.6. F. esculentum Sumg¢anka Cesidi Cicegi Ucucu Yag Kromatografik Profili
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Sekil 4.7. F. esculentum Sumc¢anka Cesidi Sap Ugucu Yag Kromatografik Profili
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4.1.2. Kombine MSD-SPME analiz sonuglari

F. esculentum meyveleri (tohum) ugucu bilesen kompozisyonu kombine
MSD-SPME yontemi ile analiz edilmistir. Bu amacgla Giines ve Sumcanka
cesitlerinin her birinin tohum ve kavuzlar1 ayr1 ayri analize tabi tutulmustur

(Sekil 4.8).

Sekil 4.8. MSD-SPME Diizenegi

Cizelge 4.3’te de GC/MS sisteminde analiz edilen maddeler HP Innowax
kolondan ¢ikis sirasina gore siralanmistir. Analizi yapilan ugucu bilesenlere ait

kromatogramlar da Sekil 4.9-4.12’de gosterilmektedir.

Cizelge 4.3. Giines ve Sumganka Cesitlerinin Tohum ve Kavuzlarinin MSD-SPME
Yontemi ile Elde Edilen Ugucu Bilesenleri

%

No| RRI Bilesen Giines Sumc¢anka

T K T K

1 | 1400 | Nonanal 5.0 3.3

2 | 1553 | Linalool 3.9 0.5

3 | 1562 | Oktanol 0.3

4 | 1587 |f3-Funebren 2.7

5 | 1709 | a-Terpinil asetat 2.3

6 | 1726 | Germakren D 4.2
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Cizelge 4.3. (Devam) Giines ve Sumganka Cesitlerinin Tohum ve Kavuzlarinin
MSD-SPME Yontemi ile Elde Edilen Ugucu Bilesenleri

1764 | (E)-2-Undesenal 4.1 4.1
1779 | (E,Z)-2,4-Dekadienal e
1827 | (E,E)-2,4-Dekadienal 1.9 2.3
10 | 1868 | (E)-Geranilaseton 4.1 5.9
11| 1958 | (E)-R-Iyonon 5.0
12| 1973 | 1-Dodekanol 1.3
13| 2131 | Hekzahidro-farnesilaseton 4.4 3.0
14 | 2144 |Spatulenol 2.4
15| 2187 | T-Kadinol 2.5
16 | 2192 | Nonanoik asit 3.8
17 | 2287 |(2Z, 2Z)- Farnesol 2.7
18| 2298 | Dekanoik asit 2.2
19| 2300 | Trikosan 35 | 5.6
20| 2302 |n-Hekzil salisilat 4.4
21| 2302 | (Z2)-3-Hekzenil salisilat 14.2
22| 2305 | Galaksolit (I) 4.4 1.9
23| 2310 | Galaksolit (II) 4.1 1.6
24 | 2342 | Hekzil sinnamik aldehit 3.3
25| 2384 | 1- Hekzadekanol 2.8
26 | 2456 | (Z)-9- Metil oktadesenoat (=M. oleat) 1.7
27 | 2482 | (Z)-7-Oktadesenoik asit metil ester 4.5
28| 2503 | Dodekanoik asit (=Laurik asit) 2.2 4.3
29| 2509 | Metil linoleat 7.8
30| 2509 |(ZZ)-9,12-Metil oktadekadienoat 2.3
31| 2607 |1-Oktadekanol 6.3
32| 2670 | Tetradekanoik asit 8.9 6.1
33| 2931 | Hekzadekanoik asit (=Palmitik asit) 67.7 | 33.2 | 93.1 | 35.1
TOPLAM: | 96.7 | 94.6 | 99.9 | 99.8

T: Tohum, K: Kavuz
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Sekil 4.9. F. esculentum Giines Cesidi Tohumu Ugucu Bilesenlerin Kromatografik
Profili (MSD-SPME Yéntemi ile)
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Sekil 4.10. F. esculentum Giines Cesidi Kavuzu Ugucu Bilesenlerin Kromatografik
Profili (MSD-SPME Yéntemi ile)
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Sekil 4.11. F. esculentum Sumg¢anka Cesidi Tohumu Ucgucu Bilesenlerin
Kromatografik Profili (MSD-SPME Yontemi ile)
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Sekil 4.12. F. esculentum Sumg¢anka Cesidi Kavuzu Ugucu Bilesenlerin
Kromatografik Profili (MSD-SPME Yéntemi ile)

4.1.3. HS-SPME analiz sonugclari

Inowax kolondan maddelerin ¢ikis sirasina (RRI) gore tablosu Cizelge 4.7'de
gosterilmis olup, analize iliskin kromatografik profiller Sekil 4.13-4.14te

gosterilmistir.

F. esculentum c¢esitlerinin kiiltiire alindig1 boélgede igerdigi ucucu

bilesenlerin tespiti igin HS-SPME metodu kullanildi. GC-MS/FID sisteminde HP

Cizelge 4.4. HS-SPME Metoduna gore Giines ve Sumganka Cesitlerinin Kimyasal

Kompozisyonu
%
No| RRI Bilesenler
Giines |Sumg¢anka

1 | 1327 | (Z)-3-Hekzenil asetat 0.38
2 | 1532 |Kafur 0.47 0.37
3 | 1719 | Borneol 2.45 1.19
4 | 1870 | Hekzanoik asit 1.27 0.34
5 | 1900 |epi-Kubebol 0.25
6 | 1957 |Kubebol 0.29
7 | 1981 |Heptanoik asit 0.1
8 | 2084 | Oktanoik asit (= Kaprilik asit) 1.11 0.31
9 | 2192 | Nonanoik asit (=Pelargonik asit) 1.18 0.35
10| 2226 | Metil hekzadekanoat 15.02 13.49
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Cizelge 4.4. (Devam) HS-SPME Metoduna gore Giines ve Sumganka Cesitlerinin

Kimyasal Kompozisyonu
%
No| RRI Bilesenler
Giines |Sumcanka

11| 2265 | Metil palmitoleat 0.22
12 | 2336 | Metil heptadekanoat 0.1
13 | 2431 | Metil oktadekanoat (=M. stearat) 3.55
14 | 2456 |(Z)-9-Metil oktadesenoat (=M. oleat) 63.4 1.69
15| 2472 | (E)-9-Oktadesenoik asit metil ester (=M. elaidat) 1.16 57.3
16 | 2482 | (Z)-7-Oktadesenoik asit metil ester 0.6
17 | 2483 | Metil oktadekanoat (=M. stearat) 3.06
18 | 2678 | Oksiranoktanoik asit, 3-oktil-metil ester 4.21
19| 2679 | Metil 11-metoksioktadekanoat 5.42
20 | 2849 | Metil 3-oktil-oksiraneoktanoat 10.08
21| 2900 | Nonakosan 1
22| 2931 | Hekzadekanoik asit (=Palmitik asit) 5.93 1.41

TOPLAM:| 99.26 98.44
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Sekil 4.14. Sum¢anka Cesidinin Tarladaki Ugucu Bilesen Kromatogrami
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4.2. LC-MS Analiz Sonuclar1

Karabugday yaprak ve ciceklerine ait sivi kromatografi sonuclar Cizelge
4.8’de verilmistir. Ekstrelerin yaprak ve ¢icek icin kromatografik profilleri de

Sekil 15-16’da gosterilmistir.

Cizelge 4.5. Cesitlerin Yaprak ve Cicek Ekstrelerinin Sivi Kromatografik Verilere

Gore Ana Maddeleri
RT M-H | MS? Tanimlama Ekstre
7.6 353 191,179 3-kafeoilkinik asit GY, SY
8.2 353 | 191,179 5-kafeoilkinik asit GY, GC, SY, SC
9.7 | 609 | 300,271,255 Kersetin rutinozit (rutin) GY, GC,SY, SC
109 | 463 | 343,300,271 Kersetin glukozit GY, GC, SY, SC
12.7 | 447 301,271 Kersetin ramnozit GY, GC, SY, SC

GC: Giines Cicek, GY: Giines Yaprak, SC: Sumg¢anka Cicek, SY: Sumcanka Yaprak

Glines Yaprak Glines Cicek

Sumganka Cicek

Sumganka Yaprak

Sekil 4.15. Cesitlerin Yaprak ve Ciceklerinin LC-MS Kromatogramlari
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3-kafeoilkinik asit

Rutin
(Kersetin rutinozit)

Kersetin glukozit

§333§833¢

§8

Kersetin ramnozit

Sekil 4.16. Standart Bilesiklerin LC-MS’te Elde Edilen Kiitle Spektrumlari

Cizelge 4.6. Cesitlerin Yaprak ve Ciceklerinde Rutin Miktarlari

Ekstrede % Rutin Miktar1
Yaprak Cicek
Giines 14.36 16.28
Sumg¢anka 4.57 14.79

4.3. Sabit Yag Asitleri Analiz Sonuc¢lar1

F. esculentum iki ¢esidinin farkll kisimlarindaki sabit yag profilleri
arastirildi. Bu amagla sivi-sivi ekstraksiyon metodu kullanildi. Elde edilen sabit
yag asitleri metilleme islemi ile ugucu haline getirilerek GC-FID ve GC/MS
sistemleri ile tanimlandi. Kapiler kolondan ¢ikis sirasina gore bilesikler Glines

cesidiicin Cizelge 4.8 ve Sumg¢anka cesidi icin Cizelge 4.9’te listelenmis, analizlere

ait kromatogramlar Sekil 4.15-4.20’de gosterilmistir.
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Cizelge 4.7. F. esculentum Giines Cegsidine Ait Sabit Yag Kompozisyonu

No| RRI Bilesen Giines
Y C S T K
1 | 1199 | Metil kaproat 0.2
2 | 1399 | Metil oktanoat 1.1
3 | 1500 | Metil nonanoat 0.6
4 | 1600 | Metil dekanoat (=M. kaprat) 03 | 1.0
5 | 1791 | Metil dodekanoat (=M. laurat) 38 | 1.0 | 57
6 | 1998 | Metil tetradekanoat (=M. miristat) 41 | 15| 105 | 0.2
7 | 2011 | Dimetil suberat 0.7 2.0
8 | 2112 | Metil pentadekanoat 2.5
9 | 2126 |Dimetil azelat 47 | 27| 95
10 | 2226 | Metil hekzadekanoat (=M. palmitat) 20.7 |22.0| 52.1 | 151 | 279
11 | 2235 | Metil palmitoleat 1.5 0.1
12 | 2339 | Heptadekanoik asit metil ester 0.4
13 | 2431 | Metil oktadekanoat (=M. stearat) 26 | 52| 50 2.2 5.6
14 | 2435 | (E)-9-Oktadesenoik asit metil ester 3.2 40.1 | 37.0
15| 2441 | Metil oleat 2.2 2.8
16 | 2445 | (Z)-7-Oktadesenoik asit metil ester e
17 | 2509 | Metil linoleat 12.0 |20.6| 7.5 | 345 | 294
18 | 2583 | Metil linolenat 459 |135| 2.3 1.9
19 | 2621 | Metil eikosanoat (=M. arasidat) 14 | 2.7
20| 2621 | Metil arasidat 1.5
21| 2641 | 11-Eikosenoik asit, Metil ester 3.0
22| 2700 | Heptakosan 3.9
23 | 2819 | Metil behenat (=M. dokosanoat) 9.4 1.4
24| 2900 | Nonakosan 10.5
TOPLAM: | 100.0 |99.7 | 100.0 | 100.0 | 100.0
Cizelge 4.8. F. esculentum Sumg¢anka Cesidine Ait Sabit Yag Kompozisyonu
No| RRI Bilesen Sumganka (%)
Y C S T K
1 | 1222 |1-Dodesen 3.2
2 | 1418 | 1-Tetradesen 2.2
3 | 1791 | Metil dodekanoat (=M. laurat) 0.7 | 0.6 3.1
4 | 1998 | Metil tetradekanoat (=M. miristat) 28 | 1.7 3.8
5 | 2099 | Metil pentadekanoat 03 | 05
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Cizelge 4.8. (Devam) F. esculentum Sumganka Cesidine Ait Sabit Yag Kompozisyonu

No| RRI Bilesen Sumganka (%)
Y C S T K

6 | 2126 | Metil nonanedioik asit 0.8 2.4

7 | 2138 | Metil pentadesenoat 0.2

8 | 2143 | Dimetil azelat 0.3

9 | 2226 |Metil palmitat 219 223 | 55.0 | 14.8 | 38.2
10 | 2235 | Metil palmitoleat 04 | 03

11| 2236 | Metil (Z)-7-hekzadesenoat 0.4

12 | 2260 | Metil (E)-3-hekzadekanoat 1.4 | 05

13| 2273 | Palmitoleik asit 0.1

14| 2300 | Trikosan 0.1

15 | 2339 | Metil heptadekanoat 0.5

16 | 2431 | Metil oktadekanoat 3.7 | 71 8.4 1.7 7.9
17 | 2438 | Metil elaidat 33 | 03 7.3 | 36.5

18| 2441 | Metil oleat 06 | 4.1 2.5

19 | 2445 | Metil (Z)-7-oktadesenoat 0.4 22.3
20 | 2482 | Metil (Z)-7-hekzadesenoat 0.4

21| 2500 | Pentakosan 0.4

22| 2509 | Metil linoleat 15.5| 23.6 | 269 | 32.6 | 19.2
23| 2583 | Metil linolenat 38.7 | 12.8 1.8

24 | 2588 | Dimetil octadekadienoat 2.4

25| 2595 | 10-trans, 12-cis-oktadekadienoat 4.5

26 | 2621 | Metil arasidat 1.3 | 49 1.3

27| 2634 | Metil 9,12,15-Oktadekatrienoat 3.8

28| 2641 | Metil 11-eikosenoat 2.4

29| 2700 |Heptakosan 1.5

30| 2806 | Metil behenat (=Metil dokosanoat) 5

31| 2819 | Metil behenat (=Metil dokosanoat) 1.4

32| 2900 |Nonakosan 4.2

33| 2905 | Metil trikosanoat 0.8

34 | 2931 | Hekzadekanoik asit (=Palmitik asit) 0.7

35| 2961 | Triakontan 1.4

36 | 3010 | Metil tetrakosanoat 5.3

TOPLAM: | 95.6| 99.9 | 99.9 | 99.9 | 99.9
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Abundance
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Sekil 4.17. Giines Cesidi Cicekte Sabit Yag Asitleri Metil Ester Kromatogrami
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Sekil 4.18. Giines Cesidi Tohumda Sabit Yag Asitleri Metil Ester Kromatogrami
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Sekil 4.19. Giines Cesidi Kavuzda Sabit Yag Asitleri Metil Ester Kromatogrami
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Sekil 4.20. Sumc¢anka Cegsidi Yaprak Sabit Yag Asitleri Metil Ester Kromatogrami
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Sekil 4.21. Sumc¢anka Cegsidi Sap Sabit Yag Asitleri Metil Ester Kromatogrami

Abundance
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Sekil 4.22. Sumganka Cesidi Tohum Sabit Yag Asitleri Metil Ester Kromatogrami
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4.3. Antioksidan Aktivite Deneyi Sonuclar:
4.3.1. Serbest radikal siipiirme etkisi (DPPH deneyi)

F. esculentum tiriiniin Giines ve Sumcanka cesitlerinin yaprak. cicek ve
sap kisimlarinin ugucu yaglari ile yaprak ve gigeklerinin metanollii ekstrelerinin
DPPH serbest radikalini siipiirme etkileri spektrofotometrik yontemle 6l¢iildii.
Standart madde olarak gallik asit ve BHT (butilhidrotoluen) kullanildi. Deney

sonucunda gézlemlenen renk degisimi Sekil 4.21’de gosterilmistir.

Sekil 4.23. F. esculentum Ugucu Yag ve Ekstrelerin DPPH Serbest Radikal
Stiptirme Etkisi

Yag ve ekstreler icin elde edilen inhibisyon degerleri hesaplandi ve
SigmaPlot programi kullanilarak ICso degerleri elde edildi. Niceliksel 6l¢lim

degerleri istatistiksel veri halinde Cizelge 4.10’da gosterilmistir.

Cizelge 4.9. F. esculentum Giines ve Sumc¢anka Cegitlerinin Ucucu Yag ve

Ekstrelerinin Serbest Radikal Stiptirme Etkileri

Giines Sumc¢anka St.
Bitki Ucucu Yaglar Ekstreler | Ucucu Yaglar | Ekstreler | g,11ik
Kismi Y C S Y C Y C S Y C Asit
ICso 0.05 | 0.02 0.17 | 0.03 | 0.024
% inh. [19.95(19.95|11.89| = + [19.26|997|9.56| + + +
STDSPM 0.01 | 0.01 0.02 { 0.02 | 0.001
ICs0: %50 inhibisyon gosteren konsantrasyon; %Inh: 2.5 mg/ml'lik
konsantrasyondaki % inhibisyon degeri, St.: Standart
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4.3.2. indirgeme giicii aktivite sonuclari

F. esculentum’un Gilines ve Sumcanka cesitlerinin ucucu yag ve
ekstrelerinin demirin Fe*3(ferric) formunu Fe*?(ferrous) formuna indirgeme

kapasitesi spektrofotometrik olarak odlciildii. Trolox icin elde edilen kalibrasyon

egrisi, denklem ve R? degerleri Sekil 4.22°de gosterilmistir.

2,5 -
5 y = 3,4943x + 0,2236
R? = 0,9993

(%]
& 15 -
2
o
8 14
<

0,5 -

0 T T T

0 0,2 0,4
Trolox Konsantrasyonu, mg/mL

Sekil 4.24. Trolox Kalibrasyon Egrisi

F. esculentum ugucu yag ve ekstrelerin gosterdigi indirgeme giicii aktivite

degerleri Trolox’a esdeger olarak hesaplanmis ve Cizelge 4.11'de gosterilmistir.

Cizelge 4.10. F. esculentum Ucucu Yag ve Ekstrelerinin Indirgeme Kapasitesi

Giines Sumc¢anka

Ucgucu Yaglar Ekstreler Ucgucu Yaglar Ekstreler
Bitki Kism1 Y C S Y C Y C S Y C
iG (mg/mL) |0.035|0.036|0.032 | 0.205 | 0.434 | 0.044 | 0.026 | 0.024 | 0.163 | 0.639

+ + + + + + + + + +
SS 0.001|0.002 | 0.001 | 0.038 | 0.055 | 0.001 | 0.007 | 0.004 | 0.003 | 0.022
BHT 0.763+ 0.023
Ask. As. 0.152+ 0.002
C: Cigek, S: Sap, Y: Yaprak, iG: indirgeme Giict, SS: Standart Sapma
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4.5. Toplam Fenol Miktari

F. esculentum yaprak ve cicek kisimlarindan elde edilen metanolli
ekstrelerde toplam fenol miktar1 6lgiildii. Bu amagla elektron transferine
dayanan ve Folin-Ciocalteau reaktifiyle yapilan spektrofotometrik metod
kullanildi. Sonuclar gallik asite esdeger olarak hesaplanip Cizelge 4.12’de rapor
edildi. Sekil 4.23’te goriildiigli gibi ¢icek ekstrelerinde daha yiiksek gallik aside

esdeger fenol miktar1 bulunmaktadir.

Konsantrasyon, mg/g
N w B w1 D
o o o o o

=
o

YEX

o

Glnes Sumgcanka

Sekil 4.25. F. esculentum Cigek ve Yaprak Ekstrelerinde Toplam Fenol
Miktarlarinin Karsilastirilmasi. YEx: Yaprak Ekstresi; CEx: Cicek Ekstresi.

Cizelge 4.11. F. esculentum Ekstrelerinin Toplam Fenol Miktari

Giines Sumc¢anka
Bitki Kism1 y | ¢ y | ¢
Fenol Miktarr* 29.98 59.92 6.95 62.98
+ + + +
SS 1.38 1.29 1.91 2.16

*: mg/g Cinsinden Gallik Asite Esdeger
C: Cicek, Y: Yaprak, SS: Standart Sapma

4.6. Toplam Flavonoit Miktari

F. esculentum yaprak ve cicek kisimlarindan elde edilen metanolli
ekstrelerde toplam flavonoit miktar1 6lgiildii. Bu amagla AlCls ile ekstrelerin
olusturdugu kompleksin rengi spektrofotometrik olarak o6l¢iildi ve sonuglar

rutine esdeger olarak hesaplanarak Cizelge 4.12’de rapor edildi. Sekil 4.24'de
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cicek ekstrelerinde daha yiliksek miktarda rutine esdeger flavanoit miktari

oldugu ortaya konmustur.

100
80
60
40
20 CEx
A v

Glines Sumganka

Konsantrasyon, mg/g

o

Sekil 4.26. F. esculentum Cicek ve Yaprak Ekstrelerinde Toplam Flavanoit
Miktarlarinin Karsilastirilmasi. YEx: Yaprak Ekstresi; CEx: Cicek Ekstresi.

Cizelge 4.12. F. esculentum Ekstrelerinin Toplam Flavanoit Miktari

Giines Sumc¢anka
Bitki Kismi Y C Y C
Flav. Mik.* 40.71 81.23 4.66 52.75
+ + + +
SS 1.80 3.03 0.20 3.09

*: mg/g Cinsinden Rutine Esdeger
C: Cicek, Y: Yaprak, SS: Standart Sapma

4.7. Antikolinesteraz Aktivite Sonuclari
4.7.1. ITK-Otografi metodu

F. esculentum cesitlerinin ucucu yaglari ve ekstrelerinin asetilkolinesteraz
(AChE) enzimi tuzerindeki inhibisyon etkisini nitel olarak degerlendirmek
amaciyla ITK-Otografi metodu kullanilmistir. Bu islemde ITK plagina “dot-blot”
(nokta seklinde cesitli konsantrasyonlarda numunelerin plaga emdirilmesi)
uygulamasi gerceklestirilmistir. Silicagel Fzs4+ ITK plagi (10x10 cm) iizerine
1.0x1.0 cm ebatlarinda alanlar cizilerek her kutucugun icine numune ¢ozeltisi
damlatildi. Lekeler kuruduktan sonra plak tlizerine reaktifler uyguland: (Sekil

4.25).
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Sekil 4.27. F. esculentum Ugucu Yag ve Ekstreleri Icin ITK-Otografi Uygulama

Sonucglari

4.7.2. Ellman Metodu

ITK- Otografi yontemiyle aktivite gosterdigi ucucu yag ve ekstrelerin
inhibisyon etkileri Ellman yontemi ile kantitatif degerlendirmeye tabi tutuldu.
Enzim inhibisyonu sonucunda mikrotiter plak kuyucuklarindaki renk degisimi

Sekil 4.26’da gosterilmistir.

Sekil 4.28. F. esculentum Bitkisinin Ugucu Yag ve Ekstrelerin Etkisi ile AChE
Inhibisyonu X: Ucucu Yaglar, Y: Eksteler ve Z: Galantamin (standart inhibitér).
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Cizelge 4.13. F. esculentum Cesitlerine Ait Ucucu Yag ve Ekstrelerinin AChE

Inhibisyonunun Ellman Metoduna Gére Kantitatif Sonuglari

Giines Sumc¢anka Standart
Ucucu Yaglar Ekstreler Ucucu Yaglar Ekstreler c
Bitki Kismi | Y C S Y | ¢ | Y C S | Y| C
inh.9% | 63.9 | 47.4 | 50.2 | 10.5 | 42.8 | 65.8 | 4.8 | 56.0 | 45 |575 94.1
+ + + + + + + + + + +
ss| 35|38 | 33|24 |32| 41|53 | 36| 28] 28 1.7

inh: inhibisyon, SS: Standart Sapma, C: Cicek, G: Galantamin, S: Sap, Y: Yaprak.

56




5. TARTISMA

Proje kapsaminda Fagopyrum esculentum bitkisinin tescillenmis iki
cesidinin (Glines ve Sumc¢anka) tohumlar1 temin edilerek Eskisehir-Kiitahya gecit
iklimi kosullarinda yetistirildi. Yetistirme stireci kapsaminda bitkinin ucucu
bilesenleri hem canli bitki Uzerinde tarla sartlarinda hem de toplanmis
kisimlarindan laboratuvar sartlarinda incelemeye tabi tutuldu. Tarla sartlarinda

HS-SPME teknigi kullanildu.

5.1. Hidrodistilasyon Yontemi ile Elde Edilen Ugucu Bilesenler

Her bir g¢esidin yaprak, cigek, sap, tohum ve kavuz kisimlarinin ugucu
bilesenleri ¢esitli metotlarla analiz edildi. Yaprak, ¢icek ve sap kisimlarinin ugucu
yaginin daha fazla olacag diisiiniilerek bu kisimlar i¢in hidrodistilasyon yontemi
tercih edildi. Bununla birlikte tohum ve kavuz kisimlarinin tasidigi ucucu

bilesenleri MSD-SPME teknigi ile elde edilip incelendi.

Konvansiyonel hidrodistilasyon yontemi ile elde edilen yag verimleri
kiyaslandigl zaman Sumcanka cesidinin ¢icek kisimlarinin en yiiksek (%0,065)
yag verimine sahip oldugu tespit edildi. Giines ¢esidinin cigceklerinde ise en diisiik
(%0,022) yag verimi saptandi. Yaprak hidrodistilasyonu sonucunda her iki
cesitten elde edilen ucucu yaglarin %97’sini olusturan 27-29 madde tespit edildi.
Cicek hidrodistilasyonu sonucunda her iki gesitten elde edilen ugucu yaglarin
%97-99,9’sini olusturan 20-23 madde tespit edildi. Sap kisminda 18-20 tane
madde yaglarin %99’unu olusturmustur. Tim ugucu yaglarin ortak 6zelligi
hekzadekanoik asidin (%32.7-83.6) yaglarin profilinde dominant olmasidir.
Bununla birlikte dodekanoik ve tetradekanoik asitler tiim yaglarda tespit edildi.
Seskiterpen grubundan hekzahidrofarnesil aseton tiim yaglarda saptanirken
trans-Kalamenen sadece Gilines ¢esidinin yaprak yaginda (%8.31) saptandi.
Yaprak yaglarinda farkl olarak yiiksek miktarda (%16.7 ve %9.36) diterpenik bir
bilesik olan fitole rastlandi. Sum¢anka ¢iceginin diger yaglardan farki alkan serisi

madde grubu a¢isindan zengin (>%51) olmasidir (Cizelge 4.2).
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Daha 6nce yapilan calismalarda F. esculentum’un farkli gesitleri ele alinmig
olup ucucu bilesen profillerinde cogunlukla alkan tiirevi maddelere rastlanmistir

[15, 43, 48, 60].

5.2. Tarla Sartlarinda Gergeklestirilen HS-SPME Calismalari

Canl bitki tizerinde tarla sartlarinda gerceklestirilen HS-SPME calismasi
sonucunda her iki cesidin trettigi ucucu bilesenler Small Activated Coconut
Charcoal (20/40) tlizerine trap edilerek elde edildi. Adsorban iizerine tutunan
ucucu bilesenlerin hekzan ile eliie edilmesi ve GC-MS analizine tabi tutulmasi
sonucunda ugucu bilesenlerin %98-99'unu olusturan 12-20 tane bilesik
karakterize edildi. Her iki ¢esitte de ortak 6zellik olarak metil palmitatin yiiksek
miktarda (%13-15) oldugu goriildii. Giines c¢esidinin farkli olarak %63.4
oraninda metil oleat icerdigi saptandi. Sumcanka cesidi ise ana madde olarak
%57.3 oraninda metil elaidat tasimaktadir. Genel kromatografik profile
bakildiginda Sumcanka ¢esidinin daha kompleks ucucu bilesen kompozisyonuna

sahip oldugu anlasilmaktadir (Cizelge 4.4).

5.3. Laboratuvar Sartlarinda Gergeklestirilen MSD-SPME Calismalari

Glunes ve Sumganka cesitlerinin tohumlar1 olgunlasma asamasinda
toplanarak kurutuldu ve ugucu bilesenleri MSD-SPME teknigi ile analize tabi
tutuldu. Bu amagla kavuz ve tohum ayrimi 6zel bir dizenekte gerceklestirildi
(Sekil). MSD-SPME yo6nteminin sartlar1 (numune miktari, ekstraksiyon siiresi) 6n
laboratuvar calismalarinda optimize edildi. Daha sonra tiim numuneler bu
sartlarda analiz edildi. Gaz kromatografik analiz sonuclar1 Cizelge 4.3’te toplu
halde gosterilmektedir. Her iki ¢esidin tohum ve kavuz kisimlarinda yiiksek
miktarda (%33-93) hekzadekanoik asit ortak ana madde olarak tespit edildi.
Bunu takip eden tetradekanoik asit (%6.1-8.9) ikinci ana madde olarak saptandi.
Ayrica Sumganka cesidinin kavuzunda yiliksek miktarda (%14.2) hekzenil
salisilata rastlandi. Kavuz kisminda bulunan ugucu bilesenlerin profilinin (17-18

bilesik) tohuma nazaran (5-7 bilesik) daha kompleks oldugu fark edildi.
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5.4. Sabit Yag Asitleri Uzerinde Calismalar

Glines ve Sumcanka cesitlerinin farkl kisimlari i¢cin (yaprak, cicek, sap,
tohum ve kavuz) sivi- sivi ekstraksiyon yontemine dayanan Folch metodu
uygulandi. Yag asitlerinin metil esterleri daha ugucu oldugu icin GS-MS ve GC/FID

analizine tabi tutuldu.

Gunes cesidine ait sabit yag asitleri analiz sonuglar Cizelge 4.7'de
0zetlenmistir. Toplam 24 adet madde aydinlatildi. Bu ¢eside ait bitki kisimlarinin
hepsinde (yaprak, c¢icek, sap, tohum ve kavuz) ortak olan maddelerin metil
palmitat ve metil linoleat oldugu goriilmektedir. Metil palmitat en yogun olarak
sap kisminda (%52.1) dikkat ¢ekerken, hem sap kisminin hem de ¢igcek (%22)
kisminin ana maddesi oldugu gorilmektedir. Metil linoleat'in ise en fazla
miktarda tohum kisminda (%34.5) oldugu gorilmektedir. Tohum ve kavuzda
ortak ana madde (%37-40) metil oktadesenoat olarak tespit edildi. Kavuz kismi
yag asitler agisindan ¢ok zayif olarak bulundu. Yalnizca 4 maddeyle temsil
edilmesiyle dikkat cekmistir. Ayrica, yaprak kisminda metil linolenat (%45.9) en
yuksek ytizdeyi gosterdi.

Sumcanka c¢esidinin sabit yag asitlerinin GC/MS ve GC-FID sonuglarina
bakildiginda (Cizelge 4.8) toplam 36 madde aydinlatildi. Her bir kisimdaki
(yaprak, cicek, sap, tohum ve kavuz) ortak maddelerin de Giines ¢cesidindeki gibi
metil palmitat ve metil linoleat oldugu goriilmektedir. Bunlara ek olarak metil
oktadekanoat’'in da az miktarlarda (sirasiyla %3.7, 7.1, 8.4, 1.7, 7.9) ortak oldugu
gorilmektedir. Bu ¢esidin sap kisminda da Giines c¢esidinde oldugu gibi metil
palmitat (%55) yliksek oranda bulunmustur. Kavuzun (%38.2) da ana maddesi
olarak saptandi. Yaprak kisminda metil linolenat (%38.7) ve tohum kisminda

metil elaidatin (%36.5) ana madde olmasi digerlerinden farklilik gdstermistir.

5.5. Biyolojik Aktivite Calismalari

Proje kapsaminda F. esculentum iki ¢esidinin ugucu yag ve ekstrelerinin
oksidatif bozukluk ve norodejeneratif prosesler tlizerine gosterdigi etki
arastirildi. Bu amacla ugucu yag ve ekstrelerin iki farkli sistemde antioksidan

potansiyelleri ve antikolinesteraz potansiyelleri in vitro sartlarda degerlendirildi.
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5.5.1. Antioksidan aktivite calismalari

Arastirma konusu olan F. esculentum ugucu yag ve ekstrelerinin
antioksidan aktivitesi degerlendirildi. Bu amacla elektron transferine dayali test

sistemleri kullanildi: DPPH ve FRAP.

Bu sistemlerin temeli elektron transferine dayalidir [131]. Stabil serbest
radikal olan DPPH antioksidan etkili madde ile tepkimeye girerek kompleks
olusturur ve rengi mordan sariya doner. Proje kapsaminda test edilen ugucu yag
ve ekstreler belli bir konsantrasyonda uygulanarak mikroplak titer teknigiyle
deneye tabi tutuldu. Numunelerin yiizde inhibisyon degerleri standart
antioksidan madde olan gallik asitin degerleriyle kiyaslandi. inhibisyon degerleri
%>50’den biyiik olan numuneler i¢in ICso degerleri SigmaPlot 12.0 programu ile
hesapland1 (Sekil 5.2). Cizelge 4.9°da numunelerin ve standart maddenin

kantitatif aktiviteleri karsilastirmali olarak 6zetlendi.

inh. %

100 ;]
50 Gal Ac.
" Sumganka
0 Gines

YUY CUY SUY YEx CEx

Sekil 5.1. Giines ve Sumganka Cesitlerine Ait DPPH Radikalini Stiptirme
Etkisi. YUY: Yaprak Ugucu Yagi, CUY: Cicek Ugucu Yagi, SUY: Sap Ucucu Yagi, YEx:
Yaprak Ekstresi, CEx: Cicek Ekstresi, Gal Ac.; Gallik Asit.

Her iki ¢eside ait yaprak, cicek ve sap ugucu yaglarinin 2,5 mg/ml’lik
konsantrasyonlarinda DPPH radikalini inhibe etme yiizdeleri 9.56-19.95
arasinda degismektedir. Buna karsin yaprak ve cicekten elde edilen ekstrelerin
serbest radikal siipiirme etkileri daha yiiksek olup hesaplanan ICso degerleri

0,019-0,173 mg/mL arasinda bulundu. Bununla birlikte her iki ¢esidin ¢icek
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ekstreleri standart antioksidan madde kadar inhibisyon degerlerine sahip oldugu

saptandi.

Giines Gigek Sumganka Yaprak
Giines Yaprak

Inh., %

0,000 o001 001 01 1 00001 X 1 . .
Konsantrasyon, mg/mL Konsantrasyon, mg/mL Konsantrasyon, mg/mL

Gallik Asit
Sumganka Gigek AST

aaaaa 0001 001 o1 1 0,0001 0,001

Konsantrasyon, mg/mL. Konsantrasyon, mg/mL

Sekil 5.2. F. esculentum Ekstrelerinin ICso Degerlerinin Hesaplanmasinda

Kullanilan Grafikler

F. esculentum ugucu yag ve ekstrelerinin demirin Fe*3 (ferric) formunu
Fe*Z (ferrous) formuna indirgeme kapasitesi Trolox (Suda ¢6ziinen vitamin E)’a
esdeger olarak hesaplandi. Numunelere ait rediikleme degerleri Cizelge 4.11'de

ozetlendi.

Her iki ceside ait ugucu yaglarin demir rediikleme kapasite degerleri
(0.024-0.044) arasinda degistigi saptandi. Bunun yaninda ekstrelere ait
rediikleme kapasite degerlerin belirgin derecede (0.163-0.639 arasi) yiiksek
oldugu tespit edildi. En ytlksek rediikleme etkisini Sumcanka cicek ekstresi
(0.639) gosterirken, en diistik aktivite degerini Sumganka cesidinin saplarina ait
ucucu yag (0.024) gosterdi.

Antioksidan aktivite dlciimii farkl sistemler icerisinde gerceklestirilerek,
tiim ekstrelerin yliksek antioksidan aktivite gosterdigi gortildii. Radikal siipiirme
ve demir indirgeme giicii yoluyla elde edilen veriler ile toplam fenol, flavonoit
miktarlar1 ve LC-MS analizi birbirleriyle tutarli sonuglar vermektedir. Tiim analiz

sonuclar1 anlamh bir hale getirildiginde her iki ¢esidin ¢icek ekstrelerindeki
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antioksidan madde miktarinin yiiksek oldugu ancak, Sumc¢anka ¢esidinin yaprak
ekstresindeki antioksidan madde miktarinin ise en diisiik degere sahip oldugu

belirlenmistir.

Sivi kromatografisi sonuglar1 da ekstrenin ana bilesiginin rutin (%4.5-
16.8) oldugunu gostermistir. Rutin’in kalibrasyon egrisi Sekil 5.3'te
gosterilmektedir. LC-MS-MS analiz sonuglarini g6z éntinde bulundurdugumuzda
ekstrelerin antioksidan bilesikler acisindan zengin oldugu ortaya c¢ikmistir
(Cizelge 4.5). Daha o6nce yayinlanmis c¢alismalarda rutin ve tiirevlerinin

antioksidan etkileri rapor edilmistir [46, 53, 79, 81, 84, 132].
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Sekil 5.3. Rutin’in Kalibrasyon Egrisi
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Sekil 5.4. Ekstrelerin Igerdigi Rutin Miktarlarinin Karsilastirilmast
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5.5.2. Antikolinesteraz enzim ¢alismalar1

Demans, giinliik yasam islevlerinin siirdiiriilmesini engelleyen ilerleyici
bir beyin hastalig1 olup, bellek kaybi, giinliik yasamin gereksinimlerini yerine
getirmede zorlanma; algilamada, toplumsal davranislarin diizenlenmesinde ve
duygusal tepkilerin kontroliinde bozulma belirtileriyle tanimlanmaktadir.
Alzheimer hastaligl demansin en sik goriilen tirtdir. Ginimiizde Alzheimer

hastalig1 yash niifusun arasinda 6nemli derecede yaygin hale gelmistir.

Bu hastaligin tedavisinde antikolinesteraz etkili bilesikler ilk secenektir.
Ginimiizde dogal kaynaklardan elde edilen, ucuz, giivenilir ve kolay ulasilabilir
antikolinesteraz inhibitorlere olan talep hizla artmaktadir. Bu dogrultuda ¢esitli
bitkilerden elde edilen iiriinler (ugucu yag, ekstre, saf madde) iizerinde in vitro ve

in vivo sartlarda AChE ve BuChE enzimlerinin inhibisyonu arastirilmaktadir.

Proje kapsaminda F. esculentum ugucu yag ve ekstrelerinin ticari olarak
satilan elektrikli yilanbalig1 (Electrophorus elecricus) AChE1 kullanarak AChE
inhibisyon kapasitesi tayin edildi. Arastirmanin ilk basamaginda tiim numuneler
iizerinde dot-blot teknigi kullanilarak genel tarama gerceklestirildi. ITK-Otografi
metodu sayesinde tiim numunelerin es zamanl olarak enzim tlizerindeki etkisi
test edildi. ITK plag iizerinde gérsel olarak elde edilen sonuglar dogrultusunda
numunelerin aktivitesi olup olmadig tespit edildi. Bir sonraki asamada tiim aktif
olan numunelerin niceliksel degerleri Ellman metoduyla saptandi. Numunelerin

enzim uzerinde gosterdigi etkiler Cizelge 4.13’te 6zetlend.i.

Test edilen numunelerin arasinda yaprak ucucu yaglar en etkin (%inh.
63.9-65.8) sekilde AChE enzmini inhibe etti. Bunlari takip eden sap ugucu yaglari
da kayda deger (%Inh. 50.2-56) inhibisyon etkisine sahip oldugu tespit edildi.
Her iki ceside ait yaprak ekstrelerinin AChE aktivitesinde %10’dan fazla
inhibisyona neden olmadig1 goriildi. Elde edilen sonuglara gore galantaminle
karsilastirildiginda en ytiksek aktiviteyi (65,8) Sumcanka yapraklarina ait ugucu
yag gostermistir. Buna karsin en distik aktiviteyi (4.5) de yine Sumganka
yapragina ait ekstre gostermistir. Sekil 5.5'te test edilen numunelerin AChE

inhibisyon degerleri karsilastirilmasi sunulmustur.
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Sekil 5.5. F. esculentum Ucucu Yag ve Ekstrelerinin Ellman Metodunda
AChE Inhibisyonlarinin Karsilastirlmast. YUY: Yaprak Ucucu Yagi, CUY: Cicek
Ucucu Yagi, SUY: Sap Ugucu Yagi, YEx: Yaprak Ekstresi, CEx: Cicek Ekstresi, GInt:

Galantamin.

Daha oOnce, Polonya menseili F. esculentum tohumu Tirkiye'de
yetistirilerek etil asetath ekstresinin noroprotektif etkisi arastirilmis ve BuChE

(Biitiril kolin esteraz) enzimini inhibe ettigi rapor edilmistir [46].
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6. SONUC ve ONERILER

Bu calismada Fagopyrum esculentum bitkisinin Tiirkiye’de gelistirilen
Glnes cesidi ve Kazakistan’da kultiirti yapilan Sumcanka cesidi Eskisehir-
Kiitahya gecit kusaginda yetistirilip farkli kisimlarindan ugucu yag, sabit yag
asitleri ve ekstreler elde edildi. Bitkinin ¢iceklenme-meyvelenme déneminde her
iki ¢cesidin ugucu bilesenleri tarla sartlarinda HS-SPME teknigiyle ekstre edilerek
arastirildi. Cesitlerin ugucu bilesik profilinde ortak olarak metil palmitat yiiksek
miktarda saptanirken, Giines cesidinin metil oleat, Sumc¢anka ¢esidinin ise metil

elaidat agisindan zengin oldugu tespit edildi.

Laboratuvar sartlarinda bitkinin ugucu yag ve sabit yag asitlerinin
kompozisyonlar1 gaz kromatografik tekniklerle aydinlatildi. Tohum ve kavuz
kisimlarinin tasidigr ugucu bilesikler MSD-SPME teknigiyle incelendi. Analiz
sonucunda bu kisimlarin hekzadekanoik asit ve tetradekanoik asit bakimindan

zengin oldugu belirlendi.

Karabugday ucucu yag ve ekstrelerinin antioksidan aktivitesi, serbest
radikal DPPH ve demir rediikleme gilicline gore degerlendirildi. Karsilastirmali
analiz sonucunda ugucu yaglarin %19’dan fazla inhibisyon gostermedigi,

ekstrelerin ise 6nemli 6lctide inhibisyon potansiyelinin oldugu tespit edildi.

Ucgucu yag ve ekstrelerin noroprotektif 6zellikleri AChE enzimini inhibe
etme potansiyeline gore degerlendirildi. Yaprak ve sap ugucu yaglarinin énemli
derecede inhibisyon etkisine sahip (sirasiyla, >%65, %56) oldugu saptandi.
Ancak, ugucu yaglarin ise AChE iizerinde zayif bir etkiye sahip oldugu gorildi.

F. esculentum ugucu yaglarinin diisiik antioksidan aktiviteye sahip oldugu
goze carparken AChE enzimini inhibe etmeleri, bitkinin néronlar1 koruyucu bir
etkisi oldugunu ortaya koyarak konuyla ilgili yapilacak ileri diizey arastirmalara
151k tutmaktadir. Farkli polaritedeki c¢oziiciilerle elde edilen ekstrelerin AChE

lizerindeki aktivitesinin arastirilmasi bu anlamda 6nem arz etmektedir.

Bu proje kapsaminda Tirkiye'de tescillenmis Gilines ¢esidi ve

Kazakistan’da tescillenmis Sumcanka cesidinin yan triinleri (¢icek, yaprak, sap

65



ve kavuz) kimyasal ve biyolojik aktivite bakimindan ele alinarak bitkinin katma
degerinin arttirilmasi hedeflenmistir. Yapilan arastirma sonucunda tescillenmis

cesitlerin belirtilen katma degerlere sahip oldugu gorilmiistiir.
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