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OZET

GUNEYDOGU ANADOLU BOLGESINDE YETIiSEN FARKLI NICOTIANA
SPP. TIPLERININ YAG ASiDi, FENOLiIiK FLAVONOID VE NiKOTIN
ICERIKLERININ BELIRLENEREK KEMOMETRIK YONDEN
INCELENMESI

Feride Merve KILICOGLU
Batman Universitesi Fen Bilimleri Enstitiisii
Biyoloji Anabilim Dal

Damsman: Prof. Dr. Engin TILKAT
2018, 110 Sayfa

Jiiri
Prof. Dr. Ahmet ONAY
Prof.Dr. Engin TILKAT
Dog. Dr. Abdulselam ERTAS
Do¢.Dr. Filiz AKBAS

Tiitiin yapraklar bir ¢ok alkoloid igerir, bunlar basta nikotin olmak iizere, nikotinin, anatabine,
anatalline ve nornikotinedir. Yapraklar ayn1 zamanda yiiksek oranda glukozitler, tahasinin, tahasilin ve
izokerkitrin, 1-kinik, Klorojenik, kafeik ve oksalik asitleri de igerir. Bu tez kapsaminda daha ¢ok iilkemizin
dogu illerinden Nicotiana tabacum tiiriine ait 6rnekler toplanmis gblgede kurutulmus ve petrol eteri ile
etanol ekstreleri hazirlanmistir. Hazirlanan petrol eteri ekstresinin yag asidi igerigi GC-MS/MS ile, etanol
ekstrelerinin fenolik bilesikler bakimindan kimyasal icerigi ise LC-MS/MS ile belirlenmistir. Nicotine,
Nicotinamide ve Nicotinic acid bilesiklerinden olusan bir metot gelistirilerek bu metoda ait tiim analitik
parametreler ortaya konmustur. Etanol ekstrelerinin bu bilesikler bakimindan icerik analizi bu metoda gére
LC-MS/MS ile yapilmis ve tiim kimyasal sonuglar kemometrik olarak degerlendirilmistir. Ayrica etanol
ekstrelerinin total fenolik igerigi, antioksidan kapasitesi (CUPRAC, DPPH serbest radikali giderim
aktivitesi ve ABTS katyon radikali giderim aktivitesi yontemleri), antikolinesteraz enzim aktivitesi (Asetil
ve butirilkolinesteraz), antiiireaz ve antitirozinaz enzim aktiviteleri incelenmistir.

Genel olarak GC-MS yag asidi sonuglarina baktigimizda calisilan orneklerin 6zellikle major
bilesenler bakimindan farklilik gosterdigi belirlenmistir. Farkli lokalitelerden toplanan 6rneklerin major
bilegenlerinin caproic acid (C6:0), myristic acid (C14:0), palmitic acid (C16:0), oleic acid (C18:1n9c),
linoleic acid (C18:2n6c¢), stearic acid (C18:0) ve pentadecanoic acid (C15:0) oldugu tespit edilmistir. LC-
MS/MS sonuglarina baktigimizda ise hesperidin, klorojenik asit, malik asit ve rutin major bilesen olarak
tespit edilmistir. Antioksidan aktivite bakimindan baktigimizda ise DPPH ydnteminde en yiiksek aktiviteyi
MTYE ekstresinin, ABTS yonteminde MZY ekstresinin ve CUPRAC yonteminde yine MTYE ekstresinin
gosterdigi belirlenmigtir. Tiim Orneklerin genel olarak hem asetil hemde butirilkolinesteraz enzim
aktivilerinin diisiikk oldugu fakat ozellikle Adiyamandan toplanan Orneklerin asetilkolinesteraz enzim
aktivitelerinin yiiksek oldugu tespit edimistir. Baz1 6rneklerin yiiksek bazi 6rneklerin ise hi¢ antiiireaz
enzim aktivitesi gostermedigi saptanmigtir. Tirozinaz enzim aktivitesine baktigimizda ise genel olarak
orneklerin orta-yiiksek bir potansiyele sahip oldugu belirlenmistir. Sonug olarak lokalite farkliligin hem
kimyasal icerik hem de biyolojik aktivite bakimindan oldukga etkili oldugu soylenebilir. Diger bir degisle
iklim ve toprak yapisinin tiitiin rneklerinin kimyasal igerigi ve dolayisiyla biyolojik aktiviteleri tizerinde
oldukga etkili oldugu sonucuna varilmigtir.

Anahtar Kelimeler: Nicotiana tabacum L., Nikotin igerigi, Fenolik icerigi, Antioksidan,
Antikolinesteraz, Antilireaz, Antitirozinaz



ABSTRACT

CHEMOMETRIC STUDY OF PHENOLIC, FLAVONOID, FATTY ACID AND
NICOTINE CONTENTS OF DIFFERENT NICOTIANA SPP. TYPES GROWN
IN SOUTHEASTERN ANATOLIA REGION OF TURKEY
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BATMAN UNIiVERSITY GRADUATE SCHOOL OF NATURAL AND APPLIED
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Advisor: Prof. Dr. Engin TILKAT
2018, 110 Pages

Jury
Prof. Dr. Ahmet ONAY
Prof.Dr. Engin TILKAT
Assoc. Prof. Dr. Abdulselam ERTAS
Assoc. Prof. Dr. Filiz AKBAS

Tobacco leaves contain many alkaloids, mainly nicotine, nicotine, anatabine, anatalline and
nornicotine. The leaves also contain high-order glucosides, tahaxinin, tahacillin and isocercitrin, 1-kinic,
chlorogenic, caffeic and oxalic acids. In this thesis, samples of Nicotiana tabacum from eastern Turkey
were collected, dried in the shade, and petroleum ether and ethanol extracts were prepared. Fatty acid
content of the prepared petroleum ether extract was determined by GC-MS / MS. On the other hand, the
chemical content of phenolic compounds of ethanol extracts prepared was determined by LC-MS/MS. A
method consisting of nicotine, nicotinamide and nicotinic acid compounds has been developed and all the
analytical parameters of this method have been revealed. Content analysis of ethanol extracts for these
compounds was performed by LC-MS / MS according to this method and all chemical results were
evaluated chemometrically. In addition, antioxidant capacity (CUPRAC, DPPH free radical scavenging
activity and ABTS cation radical scavenging activity methods), anticholinesterase enzyme activity (acetyl
and butyrylcholinesterase), antihyperase and antitryzinase enzyme activities of ethanol extracts were
determined.

When we look at GC-MS fatty acid results in general, it has been determined that the samples
studied differ in particular in terms of major components. The major components of the samples collected
from different localities were caproic acid (C6:0), myristic acid (C14: 0), palmitic acid (C16:0), oleic acid
(C18:1n9c), linoleic acid (C18:2n6c¢), stearic acid:0) and pentadecanoic acid (C15:0). When we look at
LC-MS/MS results, hesperidin, chlorogenic acid, malic acid and routine major component were detected.
In terms of antioxidant activity, the highest activity in the DPPH method was determined to be the MYE
extract in the ABTS method and the MYE extract in the CUPRAC method. All of the samples in general
showed that both acetyl and butyrylcholinesterase enzyme activities were low, but especially
acetylcholinesterase enzyme activities of Adiyamanandan collected samples were high. Some of the
samples showed high antiurease enzyme activity. When we look at tyrosinase enzyme activity, it is
generally determined that the samples have a medium-high potential. As a result, it can be said that the
locality difference is very effective both in terms of chemical content and biological activity. In other
words, it can be said that climate and soil structure is very effective on the biological activities of tobacco
samples because of their chemical content.

Keywords: Nicotiana tabacum L., Nicotine content, Phenolic content, Antioxidant, Anticholinesterase,
Antihyperase, Antithyrosinase



ONSOZ

Tiitlin tiretiminin Tirkiye ve Diinya ekonomisinde ¢ok onemli bir yere sahip
oldugu soylenebilir. Diinyada yaklasik 4,3 milyon ha alanda 7,5 milyon ton tiitiin
tiretilmekte iken, Tiirkiye’de ise yaklasik olarak 110 bin ha alanda 88 bin ton kadar
tiretilmektedir.

Kemometrik calismalarda ¢ok yaygin olarak kullanilan Temel Bilesenler (PCA)
ve Hiyerarsik (Asamali) Kiimeleme (HCA) analizleri yontemleriyle; Dogu ve
Gilineydogu Anadolu bolgesinden toplanan tiitiin Orneklerini  kimyasal igerik
bakimindan smiflandirild1 ve iller arasindaki kemometrik farkliliklart degerlendirildi.
Ayni zamanda Orneklerin nikotin igerikleri belirlenerek bu Orneklerin insan saglig
acisindan zarar dereceleri de ayrica irdelendi. Dogu ve Giineydogu Anadolu bolgemizde
yetistirilen Nicotiana tabacum L. varyetelerinin fenolik, flavonoid, yag asidi ve nikotin
iceriklerinin kemometrik yonden incelendi. Yaptigimiz literatlir taramalart 1s18inda,
bdyle bir ¢alisma ilk defa yapilmistir. Bu nedenle tez 6nerisinin konusu 6zgiindiir.

Bu tez calismasinin her asamasinda katki ve goriiglerini eksik etmeyen, degerli
Onerileri ve yorumlar: ile beni ydnlendiren tez danigsmanim Saymn Prof. Dr. Engin
TILKAT’a ve Dog. Dr. Abdulselam ERTAS’a tesekkiirii bir bor¢ bilirim. Dicle
Universitesi Eczacilik Fakiiltesi Farmasotik kimya Anabilim Dali Ogretim Uyesi
Yrd.Dog.Dr. Mustafa Abdullah YILMAZ’a tesekkiir ederim.

Her zaman yanimda olan, beni bu giinlere getiren, dualarini hi¢bir zaman benden
esirgemeyen aileme, Ogrencilifimden beri ve yiliksek lisans yaptigim donemde
yetismemde katkist olan Lisans Hocam Prof. Dr. Davut BASARAN’a (emekli) sonsuz

tesekkiir ederim.

Feride Merve KILICOGLU
BATMAN-2018
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SIMGELER VE KISALTMALAR

Ae . Antioksidan radikali

ABTS . 2,2’-Azino-bis (3-etilbenzotiazolin-6-siilfonik asit)
Ac : Aseton

AChE . Asetilkolinesteraz

AH . Birincil antioksidan

ATP . Adenozintrifosfat

BChE . Butirilkolinesteraz

BHA . Biitillenmishidroksi anisol

BHT . Biitillenmishidroksi toluen

CUPRAC . Bakar (I) iyonu indirgeme antioksidan kapasitesi
DEPT . Distortionless enhancement by polarization transfer
Dk . Dakika

DNA . Deoksiribo niikleik asit

DPPH : 1,1-Difenil-2-pikrilhidrazil

DTNB . 5,5-Ditiyobis(2-nitro benzoik asit)
EDTA . Etilendiamintetraasetik asit

EI-MS . Elektron impakt kiitle spektroskopisi
ESI-MS . Elektron spray iyonlasma kiitle spektroskopisi
FCR . Folin Ciocalteu fenol reaktifi

FDA :  US food and drug administration

FRAP . Demir (III) indirgeme antioksidan giicii
GC . Gaz kromatografisi

GC-MS . Gaz kromatografisi kiitle spektroskopisi
GSH . Glutatyon

. . Hidroperoksi radikali

H202 . Hidrojen peroksit

HCIO . Hipoklordz asit

HPLC . Yiksek basinglt s1vi kromatografisi
HSQC . Heteronuclear single quantum coherence
MeOH : Metanol

NaAc : Sodyum asetat

NADH . Nikotinamitadenindiniikleotit

NBT . Nitroblutetrazolyum

NMDA : N-metil-D-aspartat

NMR . Niikleer magnetik rezonans

NO+ . Nitrozil katyonu

NO- . Nitroksi anyonu

NO- . Azot monoksit radikali

NO2e . Azot dioksit radikali

NO2+ . Nitronyum katyonu

102 . Singlet oksijen

O2-« . Siiperoksit anyon radikali

02. . Siiperoksit radikali

o3 : Ozon

OH- . Hidroksil radikali

ONOO- . Peroksinitrit anyonu

ORAC . Oksijen radikalini absorplama kapasitesi
PE . Fikoeritrin

PEs . Pirokatekole esdeger
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ROO-"
ROOH
ROS
S
SOD
TBHQ
uv
HMBC
Ferrozin

HMQC
AVY :
AYCY:
MUY
ABT:
AKT:
ACT:
MZKT:
MM1:
BHYBY:
AKY:
MM2:
ATT:
MM3:
AKHT:
MYY:
AOTA42:
MTY:
BML2Y:
AMT:
MMT:
MYEY:
ACY:
BML2T:
AAKT:
AYY:

AAOTEG:

BBY:
BML1T:
BMLL1Y:
AAOTI19:
MTYE:
MZY:
BBT:
AYT:

Propil gallat

Alkil radikali

Alkoksi radikali

Peroksi radikali

Hidroperoksit

Reaktif oksijen tiirleri

Saat

Siiperoksit dismutaz

: t-Biitilhidrokinon

Ultraviyole spektroskopisi

Heteronuclear multiple bond coherence
3-(2-Piridil)-5,6-bis-(4-fenilstilfonik asit)-1,2,4-triazin monosodyum
tuzu

Heteronuclear multiple quantum coherence
Adiyaman Virginia tiitiinli yaprak
Adiyaman yerli Celikhan tiitiinii yaprak
Mardin Ulukdy yaprak

Adiyaman Besni tohum

Adiyaman Komiir tohum

Adiyaman Celikhan Bolgesi sulu tiitiin tohumu
Kahramanmaras Zeytinlik Ilica kasabasi tohumu
Kahramanmaras Merkez ogiitlilmiis tiitiin 1
Bitlis Hizan Yolalan Boztepe tiitiinii yaprak
Adiyaman Komiir yaprak

Kahramanmaras Merkez 6giitiilmiis tiitiin
Adiyaman Tut bolgesi sulu tiitlin
Kahramanmaras Merkez ogiitlilmiis tiitiin 3
Adiyaman Kahta Tohum

Mardin Yiiceli yaprak

Adiyaman Merkez tohum

Mardin Tuzla yaprak

Bitlis Mutki (Lokasyon 2) sulu tiitiin yaprak
Adiyaman Merkez sulu tiitiin tohum
Kahramanmaras Merkez tohum

Mardin Yedi Kardes yaprak
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Bitlis Mutki (Lokasyon 2) sulu tiitiin tohum
Adiyaman Akgali tohum

Adiyaman Yedi Oriental yaprak

Adiyaman Birlik tohum

Bitlis Borliikyazi yaprak

Bitlis Mutki lokasyon 1 sulu arazi tohum
Bitlis Mutki lokasyon 1 merkez sulu tiitiin yaprak
Adiyaman Golbagi tohum

Kahramanmaras Merkez yaprak
Kahramanmaras Zeytinlik Ilicas1 yaprak
Bitlis Boliikyazi1 tohum

Adiyaman yerli tiitiin tohum



1. GIRIS

Solanaceae familyasi, bir veya c¢ok yillik, otsu, tirmanici, ¢ali veya agac
formunda bitkiler i¢eren bir taksondur. Bu familya bitkilerinden tropan alkoloitleri
tastyanlar eczacilikta kullanilir ve zehirlidir. Ayrica sebze olarak kullanilan bitkiler
yoniinden de 6nemli bir familyadir. Solanaceae familyasindan yeryiiziinde 85 cins ve
2200 den fazla tiir bulunur. Tirkiye’de ise, 9 cins ve 31 tiir dogal olarak yetisir.
Anayurdu Amerika kitasi olan tiitlin bitkisi ilk kesfedildiginde yerliler tarafindan kutsal
sayllmis ve dini ayinlerde kullamilmistir (Yilmaz, 2003; Tiirkiye Yesilay Cemiyeti
1986). Osmanli topraklarmna ise tiitiin 17. yiizyihn ilk yarisinda Ingiliz, Venedik ve
Ispanyol tacirler tarafindan getirilmistir. Takip eden yillar igerisinde Osmanl
topraklarinda ilk olarak Makedonya, Yenice ve Kircali’de tiitiin yetistirilmeye
baslanmistir (Bayrak, 2013; Sahin ve Tashgil, 2013).Tiitiin {iretiminin en ¢ok oldugu
iilkeler arasinda Cin, Hindistan, Brezilya, ABD, Tiirkiye, Zimbabwe, Endonezya, Italya,
Yunanistan ve Malawi yer almaktadir (Aarti ve Rakesh, 2013). Ulkemizde tiitiin,
tretiminin yapildigi1 bolgelere gore Ege, Marmara-Trakya, Karadeniz ve Dogu-
Gilineydogu Anadolu bolgesi olmak iizere dort farkli gruba ayrilmaktadir. Tiitlin
thracatimizin % 90-95’ini ise Ege bolgesi tiitlinleri olusturmaktadir. Kurutma

yontemlerine gore ise:
1- Giineste kurutulan (sun-cured)
2- Ist ile kurutulan (flue-cured),
3- Ara ara havalandirilabilen kapali ortamda kurutulan (air-cured)
4- Ateste kurutulan (fire-cured) seklinde siniflandirilir (Giizel, 2016).

Ulkemizde yetisen tiitiiniin %98’i giineste kurutulan tipi olup “oryantal tiitiin”
olarak da adlandirilmaktadir. Ayrica, tlilkemizde %?2 oraninda yabanci kaynakli tiitiin
tretimi de yapilmaktadir. Yabanci kaynakli bu tiitlinler puroluk tiitlin, Virginia tiitiini,
Tombeki, Hasankeyf ve Burley olarak isimlendirilmektedirler. Ozellikle nargile tiitiinii
olarak kullanilan tombeki tiitlinlinliin nikotin orani oldukga yiiksektir (Bayrak, 2013;

Sahin ve Tashgil, 2013 ).

Tiitlin yapraklart bircok alkoloid igerir, bunlar basta nikotin olmak iizere,
nikotinin, anatabine, anatalline ve nornikotine. Yapraklar ayn1 zamanda yiiksek oranda
glukozitler, tahasinin, tahasilin ve izokerkitrin, 1-kinik, klorojenik, kafeik ve oksalik

asitleri de igerir. Yapraklar ayrica terpenik ve kanserojen maddeler de igerir (Shaligram

1



ve ark. 2004). Koklerinden anatabin ve (+) nornikotin izole edilmistir. Kersetin-3,3'-
Dimetil eter ve Kersetin-3-Metil eter cigeklerden izole edilmistir. Ug yeni Gibberellin-
nicotiana o, B ve 7y, Gibberellin A ve GAs tepe ve ¢icek tomurcuklarindan elde
edilmistir. Tohumlar, sikloartanol, sikloartenol 24-daturadiol ve solavetivon igerir.
Kolesterol, kolest-7-Enol, 24-metilenkolesterol, kampesterol, stigmasterol, sitosterol,
28- Izofucosterol, lanosterol, 31- Norlanosterol, lanost 8-enol, obtusifoliol, 31-
norcycloartenol, cycloeucalenol, Granisterol, sitrostadienol, B-amirin, Lupeol,
sikloalkanol ve 24-Metilenikloartanol tohum yagindan izole edilmistir (Bapalal ve ark.
2009).

Anti- nosiseptif (Maxwell ve ark. 2010; Trease ve Evans 1996; Harboume 1991),
antifungal (Ponstein ve ark. 1994), anti mikrobial (Adeleye ve ark. 2008), antelmintik
(Mehta ve ark. 2008), antialzheimer (Scerri 2005) etkilerinin yanisira, periferal sinir
sistemi (Balfour ve Fagerstrom 1996) merkezi sinir sistemi, kardiovaskiier sistem
(Francis ve ark. 1999), gasrointestinal sistem (Khalifa 2001) ve eksokrin sistem (Sairam

ve ark. 2001) tlizerine farmakolojik aktivitesinin oldugu tespit edilmistir.

Tiitlin dumanindaki pargacik ya da gaz fazinda bulunan maddeler solunum
yollarinin yap1 ve islevini bozarak ¢ok sayida solunumsal hastaliga yol agmaktadir.
Sigara dumani solunum yollari, iist sindirim sistemi, pankreas, renalpelvis ve mesane
kanseri ile iliskilenmekte ve sigara igenlerin serviks kanserine yakalanma ihtimalinin
daha fazla oldugu belirtilmektedir (USDHHS 1982, TARC 1986). Sigara dumaninda
bircok kanserojen madde bildirilmistir. Ancak cesitli organlarda sigara dumaninin
kanserojen aktivitesinden sorumlu olan tek bilesik veya kimyasal gruplar heniiz
gosterilememektedir. Laboratuar analizlerinde, poli-niikleeraromatik hidrokarbonlar ve
N-nitrosaminler sigara icicilerde kanser indiiksiyonunda onemli rol oynadiklar ileri
stiriilmektedir (USDHHS 1988, IARC 1986). Gilinlimiizde farmakolojik ozellikleri ve
neden oldugu saglik problemleri i1yi bilinmesine ragmen, tiitiin iriinlerinin yaygin

kullanimi ciddi bir saglik sorunu olarak yerini korumaktadir.

Tohum haricinde bitkinin her bir kismi nikotin igerir, ancak nikotin
konsantrasyonu, genotip, yetistirildigi arazi tipi, kiiltlir veya hava kosullar1 gibi degisik
faktorler tarafindan etkilenir. Nikotin konsantrasyonu, bitki yasi ile birlikte de artar.
Olgun bitkide nikotin dagilimi ¢ok degiskendir. Toplam nikotinin % 64"l yapraklarda
bulunur, bu oran kokte %13 ve ¢igeklerde ise % 5 civarindadir (IARC 1986).



Giinlik hayatta kullanilan ve bilinen tiitin mamulleri; sigara, sigar (puro,
sigarillo), pipo, tdmbeki, enfiye, ¢igneme ve kiyilmis tiitiin olmak iizere kullanilir.
Tirkiye de tiitlin ve tiitiin iirinleri, Cumhuriyet 6ncesi ve sonrasinda devamli olarak
0zel kanunlarla diizenlenen 6zel bir {iriin olmustur, piyasasi devlet tekeli seklinde
devamli kontrol altinda tutulmustur. 4733 Sayili Tiitlin ve Alkol Piyasas1 Diizenleme
Kurumu Teskilat ve Gorevleri Hakkinda Kanun’la tiitin piyasast serbest hale
getirilmesine ragmen kanunun denetim, diizenleme ve gézetimi devam ettirilmistir. En
son Tlretilen c¢igneme titliniidiir. Son yillarda Tiirkiye de titiin sektorii kokli

degisiklikler yasamistir (Adiyaman tiitiin raporu, 2013).

Uretilen tiitiinlerin destekleme alimlar1 sona erdirilmis, pazarlama organizasyonu
degismis ve bunlara bagl olarak iiretici alani, iiretim sayis1 ve tiretim miktarinda biiyiik
oranda azalmalar yasamistir. Bu gelismelerin yaninda Tekel Genel Miidiirligii yerine
yeni kurulan Tiitlin ve Alkol Piyasasi Diizenleme Kurumu (TAPDK) piyasa diizenleme,

gbzetim ve denetim gorevlerini listlenmistir.

Tiitiin, iretimde ekimden baslaylp degerlendirme asamasina kadar istihdam
saglayan, ylizyillardir bircok bolgemizde yaygin olarak aile tarimi olarak iiretilmekte ve

milli gelir agisindan da {ilkemiz ekonomisinde dnemli bir yer isgal etmektedir.

Ulkemizde tiitiin iiretimi, farkli ekoloji ve mikro klimalara bagl olarak cok cesitli
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tipte tiretilmektedir. Tiirkiye’de tretilen tiitiinlerin %981 “sun-cured” tipi oriental olup
giineste kurutularak elde edilen diisiik seker ve nikotin igerigine sahip tiitiinlerdir. Geri
kalan %2’lik kismu ise, genel olarak “darkair-cured” (havalandirma ile kurutulan, ¢ok
miktarda seker ve nikotin igeren “sigara” tiitlinii), “flue-cured” (dogal olmayan kisa
stirede kurutulan tiitiin yiiksek miktar seker ve orta miktar nikotin igeren “virginia”
titlinii) ve “lightair-cured” (havalandirma ile kurutulmus, az miktarda seker ve nikotin

iceren “burley” tiitiinii) tiretimi seklinde olmaktadir (Giizel, 2016).

Tiitlin tiretimi yerli olarak, 1994 yilina kadar hizli bir sekilde artis kaydetmistir
(DPT, 2004). Titlin Uretiminin ¢ok fazla olmasi ve yiliksek fiyat politikalarinin
uygulanmasindan dolayi iiriin zamanla ekolojik sartlarinda {izerine ¢ikarak taban araziye
yerleserek ve tiitin {iretimimiz diger {riinlere gore artis goOstererek {retim

bolgelerindeki bitki Ortiisiiniin bozulmasina sebep olmustur.

Baz1 yillarda, stok varliginin yiliksek diizeylerde olmasi maliyetin (bakim

masraflar1) artmasma sebep oldugundan, zaman zaman iirliniin imhasi1 yoluna



gidilmistir. Tirkiye’de tiitiine olan ragbet i¢ ve dig talepte yillar itibariyle ¢ok biiyiik
degisiklikler gostermemektedir. Tiirkiye de tiitiiniin i¢ tiikketimi 70—-80 bin ton, yillik
ihracat1 ise yaklasik 100—125 bin ton civarindadir. Bu verilere gore, rasyonel tiitiin
tiretimimizin stok ihtiyaci ile beraber 200-225 bin ton civarinda olmasi gerektigi

sonucuna varilmaktadir (Halistlirk ve Tarhan, 2017).

21.ylizyilda ozellikle gelismis iilkelerde tiitiin ve tiitiin sektorii, artan saglikli
yasam bilinciyle Onemini yitirme egilimindedir. Ancak bu durum gelismekte olan
tilkelerde gecerli olmamakla birlikte sigara i¢enlerin sayis1 ve orani giderek artmaktadir.
Ornegin 1984 sonrasi dénemde sigara tiiketimi Tiirkiye’de % 80 artarken Amerika
Birlesik Devletleri’nde %30 azalmistir. Tiitiiniin gelecegi; bir tarafta hizla artan diinya
niifusu ve ozellikle gelismekte olan iilkelerde tiitlin talebinin artmasi, diger tarafta tiitiin
mamullerinin neden oldugu hastaliklar ve bu alandaki saglik harcamalarinin yiiksek
miktarlarda olmasi nedeniyle tiikketimin azalmasi arasindaki rekabete baglidir. Kisaca,
gelecekte tiitlin tiikketimi tiitlin mamulleri i¢in tahsil edilecek yliksek vergi artisi, fiyat
artig, tiitlin mamdiilleri tiiketimindeki sinirlandirmalar, tiitiin kullanimindan kaynaklanan
saglik problemleri ve tiitlin mamulleri satan kurulus ve sirketlerin yapacaklar1 reklama

bagli olarak kendini gosterecektir (Anonim, 2017).

Titlin liretimine ve Onemine deginmek gerekirse, tiitiinlin, Tiirkiye ve Diinya
ekonomisinde ¢ok Onemli bir yere sahip oldugu sOylenebilir. Diinyada yaklasik 4,3
milyon ha alanda 7,5 milyon ton tiitlin tiretilmekte iken, Tiirkiye’de yaklasik 110 bin ha
alanda 88 bin ton kadar iiretilmektedir. Tiirkiye, 70 bin ton tiitiin ihracati ile diinyada 7.
siray1 alirken, yaklagik 50 bin ton tiitiin ithalat1 ile 13. sirada yer almaktadir. Tiitiin,
Tiirkiye ekonomisi i¢in olduk¢a 6nemli bir tarimsal iiriin olma 6zelligini korumakta ve
cesitli bolgelerimizde aile tarrmi olarak yaygi bir sekilde iiretilmektedir. Ulkemizde
yaklagik 82 bin aile tiitiin iiretimi yapmakta ve bunlara tiitiin endiistrisinde ¢alisanlar da
(aileleri ile birlikte) dahil edildiginde, yaklagik 500 bin kisiye istthdam saglamaktadir.
Bu rakam Tiirkiye niifusunun yaklasik % 0,7’sine tekabiil etmektedir (Anonim, 2013).
Tiirkiye disinda baslica oriental tip tiitiin {ireten iilkeler Yunanistan, Bulgaristan ve
Makedonya’dir. Tiirkiye, 2011-2013 yillar1 arasinda ortalama 77 bin ton yaprak tiitiin
iretimi gerceklestirmistir. Tiirkiye’de iiretilen tiitiinler iri, orta ve kiiciik kitali olup
ozellikle Ege, Karadeniz ve Marmara Bolgelerinde tiretilen kii¢lik ve orta kitali, nitelikli
tiitlinlerin her yapraginin ihra¢ degeri bulunmaktadir. Ayrica diger bolgelerde (Dogu

Anadolu, Glineydogu Anadolu ve Akdeniz) iiretilmekte olan kiyillmis sarmalik tiitlinler



ise i¢ piyasada tiiketilmektedir. Ancak kaliteli tiitiin yetistirilmesi amaciyla ekim
alanlar1 devlet tarafindan sinirlandirilmistir. Tiirkiye’de, tiitiin iiretiminde ilk siray1 Ege
Bolgesi (Manisa, izmir, Aydin, Mugla, Denizli ve Usak ¢evresi), ikinci sirada
Giineydogu Anadolu Bolgesi ve liglincli sirada da Karadeniz Bolgesi yer almaktadir

(Anonim, 2013).

En yaygin analiz teknikleri kemometrik teknikler, Temel Bilesenler (Principal
Component Analysis-PCA) ve Asamali1 Kiimeleme (Hierarchical Cluster) analizleridir
(HCA). PCA teknigi ile 6rnekler arasinda nasil bir iligki oldugu ve degiskenler
arasindaki etkilesim konularina cevap aranir. Kiimeleme (HCA) teknigi ise drnekler
arasindaki siniflandirma (karakterizasyon) konusunda bilgi verir. Bu teknikler, daha
onceden ortaya ¢ikarilmamas iligkileri ortaya ¢ikarma ve siradan sonuglar diye

nitelenemeyecek tahminler yapmaya izin veren yontemlerdir (Diraman ve ark., 2009a,b)

Tiirkiye’de Ege, Karadeniz, Marmara, Dogu ve Giineydogu Anadolu Bolgelerinde
gerek morfolojik yapilari, gerekse kimyasal bilesimleri dolayisiyla kalite ve i¢imleri
birbirinden farkli 23-25 kadar tiitiin ¢esidi ya da tipi vardir (Peksiislii, 1998). Tiitiiniin
kullanilan kismi olan yapraklarinda bulunan nikotin miktarindan dolayi, diger kiiltiir
bitkilerinden farklilik arz etmektedir. Nikotin, bitkinin koklerinde sentezlenen ancak
yapraklarinda bulunan, diisiik dozlarda keyif verici, yiiksek dozlarda ise toksik 6zellige
sahip bir alkaloiddir (Esendal ve ark., 2001). Gliniimiizde tiitiin yapraklar1 genellikle
sigara (% 90), puro, pipo, nargile, ¢igneme ve enfiye seklinde kullanilmaktadir.
Yetistirildigi bolgenin iklim ve toprak sartlarina uyum saglayan tiitiin tipleri, o bolgelere
has c¢esitler olarak ortaya ¢ikmis ve buna bagli olarak her bdlgenin kendine 6zgii bir

tiitiin tiretim sekli de olusmustur (Peksiislii, 1998).

Adiyaman tiitlinii, tek basina, herhangi bir katki maddesi kullanmadan, igilebilen
bir tiitiin 6zelligine sahip olmasi ile 6zellikle i¢ tiiketimde sarmalik kiyilmig tiitiin olarak
oldukca genis bir tiiketici kitlesine sahiptir. Bu tiiketici talebinin ithal tiitiin yerine yerli
tiretim ile karsilanmasi gerekmektedir. Boylece bu sektorden gec¢imini saglayanlarin
korunmas1 temin edilecek, yabanci tiitiin ve mamiilleri i¢in 6denen paranin yurt iginde
kalmas1 saglanacak, doviz kaybr 6dnlenmis olacaktir. Farkli ekoloji ve mikro klimalara
bagli olarak iilkemizde ¢ok cesitli tip tiitlinlerin tiretimi yapilmaktadir. Tirkiye’de

LT3
1

tiretilen tiitlinlerin %98’1 “sun-cured” tipi oriental tiitiinler olup giineste kurutulan diisiik
seker ve nikotin seviyesine sahip tiitiinlerdir. Tiitiin vergileri, diinyanin neredeyse tiim

devletleri icin baslica gelir kaynaklarindan biridir. Ornegin, Sri Lanka’da, kurumlar
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vergisi ve tiikketim vergisi devlet gelirlerinin %10’unu olusturmaktadir. Ulkemizde OTV
gelirleri i¢inde tiitiin mamullerinin pay1 ylizde 27,8 olarak planlanmistir (Vergi, 2014).
Titlin, gida amagh olanlar disinda diinyada en yaygin olarak yetistirilen tarimsal
irlindiir. Titlin yetistirmeyi segen ciftgiler (bunlarin ¢ogu gelismekte olan iilkelerdeki
ciftcilerdir), tiitiinlin dayanikli bir bitki olmasi, fakir topraklarda ve degisken hava
kosullarinda iyi biiyiimesi ve satis fiyatinin istikrarli olmasi dolayisiyla bu se¢imi
yapmaktadirlar. Ciftgiler, topraklarinin ¢ok kiiciik bir kismini tiitiine ayirarak biiyiik
gelirler elde edebilirler ve tiitiinden kazandiklariyla baska iiriinler, 6rnegin gida iirtinleri
yetistirebilirler. Tiitlin iilkemiz tariminda her zaman Onemli bir yere sahip olmus
tiretimi, sanayi ve son yillarda da tiitin mamullerinin toplum saglhig ve sosyal
hayatindaki yeri ile giindemi mesgul etmistir. Ulkemizde tiitiin tariminin baslangiciyla
birlikte tiim diinyada “Tiirk / Sark Tiitiinii” adiyla taninir hale gelmesi, yetistirilisi ile
ilgili yapilan yasal diizenlemeler ve s6z konusu faaliyetin sagladig: istihdam sayesinde
tiitlin ¢cogu tarimsal iirlin igerisinde 6zel bir yer edinmistir. Bu ¢aligmada dnemli tiitiin
yetistiriciliginin  yapildigi 4 ilimizdeki farkli lokasyonlardan yetistirilen tiitiin
cesitlerinin fenolik, flavonoid, yag asidi ve nikotin iceriklerinin kemometrik olarak

degerlendirilmesi yapilmistir.

Bu ¢alisgmanin sonucunda, kemometrik c¢aligmalarda en yaygin bigimde kullanilan
Temel Bilesenler (PCA) ve Hiyerarsik (Asamali)) Kiimeleme (HCA) analizleri
yontemleriyle; Kahramanmaras, Adiyaman, Mardin ve Bitlis illerinden toplanan tiitlin
orneklerini kimyasal i¢erik bakimindan siniflandirmak ve iller arasindaki kemometrik
farkliliklar1 degerlendirilmistir. Yaptigimiz literatiir taramalar1 1518inda, boyle bir
caligmanin 1lk defa yapilacak olmasi nedeniyle tezin konusunun O6zgiinliigiini
gostermektedir. Ayn1 zamanda Orneklerin nikotin igerikleri belirlenerek bu 6rneklerin
insan saglig1 acisindan zarar dereceleri de ayrica irdelenmistir. Kisaca ifade etmek
gerekirse, bu tez Giineydogu Anadolu bolgemizde yetistirilen farkli Nicotiana tabacum
L.’nin, fenolik, flavonoid, yag asidi ve nikotin igeriklerinin kemometrik yonden

incelenmesidir.



2. KAYNAK ARASTIRMASI
Calisilan Tiir Hakkinda Genel Bilgiler
Solanaceae (Pathcangiller) familyasinin genel 6zellikleri

Solanaceae familyasi, bir veya ¢ok yillik, otsu, tirmanici, ¢ali veya aga¢ formunda
bitkiler igeren bir taksondur. Bu familya bitkilerinden tropan alkoloitleri tasiyanlar
eczacilikta kullanilir ve zehirlidir. Ayrica sebze olarak kullanilan bitkiler yoniinden de
Oonemli bir familyadir. Solanaceae familyasindan yeryiiziinde 85 cins ve 2200 den fazla
tir bulunur. Tiirkiye’de ise, 9 cins ve 31 tiir dogal olarak yetisir. Bunlarin yaninda
kiiltiirii yapilmakta olan bitkiler de bulunmaktadir. Bu familya daha ¢ok Avustralya,
Orta ve Gliney Amerika' da yayilis gosterir. Yapraklari boyut ve sekil yoniinden ¢ok
degisken, basit veya parcalidir. Cigekleri hermafrodit, c¢ogunlukla aktinomorf,
bazilarinda ise hafif zigomorfitur. Kaliks gamosepal, 5 loblu ve kalici; korolla
gamopetal tubulat, kampanulat, bazen bilabiat, 5 parcali. Stamen 5 tane. Ovaryum iist
durumlu 2, bazen 4 gozlii 2 carpellidir. Cigek formiilii: K(5) C(5) A5 G(2). Meyva ¢ok
tohumlu bakka veya kapsiildiir. Govdedeki iletim demetleri bikollatteraldir. Nicotiana
tirleri, Amerika kokenli kiiltiir bitkileridir. Yapraklar basit, cicekleri tepede salkim
durumundadir; meyva kiigiik ve kapsiil tipindedir (Tanker ve ark.,, 2007).

Solanaceae familyasi, tibbi ve ekonomik yonlerden Onemli bir familyadir.
Ulkemizin Trakya bolgesini ve Istanbul'un anadolu cephesini i¢ine alan kisminda, bu
bdlgenin florasi ile ilgili caligmalar sonucunda bu familyada, yerli ve yetistirilmis olarak
bulunan bitkilerin 10 cins altinda toplandigr goriilir. Bunlar; Atropa, Datura,
Hyoscyamus, Lycium, Physalis, Solanum, Lycopersicum, Capsicum, Nicotiana,
Petunia’dir (Baytop, 1971).

Nicotiana cinsi hakkinda botanik bilgiler

Dogal yayilis alan1 Amerika kitasi olan bu bitki su anda ticari olarak diinyanin birgok

yerinde yetistirilmektedir. N. tabacum L., sicakliga, hava ve toprak nemine karsi hassas bir

bitkidir. Titiin, sicaklik istegi 20-30 °C, nem oran1 % 80-85 araliginda ve azotca zengin

topraklarda 1yi yetisir. Bitkinin tiim yiizeyi yapiskan glandular tiiylerle oOrtiiliidiir.

Bu

tilyler, icerisinde nikotininde bulundugu sar1 renkli bir salgi maddesi iiretmektedir (Aarti ve

Rakesh, 2013). Yapragm kimyasal bilesenleri, yanma o&zelligi, su ve rutubet tutma

yetenegi, koku, tat ve rengi tiitlin bitkisinin kalitesini belirler. Yapragin su miktari, tiitiiniin

yanmasini, kokusunu ve lezzetini etkiler. Kuru tiitiin yapragindaki su miktar1  bazik
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tiittinlerde %10 olup, asidik tiitiinlerde %10’un altindadir. Bu nedenle kuru sigara dumani

daha tahris edici iken nemli sigara dumani daha hafif hissedilir (Azkan, 2002).

Titlin bitkisinin ¢ok fazla sayida tiirii oldugu gibi, kiiltiirii yapilan tiiriinde fazla
sayida cesit, form ve tipleri bulunmaktadir. Bunun dogal sonucuda ¢ok farkli morfolojik
yapilarin ortaya ¢ikmasidir. Tiitlin bitkisinin tek yillik otsu yapida formlari oldugu gibi,
cok yillik agagsi formlarida vardir. Tiitlin mevsimi olan yerlerde ilkbaharda, mevsimi

olmayan yerlerde ise hemen her zaman dikilebilir.

Tiitlin 80-100 cm yiiksekliginde, yapragi kurutularak yararlanilan tek yillik bir
endstri bitkisidir. Cigek tipi, erselik, 5’1i yaprak koltugunda, tek veya salkim halindedir
Kaliks; dikenli, yesil renkte ve birlesiktir. Stamen; sar1 renkte, 5-8 adettir. Cigekleri,
dalin ucunda, salkim bi¢imindedir. Kirmizidan beyaza kadar gesitli renklerde olan bu
cicekler, bitkinin iyi beslenmesi igin tomurcuklar agilmadan kesilir. Tiitiin, tohumdan
yetistirilir. Cografyasina gore Mart ve Nisan aylarinda yetistirilen fideler 3-3,5 ay iginde
fidan haline gelir, yapraklar1 toplanir. Bu ise kirim, ya da devsirme denir. Tiitiin yapragi
toplanirken yesildir. Sar1, ya da kizila ¢alan tugla rengini kuruyup, bayatladiktan sonra
alir. Titiinlin cinsi, degeri yapraklarin yerine gore degisir. Tiitlin tohumlar1 yag
bakimindan zengindir. Yerli tiitlinlerimizdeki yag orant % 35-45 kadardir. Tiitiin
yagli boya ve sabun sanayiinde kullanilir, zehirli madde tasimaz. Tiitlin yapraklarinda
tanen, zamk, nisasta, recine ve alkaloitler bulunur. Tiitiin iiretimindeki amaci nikotin
olmakla birlikte tohumlarindan yag, selilloz ve pektin, saplarindan seliiloz,
ciceklerinden esans ve kolonya, kiillerinden potasyum karbonat elde edilmektedir. Kirik
ve dokiintii tiitinden bocek ilaci olarak kullanilan nikotin siilfat iretilmektedir. Vitamin
B kompleksi ve dehidrogenaz enzimi i¢in Onemli olan nikotin asidi bazi ilaglarin

yapiminda kullanilmaktadir (Orsel, 2010; Odabasoglu, 1994; Tas, 2003).

Calismada Kullamilan Teknikler
LC-MS/MS (Sivi Kromatografisi Tandem Kiitle Spektrometresi)

Kiitle spektrometresi (MS) teknigi yliksek secicilige sahip olmasina ragmen tek
basina analizi yapilacak maddeyi ayni numune matriksi i¢indeki diger maddelerden
ayirmada yetersiz kalmaktadir. Bu noktada maddeleri m/z (kiitle/yiik) oranlarina gore
ayirmak lizere MS sistemine ayirmaya yardimci olan sivi kromatografisi (LC) sistemi

kombine edilip her iki sistemin ayirt edici 6zellikleri birlestirilerek Sivi kromatografi/
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Tandem Kiitle Spektrometrisi (LC-MS/MS) sistemi tasarlanmis ve kullanilmaya

baslanmistir.

LC-MS (tekli kuadrupol) ve 6zellikle de LC-MS/MS (liglii kuadrupol) cihazlari
bitkilerin sekonder metabolitlerinin nitel ve nicel analizlerinde ¢ok sik tercih
edilmektedir. LC-MS cihaz1 ile HPLC kolonunda belli bir ayrimdan gegen analitlerin
ana iyon (parent ion) da denilen molekiiler iyonlarim1 belirleyerek bilesenlerin nicel
veya nitel analizleri yapilir. Aymi kiitle/yiik (m/z) oranina sahip ¢ok sayida molekiil
olmasina ragmen dogada ayni parcalanma iyonlarna sahip molekiillerin bulunma
olasilig1 ancak 1/10000 dir. Bundan dolayr LC/MS/MS teknigi babalik testi kadar
spesifik bir testtir. Ayn1 zamanda bu teknik ile ¢ok kiigiik derisimlerde nicel analiz hem
yikksek duyarlilikta hem de yiliksek kesinlikte yapilabilir Elde edilen sonuglarin
dogrulanmasina da gerek yoktur. LC-MS/MS teknigi numunede bulunan bilesenlerin
yapisini, miktarin1 ve molekiil agirligini ¢ok kisa bir siirede tayin edebilir. Kiigiik
farmosotik bilesikler, proteinlerin tayini, polar iyonik, termal kararsiz ve ugucu olmayan

bilesiklerin analizleri gibi ¢ok yaygin bir alanda kullanilabilmektedir.

Analizi yapilacak maddenin O6zelliklerinin, maddelerin cihaz iizerinde
optimizasyonunun, maddeye 6zgii fragmentlerin, maddenin yapisina uygun analitik
kolonun ve kolon iizerindeki akis ve sicaklik parametrelerin belirlenmesi LC-MS/MS

sistemindeki metodun gelistirilmesindeki en temel basamaklardir (Sekil 2. 1.).

HPLC
Qa: Kuadrupol
a) i*l’ i | .
yon yon -
kaynagi > Optikler Dedektor
L—
HPLC
b) - Qu: Kuadrupol Q3: Kuadrupol
iyon N iyon Lﬁ -
kaynagi Optikler Dedektdr
Q2: Carpisma
Hucresi

Sekil 2. 1. a) Tekli Kuadrupol (LC-MS) b) Uglii Kuadrupol (LC-MS/MS) cihaz semalar



HPLC teknikleri

Yiiksek performans, yiiksek hiz, yiiksek ayiricilik veya yiiksek basingli sivi
kromatografisi gibi farkli isimlendirmeler yapilabilir. Sivi kromatografisi, numune
bilesenlerinin bir sivi hareketli faz ve bir kati veya kati destek maddesi iizerine
tutturulmus sivi durgun faz arasinda dagildigi bir ayrim teknigidir. Basta yiiksek
duyarliligi, kesinligi ve seciciliginden dolay1 sonrasinda ise nicel analizlerde kolaylikla
kullanilabilmesi, u¢ucu olmayan ya da sicaklikla kolaylikla bozunabilen tiirlerin
ayrilmasma uygun olmasi ve ilag, gida gibi sanayi dallarinda uygulanabilirliginden

dolay1 ¢ok yaygin kullanilan bir tekniktir.

Sivi kromatografisinde, hareketli (mobil) faz pompa yardimiyla enjeksiyon
birimine oradan da kromatografik kolona gonderilir. Numunenin kolona girmesiyle,
analitler durgun fazda farkli oranlarda zaman gegcirir ve iki faz arasinda farkli oranlarda
dagilim gosterirler. Kolonun sonundan ayrigsan her bir analit dedektore ulasir ve
Olciilebilir bir sinyale doniisiir ve sinyaller kaydedici tarafindan kaydedilir. Elde edilen
sinyalin yogunluk ve siiresi analizi yapilan maddenin yapisi ve miktan ile ilgilidir.
Sinyalller ytikseltilip entegrator yardimiyla kaydedilir (Perrin ve Dempsey 1974; Snyder
ve Kirkland 1997).

2 um veya daha kiiclik partikiil boyutu ve ¢ok yiiksek basinglarda (1300 bara
kadar) calisan pompa sistemleri ile daha kisa analiz siiresi, yiiksek pik etkinligi ve
yiiksek ayrim gibi avantajlar1 beraberinde getiren UHPLC (ultra yiiksek performansl
stvi kromatografisi) son zamanlarda siklikla bagvurulan bir teknik olmustur (Zotou,
2012).

HPLC sistemleri pompa, enjektor, kromatografik kolon, termostatli kolon firini,
dedektor veri toplama sistemi ve atik deposu gibi marka ve modelden bagimsiz 6nemli

kisimlar1 igerir.
Bazi 6nemli HPLC kisimlari ve gorevleri

Pompa: HPLC sisteminde mobil fazin enjektor, kolon ve detektérden sabit veya

degisken bir hizda, belirli bir basingta gegmesini saglayan donanimudir.

Enjektor: Gorevi analizi yapilacak 6rnegi kolona géndermeden dnce onu mobil

faza enjekte etmektir.
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Kolon: HPLC sisteminin en Onemli parcasidir. Analit bilesenlerinin iyi

¢oziiniirliikle birbirlerinden ayrilmasini saglayan durgun fazdir (Bera ve ark., 2006).

HPLC ile beraber kullanilan dedektorler

Dedektor; kolonda ayrimi yapilan maddenin varliginin tespit edildigi ve ona ait
bilesenlerin alikonma zamanlarina (Rf degerlerine gore) gore sirayla igerisinden
gecerken nicel analizinin yapildigi ve bilgisayar ekranina elde edilen verilerle ilgili

sinyal gonderen HPLC donanimidir. Literatiir.

HPLC cihazina amaca uygun olarak buharlastirmali 11k sa¢ilimli dedektor
(ELSD),Diod-array dedektor (DAD), elektirik iletkenlik dedektorii, elektrokimyasal
dedektor, floresan dedektor, kiitle spektrometre (MS) dedektorii, refraktif indeks
dedektorii (RID) ve UV dedektor gibi farkh tipte dedektdrler kullanilabilir (Skoog ve
ark. 1998). Literatiir.

UV-visible temelli dedektorler (Ultraviolet/Visible dedector-UV/VIS)

Calisma prensipleri, ultraviyole veya gorliniir bolge 15181 absorblama esasina
dayanir. Bu dedektorlerin siklikla tercih edilmesi sahip oldugu yiiksek duyarlilik, genis
ve dogrusal bir aralikta calisabilme, kiigiik sicaklik degisimlerinden kismen

etkilenmeme ve gradient eliisyon i¢in uygun olma gibi 6zelliklerine baglanabilir.
HPLC tekniginin avantaj ve dezavantajlari

Kolon, rejenerasyona ihtiya¢ duyulmadan uzun siire kullanilabilir. Yiiksek
duyarliliga sahip, nicel analizlere uygundur. Durgun faz degistirilmeden farkli mobil
faz sistemleriyle ayn1 anda ¢ok fazla sayida maddenin duyarli olarak nicel analizi kisa
siirede yapilabilir. Tekrarlanabilirligi yiiksektir. Kisinin becerilerine daha az baghdir.
Cok kiiclik miktarda bile maddelerin analizine olanak saglar. Biyolojik sivilardan gerek
ila¢ etken maddelerinin, gerekse metabolitlerinin analizi i¢in genis bir kullanim alanina
sahiptir. Tiim bu avantajlarinin yaninda pahali durgun ve mobil faza ihtiya¢ duyulmasi,
tim cihazla calisan sistemler gibi yiiksek maliyete sahip olmasi, ¢6ziicli iginde
bulunabilecek toz ve partikiillerin pompaya ve enjeksiyon sistemine zarar vermemesi
yada kolonu tikamamasi i¢in bunlar siizecek pahali membran sistemlerine ihtiyag

duyulmasi gibi dezavantajlara da sahiptir.

11



Kemometri

Kemometri, istatistik ve matematik ile birlikte bilgisayar kullanilarak kimyasal
verilerin islenmesi ve degerlendirilmesi bir bagka deyisle yazilim, matematik ve
istatistigin kimyaya uygulanmasidir. Analizlerde, kimyasal verilerden gercek bilginin
ektraksiyonunu veya gizli bilgilerin elde edilmesini saglayan gii¢lii bir aractir (Ding
2009). 1972 yilinda isvecli Svante Wold ve Amerikali Bruce R. Kowalski’ nin ortaya
att1g1 kemometri daha sonralar1 ve 6zellikle glinlimiizde analitik, gida ve ¢evre kimyasi,
adli tip, biyoloji, arkeoloji, sinyal isleme ve ¢ok degiskenli verilerin analizi i¢in
fizikokimyacilar ve madde bilimciler, yap: aktivite tayini i¢in organik ve farmasotik
kimyacilar tarafindan sik¢a kullanldigi goriilmektedir (Sekil 2.2). Kemometrik
yontemlerin bu kadar ilgi gormesinin nedeni kimyada Ozellikle analitik kimyada
karmagik orneklerin analizini hizli, dogru, kesin ve giivenilir sonuglarla vermesine,
esnek ve cok yonlii ¢oziimler sunmasina, farkli analitik sonuglar1 tek bir veri seti
tizerinde hesaplayarak birden ¢ok analitin ayni anda Olglimiine olanak saglamasidir.
Ayn1 zamanda karmagik veri setlerini yorumlayabilme kapasitesiyle ¢cogu disiplinde

uygulama alan1 bulmustur (Wold ve ark., 1998a,b).

Organik Kimya  Fizikokimya
[ 1 TIP

Matematik

Istatistik KEMOMETRI

‘ | Analitik
Bilgisayar Kimya —

BiYOLOJi
l l GIDA

Miihendislik SANAYI
Sekil 2.2. Kemometrinin {ligkili Oldugu Disiplinler ve ilgi Alanlart

Programlama

Kemometri; tanimlayict ve agiklayici istatistik, sinyal iiretme, deneysel tasarim,
modelleme, kalibrasyon, optimizasyon, yapi teshisi, siniflandirma, yapay akil metodlari,
resim Uretme, bilgi ve sistem teorisi gibi kavram ve uygulamalar1 igeriginde

barindirmaktadir.
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Kemometrik yontemlerin gelismesiyle birlikte cok sayida etken madde iceren
tirtinlerin miktarsal tayini hicbir kimyasal 6n ayirma iglemine ve grafik islemine ihtiyac
duyulmadan hizli, dogru ve hassas olarak yapilabilmektedir. Bu kemometrinin diger
yontemlerden daha avantajli olmasmi ve kullanim alaninin genislemesini saglamistir

(Ding 2009).

Kemometrik uygulamalar elle veya basit hesap makineleriyle yapilamayacak
kadar karmasik hesaplamalar igerdiginden genellikle EXCEL, MATLAB,
PANORAMA, MINITAB, XLSTAT, SOLO ve diger paket programlar gibi bilgisayar
programlarina ihtiya¢ duyulmaktadir (Ding 2009).

Kemometrik teknikler siniflama ve kiimeleme teknikleri; Temel Bilesenler
Analizi (PCA) ve Hiyerarsik Kiimeleme Analizi (HCA) ile cok degiskenli kalibrasyon
metodlart (Klasik En Kiiciik Kareler Metodu (CLS) ve Kismi En Kiigiik Kareler
Yontemi (PLS)) olarak belirtilebilir. En yaygin kemometrik teknikler Temel Bilesenler
Analizi (PCA) ve Asamali Kiimeleme (HCA) analizleridir. PCA bilesenler arasindaki
korelasyon seklini ve degiskenler arasindaki etkilesim konularma cevap ararken
aralarinda iligkinin bulunmadigi hallerde verilerin miktarim1 azaltmak amaciyla
kullanilir. Temeli Ornekleri tanimlayan esas degiskenlerin (X1, X2... Xn,) liner
kombinasyonlar1 (PC1, PC2... PCn) seklindeki temel bilesenleri, T ile gosterilen bir
score matrixi ve E ile gosterilen bir hata matrixi bulmaya dayanir (Uyanik 2008).
Kiimeleme (CA) yonteminde bilesenler arasindaki siniflandirma konusunda bilgi elde
edilebilmektedir. Bu teknikler, daha 6nceden belirlenmemis korelasyonlar: belirleme ve
basit sonuglar olarak tanimlanamayacak tahminler yapmaya izin veren tekniklerdir.
Kiimeleme ve smiflandirma amacl tekniklerin tiimii, ¢ok degiskenli veri analiz teknigi
olan temel bilesenler analizine dayalidir. PCA, incelenen ¢ok sayidaki degiskeni
degiskenler arasi korelasyonu engelleyerek; onlarin dogrusal kombinasyonlarindan
olusan daha az sayida bilesenlere indirgeyen bir metoddur. PCA temelli metodlar,
verilen bir Ornek sistemi iizerinde ¢ok sayida degisken degerinden yola g¢ikarak séz

konusu ornekleri ¢esitli gruplara kiimeleyerek siniflandirabilir.

Hiyerarsik kiimeleme analizi (HCA), verilen bir 6rnek setindeki 6rnekleri ve o
ornekleri tanimlayan degiskenleri benzerliklere gore simiflandiran bir tekniktir. HCA
dogrudan orijinal degiskenlere uygulanabildigi gibi, degisken sayisinin ¢ok fazla olmasi
durumunda PCA analizinden gelen temel bilesenlere de uygulanabilmektedir. HCA

analizinde &lgiimler Oklit uzakligina dayanmaktadir.
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Antioksidanlar

Canliligin temeli oksijen bir yandan enerji metabolizmasi yani solunum ig¢in
olmazsa olmaz bir elementken diger taraftan bircok hastalik ve dejeneratif kosulun
sebebi olarak goriilmektedir. Viicutta protein, yag ve karbonhidratlarin oksijen ile
tepkimeye girerek par¢alanmasi ve ATP’nin iiretilme islemi sirasinda; siiperoksit (O72),
hidroksil (HO™), peroksil (ROO"), alkoksil (RO™), semiquinon (Q7), nitrik oksit (NO™)
kokleri ile hidrojen peroksit (H202), peroksinitrit (ONOO™) ve singlet oksijen (102) gibi
genellikle iizerlerinde eslesmemis elektron tasiyan serbest radikaller olugmaktadir.
Oksijen temelli molekiiller olan serbest radikallerin tek kaynagi oksijen kullanilarak
gerceklesen metabolik tepkimeler degil. Sigara, radyasyon, alkol, agir metaller, ¢cok
yagli besin tiiketimi, herbisitler, pestisitler, cok fazla gilines 11¢ina maruz kalma, hava
kirliligi, endiistriyel kimyasallar, tedavi amaciyla kullanilan bir¢ok ilag¢ viicutla
etkileserek serbest radikal olusumuna neden olabilmektedir. Radikaller tasidiklari
eslesmemis elektronlarini eslestirme yoniinde istekli oldugundan 6zellikle zayif bagh
elektronlart koparirlar. Tepkimeye girme istekleri yiiksek olan serbest radikaller
viicudumuzda zincir reaksiyonlar baglatirlar ve baslattiklar1 zincir tepkimelerle de
hiicrelerin zarar gérmesine neden olurlar. Bu sistem sayesinde yapilarinda eslesmemis
bir elektron iceren serbest radikallerin olusumunu kontrol altinda tutarak, bu
molekiillerin zararli etkilerine engel olup hiicreyi hasarlardan ve hastaliklardan korumus
olurlar. Ancak bazen mevcut antioksidan savunma sisteminin serbest radikallerin
etkisini tamamen 6nleyemedigi durumlar da olabilmektedir ve serbest radikallerin artis
nedeniyle oksidatif stres ortaya c¢ikmaktadir. Oksidatif stres, normal metabolik
faaliyetlerin devam ettirilmesi i¢in gerekli olan aktif oksijen -antioksidan dengesini aktif
oksijen lehine bozarak; DNA, protein, karbonhidrat ve lipidlerde hasara yol agmakta ve
ardindan erken yaslanma, kanser, kalp ve damar hastaliklar1 gibi sorunlarla tanisiyoruz.
( Young ve Woodside 2001) Oksidatif strese sadece oksijenin degil ayn1 zamanda Azot
Oksit (NO®), Azot dioksit NO;®), Nitroksi Anyonu (NO"), Diazot tetraoksit (N20a),
Peroksinitrit anyonu (ONOO?), Nitronyum Katyonu (NO;") gibi azot elementinin
reaktif tiirevleri de neden olabilmektedir. Antioksidanlar, otookside olabilir
materyallerin oksidasyon bagslangicini 6nleyen veya geciktiren ya da oksidasyon hizim
azaltan maddelerdir (Nawar 1985). Viicudumuzda hiicre tarafindan iiretilen Glutatyon,
nikotinamid, karnozin, metabolik faaliyetler sonucu yan {iriin olarak ortaya ¢ikan iirik

asit ve bilirubin gibi antioksidant aktiviteye sahip maddeler mevcuttur. Insanlarda veya

14



diger canlilarda antioksidan bilesiklerin ve antioksidan savunma sisteminin var olmus

olmasi yasam i¢in ¢ok onemlidir (Sekil 2.3).

E vitamini

B-karoten / ———————— Tamir
P
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c—\
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B-karoten GsH

Sekil 2.3. Hiicredeki antioksidan savunma sistemleri- (Altinigik 2001)’den

Antioksidanlarin kullanim alanlari

Antioksidanlar saglik alaninda, bir¢ok endiistriyel alanda, kozmetik iiriinlerinde
koruyucu katki maddesi olarak, yakitlarda, kaugukta ve petrole bozunumlarimi ve
polimerizasyonlarint Onlemek i¢in dengeleyici olarak kullanilmaktadir. Yaglarin
oksidatif bozulmalarii diger bir deyisle renk, koku, tat, goriiniis ve besin degeri gibi
onemli 6zelliklerinin kaybolmasini dnleyerek besinlerin kalitesini korur. Ayn1 zamanda
bakteri ve kiiflerin neden oldugu gida bozulmalarma karst da iyi bir koruyucudurlar.
Askorbik asit (AA, E300) ve E vitamini (E306) dogal antioksidanlar arasinda
sayilabilirken tersiyer butilhidrokinon (TBHQ, E319), biitillenmis hidroksi anizol
(BHA, E320) ve biitillenmis hidroksi tolien (BHT, E321) petrol kokenli yapay

antioksidanlar arasindadr.
Antioksidanlarin siniflandirilmasi

Temelde gerceklestirdikleri reaksiyon mekanizmalari baz alinarak birincil ve
ikincil antioksidanlar olmak tizere iki genel sinifa ayrilsa da bunlarin yani sira ¢ok
fonksiyonlu antioksidanlar olarak adlandirilan ve birden ¢cok mekanizma gdsterebilen

antioksidanlar da vardir (Reische ve ark. 2002).
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Birincil antioksidanlar

Birincil antioksidanlar (tip—1 veya zincir kiric1 antioksidanlar) otooksidasyonun
baslamasini geciktiren veya dnleyen ya da otooksidasyonun ileri asamasini yarida kesen
serbest radikal alicilaridir. Bunlara 6rnek olarak BHT ve BHA birincil sentetik
antioksidanlar1 gosterilebilir (Antolovich ve ark. 2002). Bir lipit (alkil) radikali (R")
olusturmak i¢in, doymamis yagdan a-metilenik hidrojen ayrildiginda otooksidasyon
baslar (Reische ve ark. 2002). Reaksiyon baslangi¢ (initiation), ¢cogalma (propagation),
ilerleme (branching) ve sonug¢ (termination) asamalarindan meydana gelir (Antolovich

ve ark. 2002).

Asagida birincil antioksidanlara 6rnek olarak biitillenmis hidroksianisol,
biitillenmis hidroksitoluen, propil gallat, t-biitil hidrokinon gibi sentetikantioksidanlar
ile a-tokoferol dogal birincil antioksidanlar1 gosterilmistir (Tokoferoller ve karotenoitler

dogal kaynakli birincil antioksidanlardir) (Sekil 2.4.) (Reische ve ark. 2002).

OH

OH
k >, Of k HO __oH
[ il y 4 —
OCH3 o "N o— >—
Biitillenmis hidroksianisol Biitillenmis hidroksitoluen Propil gallat
OH CHs
e ] ]
_ | :\\\\\CH3 H E
E— H3C ‘\’:\o—\ |
H CHs
t-Biitil hidrokinon a-Tokoferol (Vitamin E)

Sekil 2. 4. Yaygin birincil antioksidanlar

ikincil antioksidanlar

Tip—2 veya koruyucu antioksidanlar olarakta adlandirilabilen ikincil
antioksidanlar gesitli mekanizmalarla aktivite gosterebilirler. Singlet oksijeni deaktive
edebilir, prooksidan metallerle selat yapabilir, oksidasyonun hizini azaltip onlar
deaktive edebilir, hidroksiperoksitlerin radikal olmayan maddelere parcalanmasini
saglayabilir ve ultraviyole radyasyonu absorbe edebilirlerken serbest radikalleri daha
kararl1 tiriinlere doniistiiremezler. Genellikle birincil antioksidanlarin aktivitesini arttirir

yeniden iretimini saglarlar. Askorbik asit, EDTA ve p-karoten ikincil antioksidan
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ornekleri olarak gosterilebilirler. Bu tiir antioksidanlar etki mekanizmalarinin 6nemi baz
alinarak selat yapicilar (EDTA gibi), oksijen gidericiler (askorbik asit gibi) ve singlet
oksijen gidericiler (5-Karoten, gibi) olarak ii¢ gruba ayrilabilirler (Sekil 2.5) (Reische
ve ark. 2002)

o o}
(0] OH | OH
— — om Q —
| |N /\ \
N HO - OH
HO

|| o} OH HO

Etilendiamintetraasetikasit (EDTA) Askorbik asit

L\i:j\! | | | ‘ I

-Karoten (A vitamini)
Sekil 2. 5. Tkincil antioksidanlar

Bagka bir siniflandirmaya gore antioksidanlar; enzimler (Katalaz, Glutatyon peroksidaz,
Stiperoksit Dismutaz (SOD), dogal kaynakli ve sentetik antioksidanlar seklinde
siniflandirilabilirler (Halliwell ve Gutteridge 1989). Katalaz ve glutatyon peroksidaz

enzimleri hidrojen peroksidin uzaklastirilmasinda gorev alir (Sekil 2.6).

1,N NI COoII
NH \/

COOH

Sekil 2.6. Glutatyon
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Antioksidan Aktivite Tayin Yontemleri

Antioksidan aktivite tayini i¢cin c¢ok sayida yontem vardir. Bu yontemler

birbirlerine gore bazen avantajli bazen dezavantajli olabilirler. Basvurulan teknigin

kimyasal ve kinetik 6zelliklerine bagli olarak, ekstrelerin kimyasal yapisina, bilesenlerin

polaritesine, sahip oldugu fonsiyonel gruplara ve kimyasal davranislarina gore sonuglar

degisebileceginden antioksidan aktiviteler belirlenirken en uygun yontem secilmeli ve

daha giivenilir olmasi ac¢isindan birden fazla yontemle degerlendirilmesi uygun

olmaktadir (Oztiirk ve ark.. 2007). Bunlardan yaygin olarak basvurulanlarin bazilari

sunlardir:

DPPH serbest radikali giderim aktivitesi yontemi (Blois, 1958).

CUPRAC (Bakir (II) iyonu indirgeme antioksidan kapasitesi) yontemi (Apak ve
ark., 2004).

ABTS katyon radikali giderim aktivitesi yontemi (Re ve ark., 1999).
p-Karoten renk agilim yontemi (Miller, 1971).

Folin Ciocalteu yotemi (Singleton ve ark., 1999).

Siiperoksit anyon radikali giderim aktivitesi yontemi (Liu ve ark., 1997).

FRAP (Demir (III) iyonu indirgeme antioksidan giicli) yontemi (Benzie ve
Strain, 1996).

TRAP (Toplam radikal tutma parametresi) yontemi (Wayner ve ark. 1985).
DCFH-DA (Diklorofloresin-diasetat) yontemi (Valkonen ve Kuusi, 1997).
Fikoeritrin (PE) esasli yontemler (Ghiselli ve ark., 1995).

Krosin yontemi (Tubaro ve ark., 1998).

ORAC (Oksijen radikal absorbans kapasitesi) yontemi (Prior ve Cao, 1999).

TOSC (Toplam oksiradikal siipiirme kapasitesi) yontemi (Winston ve ark.,
1998).

Metal baglama yontemi (Dinis ve ark., 1994).
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DPPH (Serbest radikal giderim yontemi)

DPPH (1,1-Difenil-2-pikrilhidrazil)yontemi bazi dezavantajlara sahip olmasina
ragmen antioksidan kapasite tayini i¢in yaygin olarak basvurulan yontemler arasindadir.
Yontemde antioksidan aktivite Olgimi i¢in kullanilan DPPH (1,1-difenil-2-
pikrilhidrazil) kararl1 yapida ve etanol ¢ozeltisi mor renkli olan bir serbest azot
radikalidir. Absorbanst 517 nm dalgaboyunda Olgiliir. DPPH  ¢dzeltisine
antioksidanlarin ilave edilmesiyle antioksidanlar radikallere proton vererek onlari
indirger. Indirgenme sonucunda ¢&zeltinin karakteristik mor rengi sariya dogru kayar ve
s0z konusu dalga boyundaki absorbansta diislis meydana gelir. Absorbanstaki bu diisiis
antioksidanlarin serbest radikal giderim potansiyellerinin yiiksek oldugunu gosterir
(Sekil 2.7. ve Sekil 2.8.). Antioksidan aktivite DPPH radikalinin baglangic
konsantrasyonunun % 50“sinin inhibe edilmesi i¢in harcanan antioksidan miktarini
ifade eden ICso (etkin konsantrasyon) degeri ile elde edilir (Brand-Williams ve ark.
1995, Benabadji ve ark. 2004, Giilgin ve ark. 2004).

Antioksidan
1.4- Q oM
1.2] z—r'x~§\}uo, +AO-H — +A0*
v g &
2 10
= ‘
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2
2 08
« /
0.4
~<
0.2

0.0
300 340 380 420 460 S00 540 580 620 660

Dalgaboyu (nm)

Sekil 2.7. DPPH’ radikali ve antioksidan (AO-H) tarafindan indirgenmesi (Boligon ve ark. 2014)
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Sekil 2.8.DPPH molekiiliiniin antioksidan madde ile reaksiyonu

Bakar iyonu indirgeyici antioksidan kapasite tayini (CUPRAC) yontemi

Apak ve c¢alisma arkadaslarinin kesfedip 2004 yilinda literatiire kazandirdigi
CUPRAC tam agilimiyla “Cupric Recuding Antioxidant Capacity” yani “bakir(Il)
indirgeyici antiksidan kapasite” yontemiyle meyve ve sebeler, meyve sulari, bitkisel
caylar, insan serumu ve bitki ekstrelerindeki toplam antioksidan seviyesi belirlenebilir.
Yontem temelde indirgen 6zelligi yiiksek olan polifenollerin bakir iyonunu indirgemesi
olayin1 Olgmeye dayanir. Bakir(Il) ve neokuprin (2,9-dimetil-1,10-fenantrolin)
reaktifleri  kullanilarak  polifenolik  bilesiklerin  antioksidan  kapasitelerinin
spektrofotometrik olarak tayin edilmesi esasina dayanir. Antioksidan 6zellige sahip
polifenoller, pH=7 (amonyum asetat ile saglanir) olan ortamda Cu(II)-Nc kompleksini,
Cu(l)-Nc kompleksine doniistiiriir.  Olusan Cu(I)-Nc  kompleksinin  maksimum
absorpsiyon verdigi 450 nm“de absorbasin Olgiilmesi ile antioksidan kapasite tayin

edilir. (Sekil 2.9).
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Sekil 2.9. CUPRAC reaksiyonu ve kromoforu: Bis (neokuproin) bakir (I) kelat katyonu (Reaksiyon sirasinda
ac18a ¢ikan protonlar NHsAc tamponu tarafindan nétrallestirilir) (Apak ve ark. 2004)

ABTS (Katyon radikali giderim aktivitesi yontemi)

Ik olarak Miller ve ark.’nin 1993’te kullandiklar1 yéntem, ABTS (2,2'-azinobis
(3-etilbenzotiazolin-6-siilfonat) radikalinin ABTS"*radikal katyonuna KS,Os gibi giiclii

yiikseltgenler yardimiyla yiikseltgenmesine dayanan antioksidan kapasite Olglim

yontemidir (Sekil 2.10.). Olusan ABTS™"radikal katyonu antioksidanlarla reaksiyona
20



birakildiginda radikalin absorbansinda bir diisiis goriilmesi antioksidanin aktif oldugunu
gosterir. 2 giin oda sicakliginda ve karanlikta kararli olan radikal 660, 734 ve 820 nm
dalga boylarinda maksimum absorbans verir. Ancak bitki pigmentlerinden gelebilecek
olan girisimin en az oldugu 734 nm dalgaboyu siklikla tercih edilmektedir. Ayrica bu
yontemle konjuge cifte bagli antioksidanlarin aktivitesi de Olgiilebilir (Miller ve ark.

1993, Re ve ark. 1999).

Anﬁoksidan
i.e. Trolox

Sekil 2.10. ABTS yontemi (Boligon ve ark. 2014)

p-Karoten-Lineolik Asit renk acilim yontemi

Linoleik asit serbest bir radikal olup yiikseltgenmesiyle alkil peroksitler olusur.
Olusan bu radikaller fkaroteni pargalayarak renginin agilmasina neden olurlar. Eger

ortamda antioksidanlar varsa radikalleri sondiirerek f-karotenin renginin agilmasini
onlerler. 490 nm’de absorbans veren [-karotenin absorbansindaki degisim
spektrofotometre yardimiyla ol¢iiliip antioksidan aktivite tayini yapilabilir. Solvent ve
pH etkisinden bagimsiz ve ¢ok kisa zamanda gergeklesir. Yontem hidrofilik, hidrofobik
ve emiilsiyonlarin oksidasyonunu 6l¢mek icin kullanilir (Miller 1971, Benabadji ve ark.
2004,Huang ve ark. 2005).

Folin-Ciocalteau yontemi ile toplam fenolik bilesik tayini

Singleton ve Rossi’nin 1965 yilinda ©nerdigi yontemde fosfomolibdat ve
fosfotungstat karisimindan olusan Folin-Ciocalteu reaktifi (Folin Fenol Reaktifi veya
Folin-Denis reaktifi) kullanilarak antioksidan tayini yapilir.Yontem sahip oldugu bazi
olumsuzluklara ragmen neredeyse tiim antioksidan ¢aligmalarinda toplam fenolik miktar
tayini i¢in kullanilan standart bir yontemdir.Fenolik maddeler bu reaktifle bazik
ortamda tepkime verdiklerinden dolayr sodyum karbonatla (Na,CO3z) pH=10" a

ayarlanir. Mo(VI) + e- —» Mo(V) indirgenme tepkimesi ortamda fenolik
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antioksidanlar varsa gerceklesir renk saridan maviye doner.760 nm dalga boyunda

absorbans Ol¢iiliir (Slinkard ve Singleton 1977, Singleton ve ark. 1999).

Alzheimer hastahig: ve kolinesterazlar

Alzheimer hastaligi ilk olarak 1907 yilinda Alman hekim Alois Alzheimer
tarafindan klinik ve ndropatolojik 6zellikleri ile tanimlanmistir (Alzheimer, 1907;1911).
Ileri evre Alzheimer hastalig1 icin kétii bir ifade olan bunama kelimesi kullanilmaktadur.
Alzheimer merkezi sinir sisteminin bazi kisimlarinda néron ve sinaps kaybiyla ortaya
cikan; biligsel islevlerde azalma, 6z bakim yetersizlikleri, noropsikiyatrik ve davranigsal
bozukluklar gibi belirtiler gosteren progresif norodejeneratif bir hastaliktir (Gilman

1997a,b, Lle6 ve ark., 2006).

Alzheimer hastaliginda Kkolinesteraz inhibitorleri, noroprotektif yontemler,
farmakolojik olmayan tedaviler, psikofarmakolojik ajanlar, genel sagligi korumaya
yonelik aktiviteler gibi tedavi yontemleri var olmasina ragmen alzheimer hastaliginin
nedeni ve olusumu net olarak agiklanamadigindan kesin tedavisi de yoktur (Cankurtaran
ve ark., 2006; Ulger ve Ariogul, 2005; Yavuz, 2005). Asetilkolin (ACh) beyinin bellek
ile 1lgili bolgelerinde 6nemli bir norotransmiterdir. Alzheimer hastaliginda ACh
azalmasi bellek bozuklugu ile iligkilidir. Alzheimer hastaliginda temel sorun kolinerjik
sistemdeki azalma ve glutamat toksisite artist sonucunda noéron kaybi olugmasidir.
Alzheimer hastaliginda meydana gelen kolinerjik kaybin, depresyon, ajitasyon,
anksiyete, psikoz gibi ¢esitli davramigsal ve psikiyatrik belirtilerin hastalarda

gozlenmesine neden oldugu belirtilmistir (Grossberg, 2002).
Fenolik ve Flavonoid bilesikler

Bitkininin UV radrasyon ve patojenler gibi cevresel kosullara karsi savunma
mekanizmasiin sonucu olusan sekonder metabolitlerden olan fenolik bilesikler, bir
aromatik halka ve ona bagh hidroksil gruplarindan olusur. Tek ya da daha fazla sayida
benzen halkasina iki veya daha fazla sayida fenolik hidroksil (HO™) grubunun
baglanmasiyla polifenolik bileskler meydana gelir. Fenolik bilesiklerin en genis sinifini
flavonoidler olustururken onlar1 fenilpropanoidler ve fenolik kinonlar takip eder
(Harborne, 1998). Fenolik maddeler serbest radikale kenetlenme, selat olusturma ve
lipoksijenaz enzimini inhibe etme yoluyla antioksidan aktivite gosteren en aktif dogal
antioksidanlar arasindadir. Ana iskeletlerinde bulunan C (karbon) sayisi g6z Oniine

alinarak gruplandirilirlar (Cizelge 2.1.)
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Cizelge 2.1. Bitkisel fenolik bilesiklerin siniflandiriimasi

c iskelet Simif Ornek

atomu

6 Ce Basit fenoller 2H|6d_rok|non
Benzokinonlar Dimetoksibenzokinon

7 Ces-C1 Fenolik asitler Salisilik asit

e Aot | b

p-Hidroksifenilasetik asit

Hidrosisinamik asitler | Kafeik Asit
Fenilpropenler Eugenol

9 Ce-C3 Kumarinler Umbelliferon
izokumarinler Bergenin
Kromonlar Eugenin

12 Ce-C4 Naftakinonlar Juglon

13 Ces-C1-Cs Ksantonlar Mangiferin
Stilbenler Lunularik asit

14 Co-Co-Co Antrokinonlar Emodin

15 Ce6-C3-Cs Flavonoitler Kersetin
[zoflavonoitler Genistein

18 (Ce-C3)2 Lignanlar Pinoresinol

30 (C6-C3-Co)2 Biflavonoitler Amentoflavon

N (C6-Cs3)n Ligninler

(Ce)n Katesol melaninleri
Tanenlerle kondense
(Co-Ca-Ce)n flavonlar
Flavonoidler

Fenolik bilesiklerin en onemli ve sahip oldugu 10’ dan fazla alt grupla en
kalabalik smifi (Acar 1998; Cam ve Hisil 2003) olup ana iskeleti 2-fenil benzopiran
yapisindadir. Bu yap1 C6-C3-C6 seklinde toplamda 15 karbona sahip 2 aromatik ve bir
hetero halkadan olusur (Sekil 2.11.).

Benzopiran Sinnamoil

Sekil 2.11. Flavonoidlerin Benzopiran (A-C) ve Sinnamoil halkasi
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Flavon, flavonol, flavon-3-ol, izoflavon, flavonon ve antosiyanidin major
flavonoid tirleri; dihidroflavonol, flavan-3,4-diol, kumarin, kalkon, dihidrokalkon ve

auron ise minor flavonoid tiirleridir (Sekil 2.12).

Temel flavonoid iskeleti

e N~

| == l o O °| e
- |
e

” | : | = h o

e

OH P N Flavan-3-ol
Antosiyanidin = |
L]
Flavanon
Sekil 2.12.Major flavonoid iskeletleri

Flavonoller

Flavonoidlerin en yaygin alt grubudurlar. Bitkilerde 6zlellikle yaprak ve tag
yapraklarda yardimci renk pigmentleri olarak bulunurlar. 200-300 ¢esit flavonol
agligonundan en yaygin goriilenler myricetin, kersetin, isorhamnetin ve kaempferoldiir
(Sekil 2.13). Cogunlukla O-glikozitleri halindedirler. Bunlarin yaninda fisetin ve
rhamnetin gibi daha az rastlanan flavonol aglikonlar1 da vardir. Glikozidik
konjugasyonlar sonucu meydana gelirler. Genelde ana iskeletin C halkasinin 3
pozisyonunda konjugasyon olur (Strack ve Wray, 1992; Harborne, 1988). Yapilan
calismalar flavonollerin polimerizasyon derecelerinin artmasiyla siiperoksit giderim

aktivitelerinin de arttig1 bildirilmektedir (Yamaguchi ve ark., 1999).
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Sekil 2.13. Flavonol aglikonlari: Kaempferol, Kersetin, isorhamnetin, Myricetin
Flavonlar

Yapilari flavonollere cok benzeyen flavonlar, bitkilerde serbest ya da glikozitleri
seklinde bulunurlar. Bir karbon karbon bagiyla sekerlere baghdirlar (Harborne, 1988).
Hidroksilasyonda gorevli oldugu bilinen flavon tiirleri sadece Luteolin ve apigenindir.
Flavonlar A ve C halka siibstitiisyonlarina sahip oldugu halde C3 pozisyonunda
hidroksil eksikligi oldugu goriilmektedir. Bunun yani sira hidroksilasyon, metilasyon,
O- ve C- alkilasyonu, glikozilasyon ve bazi tiirlerinde polimetoksillenme gibi cesitli

slibstitiisyon yapabilirler (Gaitan ve ark., 1989).
Flavan-3-oller

Flavonoidlerin en karmasik alt sinifidir. Flavan-3-ollerin basta antioksidan
olmak iizere antikarsinojen, kalp ve sinir koruyucu, antimikrobiyal ve antiviral gibi
birgok etkiye sahip olduklar1 belirlenmistir. En sik goriilen tiirleri; (-)-Epikatesin, (+)-
katesin, (+)-gallokatesin, (-)-epigallokatesin, (-)-epigallokatesin gallat ve (-)-epikatesin
gallattir. Flavan-3-oller, heterosiklik C- halkasinda doygun C3 elementini igerdiginden
diizlemsel degildir (Clifford, 1986).
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2.3. Nicotiana tabacum Ile Ilgili Yapilan Onceki Calismalar

Koiwai ve ark. (1982), 56 Nicotiana tohumu ve 62 Nicotiana yapraginda yag asidi
analizleri incelemigler ve kuru agirlik bazinda toplam yag asidi i¢eriginin, tohumlarin%
25 ila 401 ve yesil yapraklarin% 2.1 ila% 4'Q arasinda degistigini. Linolenat’in,
incelenen tiim tiirlerin yapraklarinda baskin yag asidi oldugu ve toplam yag asidi
iceriginin % 50-63'linii olusturdugunu, tohumlarda ise linoleatin toplam yag asidi
iceriginin% 69-79'unu olusturarak baskin yag asidi oldugunu bildirmislerdi,.
Suaveolentes seksiyonuna ait 21 tiiriin 14’4 ve Noctiflora seksiyonundaki 1 tiiriin

nispeten yiiksek oranlarda (% 10-38) linolenat icerdigini tespit etmislerdir.

Manceau ve ark. (1992), Nicotiana plumbaginifolia hiicre siispansiyonlarinda
nikotinin nornikotine biyo-doniisiimiinii arastirdiklar1 ¢alismalarinda, GC analizi ile
%53.2 olarak tahmin edilen biyotransformasyon veriminin, HPLC analizi ile neredeyse
% 100’e yakin sonug¢ verdigini gozlemlemislerdir. Ayrica, HPLC analizinin, bitki
organlar1 veya doku kiiltiirleri tarafindan iretilen yiiksek veya disiik miktarlarda

endojen alkaloidlerin degerlendirilmesi i¢in giivenilir oldugunu da bildirmislerdir.

Vereecke ve ark., (1997), Nicotiana tabacum L. “‘un Rhodococcus fascians ile enfekte
edilmesinden sonra yaprakli gallerden elde edilen etanol ve sulu ekstrelerini
incelediklerinde, enfekte olanlarin kimyasal bilesiminin kontrol grubuna kiyasla biiyiik
Olciide degistigini gozlemlemislerdir. Klorojenik asit hem kontrol hem de enfekte olmus
bitkilerde bol miktarda bulunurken, gal ekstrelerinde kafeik asit ve diger sinamoil
analoglarmin yeni olustugunu tespit etmislerdir. Gallerde indiiklenen en belirgin
metabolitin 7-O-metil-6-O-beta-D-glukopiranosil kumarin (7-metil eskiilin) oldugunu ki
kumarinin tiitinden elde edildigine dair bu raporun bir ilk oldugunu, ilging¢ olarak,
avirulent R. fascians suglarinin mevcudiyetinde 7-metil eskulinin, ne gal ne de diger
bitki kisimlarinda birikmedigini bununla birlikte, tiitiin bitkilerinde Agrobacterium
tumefaciens tarafindan indiiklenen gallerde de ortaya c¢ikmadigini bildirmislerdir. 7-
Metil eskulinin, R. fasiens’in gelisimini katabolize olmadan etkiledigini, mikroskobik
analizlerin, otofloresan bilesiklerin ¢ogunlukla yaprakli gallerin  meristematik
bolgelerine daha bol yerlestirildigini ve 7-metil eskiilinin, bitki hiicre bdliinmesini

etkileyebilecegini de rapor etmislerdir.
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Ruiz ve ark. (2003) kalsiyumun farkli uygulama oranlarinin tiitiin bitkilerinde fenolik
bilesenlerin sentezini nasil etkileyebilecegini aragtirmislar ve tiitiin bitkilerinin
yetistirildigi  besin ¢0Ozeltisinde artan kalsiyum seviyesinin, fenolik bilesenlerin
metabolizmasinda yer alan enzimlerin (fenilalanin amonyak-liyaz, polifenol oksidaz ve
peroksidaz) aktiviteleri lizerinde olumlu bir etki yaptigini, yiiksek dozda uygulanan
kalsiyumun (5 mM), bu bilesiklerin sentezinden ziyade daha ¢ok oksidasyon
tepkimelerini tesvik ettigini ve bdylece fenoliklerin daha diisiik konsantrasyonda

sentezlendigini rapor etmislerdir.

Jun ve ark. (2010), tiitiin atiklarindaki polifenollerin kimyasal bilesimini HPLC-PAD-
ESI/MS/MS ile tanimlanmis ve 10 gesit titin atiginda klorojenik asit ve rutin
iceriklerini HPLC-UYV ile belirlemislerdir. Bun gore, kurutulmus tiitiin atiginin metanol
ekstraktinda 15 polifenoliin tanimlandigi, yliksek seviyelerde klorojenik asit (3-CQA, 5-
CQA ve 4-CQA) ve rutin tespit edildigi ve 10 tiitiin ¢esidinde bu bilesenlerin sirasiyla
0.116-0.196, 0.686-1.781, 0.094-0.192 ve% 0.413-0.998 seviyesinde oldugunu
belirlemiglerdir. Tiitiin atiginin, etnofarmasoétik endiistrisinde dogal klorojenik asit ve

rutinin yeni bir farmasotik madde olarak kullanilabilecegini rapor etmislerdir.

Cvetanoska ve ark., (2011), biyo-fizyolojik parametrelerin belirlenmesi igin iki tiitiin
¢esidinin (Prilep P-156/1 ve Yaka Yv-125/3) taze yaprak kisimlarinin kullanildig: bir
aragtirmada. toprak kiiltiirleri dort yogun metal grubu ile sera sartlarinda muamele
edilmis [CuSO4x 5H20 (0.25, 0.5, 1 ve 5 mg/kg toprak), CdSO4x 8H20 (0.1, 0.2, 0.4 ve

0.8 mg/kg toprak), Pb(NO3)2 (50,100 ve 200 mg/kg toprak), Antracol WP-70 (0.2, 0.4,

0.8 ve 1.6 mg/kg toprak)] ve galisma sonucunda Cu, Cd ve Pb’un Katalaz aktivitesini
diistirdiigii, Cd’un yiiksek konsantrasyonlarinin tiim pigment sistemin, negatif yonde
etkiledigi, Cu’in kloroplast konsantrasyonunu arttirdigi, agir metal stresinin antosiyanin

seviyesini arttirdigini tespit etmislerdir.

Ru ve ark. (2012), tiitin (Nicotiana tabacum L.) yapraklarindan elde edilen
flavonoidlerin ve polisakkaridlerin hidroksil ve siiperoksit radikalleri ile DPPH ve
ABTS antioksidan o0zelliklerini arastirmislardir. Flavonoidlerin, serbest radikaller
tizerindeki aktivitelerde polisakkaritlerden ¢ok daha iyi aktivite gdsterdigini mistir.
Pozitif kontrol ile karsilastirildiginda, askorbik asitin, her ikisinde de zayif antioksidan
aktivite gosterdigini, bununla birlikte, flavonoidlerin, yiiksek konsantrasyonda (600

png/mL) askorbik aside benzer siiperoksit anyonu, DPPH ve ABTS radikal siipiiriicii
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aktiviteye sahip oldugunu, flavonoidlerin, belirgin DPPH etkisine sahip oldugu ve
polisakaritlerden Onemli Ol¢liide daha yiiksek oldugunu bulmuslardir.Elde ettiklerin
sonuglari, flavonoidlerin serbest radikalleri temizlemede etkili oldugunu ve giiclii
antioksidanlar olma potansiyeline sahip oldugunu agikc¢a gosterdigini bildirmisler ve bu
nedenle, tiitiin yapraklarinin, gida, farmasétik, kozmetik veya nutrasotik endiistriler igin

potansiyel bir dogal antioksidan kaynagi olarak diisiiniilebilecegini rapor etmislerdir.

Torras-Claveria ve ark (2012), Tandem kiitle spektrometresi (LC-MS/MS) analitik
yontemiyle ile tiitiin bitkilerinde (Nicotiana tabacum L. cv. Wisconsin) 20 fenolik
bilesigin tanimlanmasi ve iki ayr1 deney halinde fenilpropanoid profillerindeki
farkliliklar1 incelemislerdir. Birincisinde, bitkilerin senesense ugramis ve ugramamis
cicek kisimlari, ikincisinde ise sulanan ile su stresine maruz birakilan geng fideleri
karsilastirmislardir. Belirlenen 20 fenolik bilesigi, yedi hidroksisinaminoilkinik asit,
yedi hidroksisinnamik asit glikozit, bir salisilik asit glikozit, disakkaritlere sahip iki
konjuge flavonol ve putresinin ii¢ hidroksisinnamik asit amidi (HCAA) olarak tespit
etmislerdir. Genel olarak, fenilpropanoid bilesiklerinin seviyelerinin, her iki deneyde de
yani senesense ugramis ¢igeklerde ve su stresi kosullar altinda arttgini, kaempferol-7-
O-neohesperidoside’in ilk defa tlim tiitiin drneklerinde tanimlandigini, farkli fizyolojik
ve/veya cevresel durumlara yanit olarak metabolit profili varyasyonlarinin meydana

geldigini rapor etmislerdir.

Majdi ve ark. (2012), tohumlar1 6nemli miktarda yag igeren tiitiin (Nicotiana tabacum
L.)bitkisinin yag asidi profilini aragtirmiglardir. Ekstreleri hazirlanan 5 ¢esidin yag asidi
profilini gaz kromatografisi ile belirlemisler ve sonug olarak; Laurik (C12: 0), miristik
(C14: 0), palmitik (C16: 0), palmitoleik (C16: 1), stearik (C18: 0), oleik (C18: 1),
linoleik (C18: 2), linolenik (C18: 3) ve ekosanoik (C20: 0) gibi gesitli doymus ve

doymamis yag asitlerini gézlemlemislerdir.

Badr ve ark. (2012), Nicotiana tabacum'un ana alkaloid bilesigi olan nikotinin
kantitatif Olgtimiinii heksan: CH2Cl2: MeOH (2: 8: 1.5) kullanarak, ince tabaka
kromatografisi belirlemislerdir. incelenen dokuz sigara markasindan 3. ve 8. 6rneklerin
diger numunelere kiyasla neredeyse 2 kat daha yiiksek miktarda nikotin igerdigini

belirlemislerdir.

Nacoulma ve ark., (2012), Rhodococcus fascians tarafindan indiiklenen Nicotiana

tabacum gallerine ait metanol sulu kloroform ve heksan ekstraktlarini, fenolik ve
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flavonoid igerigi ve DPPH gibi antioksidan, antienflamatuar aktivitelerini arastirdiklari
deneyde R. fascians enfeksiyonunun, N. tabacum'un fitokimyasal profilini ve biyolojik
ozelliklerini 6nemli Olglide degistirdigini, toplam polifenolik igerigin (% 120-307)
arttigin1 ancak flavonoid seviyesinin (% 20-42,5) azaldigini tespit etmislerdir. Sonug
olarak, R. fascians tarafindan enfeksiyonun N. tabacum'da anti-enflamatuar ve

antioksidan bilesiklerin tiretimini destekledigini bildirmislerdir.

Li ve ark. (2014), yaptiklar1 ¢aligmada iki asamali bir 6ncii iyon tarama bazli tandem
kiitle spektrometresi yontemi ile tiitlin c¢iceklerinde ve yapraklarinda (Nicotiana
tabacum) flavonoidlerin yapisim1 aydinlatmak i¢in kullanmiglardir. Yunyan 97 tiitiin
¢esidinde 17 flavonoid tespit etmisler, tiitiin ¢igek ve/veya yapraklarinda bulunan 17
flavonoidten 9’unun mevcut referanslara dayanarak ilk kez tespit edildigini de

bildirmislerdir.

Sharma ve ark. (2016), Nicotiana tabacum govdesinin etanol ekstraktlarinda
polifenolik flavonoidlerin antioksidan aktivitesini arastirmislardir. Flavonoid ve fenolik
igerigi, etanol ekstraktinda sirasiyla, 12.5 + 0.1322 mg QE gGl ve 1133.25 + 0.02 mg
QE gGI olarak hesaplanmistir. 0.4 mg/mL etanol ekstraktinin en yiiksek SOD, GST,
GSH ve MDA igerigine sahip oldugunu, ekstraktlarin HPLC analizi sonucunda standart
(kuersetin) ile karsilastirildiginda, flavonoidleri de igerdigini tespit etmislerdir.
Nicotiana tabacum'un etanol ekstresinin polifenolik flavonoidlerin varligi ve
antioksidan seviyesi bakimindan geleneksel tipta bitkisel ilag olarak kullanilabilecegini

de rapor etmislerdir.

Hariram ve Gowtham Rajan (2016), GC-MS, FT-IR ve NMR teknigiyle tiitiin
bitkisinde kemometrik analiz arastirmalar1 yapmislardir. Calisma sonucunda, tiitiin yag1
biyodizelinde farkli yag asitlerinin varligin1 ve yag asitleri arasinda bulunan major
bilesenin linoleik asit oldugunu tespit etmislerdir. FT-IR ile, tiitliin tohum yagi

biyodizelinde metil ester gruplarmin varligini belirtmislerdir.

Wang ve ark., (2017), yaptiklart ¢alismada, Nicotiana tabacum L. yapraklarindaki
polifenoller ve antioksidan aktivitesi tizerine farkli yiikseklik (70 m- 2100 m) ve
enlemlerin (23.26 ° - 34.61 ° kuzey) etkisini arastirmiglardir. Sonuglar klorojenik
asitlerin (3-CQA, 4-CQA ve 5-CQA dahil olmak tizere CQA'lar) rutin ve miktar fenolik
bilesiklerin (CQA ve rutin) ayrica TPC ve TFC’nin de rakim ile yiiksek derecede pozitif

korelasyon gosterdigini, bununla birlikte enlem ile ilgili sonuglarin hemen hemen higbir
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korelasyon gostermedigi, sadece TPC’nin enlem ile negatif korelasyon gosterdigi,
ayrica yuksek irtifanin tiitlinde daha giiclii antioksidan kapasiteye yol actigini rapor

etmislerdir.

Popova ve ark. (2018), ii¢ tiitiin tiiriine ait (N. alata Link& Otto’nin iki genotipi, N.
rustica ve N. tabacum) tiitiin tohumu yagmi incelemislerdir. Gliserit tohumu yagi
icerigini, N. alatamin iki genotipi i¢in% 37.6 ve% 40.9, N. rustica i¢in% 37.5 ve N.
tabacum i¢in% 30.9 olarak tespit etmislerdir. Genel olarak, yaglarda fosfolipit icerigini
% 0.2-0.3 civarinda, yaglardaki toplam sterol miktarim1 ise % 0.35-0.48 civarinda
bulmuslardir. Ana bilesen olarak beta-sitosterolii, N. alata’nin beyaz yapraklarinda
kolesterol ve Delta (5)-avenasterol; N. alata’nin pembe tag yapraklarinda kolesterol ve
kampesterol (),N. rustica'da kampesterol ve Delta (5)-avenasterol ve N. tabacum'da ise
kampesterol ve stigmasteroliin izledigini tespit etmislerdir. Genel olarak, ii¢ Nicotiana
tirtinde de ana yag asitlerinin (FA), linoleik (% 61.7-67.6 araligi), oleik (% 15.5-19.0)
ve palmitik (% 9.1-12.5) oldugunu belirlemislerdir. N. rustica'da en yiiksek toplam
nitrojen ve protein igerigini, sirastyla % 5.5 ve % 34.1 olarak ve N. alata’da en yliksek
seliloz igerigini tespit etmislerdir. Aspartik asit, arginin ve treoninin N. alata'da, ve
arginin, aspartik asit ve histidinin ise N. rustica'da dominant amino asit bilesenleri
oldugunu tespit etmislerdir. Sonuglara bakildiginda, tiitiin tohumunun tiiketici insan

saglig tirtinleri i¢in hammadde olabilecegini de rapor etmislerdir.

3. MATERYAL VE YONTEM
Materyal

Calismada materyal kaynagi olarak, Dogu ve Giineydogu Anadolu Bdlgesinin
farkli noktalarinda (Mardin, Adiyaman, Bitlis ve Kahramanmaras ) dogal olarak yetisen
tiitlin bitkilerinden elde edilen tohumlar ile bu bitkilere ait yapraklar kullanildi. 34 farkl
tiitlin tipine ait tohumlar ile bu tohumlarin bir kisminin araziye ekim ¢alismalar1 (Sekil
3.1.) sonrasinda elde edilen siirgiin (Sekil 3.2.) ve yapraklar dogal sartlar altinda
kurutularak, laboratuvarda ekstraksiyon ¢alismalar1 yapilincaya kadar kuru kaplar i¢inde

+4°C’de buzdolabinda muhafaza edildi.
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Sekil 3.2 Nicotiana tabacum L. ‘nin tohumlarindan gelisen siirgiinlerin genel goriiniisii

Tiitiin bitkisinin sistematikteki yeri

Tiitiin bitkisinin sistematigi ise asagidaki gibidir.

Takim Tubiflorales

Familya Solanaceae (Patlicangiller)

Cins Nicotiana

Tir Nicotiana tabacum L.
Yontem

Kurutulan bitkilerin ekstrelerinin (analize) hazirlanmasi

Kurutulan bitkilerin yaprak ve tohum kisimlari, petrol eteri ve etanol ekstreleri

hazirlandi. Analizler i¢in kullanilan ekstreler hazirlanirken her bitkiden 10’ar gram
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alinarak 50 ml petrol eterinde 24 saat bekletildi Bu islem 3 kez tekrar edildi. Daha sonra
tiitlin poslart ayn1 sekilde etanol ile muamele edildi. Siizme ve ¢oziicli buharlagtirma
islemlerinden sonra elde edilen ham ekstreler etanolde ¢oziilerek 4000 mg/kg derisimde

4’er ml ¢ozeltiler hazirlandi (Sekil 3.3)

Sekil 3.3. Nicotiana tabacum L. ‘nin geligen siirgiinlerin ekstraksiyon i¢in hazirlanigi

Kimyasal standartlar ve ¢oziiciiler

Antioksidan aktivite tayininde kullanilan kimyasallar

Pirokatekol, = sodyum  karbonat  (Na.COs), Folin-Ciocalteu reaktifi
(Fosfotungistik-fosfomolibdik asit + CuSOs (FCR)), Kkersetin, potasyum asetat
(CH3COOK), aliiminyum nitrat (AI(NOs)3), Sodyumbikarbonat, potasyum asetat,
%80’lik etanol (CH3CH,OH), BHT (biitillenmis hidroksi toluen), a-tokoferol, DPPH
(1,1°-Difenil-2-pikrilhidrazil), bakir (II) kloriir dihidrat (CuCl22H.0), neokuproin (2,9-
dimetil-1,10-fenantrolin), amonyum asetat (NHsCH3COO), ABTS (2,2'-azinobis(3-
etilbenzotiazolin-6-siilfonat) ve potasyum peroksi disiilfat (K2S20g). Kullanilan

kimyasal maddeler ve tiim ¢6ziiciiler analitik safliktadir.

Antialzheimer aktivite tayininde kullanilan kimyasallar

Asetiltiyokolin iyodiir (ACI), biitiriltiyokolin iyodiir (Bul), asetilkolin esteraz
(AChE), biitirilkolin esteraz (BChE), sodyum hidrojen fosfat dihidrat (Na2HPO42H0),
sodyum dihidrojen fosfat dihidrat (NaH2PO42H.0), sodyum bikarbonat (NaHCO3),
DTNB (5,5’-ditiyo-bis (2-nitrobenzoik asit)) ve galantamin. Kullanilan kimyasal

maddeler ve tiim ¢oziiciiler analitik safliktadir.
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Antiiireaz ve antitrazinaz aktivite tayininde kullanilan Kimyasallar

Ureaz enzimi, Trozinaz enzimi, sodyum hidrojen fosfat dihidrat
(Na2HPO42H20), sodyum dihidrojen fosfat dihidrat (NaH2PO42H-0), sodyum hidroksit
(NaOH), sodyumhipoklorit (NaOCI), fenol, sodyumnitropruside, L-DOPA, iire, tiyoiire,
ve kojik asit. Kullanilan kimyasal maddeler ve tiim ¢oziiciiler analitik safliktadir.
Kullanilan cihaz ve diger gerecler

v' LC-MS/MS (Shimadzu Marka 8040 Model)

Eliza Okuyucu (Biotech EON Marka Microplate Reader)
Ultra saf su cihaz1 (Elga marka)
Etiiv (Niive marka)
pH metre (Metler Toledo marka)
Hassas terazi (Metler Toledo marka)
-20 Derin dondurucu (Ugur Marka)
IKA RV10 Model Evaporator (Buchi V850 model vakum kontrol iinitesi ve

SR N N N N N

Lauda RA8 model sogutucu ile birlikte )

Calkalayici1 (VWR marka)

Ultrasonik banyo

Blender

Rotaevaporator (Biichi, Isvigre)

Otomatik tekli ve ¢coklu pipetler (10-100 pL, 100-1000 pnL, 500-5000 uL)
(Eppendorf marka)

D N N NN

Toplam fenolik ve toplam flavonoit iceriklerinin belirlenmesi
Toplam fenolik miktar tayininde kullanilan ¢ozeltiler

% 2’lik Sodyum karbonat ¢dzeltisinin hazirlanmasi: 5 g Na2CO3 250 mL’lik

balon jojeye konuldu ve bir miktar ultra saf su ile ¢oziildii. Coziinme isleminden sonra

ultra saf su ile toplam hacim 250 mL’ye tamamlandi.

Folin-Ciocalteu Fenol Reaktifi (Fosfotungistik-fosfomolibdik asit + CuSOQOa)

satin alindig: sekilde kullanildu.

100 ppm’lik Pirokatekol ¢ozeltisi: 1 mg pirokatekol tartilip 10 mL’lik balon

jojeye alind1 ve hacmi ultra saf su ile tamamlanarak hazirlandi.

Toplam fenolik miktar tayin yontemi

Ekstrelerin toplam fenolik igerikleri Folin-Ciocalteu reaktifi kullanilarak

pirokatekole esdeger olarak belirlendi (Slinkard ve Singleton 1977). 100 ppm’lik
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pirokatekol ¢ozeltisi hazirland1 ve bu ¢ozeltiden 0, 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7 ve 8 uL alinarak
hacimleri distile su ile 184 pL’ye tamamlandi. Hypericum tiirlerinin etanol ekstrelerinin
1000 ppm konsantrasyonda ¢ozeltileri hazirlandi. Bir miligram ekstre igeren Ornek
cozeltilerinden 4 pL alindi, ultra saf su ile 184 pl’ ye tamamlandi. Pirokatekol
cozeltileri ve orneklere 4 pL Folin-Ciocalteu reaktifi (FCR) ve 3 dk sonra %2’lik
Na>COs ¢ozeltisinden 12 pL ilave edildi. Karigim 2 saat siiresince oda sicakliginda
bekletildi ve orneklerin absorbanslart 760 nm’de okundu. Ekstrelerin toplam fenolik
igerikleri standart pirokatekol grafiginden elde edilen asagidaki esitlik kullanilarak

belirlendi:

Olgiim hatalarini en aza indirgemek icin her bir numuneden ii¢ paralel ¢calisma yapildi.

Absorbans = 0,0498(ng) +0,0434 (R*=0,9918)

Antioksidan aktivite testleri
Antioksidan testler icin kullanilan reaktifler ve hazirlanislar:
DPPH serbest radikali giderim aktivitesi yonteminde kullanilan
cozelti

0.1 mM DPPH cozeltisinin hazirlanmasi: 10 mg DPPH tartilarak 250 mL etil

alkolde ¢oziildii.

ABTS katyon radikali giderim aktivitesi yonteminde kullanilan ¢ozelti
7 mM ABTS katyon radikalinin hazirlanmasi: 19.2 mg ABTS tartilarak 5 mL

suda ¢oziildii. Uzerine toz halinde 3.3 mg potasyum peroksi disiilfat (K2S,0s) eklenip
karistirildi. Karanlikta oda sicakliginda 12-16 saat beklendi. Bekleme siiresi sonunda

¢oOzelti kullanilmaya baslamadan 6nce absorbsiyonu ~ 0.70 olacak sekilde seyreltildi.

CUPRAC yonteminde kullanmilan c¢ozeltiler
10 mM Bakir (II) kloriir dihidrat cozeltisinin hazirlanmasi: 42.62 mg
CuCl2.2H20 tartilarak 25 mL suda ¢oziildii.

1 M Amonyum asetat tamponunun hazirlanmasi: 1.927 g NH4OAc tartilarak 25

mL suda ¢6ziildi, pH= 7’ye ayarlandi.

7.5 mM Neokuproin ¢ozeltisinin hazirlanmasi: 76.6 mg neokuproin tartilarak 50

mL % 96’lik alkolde ¢oziildii.

Antioksidan testleri icin standart ¢ozeltilerinin hazirlanmasi
1000 ppm BHT (2,6-di-t-biitil-1-hidroksitoluen) ¢6zeltisinin hazirlanmasi: 10

mg BHT 10 mL etanol i¢inde ¢oziilerek 1000 ppm’lik BHT ¢ozeltisi hazirlandi.
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1000 ppm a-Tokoferol ¢dzeltisinin hazirlanmasi: % 97°lik 10.31 mg a-tokoferol

10 mL etanolde ¢oziilerek 1000 ppm’lik a-tokoferol ¢ozeltisi hazirlandi.

Antioksidan tayin yontemleri
Antioksidan aktivite tayini i¢in ¢alisilan Hypericum tiirlerinin etanol ekstrelerinin,
DPPH serbest radikal giderim, ABTS katyon radikal giderim ve CUPRAC yontemleri
ile aktiviteleri tayin edildi. Biitiin yontemlerin grafiklerindeki konsantrasyonlar

reaksiyon karigtmindaki son konsantrasyonlardir.

DPPH (1,1-Difenil-2-Pikrilhidrazil) serbest radikal giderim yontemi

Ekstrelerin  serbest radikal giderim aktiviteleri 1,1-difenil-2-pikrilhidrazil
(DPPH) serbest radikali kullanilarak belirlendi (Blois 1958). Hypericum tiirlerinin
etanol ekstrelerinin 10 mg’1 10 mL etanolde ¢oziilerek stok ¢ozeltileri hazirlandi. Bu
stok ¢ozeltilerden 2, 5, 10 ve 20 pL alinarak etanol ile hacimleri 40 pL’ye tamamlandi
ve lizerlerine 0.1 mM DPPH ¢ozeltisinden 160 pL ilave edildi. Hazirlanan ¢ozeltilerin
oda sicakliginda karanlikta 30 dakika inkiibasyondan sonra 517 nm’de absorbanslari
ol¢iildii. Elde edilen bu absorbans degerlerinden % inhibisyon degerleri hesaplandi.
Orneklerin absorbans degerleri kontrole karsi degerlendirildi. Serbest radikal giderim

aktivitesi (% inhibisyon) asagidaki esitlik kullanilarak hesaplanda.
% 1nhibisy0n = (Akontrol - Aémek) I Axontrol X 100

A: Absorbans

Her bir ornekten {i¢ paralel ¢aligma yapildi. Standart olarak BHT ve a-Toc
kullanildi.

ABTS katyon radikali giderim aktivitesi

Ekstrelerin  ABTS katyon radikal giderim aktiviteleri 2,2'-azino-bis(3-
etilbenzotiazolin-6-siilfonik asit) kullanilarak belirlendi (Re ve ark. 1999). Hypericum
tiirlerinin etanol ekstrelerinin 10 mg’1 10 mL etanolde c¢oziilerek stok ¢ozeltileri
hazirlandi. Bu stok ¢ozeltilerden 2, 5, 10 ve 20 pL alinarak etanol ile hacimleri 40
uL’ye tamamlandi ve iizerlerine 7 mM ABTS katyon radikali ¢ozeltisinden 160 pL
ilave edildi. Reaksiyon karanlikta 6 dakika bekletildikten sonra 734 nm’de absorbanslari
olgiildii. Orneklerin absorbans degerleri kontrole karsi degerlendirildi. ABTS katyon
radikal giderim aktivitesi (% inhibisyon) asagidaki esitlik kullanilarak hesaplandi.

% 1nhibisy0n = (Akontrol — Aérnek) I Axontrot X 100
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Her bir Ornekten ii¢ paralel calisma yapildi. Standart olarak o-Toc ve BHT
kullanildi.

CUPRAC yontemi

CUPRAC yonteminde, orneklerdeki antioksidan bilesikler varliginda Cu(Il)-
Neokuproin (Nc) kompleksi, renkli Cu(l)-Nc¢ kelatina indirgenir ve bu kelatin 450
nm’de absorbanst Olgililiir. Hazirlanan Ornekler ve standartlarin {izerine, son
konsantrasyonlar1 10, 25, 50, 100 pg/mL olacak sekilde Cu (II), neokuproin ve
NH4OAc tamponu ilave edildi ve 1 saat sonra 450 nm’de absorbans 0l¢iildii (Apak ve
ark. 2004). Orneklerin absorbans degerleri standartlara kars1 degerlendirildi. Her bir
ornekten li¢ paralel caligsma yapildi. Standart olarak BHT, ve a-Toc kullanildu.

Antikolinesteraz aktivite testleri Antikolinesteraz
aktivite tayininde kullamlan ¢ozeltiler
0,1 M NaH;PO4 ¢ozeltisinin hazirlanmasi: 1.56 g NaH2POg tartilip 100 mL

distile suda ¢oziildii.

0,1 M NaxHPO4 cozeltisinin hazirlanmasi: 3.56 g Na;HPOg4 tartilip 200 mL

distile suda ¢ozildii.

0,2 M pH=8 tampon c¢ozeltisinin hazirlanmasi: 94.7 mL Na:HPO4 ve 5.3 mL

NaH2PO4 ¢ozeltilerinden alindiktan sonra 100 mL distile su eklenerek hazirlandi.

0.1 M pH=7 Tampon cozeltisinin hazirlanmasi: 3.9 mL NaH»POs ve 6.1 mL

Na2HPO4 ¢ozeltilerinden alinarak 10 mL distile su eklenerek hazirlandi.

5 mM DTNB Cozeltisinin hazirlanmasi: 16 mg 5,5-ditiyobis (2-nitro benzoik
asit) (DTNB) 1 mL pH=7 tampon ¢dzeltisinde ve 7.5 mg NaHCO3 1 mL pH=7 tampon

¢Ozeltisinde ¢oziildiikten sonra iki ¢ozelti karistirildi. Hazirlanan bu ¢ozelti karisimi, 2
mL pH=7 tampon ¢dzeltisi ile 4 mL’ye tamamlandi. Kullanma asamasinda 4 mL pH=8

tampon ¢ozeltisi ilave edildi. .

7.1 mM Asetiltiyokolin iyodiir (Acl): 32.8 mg Acl alinarak, 8 mL distile su

eklendi. Kullanma asamasinda 8 mL pH=8 tamponu ile hacmi 16 mL’ye tamamlandh.

0,79 mM Butiriltiyokolin iyodiir (Bul): 4 mg Bul alinarak, 8 mL distile su

eklendi. Kullanma asamasinda 8 mL pH=8 tamponu ile hacmi 16 mL’ye tamamlandi.

Asetilkolinesteraz enziminin hazirlanmasi: 1.17 mg (498.3498 U) AChE enzimi

almarak 5 mL pH=8 tampon ¢d6zeltisinde ¢oziildii ve 1’er mL’lik bes boliime ayrildi.
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Her biri i¢in 99.66996 U/mL’lik konsantrasyon saglanmis oldu ve 1 mL’lik stoklar da
125 pL’lik 8 esit boliime ayrildi (0,09966996 U/uL). 125 uL’lik enzim ¢ozeltisine 460
uL pH=8 tampon ¢ozeltisi eklendi (0.021297 U/uL) . 585 uL ¢ozelti 25 pl’ik 23 tane
kiiciik eppendorf tiiplere doldurularak daha sonra kullanilmak iizere derin dondurucuda
bekletildi. Stok ¢ozeltiler kullanilmadan 6nce pH=8 tampon ¢ozeltisiyle 2150 pL.’ye
tamamlanir (2,476x10™ U/uL).

Butirilkolinesteraz enziminin hazirlanmasi: 1 mg (11.4 U) BChE enzimi alinarak

5 mL pH=8 tampon ¢6zeltisinde ¢oziildii (2.28 U/mL). Bu ¢ozeltiden 300 puL’lik stoklar
olusturulup kiiciik siselere dolduruldu ve daha sonra kullanilmak iizere derin

dondurucuda bekletildi (0.00228 U/uL). Stok ¢ozeltiler kullanilmadan 6nce 1850 pL

pH=8 tampon ¢dzeltisinden eklenerek kullanima hazir hale getirilir (3.18 13x10* U/ ul).

4000 uM standart Galantamin ¢dzeltisinin hazirlanmasi: 2.3 mg galantamin 2

mL etanolde ¢oziilerek galantamin ¢ozeltisi hazirlanmig olur.

Antikolinesteraz aktivite tayin yontemi

Asetilkolinin AChE tarafindan tiyokoline pargalandiktan sonra, tiyokolinin sar1
renkli 5-tiyo-2-nitrobenzoat anyonunu vermek tizere 5,5’-ditiyobis-(2-nitrobenzoik asit)
(DTNB) ile reaksiyon verdigi kolorimetrik bir yontem olan Ellman metodu, 96

kuyucuklu mikroplakalarda ger¢eklestirildi (Ellman ve ark., 1961).

AChE aktivite testi

Asetilkolinesteraz inhibisyon aktivitesi i¢in enzim olarak asetilkolinesteraz
enzimi, substrat olarak ise asetiltiyokolin iyodiir kullanilmaktadir. Sar1 renkli 5-tiyo-2-
nitrobenzoat anyonunun konsantrasyonu 412 nm’de mikroplaka reader ile
olgtilmektedir. Mikroplakadaki kuyucuklara 130 pL fosfat tamponu (pH =8), ekstrelerin
etanol icinde 4000 ppm konsantrasyonda hazirlanan ¢ozeltilerinden 10 pL ve enzim
cozeltisinden 20 pL koyuldu. Bu ¢ozelti 10 dakika siire ile 25°C de inkiibe edildi. 10
dakika sonra 20 pL DTNB reaktifi ve substrat (asetiltiyokolin iyodiir) ilave edildi.
Standart olarak galantamin kullanildi. Mikroplaka ELISA okuyucuya yerlestirilerek 412
nm dalga boyunda absorbans okundu. AChE aktivitesi (% inhibisyon) asagidaki esitlik

kullanilarak hesaplandi. Her bir 6rnekten {i¢ paralel ¢aligsma yapildi.

% 1nhibisy0n = (Akontrol — Aérnek) I Axontrot X 100
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BChE aktivite testi

AChE aktivite testinde uygulanan yontem kullanildi. Farkli olarak
butirilkolinesteraz inhibisyon aktivitesi i¢in enzim olarak at serumundan elde edilen
butirilkolinesteraz enzimi, substrat olarak ise butiriltiyokolin iyodiir kullanildi. BChE
aktivitesi (% inhibisyon) asagidaki esitlik kullanilarak hesaplandi. Her bir drnekten ii¢
paralel ¢aligma yapildi.

% 1nhibisy0n = (Akontrol — Asmek) / Akontrol X 100

Antiiireaz ve antitrozinaz aktivite testleri

Antiiireaz ve antitrozinaz aktivite tayininde kullanilan c¢ozeltiler
0,1 M NaH;PO4Cozeltisinin hazirlanmasi: 1.56 g NaH2POstartilip 100 mL
distile suda ¢oziildi.

0,1 M NapHPO4Cozeltisinin hazirlanmasi: 3.556 g NazHPOgstartilip 200 mL

distile suda ¢ozildii.

0,01 M NaH>PO4Cozeltisinin hazirlanmasi: 0.156 g NaH2POgstartilip 100 mL

distile suda ¢ozildii.

0,01 M NapHPO4(Cozeltisinin hazirlanmasi: 0,356 g Na;HPOgatartilip 200 mL

distile suda ¢oziildii.

0.01 M pH=8.2 Tampon cozeltisinin hazirlanmasi: 96 mL Na:HPO4; ve 4 mL

NaH2POaucozeltilerinden alindiktan sonra 100 mL distile su eklenerek hazirlandi.

0.05 M pH=6.8 Tampon cdzeltisinin hazirlanmasi: 51 mL NaH2PO4 ve 49 mL

NaxHPOscozeltilerinden alinarak 100 mL distile su eklenerek hazirlandi. Daha sonra

¢ozelti yar1 yariya seyreltilerek pH kontrol edilir ve kullanilir.

Fenol reaktifinin hazirlanmasi: % 1°lik Fenol reaktifi + % 0,005’1k

sodyumnitroprusside karisimini hazirlamak igin 200 mg fenol 10 mL ultra saf suda ve 1
mg sodyumnitroprusside 10 mL ultra saf suda ayr1 ayr ¢oziildii ve daha sonra iki ¢ozelti

karigtirildi.

Alkali reaktifinin hazirlanmasi: % 0,5’lik NaOH + %0,1’lik NaOCIl karisimini
hazirlamak i¢in 100 mg fenol 10 mL ultra saf suda ve 0,1105-0,1658 mL NaOCI (%10-

15) 10 mL ultra saf suda ayr1 ayr1 ¢6ziildii ve daha sonra iki ¢ozelti karistirildi.

0,IM Ure: 60 mg iire almarak bir miktar distile suda ¢oziildii sonra pH=8,2

tamponu ile hacmi 10 mL’ye tamamlandi.
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L-DOPA c¢ozeltisinin hazirlanmasi : 8.4 mg L-DOPA alinarak, 5 mL distile suda

¢Oziildii.

Ureaz enziminin hazirlanmasi: 1 mg (21 U) Ureaz enzimi alinarak 1 mL pH=8,2

tampon c¢ozeltisinde ¢ozildii ve 50 pL’lik 20 esit boliime ayrildi ve daha sonra
kullanilmak tizere derin dondurucuda bekletildi. Stok ¢oOzeltiler kullanilmadan 6nce

pH=8,2 tampon ¢ozeltisiyle 2000-3000 pL’ye tamamlandi.

Trozinaz enziminin hazirlanmasi: 1 mg Trozinaz enzimi alinarak 0,25 mL

pH=6,8 tampon ¢ozeltisinde ¢oziildi ve 50 puL’lik 5 esit boliime ayrildi ve daha sonra
kullanilmak {tizere derin dondurucuda bekletildi. Stok ¢ozeltiler kullanilmadan 6nce

pH=6,8 tampon ¢ozeltisiyle 2000-3000 pL’ye tamamlandi.

Antiiireaz aktivite testi

Ureaz inhibisyon aktivitesi igin enzim olarak iireaz enzimi, substrat olarak ise
iire kullanilmaktadir. Mikroplakadaki kuyucuklara 6nce etanol icinde 4000 ppm
konsantrasyonda hazirlanan ¢ozeltilerinden 10 pL ve enzim ¢ozeltisinden 25 pL
konuldu daha sonra 50 pL substrat (iire) ilave edildi. Mikroplaka ELISA okuyucuya
yerlestirilerek 630 nm dalga boyunda ilk absorbans okundu. Bu ¢ozelti 15 dakika siire
ile 30°C de inkiibe edildi. 15 dakika sonra bu ¢ozeltinin iizerine 45 pL fenol reaktifi ve
20 pL alkali reaktif konuldu. 20 dk inkiibasyondan sonra 630 nm dalga boyunda son
okuma yapildi ve absorbans okundu. Standart olarak Tiyoiire kullanildi. Ureaz aktivitesi

(% inhibisyon) asagidaki esitlik kullanilarak hesaplanda.
% inhibisyon = (Akontrol - Aérnek) I Akontrol X 100
Her bir ornekten {i¢ paralel ¢alisma yapildi.

Antitrozinaz aktivite testi

Trozinaz inhibisyon aktivitesi i¢in enzim olarak trozinaz enzimi, substrat olarak
ise L-DOPA kullanilmaktadir. Mikroplakadaki kuyucuklara 150 pL fosfat tamponu (pH
=6,8), ekstrelerin etanol i¢ginde 4000 ppm konsantrasyonda hazirlanan ¢ozeltilerinden 10
pL ve enzim ¢ozeltisinden 20 pLL konuldu. Mikroplaka ELISA okuyucuya yerlestirilerek
3 dk karistirildi 475 nm dalga boyunda ilk absorbans okundu. Bu ¢ozelti 10 dakika siire
ile 37°C de inkiibe edildi. 10 dakika sonra 20 pL substrat (L-DOPA) ilave edildi. 10 dk
inkiibasyondan sonra 475 nm dalga boyunda son okuma yapild1 ve absorbans okundu.
Trozinaz aktivitesi (% inhibisyon) asagidaki esitlik kullanilarak hesaplandi. Standart
olarak kojik asit kullanildi.
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% 1nhibisy0n = (Akontrol — Asrmek) / Akontrol X 100

Ekstrelerin yag asidi icin analize hazirlanmasi
100 mg yag ornegi, 0.1M KOH ¢ozeltisi ve metanol (2 mL) i¢inde 1 saat geri
ceviren sogutucuda tutulup ¢ozelti sogutulduktan sonra 5 mL su ilave edildi. Sulu
karisim, 0.5 mL HCI ¢ozeltisi ile nétralize edilip ve hekzan/dietil eter (1/1; 3-5 mL)
karisimi ile ekstre edildi. Organik tabaka ayrilarak ve su ile yikanarak (10 mL), daha
sonra susuz Na;SOg iizerinde kurutuldu. Organik ¢oziicii rota evaporatdrde ugurularak

yag asidi esterleri elde edildi (Kili¢ ve ark., 2007).

GC-MS ile yag asidi analizi calisma sartlar:

GC-MS analizi apolar Phenomenex DB-5 kolonunda (30 m- 0.32 mm, 0.25 pm
film kalinlig1) helyum gazi (1 mL/dak ve 20 psi) ile yapilip GC firn sicakligi 40 °C'de 5
dakika tutulup, 280 °C'ye 5 °C/dakika hizla ¢ikarildi ve bu sicaklikta (280 °C) 10 dakika
sabit tutuldu. Split oram1 1:20 olarak ayarlanarak injeksiyon hacmi 0.1 pL'dir. Kiitle
spektrometresi (EI/MS) 70 eV iyonizasyon enerjisine ayarlandi. Kiitle spektrometresi
tarama aralig1 m/z 35-450 atomik kiitle birimi (amu) araligina ayarlandi. NIST ve Wiley
GC-MS kiitliphaneleri bilesenlerin belirlenmesinde kullanildi. Ayirilan bilesenlerin
relatif yiizde miktari,, computerized integratorla toplam iyon kromatografisinden
hesaplandi.
LC-MS/MS Sistemi ile fenolik igerik ve nikotin igerigi analizi

Nikotin ve fenolik igerik analizi i¢cin LC-MS/MS sistemi

Calisilan orneklerdeki nikotin, nikotinamit ve nikotinik asit miktarlar1 LC-
MS/MS sistemi ile analiz edilmistir. Analiz metoduna ait analitik parametreler
(alikonma zamani (RT), ana (parent) iyonlar: standard bilesiklerin molekiiler iyonlar1
(m/z oran1), pargalanma iyonlari, kalibrasyon egrisne ait denklemler, belirleme katsayisi

(R?), ve kalibrasyon araligi Cizelge 3.1°de verilmistir.

Nikotin, nikotinamit ve nikotinik asit bilesiklerinin kalitatif ve kantitatif
analizinde kullanilan LC-MS/MS sistemi; Shimadzu Neexera model UHPLC cihaz ile
Shimadzu LCMS 8040 model icli kuadrupol kiitle spektrometre cihazinin
birlesiminden olusmaktadir. Kullanilan sivi kromatografi sistemi LC-30 AD model
gradient pompa, DGU-20A3R model degazer, CTO-10ASvp model kolon firmi ve SIL-
30AC model oto 6rnekleyiciden olugsmaktadir. Kromatografik ayrim, Restek Ultra AQ

C18 (100 mmx2,1 mm, 3um) kolonda gergeklestirilmistir. Analiz sirasinda kolon firini
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35 °C’ye ayarlanmistir. Eliisyon gradiyentinde hareketli faz A igin ultrasaf su ve
hareketli faz B i¢in metanol kullanilmigtir. Ayrica, daha iyi bir kromatografik ayrim ve
iyonlagtirmay1 kolaylastirmak i¢in her iki mobil faza da 5 mM amonyum format
eklenmistir. Analitlerin optimum ayrimimin ger¢eklesmesi i¢in yapilan pek c¢ok
denemenin ardindan en uygun UHPLC gradiyent profili 10-90 % B (0-10 dk), 90% B
(10-13 dk), 10% B (13-17 dk) seklinde optimize edilmistir. Hareketli faz akis hiz1 0,5

mL/dk ve enjeksiyon hacmi 1 pL olarak belirlenmistir.

Analitler iyonlasma Anaiyon | Parcalanma Alikonma Denklem R2 Dogrusalh
Modu (m/z) iyonlar1 (m/z) Zamam k (ppb)
Nikotinik asit | Pozitif 124,20 80,2/78,2/53,1 4,158 y=1126,44x+519254 0,9915 | 100-6400
Nikotinamit Pozitif 123,20 80,2/78,2/53,1 5,590 y=3536,48x+1035540 | 0,9900 | 100-6400
Nikotin Pozitif 163,20 132,2/130,2/117,1 | 6,676 y=6727,11x+80042 0,9996 | 100-6400

Fenolik icerik analizi icin LC-MS/MS sistemi
Caligilan tiitlin 6rneklerinin fenolik bilesen igerikleri 6nceden gelistirilip valide

edilmis olan bir LC-MS/MS metoduna gore yapilmistir (Yilmaz, 2015; Yilmaz ve ark.,
2018).

LC-MS/MS analiz metoduna ait analitik parametreler (alikonma zamani (RT), ana
(parent) iyonlar: standard bilesiklerin molekiiler iyonlar1 (m/z orani), belirleme katsayist
(RZ), bagil standart sapma (RSD), belirleme ve tayin alt sinirlar1 (LOD/LOQ (png/L)),
95% gliven seviyesinde bagil standart belirsizlik (k=2) (U (%)) Cizelge 3.2°de

verilmistir.
LC-MS/MS metodunda kullanilan kimyasallar ve siniflar1 sunlardir:

Fenolik asitler (15 adet): p-kumarik asit, o-kumarik asit, gallik asit, kafeik asit,
vanilik asit, salisilik asit, 4-hidroksi benzoik asit, ferulik asit, klorojenik asit, rozmarinik
asit, protokatesik asit, sinnamik asit, sinapinik asit, sirinjik asit, pirokatekol.

Flavonoitler (17 adet): Fisetin, hesperetin, naringenin, rutin, kersetin, kamferol,
mirisetin, kersitrin, luteolin, apigenin, krisin, hesperidin, likiritigenin, izokersitrin,
apigetrin, roifolin, nikotiflorin.

Fenolik olmayan organik asitler (3 adet): Kinik asit, malik asit, fumarik asit.

Fenolik aldehit (1 adet): Vanilin.

Benzopiran (1 adet): Kumarin.

37 fitokimyasalin kalitatif ve kantitatif analizinde kullanilan LC-MS/MS sistemi;
Shimadzu Neexera model UHPLC cihaz1 ile Shimadzu LCMS 8040 model iiglii
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kuadrupol kiitle spektrometre cihazinin birlesiminden olusmaktadir. Kullanilan sivi
kromatografi sistemi LC-30 AD model gradient pompa, DGU-20A3R model degazer,
CTO-10ASvp model kolon firin1 ve SIL-30AC model oto 6rnekleyiciden olusmaktadir.
Kromatografik ayrim, Inertsil ODS-4 model C18 (100 mmx2,1 mm, 2um) kolonda
gerceklestirilmistir. Analiz sirasinda kolon firmi 35 °C’ye ayarlanmistir. Eliisyon
gradiyentinde hareketli faz A i¢in ultrasaf su ve hareketli faz B icin asetonitril
kullanilmistir. Ayrica, daha iyi bir kromatografik ayrim ve iyonlastirmay1
kolaylastirmak i¢in su fazina 10 mM amonyum format ve % 0,1 formik asit eklenmistir.
Analitlerin optimum ayriminin gerceklesmesi i¢in yapilan pek ¢ok denemenin ardindan
en uygun UHPLC gradiyent profili 5-20% B (0-10 dk), 20% B (10-22 dk), 20-50% B
(22-36 dk), 95% B (36-40), 5% B (40-50 dk) seklinde optimize edilmistir. Hareketli faz
akis hiz1 0,25 mL/dk ve enjeksiyon hacmi 4 pL olarak belirlenmistir.

Uclii kuadrupol kiitle spektrometresi hem negatif hem de pozitif modda calisan bir
ESI (elektrosprey iyonlagtirma) kaynagi ile donanimlidir. LC-ESI-MS/MS verileri
cihazda kayitli olan by LabSolutions (Shimadzu, Kyoto, Japonya) yazilimi ile
toplanarak islenmistir. Analitlerin miktarsal tayini i¢in cihaz ile MRM (multiple
reaction monitoring) modunda calisilmis ve molekiiler (parent) iyonlar bir veya iki
parcalanma {irlinii (product ions) (ilki kantitatif amach digeri kalitatif amach
kullanilmistir) ile kombine edilmistir. Kiitle spektrometresinde optimize edilen diger
parametreler sunlardir: ara yiiz (interface) sicakligi; 350 °C, DL sicakligi; 250 °C, heat
block sicakligi; 400 °C, nebulizer gaz (N2) akisi; 3 L/dk ve kurutma gazi (N2) sicakligy;
15 L/dk.
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Cizelge 3.2. LC-MS/MS analiz metoduna ait analitik parametreler (Yilmaz, 2015; Yilmaz ve ark., 2018)

Analitler

RT?

fyon

RSD%°

No Ana Pargalanma Kalibrasyon Denklemi R2¢ Lineerite LOD/LOQ Geri Kazanim (%) uf
iyon(m/z)®  iyonlan Modu Ayni Giin ~ Farkh Arahg (ug/L)* Aymi Giin ~ Farkh
Giinler (png/L) Glinler

1 Kumarin 17.40  147.05 91.0-103.2 Poz y=33.64x-89700 0.994 0.01306 0.01239 1000-20000  208.4/228.4  0.99947 1.00081 0.0237
2 Hesperidin 12.67 610.90 303.1-465.1 Poz y=1340.27x-43769 0.998 0.00945 0.01126 25-1000 3.4/4.2 1.01733 1.01263 0.0262
3 p-Kumarik asit 1153  162.95 119.3-93.3 Neg y=3199.20x+13002 0.992 0.01820 0.01727 25-1000 7.3/9.1 1.00617 1.01224 0.0516
4 o-kumarik asit 1545  162.95 119.4-93.3 Neg y=1219.34x-10915 0.999 0.02730 0.02566 25-1000 24.4/31.1 0.98344 0.99061 0.0513
5 Gallik asit 3.00 168.85 125.2-79.2 Neg y=226.76x+38152 0.998 0.01601 0.01443 250-10000 95.5/106.9 1.00004 1.00454 0.0282
6 Kafeik asit 8.80 178.95 135.2-134.3 Neg y=3963.32x+178156 0.998 0.01454 0.01469 25-1000 18.4/22.4 1.00917 0.98826 0.0354
7 Vanilik asit 8.57 166.90 152.3-108.3 Neg y=35.84x-12097 0.999 0.00528 0.00619 1000-20000  122.2/139.7  1.00093 1.04095 0.0508
8 Salisilik asit 1116  136.95 93.3-65.3 Neg y=5286.26x+309192 0.989 0.01016 0.01242 25-1000 5.0/6.5 1.00989 0.99013 0.0329
9 Kinik asit 1.13 190.95 85.3-93.3 Neg y=41.06x+10671 0.996 0.00259 0.00274  250-10000 75.8/79.4 1.00288 0.98778 0.0082
10 4-OH-benzoik asit ~ 7.39 136.95 93.3-65.3 Neg y=409.03x+112079 0.998 0.01284 0.01538 250-10000 33.2/38.1 0.99662 1.00058 0.0289
11 Ferulik asit 1262  192.95 178.3 Neg y=80.45x%-31782 0.997 0.00708 0.00619 250-10000 36.6/42.0 0.99987 1.00289 0.0494
12 Klorojenik asit 7.13 353.15 191.2 Neg y=781.36x-18697 0.998 0.00058 0.00076 25-1000 6.2/8.1 1.00806 0.99965 0.0069
13 Rozmarinik asit 1454  359.00 161.2-197.2 Neg y=909.67x-201692 0.994 0.02014 0.01751 100-5000 6.6/8.8 0.99206 1.03431 0.0713
14 Protokatesik asit 4.93 152.95 108.3 Neg y=297.75%+30590 0.995 0.01236 0.01296 100-5000 28.2/31.4 0.99404 1.01070 0.0411
15 Sinnamik asit 2561  147.00 103.15-77.3 Neg y=9.06x-12403 0.996 0.00648 0.00816 5000-20000  821.8/859.7  1.00051 0.99927 0.0143
16 Sinapinik asit 12.66  222.95 208.3-149.2 Neg y=141.96x-73294 0.992 0.01446 0.01517 250-10000 78.7/86.1 1.00164 0.99962 0.0281
17 Fumarik asit 1.48 115.00 714 Neg y=64.99x-11592 0.997 0.00536 0.00460 100-5000 28.1/34.5 0.99748 0.99867 0.0124
18 Vanilin 10.87  151.00 136.3-92.2 Neg y=446.10x+70934 0.998 0.00696 0.00793 250-10000 44.3/53.1 0.99679 0.99611 0.0280

(®RT: Alikonma zamani, ®Ana iyon(m/z):Standard bilesiklerin molekiiler iyonlar1 (m/z orani), °R2: Belirleme katsayist, dRSD:Bagll standart sapma, *LOD/LOQ (ug/L): Belirleme siniri/Tayin
sinirt, "U (%): 95% giiven seviyesinde bagil standart belirsizlik (k=2))
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Cizelge 3.2. LC-MS/MS Analiz Metoduna Ait Analitik Parametreler (Devam)

No Analitler RT? Ana Pargalanma Iyon Kalibrasyon Denklemi  gac RSD%’ Lineerite LOD/LOQ Geri Kazanim (%) uf
Iyon(m/z)b Iyonlar Modu Ayni Giin ~ Farkli Araligi (ng/L)° Ayn1 Giin ~ Farklh
Giinler (ug/L) Giinler

19 Pirokatekol 6.48 109.00 108.35-91.3  Neg y=30.61x+14735 0.996 0.01313 0.01339 1000-20000  261.1/278.4  0.99987 0.99936 0.0235
20 Malik asit 1.23 133.00 115.2-71.3 Neg y=316.95%-42041 0.999 0.00477 0.00527 250-10000 55.3/67.5 1.01266 0.99836 0.0113
21 Sirinjik asit 9.02 196.95 182.2-167.3  Neg y=42.33x-52547 0.996 0.01049 0.01345 1000-20000  212.5/233.3  0.99922 0.99977 0.0238
22 Hesperetin 31.76 300.95 164.2-136.2  Neg y=876.67x+48916 0.997 0.03209 0.02605  25-1000 5.6/6.9 0.98850 0.99435 0.0562
23 Naringenin 30.68 270.95 151.2-119.3  Neg y=4315.1x+178410 0.995 0.02054 0.02019  25-1000 5.4/6.4 0.99883 1.01002 0.0521
24 Rutin 12.61 609.05 300.1-271.1  Neg y=561.91x-16879 0.997 0.00473 0.00624  25-1000 5.5/6.5 1.00994 0.98017 0.0159
25 Kersetin 28.17 300.90 151.2-179.2  Neg y=1198.48%x+480562 0.990 0.01589 0.01360 100-5000 23.3/28.9 0.98470 1.00103 0.0543
26 Kersitrin 16.41 447.15 301.1-255.1  Neg y=339.39x+38910 0.999 0.01528 0.02320 100-5000 22.0/25.2 0.99726 1.00620 2.0079
27 Apigenin 31.43 268.95 117.3-151.2 Neg y=4548.36x+295252 0.990 0.02304 0.02204 25-1000 5.4/6.3 1.01444 1.01331 0.0650
28 Krisin 36.65 252.95 143.3-119.4  Neg y=2032.13%+95593 0,993 0.00490 0.00630  25-1000 5.4/6.2 1.00338 1.00437 2.0083
29 Likiritigenin 25.62 254.95 119.3-135.1  Neg y=2384.96x+59141 0,996 0.01849 0.01738  25-1000 5.5/6.6 1.00333 0.99957 0.0341
30 Izokersitrin 13.42 463.00 300.1-271.1  Neg y=803.23x+4981 0,999 0.00682 0.00515  25-1000 5.4/6.3 1.00594 1.00722 0.0133
31 Apigetrin 16.59 431.00 268.2-239.2  Neg y=1775.55%+91121 0,993 0.01797 0.01607 25-1000 5.4/6.1 1.01394 1.00419 0.0597
32 Roifolin 16.11 577.05 269.2-211.1 Neg y=237.15x+11887 0,999 0.00747 0.01528 100-5000 23.1/27.9 1.01046 1.01739 0.0941
33 Nikotiflorin 14.68 593.05 285.1-255.2  Neg y=498.38x+79274 0,991 0.00737 0.00875 100-5000 22.4/25.5 1.02558 1.00970 0.0276
34 Fisetin 19.30 284.95 135.2-121.3  Neg y=547.46x+274791 0,991 0.00557 0.00820  250-10000 54.4/61.4 0.99877 1.00031 0.0148
35 Luteolin 28.27 284.75 133.2-151.2  Neg y=3272.65%+150557 0,997 0.00575 0.00696  25-1000 5.4/6.5 1.00772 0.99524 0.0174
36 Mirisetin 18.72 317.00 179.2-151.3  Neg y=583.55x+205727 0,999 0.00652 0.00711  250-10000 53.2/57.2 0.99982 1.00042 0.0126
37 Kamferol 31.88 284.75 255.1-117.3  Neg y=26.29x+87558 0,992 0.01436 0.01070 1000-20000  206.6/214.3  0.99971 0.99851 0.0209

(®RT: Alikonma zamani, ®Ana iyon(m/z):Standard bilesiklerin molekiiler iyonlar1 (m/z orani), °R2: Belirleme katsayist, dRSD:Bagll standart sapma, *LOD/LOQ (ug/L): Belirleme siniri/Tayin
sinir1, "U (%): 95% giiven seviyesinde bagil standart belirsizlik (k=2))
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Kemometrik analiz

Nicotiana tabacum 6rneklerinin ¢oklu degisken analizleri, temel bilesen analizi
(PCA) ve hiyerarsik kiimeleme analizi (HCA) gibi kemometrik teknikler kullanilarak

siniflandirilmastir.

Gilineydogu Anadolu Bdlgelerinin farkli lokalitelerinden toplanan Tiitiin
tiplerinin ve bu tiirlere ait yaprak ve tohum kisimlarinin kemometrik analizleri ¢ok
degiskenli veri analiz yontemlerinden temel bilesenler analizi (Principal Component
Analysis, PCA) ve hiyerarsik kiimeleme analizi (Hierarchical Clustering Analysis,
HCA) metotlar1 kullanilarak gergeklestirilmistir. Kiimeleme ve smiflandirma amagl
metodlarin tamami, ¢ok degiskenli bir veri analiz yontemi olan temel bilesenler
analizine dayalidir. PCA, incelenen c¢ok sayidaki degiskeni degiskenler arasi
korelasyonu engelleyerek; onlarin dogrusal kombinasyonlarindan olusan daha az sayida
bilesenlere indirgeyen bir metottur. PCA temelli metodlar, verilen bir 6rnek sistemi
tizerinde ¢ok sayida degisken degerinden yola ¢ikarak soz konusu ornekleri gesitli
guruplara kiimeleyerek siniflandirabilir. PCA modeli, n sayida 6rnek (gozlem) ve p
sayida degiskenin ol¢iildiigli bir A veri matriksinin (Anxp) esitlik 1 de verildigi gibi
temel bilesenlerine ayristirilmasi ile kurulur.

A=TxB+EA(1)

Burada T, nxq skor matriksi ve B, qxp yiikkleme matrisleri olup q sayis1 A
matriksinin PCA ¢oziimlemesi i¢in gerekli minimum temel bilesen sayisina esittir. T
matriksinin her bir siitun vektorii ile B matriksinin her bir satir vektorii A matriksinin
bir temel bileseni olarak adlandirilir. Esitlik 1°den de anlasilacagi gibi, PCA’nin temel
prensibi, A matriksini kendisinden daka kii¢iik iki matrikse doniistiiriilmesi islemidir.
Bu islem tekil degerli ayrigmaya (Singular Value Decomposition, SVD) dayali olarak
yapilmaktadir. Genellikle birinci ve ikinci temel bilesenler toplam varyansin biiyiik bir
boliimiinii kapsadigindan T matrisindeki ilk iki siitun vektoriiniin (ilk iki temel bilesen,
PC1 ve PC2) birbirine kars1 grafige gegcirilmesiyle, iki boyutlu diizlemde biitiin
degiskenlerin etkisi dahilinde Orneklerin kiimelendirilmesi miimkiin olabilmektedir.
Eger sistemdeki degiskenlerin dagilimina gore, bir guruplandirma istenirse bu durumda
B matriksinin ilk iki satir vektorii biribirine karsi1 grafige gecirilir.

Hiyerarsik kiimeleme analizi (HCA), verilen bir 6rnek setindeki 6rnekleri ve o
ornekleri tanimlayan degiskenleri sahip olduklari benzerliklere gore smiflandiran bir

metottur. HCA dogrudan orijinal degiskenlere uygulanabildigi gibi, degisken sayisinin
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cok fazla olmasi durumunda PCA analizinden gelen temel bilesenlere de
uygulanabilmektedir. Kiimeleme analizinde ornekler arasinda uzaklik OSlgiitii olarak
birgok metot bulunmakla beraber, Oklit uzaklig1 ve Mahalanobis uzaklig1 metotlar1 en
cok bilinenlerdir. Bu yontemlerin herbirinin kendine has avantaj ve dezavantajlar
vardir. Omegin, Mahalanonbis metodunun kullanimi analizlenen veri  setindeki
degisken sayisinin toplam oOrnek sayisindan az olmasini gerektirir. Bu nedenle
kullanilacak olan uzaklik 6l¢iitii metodunun se¢imi analizlenecek olan veri setine ve bu
veri setinden elde edilecek bilginin tiiriine baghlik gosterir. HCA analizinde uzaklik
hesaplart yapildiktan sonra takip eden basamak uygun bir kiimeleme algoritmasinin
secimidir ve bu asamada en yaygin olarak kullanilan metot Ward kiimeleme metodudur.
Bu calismada HCA analizi, PCA isleminden elde edilen temel bilesenlere uygulanmis
olup; veri setindeki toplam varyansin %89.6’nin agiklandigi sayidaki temel bilesen
secilerek  Oklit uzakligi ve Ward kiimeleme algoritmasi  kullanilarak
gerceklestirilecektir. Bu baglamda, tiitiin tiirlerinin smiflandirma ve kiimeleme

analizleri MINITAB Istatistiksel Yazilim programu ile gerceklestirilmistir.

Istatistiksel islemler

Tiim istatistiksel hesaplamalar Minitab 16.2.1. istatistiksel yazilim (MINITAB
Inc, 2010) kullanilarak yapilmistir. Calismada Nicotiana tabacum L. orneklerinin
kimyasal igeriklerinin sonuglar1 ¢oklu degisken analizi, temel bilesen analizi (PCA) ve

hiyerarsik kiimeleme analizi (HCA) teknikleri kullanilarak yapilmistir.
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4. ARASTIRMA SONUCLARI VE TARTISMA

Tiitlin sanayii, 150’yi agkin iilkenin ekonomisine katkida bulunmakta ve diinya
capinda 100 milyon kisiye is imkan1 saglamaktadir. Ulkemizde ise yaklasik 500 bin
kisiye istihdam saglamaktadir. Bu rakam Tiirkiye niifusunun yaklasik % 0,7’sine
tekabiil etmektedir (Anonim, 2013). Tiitiin vergileri, diinyanin neredeyse tiim devletleri
i¢in baslica gelir kaynaklarindan biridir. Ornegin, Sri Lanka’da, kurumlar vergisi ve
tiiketim vergisi devlet gelirlerinin %10’unu olusturmaktadir. Ulkemizde OTV gelirleri
icinde tiitiin mamullerinin pay1 ylizde 27,8 olarak planlanmistir (Vergi, 2014). Tiitiin
tilkemiz tariminda her zaman 6nemli bir yere sahip olmus iiretimi, sanayi ve son
yillarda da tiitin mamullerinin toplum saglig1 ve sosyal hayatindaki yeri ile giindemi
mesgul etmistir. Ulkemizde tiitiin tariminin baslangiciyla birlikte tiim diinyada “Tiirk /
Sark Tiitiinii” adiyla taninir hale gelmesi, yetistirilisi ile ilgili yapilan yasal
diizenlemeler ve s6z konusu faaliyetin sagladigi istihdam sayesinde tiitiin ¢ogu tarimsal
iiriin icerisinde 6zel bir yer edinmistir.

Etanol ekstrelerin total fenolik igerikleri LC-MS/MS sonuglarinda oldugu gibi
oldukca degistigi goriilmektedir. Ekstreler i¢inde BMLIT (82,31+4,21 pgPEs/mg
ekstrakt) en zengin MYEY (18,97+0,69 ngPEs/mg ekstrakt) ekstresinin ise en fakir
oldugu tespit edilmistir.

Tiitlin Orneklerinin petrol eteri ekstrelerinin yag asidi sonuglarina ayrintili
baktigimizda en zengin BML2Y, en fakir BMLIT oldugu belirlenmistir.

Tiitiin Orneklerinin etanol ekstrelerinin fenolik ve nikotin igerik analiz
sonuglarma baktifimizda tiim Orneklerin nikotin igeriginin oldukca yiiksek oldugu
belirlenmigtir. Nikotin igerigi bakimindan 6zellikle MTYE ve BML1Y olduk¢a zengin
oldugu tespit edilmistir.

Nikotin amit ve nikotinasit bakimindan ise AAKT,MMI1 ekstrelerin daha zengin
oldugu belirlenmistir.

Tiitlin  Orneklerinin fenolik igeriginin kantitatif sonuc¢larina baktigimizda
hesperidin igeriginin en fazla MYEY de oldugu belirlenmistir.

Tiitlin 6rneklerinin fenolik igeriklerinin aktivite sonuclari incelendiginde en fazla

BMLIT en az MYEY oldugu belirlenmistir.
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Calisilan Tiitiin Tiplerinin Ekstre Verim Sonuclar: ve Tartisma

Calisilan Orneklerin etanol ekstrelerinin % verimleri ve Orneklerin kodlari
Cizelge 4.1.°de verilmistir. Tiim Orneklerin ekstre verimlerinin olduk¢a farklilik
gosterdigi belirlenmistir. En yiiksek esktre verimine MTYE (%13,8) ekstresinin sahip

oldugu belirlenmistir.

Cizelge 4.1. Nicotiana tabacum tiirlerinin toplanma yerleri ve verimlerinin sonuglari

Toplanma Yeri  Kod Verim | Toplanma Yeri Kod Verim
Bitlis BML2T 3,2281 Kahramanmaras MTYE 13,8127
Adryaman AOT42T 1,3688 Mardin MUY 12,0770
Adiyaman AKT 1,9909 Kahramanmarag MM2 5,9242
Adiyaman AAOTEG 2,7927 Adiyaman ACT 0,9771
Adryaman ATT 1,4404 Bitlis BML1Y 10,4128
Adryaman AYY 16,7320  Bitlis BML1T 0,7062
Adiyaman ACY 3,1527 Kahramanmarag MM3 6,7279
Adiyaman AVY 1,2080 Adiyaman AAKT 1,6434
Kahramanmaras ~MMT 2,5922 Adiyaman AKHT 3,1237
Kahramanmaras ~MM1 8,9088 Adiyaman AKY 10,1833
Bitlis BBY 5,9190 Adiyaman AAOTEG 1,3695
Bitlis BBT 1,9403 Mardin MTY 11,0592
Kahramanmaras MZKT 1,3030 Bitlis BHYBY 10,0662
Adiyaman AYCY 10,1769 Kahramanmaras MZY 7,6625
Adiyaman AMT 1,3387 Mardin MYEY 1,3610
Adiyaman AYT 0,9071 Bitlis BML2Y 20,3576
Adiyaman ABT 1,8307 | Mardin MYY 13,48

Yapilan literatiir taramalarinda Nicotiana tabacum L. tiirii iizerine glinimiize
degin yapilmis herhangi bir % verim ¢alismamas1 bulunmamaktadir. Bu baglamda
Nicotiana tabacum L . ‘da % verim ile ilgili bulgularimiz bir ilk oldugundan ve bu tez

kapsaminda bu verilere ilk kez deginilmistir.

Petrol Eteri Ekstrelerin Yag Asidi Analiz Sonuclar1 ve Tartisma

Tiitiin Orneklerinin petrol eteri ekstrelerinin yag asidi profili GC-MS ile
belirlenmistir. Biitiin ekstrelerin yag iceriklerinin % 100’4 olarak belirlenmistir.
(Cizelge 4.2). Sonuglara genel olarak baktigimizda lokalite farkliliginin yag asidi profili
tizerinde oldukca etkili oldugu sdylenebilir. Sonucglara ayrintili baktigimizda AAKT
ekstresi i¢cin major bilesenin myristic acid (C14:0) (%39.41), AAOTI19 ekstresi igin
myristoleic acid (C14:1) (%42.96), AAOTEG ekstresi igin palmitic acid (C16:0)
(%34.19), ABT ekstresi i¢in myristic acid (C14:0) (%16.36), ACT ekstresi i¢in palmitic
acid (C16:0) (%19.49), ACY ekstresi icin palmitic acid (C16:0) (%27.42), AKHT
ekstresi icin palmitic acid (C16:0) (%34.56), AKT esktresi icin linoleic acid
(C18:2n6¢) (%69,79), AKY ekstresi i¢in nervonic aid (C24:1) (%43.22) , AMT ekstresi
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icin palmitic acid (C16:0) (%53.23), AOT42 ekstresi i¢in palmitic acid (C16:0)
(%38.05), ATT ekstresi i¢in palmitic acid (C16:0) (%47.87), AVY ekstresi igin
myristic acid (C14:0) (%39,58), AYCY ekstresi i¢in myristic acid (C14:0) (%51.63),
AYT ekstresi icin linoleic acid (C18:2n6¢) (%77.26), AYY ekstresi i¢in cis-11,14-
eicosadienoic acid (C20:2) (%12.09), BBY ekstresi i¢in palmitic acid (C16:0)
(%45,64), BBY ekstresi icin myristic acid (C14:0) (%33.38), BHYBY ekstresi igin
myristic acid (C14:0) (%28.47), BMLIT ekstresi icin tridecanoic acid (C13:0)
(%50.10), BMLI1Y ekstresi igin cis-13,16-docosadienoic acid (C22:2) (%20.62),
BML2Y ekstresi i¢in cis-13,16-docosadienoic acid (C22:2) (%26.64), BML2T ekstresi
icin myristic acid (C14:0) (%85.53), MM1 ekstresi i¢in myristic acid (C14:0) (%23.43),
MM2 ekstresi i¢in pentadecanoic acid (C15:0) (9%33.53), MM3 ekstresi i¢in myristic
acid (C14:0) (%26.01), MMT ekstresi i¢in caproic acid (C6:0) (%47.27), MTY ekstresi
icin cis-13,16-docosadienoic acid (C22:2) (%29.44), MTYE ekstresi i¢in cis-13,16-
docosadienoic acid (C22:2) (%30.37), MUY ekstresi i¢in cis-4,7,10,13,16,19-
docosahexaenoic acid (C22:6n3) (%28.24), MYEY ekstresi i¢in pentadecanoic acid
(C15:0) (%70.83), MYY ekstresi i¢in myristic acid (C14:0) (%68.59), MZKT ekstresi
icin cis-13,16-docosadienoic acid (C22:2) (%25.52) ve MZY ekstresi i¢in cis-13,16-
docosadienoic acid (C22:2) (%36.11) oldugu belirlenmistir.
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Cizelge 4.2. : Petrol eteri ekstrelerinin yag asidi igerikleri

#  Yagasidi R.T. AAKT AAOT19 AAOTEG ABT ACT ACY AKHT AKT
1 butyric acid (C4:0) 9939 5,96 - - - - - 0,19 -
2 caproic acid (C6:0) 10518 20,11 8,28 - - 1,81 1,99 4,63 0,52
3 caprylic acid (C8:0) 11569 3,50 6,20 - - - 0,52 1,62 0,20
4 capric acid (C10:0) 13378 1,33 - - - - - 0,31 0,21
5 undecanoic acid (C11:0) 14629 - - 1,43 - - 0,85 -
7 tridecanoic acid (C13:0) 17757 - 10,34 1,21 - 1,98 0,66 0,15 -
8  myristic acid (C14:0) 19543 39,41 - 9,56 16,36 11,55 3,26 0,22 -
9  myristoleic acid (C14:1) 21118 - 42,96 - - - 0,42 -
10 pentadecanoic acid (C15:0) 21387 18,64 - 3,74 4,32 5,56 0,80 0,79 -
12 palmitic acid (C16:0) 23260 2,46 8,92 34,19 13,39 19,49 27,42 34,56 -
13  palmitoleic acid (C16:1) 24581 - - - - - 0,34 0,21 0,25
14 heptadecanoic acid (C17:0) 25086 - - - - - 0,36 0,39 -
15 cis-10-heptadecanoic acid (C17:1) 26390 - - - 1,57 - - 0,17 -
16 stearic acid (C18:0) 26889 - - 11,72 5,06 10,25 9,70 12,80 3,91
17  elaidic acid (C18:1n9t) 27647 - - - - - 1,59 3,07 -
18 oleic acid (C18:1n9c) 28005 - - 18,87 3,90 12,58 23,58 23,44 11,01
19 linolelaidic acid (C18:2n6t) 28875 - - 2,19 - - 2,65 -
20 linoleic acid (C18:2n6c) 29662 2,05 - 5,66 14,24 5,66 10,28 3,17 69,79
21  arachidic acid (C20:0) 30320 - - 1,16 - - 1,16 0,73 0,42
22 gama-linolenic acid (C18:3n6) 30904 - - - - - 0,36 -
23 cis-11-eicosenoic acid (C20:1) 31372 - - - - - - 0,23 -
24 linolenic acid (C18:3n6) 31594 - - - - - - 1,83
25 heneicosanoic acid (C21:0) 31989 - - - 1,98 2,02 0,67 0,39
26 cis-11,14-eicosadienoic acid (C20:2) 33025 - - 1,42 7,74 5,56 2,42 0,68
27  behenic acid (C22:0) 33679 - - - - 2,96 1,19 0,32 0,52
28  cis-8,11,14-eicosatrienoic acid (C20:3n6) 34268 - - - 1,94 - 0,48 0,19
31 arachidonic acid (C20:4n6) 35262 - - - 4,67 - - -
32 tricosanoic acid (C23:0) 35341 - - - - 3,77 - 0,14 0,66
33  cis-13,16-docosadienoic acid (C22:2) 36401 1,64 23,30 2,01 14,61 12,34 5,14 0,24 3,66
34 lignoceric acid (C24:0) 37090 - - - 2,23 - 0,31 0,20
35 cis-5,8,11,14,17-eicosapentaenoic acid(C20:5n3) EPA 37393 - - 6,85 5,57 2,08 1,21 0,44
36 nervonic aid (C24:1) 38215 3,28 - - 2,43 2,38 0,53 0,15 0,21
37 cis-4,7,10,13,16,19-docosahexaenoic acid (C22:6n3) DHA 42689 1,62 - - - - 0,44 0,18 0,24

TOPLAM
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Cizelge 4.2.” nin devami

# Yag asidi R.T. AKY AMT AOT42 ATT AVY AYCY AYT AYY BBT
1 butyric acid (C4:0) 9939 - 0,22 - - - - 0,23 2,18 1,25
2 caproic acid (C6:0) 10518 0,85 5,70 - 4,49 - 6,06 - 0,54 -
3 caprylic acid (C8:0) 11569 - 3,24 - 0,26 3,24 3,96 0,06 0,77 0,14
4 capric acid (C10:0) 13378 1,27 0,37 - 0,52 1,16 1,67 - 1,25 -
5 undecanoic acid (C11:0) 14629 0,97 0,35 - 0,27 - - 0,15 0,91 0,70
6 lauric acid (C12:0) 16103 0,90 - - - - - 0,08 0,74 1,46
7 tridecanoic acid (C13:0) 17757 0,86 - - 0,32 - - 0,11 0,92 0,75
8 myristic acid (C14:0) 19543 12,05 - 0,43 1,01 39,58 51,63 3,06 2,04 1,30
9 myristoleic acid (C14:1) 21118 0,93 - - 0,28 - - 0,10 0,65 0,52
10 pentadecanoic acid (C15:0) 21387 3,63 - 3,12 0,25 23,68 - 1,61 5,37 5,19
11 cis-10-pentadecanoic acid (C15:1) 22985 0,87 - - - - - - - -
12 palmitic acid (C16:0) 23260 0,86 53,23 38,05 47,87 9,16 - 9,33 6,64 45,64
13 palmitoleic acid (C16:1) 24581 - - - 0,13 - - 0,05 - 0,52
14 heptadecanoic acid (C17:0) 25086 - - 0,49 - - - 0,06 2,96 0,69
15 cis-10-heptadecanoic acid (C17:1) 26390 3,44 - 0,32 - - 1,80 0,07 - -
16 stearic acid (C18:0) 26889 - 23,10 14,91 23,30 2,03 - 4,58 2,91 15,02
17 elaidic acid (C18:1n9t) 27647 1,47 3,37 3,19 - - - 0,11 1,06 0,69
18 oleic acid (C18:1n9c) 28005 2,25 - 33,13 1,37 3,24 - - 16,73 -
19 linolelaidic acid (C18:2n6t) 28875 1,02 - - - - - - - -
20 linoleic acid (C18:2n6c) 29662 1,06 - - 4,30 5,39 571 77,26 11,39 -
21 arachidic acid (C20:0) 30320 1,62 1,83 - 0,19 - - 0,42 0,86 2,33
22 gama-linolenic acid (C18:3n6) 30904 - - - 0,89 12,51 - 1,42 - 0,74
23 cis-11-eicosenoic acid (C20:1) 31372 - - - 0,48 - - - 1,26 -
24 linolenic acid (C18:3n6) 31594 - - - - - - - 0,69 -
25 heneicosanoic acid (C21:0) 31989 6,86 - - 1,58 - 2,91 0,39 512 1,02
26 cis-11,14-eicosadienoic acid (C20:2) 33025 16,48 1,68 0,55 5,52 - 6,41 0,11 12,09 0,62
27 behenic acid (C22:0) 33679 - 1,36 0,45 - - - - 1,15 0,38
28 cis-8,11,14-eicosatrienoic acid (C20:3n6) 34268 2,57 0,42 - 1,08 - 4,17 0,20 2,74 0,64
29 erucic acid (C22:1n9) 34723 - - - - - - 0,05 - -
31 arachidonic acid (C20:4n6) 35262 0,83 - - - - - 0,04 0,70 -
32 tricosanoic acid (C23:0) 35341 10,97 1,09 0,28 - - 4,46 0,03 10,91 2,03
33 cis-13,16-docosadienoic acid (C22:2) 36401 12,97 2,76 1,18 0,57 - 9,70 0,05 - 5,75
34 lignoceric acid (C24:0) 37090 - - - 0,80 - - 0,12 - 0,99
35 cis-5,8,11,14,17-eicosapentaenoic acid(C20:5n3) EPA 37393 1,14 0,91 0,37 2,60 - - 0,04 6,57 2,20
36 nervonic aid (C24:1) 38215 43222,00 0,38 - 1,04 - 1,52 0,24 0,14 0,71
37 cis-4,7,10,13,16,19-docosahexaenoic acid (C22:6n3) DHA 42689 - - - 0,23 - - - 10,70 0,59
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Cizelge 4.2’ nin devami

#  Yagasidi R.T. BBY BHYBY BML1T BML1Y BML2Y BML2T MM1 MM?2 MM3
2 caproic acid (C6:0) 10518 5,25 5,36 49,90 5,42 4,11 6,95 5,30 3,89 4,45
3 caprylic acid (C8:0) 11569 2,24 1,98 - - 1,24 5,16 2,12 1,19 2,01
4 capric acid (C10:0) 13378 - - - 2,42 2,02 - 0,95 - -
5 undecanoic acid (C11:0) 14629 - - - - 1,57 - - - -
6  lauric acid (C12:0) 16103 17,54 14,99 - 16,54 1,37 - 8,30 9,15 6,35
7  tridecanoic acid (C13:0) 17757 - - 50,10 - 1,75 - - - -
8  muyristic acid (C14:0) 19543 33,38 28,47 - 2,96 1,58 85,53 23,49 14,05 26,01
9  myristoleic acid (C14:1) 21118 - - - - 1,64 - - - -
10 pentadecanoic acid (C15:0) 21387 15,39 16,81 - 6,86 3,95 - 22,61 33,53 23,62
11  cis-10-pentadecanoic acid (C15:1) 22985 - - - - - - - - 4,05
12 palmitic acid (C16:0) 23260 - 3,10 - 14,33 10,90 - 3,98 2,86 3,99
18 oleic acid (C18:1n9c) 28005 - - - 4,68 3,94 - - - 6,73
19 linolelaidic acid (C18:2n6t) 28875 - 1,54 - - - - - - -
20 linoleic acid (C18:2n6c¢) 29662 2,04 1,80 - - 5,87 - 2,68 1,59 2,15
21 arachidic acid (C20:0) 30320 - - - - - - - - -
22 gama-linolenic acid (C18:3n6) 30904 - 2,52 - 5,76 1,82 - 7,36 6,88 5,98
23 cis-11-eicosenoic acid (C20:1) 31372 - - - - - - - - -
24 linolenic acid (C18:3n6) 31594 - - - - 4,27 - 5,63 3,70 6,18
25 heneicosanoic acid (C21:0) 31989 - - - - - - 3,92 3,71 2,70
26  cis-11,14-eicosadienoic acid (C20:2) 33025 3,24 2,51 - 4,12 4,76 - 5,28 481 1,66
27  behenic acid (C22:0) 33679 - - - 2,65 2,05 - 0,82 0,71 -
28 cis-8,11,14-eicosatrienoic acid (C20:3n6) 34268 1,87 - - - 2,42 - - 0,90 1,51
29 erucic acid (C22:1n9) 34723 - - - - - - - - -
30 cis-11,14,17-eicosatrienoic acid (C20:3n3) 34959 - - - - - - - - -
31 arachidonic acid (C20:4n6) 35262 - - - - - - - - -
32 tricosanoic acid (C23:0) 35341 3,92 3,74 - 5,86 7,23 - 4,68 4,20 -
33 cis-13,16-docosadienoic acid (C22:2) 36401 10,86 12,73 - 20,62 26,64 7,52 1,02 7,95 -
34 lignoceric acid (C24:0) 37090 - - - - - - - - -
cis-5,8,11,14,17-eicosapentaenoic
35 acid(C20:5n3) EPA 37393 2,39 1,59 - 4,49 4,33 - - - -
36 nervonic aid (C24:1) 38215 1,89 2,87 - 3,30 4,57 - 0,91 0,89 1,36
cis-4,7,10,13,16,19-docosahexaenoic acid
37 (C22:6n3) DHA 42689 - - - - - - 0,93 - 1,26
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Cizelge 4.2.’nin devami1

#  Yag asidi RT. MMT MTY MTYE MUY MYEY MYY MZKT MZY
1 butyric acid (C4:0) 9939 3,41 - 1,79 2,61 - - - -
2 caproic acid (C6:0) 10518 47,27 9,39 2,03 15,88 2,97 7,48 4,61 6,64

3 caprylic acid (C8:0) 11569 0,07 6,71 0,46 2,04 1,11 5,19 1,67 2,63

4 capric acid (C10:0) 13378 0,13 2,09 - 0,84 - - - -
5  undecanoic acid (C11:0) 14629 0,09 - 0,44 - - - - -
6 lauric acid (C12:0) 16103 0,06 10,08 9,23 4,68 0,71 - 9,89 7,12

7 tridecanoic acid (C13:0) 17757 0,08 - 0,40 - - - - -
8  myristic acid (C14:0) 19543 - 2,18 - 23,03 13,40 68,59 2,52 25,60
9  myristoleic acid (C14:1) 21118 0,06 - 0,27 - - - - -
10 pentadecanoic acid (C15:0) 21387 0,79 - 0,54 15,99 70,83 - - 31,11
11  cis-10-pentadecanoic acid (C15:1) 22985 - - - 2,91 - - - -
12  palmitic acid (C16:0) 23260 5,81 3,19 10,51 - 1,86 2,40 3,72 2,77
13 palmitoleic acid (C16:1) 24581 - - - 1,10 - - - -
14  heptadecanoic acid (C17:0) 25086 0,11 - 0,44 1,16 - - - -
15 cis-10-heptadecanoic acid (C17:1) 26390 0,06 2,27 1,95 - - - - -
16 stearic acid (C18:0) 26889 1,88 - 1,81 - - - - -
17 elaidic acid (C18:1n9t) 27647 - - 10,71 - - - - -
18 oleic acid (C18:1n9c) 28005 - - 2,09 0,27 - 1,91 1,24 -
19 linolelaidic acid (C18:2n6t) 28875 - 2,16 - - - - 7,58 -
20 linoleic acid (C18:2n6c) 29662 25,16 - 5,10 3,19 0,97 - 3,59 2,19
21 arachidic acid (C20:0) 30320 - - 0,77 - - - - -
22 gama-linolenic acid (C18:3n6) 30904 0,17 3,15 1,10 3,52 2,11 - 4,78 2,96
23 cis-11-eicosenoic acid (C20:1) 31372 - - - - 0,60 - - -
24 linolenic acid (C18:3n6) 31594 0,57 - 7,84 11,06 2,64 - 1,17 5,06
25 heneicosanoic acid (C21:0) 31989 0,88 - 1,61 2,03 - - - 2,42
26  cis-11,14-eicosadienoic acid (C20:2) 33025 - 5,84 9,08 2,80 - 2,57 5,80 4,66
27  behenic acid (C22:0) 33679 0,72 - 0,36 - - - 2,66 -
28  cis-8,11,14-eicosatrienoic acid (C20:3n6) 34268 0,53 2,38 3,19 0,96 - - 2,09 1,46
29 erucic acid (C22:1n9) 34723 - - - - - - - -
30 cis-11,14,17-eicosatrienoic acid (C20:3n3) 34959 - - - - - - - -
31 arachidonic acid (C20:4n6) 35262 - - - - - - - -
32 tricosanoic acid (C23:0) 35341 1,14 6,95 - 3,13 0,66 2,11 5,91 3,75
33 cis-13,16-docosadienoic acid (C22:2) 36401 - 29,44 30,37 0,32 0,66 2,15 25,52 36,11
34 lignoceric acid (C24:0) 37090 0,23 - - - - - 1,21 -
35 cis-5,8,11,14,17-eicosapentaenoic acid(C20:5n3) EPA 37393 0,27 8,53 1,04 - - 5,37 8,93 -
36 nervonic aid (C24:1) 38215 0,34 5,64 6,23 1,02 - 2,24 5,77 -
37 cis-4,7,10,13,16,19-docosahexaenoic acid (C22:6n3) DHA 42689 0,06 - 0,64 28,24 1,48 - 1,34 1,48
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Yag asidi profilinin arastirildig1 bir ¢alismada Nicotiana tabacum L. tohumlarinda ¢alisma
bulgularimiza paralel olarak, Laurik (C12: 0), miristik (C14: 0), palmitik (C16: 0), palmitoleik
(C16: 1), stearik (C18: 0), oleik (C18: 1), linoleik (C18: 2), linolenik (C18: 3) ve eikosanoik
(arachidic) (C20: 0) asit gibi cesitli doymus ve doymamis yag asitlerini gézlemlemislerdir
(Majdi ve ark. 2012). Yine baska bir ¢calismada Koiwai ve ark. (1982), 56 adet tiitiin tohumu
ile 62 adet tiitlin yapraginin yag asidi profile sonucunda hem tohum hem de yapraklarinda
linoleate yag asidinin, major yag asidi oldugunu rapor etmislerdir. Ancak calisma
bulgularimizda ifade edildigi iizere major yag asidinin, ¢aligilan tiitiin genotiplerine ve

toplandiklari lokalitelerin fakliligina bagli olarak degiskenlik gdsterdigi goriilmiistiir.

Etanol Ekstrelerin Fenolik ve Nikotin Icerik Analiz Sonuclar

Tiitin orneklerinin etanol ekstrelerinin fenolik ve nikotin profili LC-MS/MS ile
belirlenmistir (Cizelge 4.3. ve Cizelge 4.4.) (Yilmaz, 2015; Yilmaz ve ark., 2018). Sonuglara
genel olarak baktigimizda lokalite farkliligimin yine fenolik igerik ve nikotin igerigi lizerinde
oldukga etkili oldugu sdylenebilir. Tiim 6rneklerin Nikotin, Nikotin amit ve Nikotinik asit
icerigi LC-MS/MS’te gelistirilen ve valide edilen metot ile belirlenmistir (Cizelge 4.3. ve
Sekil 4.1.). Tiim 6rneklerin 6zellikle nikotin igeriginin oldukc¢a yiiksek oldugu belirlenmistir.
Nikotin igerigi bakimindan 6zellikle Kahramanmarag’tan toplanan MTYE (356574,55 pg
analit/g ekstre) ve Bitlis’ten toplanan BML1Y o0rneginin (369423,84 g analit/g ekstre)
oldukca zengin oldugu tespit edilmistir. Nikotin amit ve nikotinik asit bakimindan ise sirastyla
AAKT (599,06 ug analit/g ekstre) ve MM1 (12409,25 pg analit/g ekstre) ekstrelerinin daha
zengin oldugu belirlenmistir.

Cizelge 4.3. Tiitlin 6rneklerinin nikotin igerigi kantitatif sonuglari (ug analit / g ekstre)

# Ornek Nikotin Nikotin amit  Nikotinik asit
1 MM3 221300,61 212,63 10141,36
2 BML2T 90562,9 263,95 2426,04
3 MTYE 356574,55 287,1 20475,23
4 MUY 79283,51 336,35 13041,97
5 AKY 69969,8 246,07 2718,44
6 AYCY 262012,12 135,63 1110,04
7 BBY 180967,69 75,68 3332,43
8 BMLI1T 87172,87 187,31 2058,71
9 MM2 240726,05 329,74 9768,5
10 AYY 163574,28 312,93 1351,71
11  BHYBY 176440,28 175,42 1649,23
12 BML2Y 75189,64 69,11 247,13
13 MMT 190735,86 484,78 7928,93
14 MYY 113304,51 238,53 10433,09
15 AAKT 163245,42 599,06 3547,37
16 ACY 111364,41 284,71 3339,73
17 BML1Y 369423,84 192,52 1526,09
18 MZY 320109,42 231,82 10857,7
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19 MM1 214752,27 346,19 12409,25

20 AKHT 5462,81 97,43 369,42
21 MTY 234,89 30,88 27,9

22  AAOTEG 2061,36 37,02 186,15
23 AKT 35984,5 328,73 2035,77
24 ABT 17130,61 499,36 1301,18
25 AOT42 12663,42 93,42 422,26
26  MYEY 18716,64 56,35 4326,81
27 MZKT 1621,36 182,8 697,1
28 ACT 55054,15 281,11 1198,33
29  AMT 9959,73 102 631,28
30 AYT 23562,54 230,25 764,94
31 AAOTI9 7991,49 76,21 314,46
32 ATT 2437,38 71,7 159,35
33  AVY 21502,36 16,55 155,61
34 BBT 55761,82 180,04 1045,98

MS Summary(Compound)
2000 ppb mix_1.lcd
Intensity TIC(H)ial (AYTIC(+)@?2 (AVTIC(H@3 (1)
3105.56
95.0-

80,0-

65.0-
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50.0:

- Nicotinamide (2)

35.0-

-~ Nicotinic Acid (1)

20.0-

—

5'q- L\ R — T
T T T T [ T T T T I T T T T I T T T T I T T T T I T T T T T T

I T
0.0 2.5 5.0 7.5 10,0 125 150

min

Sekil 4.1. Nikotin, nikotinik asit ve nikotinamit standartlarina ait LC-MS/MS kromatogrami

AAKT 001lcd
Intensity TICH @1 QTICH@2 QTICEH)@3 2)

= LTS TS A S L 3 TR | e Joore L oS e —ax s
0.0 25 5.0 7.5 10,0 125 15.0

Sekil 4.2. Nicotiana tabacum AAKT Ekstresinin LC-MS/MS Kromatogrami
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Sekil 4.3. Fenolik Standart Bilesenlere Ait LC-MS/MS Kromatogrami
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Sekil 4.4. N. tabacum MZY ‘nin ekstresinin fenolik i¢erigine ait LC-MS/MS kromatogrami

Tiim ekstreler daha once valide edilen ve 37 bilesenden olusan fenolik LC-MS/MS
metoduna gore taranmustir (Cizelge 4.4., Sekil 4.3 ve Sekil 4.4) (Yilmaz, 2015; Yilmaz ve
ark., 2018). Tiim Orneklerimizde major bilesenler olarak hesperidin, rutin, malik ve klojenik
asitler oldugu tespit edilmistir. Hesperidin bakimimndan BML1Y (124289,5 ng analit/g ekstre),
klorojenik asit bakimindan MYEY (5292,26 pg analit/g ekstre), malik asit bakimindan MTYE
(23456,59 pg analit/g ekstre) ve rutin bakimindan BML1Y (16118,46 pg analit/g ekstre)

ekstrelerinin daha zengin oldugu belirlenmistir.
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Cizelge 4.4. Tiitiin 6rneklerinin fenolik iceriginin kantitatif sonuglar1 (ug analit / g ekstre)

4-OH-

p-Kumarik 0-kumarik Salisilik benzoik
Analyte Kumarin Hesperidin asit asit Gallik asit  Kafeik asit  Vanilik asit _asit Kinik asit  asit Ferulik asit _Klorojenik asit
AKY N.D. N.D. N.D. N.D. N.D. 1,39 N.D. N.D. 104,27 2,98 1,6 186,3
AYCY N.D. 25909,9 17,48 N.D. N.D. 7,78 18,02 N.D. 76,36 3,06 7,18 2093,64
MM1 N.D. 15745,38 3,27 N.D. N.D. 1,71 51,71 N.D. 78,97 2,43 8,55 678,53
MYY N.D. 28732,4 44,94 N.D. N.D. 16,74 86,81 N.D. 82,02 14,57 41,31 1823,88
MTY N.D. 265,44 N.D. N.D. N.D. N.D. N.D. N.D. N.D. 1,46 N.D. N.D.
ACT N.D. 27811,23 23,36 N.D. N.D. 3,16 N.D. N.D. 143,17 50,03 45,16 1056,01
BHYBY N.D. N.D. N.D. N.D. N.D. N.D. N.D. N.D. 217,32 16,53 25,65 3611,74
MTYE N.D. 53425,66 163,47 N.D. 18,43 21,76 566,82 N.D. 188,09 69,35 51,79 2773,09
BBT N.D. N.D. 55,7 N.D. N.D. 7,42 114,29 N.D. 50,84 105,2 67,81 373,22
BML2Y N.D. 63386,73 16,32 N.D. N.D. 6,8 N.D. N.D. 17,19 2,34 24,6 1231,38
AYT N.D. 43034,23 41,72 N.D. N.D. 9,08 160,74 N.D. 210,73 59,72 52,66 705,65
AKHT N.D. 1261,93 1,79 N.D. N.D. 0,42 N.D. N.D. 6,22 2,26 1,2 13,75
ACY N.D. 88837,43 120,37 N.D. N.D. 6,71 92,92 N.D. 222,73 125,71 110,53 1368,08
AAOT19 N.D. 479,94 N.D. N.D. N.D. N.D. 374 N.D. 4,13 1,08 2,79 10,06
MYEY N.D. 94141,11 80,73 N.D. N.D. 30,06 342,27 N.D. 181,7 89,43 114,15 5292,26
MZKT N.D. 364,59 2,72 N.D. N.D. N.D. 14,72 N.D. 1,87 15,96 N.D. N.D.
ABT N.D. 23795,92 32,02 N.D. N.D. 6,69 180,17 N.D. 38,1 87,78 50,54 328,11
BML1Y N.D. 124289,5 22,5 N.D. N.D. 9,06 15,84 N.D. 42,12 8,33 43,3 3786,25
MUY N.D. 37634,01 7,27 N.D. N.D. 6,84 43,84 N.D. 340,09 2,4 1,14 1724,35
AMT N.D. N.D. 6,53 N.D. N.D. 3,92 13,4 N.D. 30,12 25,42 1,75 36,4
AOT42 N.D. N.D. 7,46 N.D. N.D. 0,25 131,6 N.D. 35,6 27,75 1,14 84,31
MM3 N.D. 19082,88 10,13 N.D. N.D. 3,38 80,18 N.D. 73,04 2,99 12,3 485,61
AAKT N.D. N.D. 9,91 N.D. N.D. 14,17 146,76 N.D. 136,18 53,44 29,49 569,43
AVY N.D. N.D. N.D. N.D. N.D. N.D. N.D. N.D. 1,06 1,36 2,16 16,71
MM2 N.D. N.D. 17,22 N.D. N.D. 6,86 66,12 N.D. 56,31 31,86 35,22 72,39
MZY N.D. N.D. 90,69 N.D. N.D. 19,48 307,47 N.D. 225,53 48,18 37,7 4597,34
AAOTEG N.D. N.D. 3,78 N.D. N.D. 0,71 37,86 N.D. 1,18 15,44 N.D. 2,81
BBY N.D. N.D. 117,25 N.D. N.D. 112,22 109,83 N.D. 458,15 29,53 81,01 2433,13
ATT N.D. N.D. 3,35 N.D. N.D. N.D. 40,93 N.D. 20,93 16,97 N.D. 63,04
AKT N.D. N.D. 9,37 N.D. N.D. N.D. 139,85 N.D. 168,99 96,77 50,71 15,53
BLML1T N.D. N.D. 15,26 N.D. N.D. N.D. 79,22 N.D. 335,27 49,47 1,96 807,1
MMT N.D. N.D. 4,56 N.D. N.D. N.D. 3,25 N.D. 76,29 11 2,99 653,99
AYY N.D. N.D. 17,29 N.D. N.D. 7,99 4,23 N.D. 320,37 N.D. 19,34 3095
BML2T N.D. N.D. 32,75 N.D. N.D. 8,51 134,1 N.D. 377,02 84,49 37,72 1121,98
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Cizelge 4.4. ‘iin Devami

Sinnamik Sirinjik

Rozmarinik Protokatesik asit Sinapinik  Fumarik asit
Analyte asit asit asit asit Vanilin Pirokatekol Malik asit Hesperetin  Naringenin  Rutin
AKY N.D. 11,4 10,07 N.D. 4,07 2,86 N.D. 2342,84 2,54 1,57 N.D. N.D.
AYCY N.D. 4,27 4,57 N.D. 3,56 1,87 N.D. 3558,68 N.D. N.D. N.D. N.D.
MM1 N.D. 1,21 5,04 N.D. 5,51 N.D. N.D. 13172,8 N.D. N.D. N.D. N.D.
MYY N.D. 9,04 6,89 5,66 7,44 1,12 N.D. 7974,51 1,61 N.D. N.D. 4560,25
MTY N.D. N.D. 8,44 N.D. 2,29 N.D. N.D. 3,51 N.D. N.D. N.D. N.D.
ACT N.D. 6,99 2,93 5,93 5,35 26,9 N.D. 3478,77 N.D. N.D. N.D. 4173,79
BHYBY N.D. 5,47 3,71 0,31 4,41 N.D. N.D. 5851,65 N.D. N.D. N.D. N.D.
MTYE N.D. 29,12 2,99 0,93 14,16 2,62 N.D. 23456,59 3,84 N.D. N.D. N.D.
BBT N.D. 12,88 3,32 11,59 4,96 38,38 N.D. 1195 1,3 N.D. 13,57 4994,9
BML2Y N.D. N.D. 3,36 12,71 N.D. 0,47 N.D. 786,93 1,3 N.D. N.D. 8703,06
AYT N.D. 22,84 8,96 24,44 4,12 93,82 N.D. 1087,5 1,62 N.D. 3,47 6230,37
AKHT N.D. N.D. N.D. N.D. 1,02 32,6 N.D. 51,14 N.D. N.D. N.D. N.D.
ACY N.D. 17,45 4,68 6,11 6,78 2,07 3,34 5511,3 3,65 N.D. 27,66 14655,52
AAOT19 N.D. 0,15 4,39 N.D. 0,94 14,41 N.D. 42,42 N.D. N.D. N.D. N.D.
MYEY N.D. 20,97 5,72 1,77 12,36 1,56 N.D. 16578,85 10,94 N.D. 1,83 7067,44
MZKT N.D. N.D. N.D. N.D. 2,27 11,02 N.D. 10,71 N.D. N.D. N.D. 17,42
ABT N.D. 17,17 N.D. 4,26 3,36 94,78 N.D. 656,39 3,69 N.D. 6,37 3079,99
BML1Y N.D. 8,14 N.D. 79,43 1,97 2,54 N.D. 1749,86 N.D. N.D. 2,33 16118,46
MUY N.D. 2,9 2,8 1,85 13,18 2,72 N.D. 16898,04 N.D. N.D. N.D. 5146,76
AMT N.D. 4,71 4,19 2,67 N.D. 29,8 N.D. 35,81 N.D. N.D. N.D. 282,09
AOT42 N.D. 5,88 4,45 1,78 4,18 80,69 N.D. 671,15 N.D. N.D. 2 2168,89
MM3 N.D. 2,91 N.D. 1,17 10,05 3,45 N.D. 10585,67 N.D. N.D. N.D. 2593,86
AAKT N.D. 14,29 N.D. 3,55 4,28 50,48 N.D. 1724,89 N.D. N.D. 5,79 1099,29
AVY N.D. N.D. N.D. N.D. 0,95 2,87 N.D. 193,22 N.D. N.D. N.D. 56,28
MM2 N.D. 8,66 N.D. 2,71 7,56 7,46 N.D. 5546,57 N.D. N.D. N.D. 2014,03
MzY N.D. 16,75 4,31 27,03 7,13 2,98 N.D. 21701,21 1,54 N.D. 1,11 13159,48
AAOTEG N.D. N.D. N.D. 1,94 N.D. 42,19 N.D. 0,35 N.D. N.D. N.D. 159,2
BBY N.D. 22,77 N.D. 3,02 8,05 N.D. N.D. 7885,09 N.D. N.D. N.D. 5979,07
ATT N.D. N.D. N.D. 1,17 1,66 1,46 N.D. 163,79 N.D. N.D. 1,28 583,36
AKT N.D. 7,38 3,07 1,47 1,38 7,73 N.D. 3032,54 N.D. N.D. 3,88 246,75
BLML1T N.D. 7,44 N.D. 1,72 3,83 17,88 N.D. 4155,17 N.D. N.D. 3,13 3262,02
MMT N.D. N.D. 5,24 0,43 8,63 3,64 25 10763,87 1,4 N.D. N.D. 2965,37
AYY N.D. 4,44 N.D. 1,48 2,63 N.D. N.D. 5165,59 N.D. N.D. N.D. 4188,98
BML2T N.D. 19,73 4,6 2,81 4,24 48,52 3,64 2915,86 1,69 N.D. 8,66 4924,42
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Cizelge4.4.’iin Devami

Kersetin

Krisin

Roifolin

Luteolin

Analyte Kersitrin  Apigenin Likiritigenin  izokersitrin  Apigetrin Nikotiflorin  Fisetin Mirisetin  Kamferol |
AKY N.D. N.D. N.D. N.D. N.D. N.D. N.D. N.D. N.D. N.D. N.D. N.D. N.D.
AYCY N.D. N.D. N.D. N.D. N.D. N.D. N.D. N.D. 1,71 N.D. N.D. N.D. N.D.
MM1 N.D. N.D. N.D. N.D. N.D. N.D. N.D. N.D. 1,04 N.D. N.D. N.D. N.D.
MYY N.D. N.D. N.D. N.D. N.D. 58,02 N.D. N.D. 30,91 N.D. N.D. N.D. N.D.
MTY N.D. N.D. N.D. N.D. N.D. N.D. N.D. N.D. N.D. N.D. N.D. N.D. N.D.
ACT N.D. N.D. N.D. N.D. N.D. 63,37 N.D. N.D. 100,26 N.D. N.D. N.D. N.D.
BHYBY N.D. N.D. N.D. N.D. N.D. N.D. N.D. N.D. N.D. N.D. N.D. N.D. N.D.
MTYE N.D. N.D. N.D. N.D. N.D. N.D. N.D. N.D. N.D. N.D. N.D. N.D. N.D.
BBT 1,35 N.D. N.D. N.D. N.D. 70,19 N.D. N.D. N.D. N.D. N.D. N.D. N.D.
BML2Y N.D. N.D. N.D. N.D. N.D. 29,72 N.D. N.D. N.D. N.D. N.D. N.D. N.D.
AYT N.D. N.D. N.D. N.D. N.D. 62,96 N.D. N.D. N.D. N.D. N.D. N.D. N.D.
AKHT N.D. N.D. N.D. N.D. N.D. N.D. N.D. N.D. N.D. N.D. N.D. N.D. N.D.
ACY N.D. N.D. N.D. N.D. N.D. 194,16 N.D. N.D. 550,45 N.D. N.D. N.D. N.D.
AAOT19 N.D. N.D. N.D. N.D. N.D. N.D. N.D. N.D. N.D. N.D. N.D. N.D. N.D.
MYEY 1,72 N.D. N.D. N.D. N.D. N.D. N.D. N.D. N.D. N.D. N.D. N.D. N.D.
MZKT N.D. N.D. N.D. N.D. N.D. N.D. N.D. N.D. N.D. N.D. N.D. N.D. N.D.
ABT 5,66 N.D. N.D. N.D. N.D. 57,91 N.D. N.D. 280,17 N.D. N.D. N.D. N.D.
BML1Y N.D. N.D. N.D. N.D. N.D. N.D. N.D. N.D. N.D. N.D. N.D. N.D. N.D.
MUY N.D. N.D. N.D. N.D. N.D. 30,47 N.D. N.D. 4,76 N.D. N.D. N.D. N.D.
AMT N.D. N.D. N.D. N.D. N.D. 5,78 N.D. N.D. 10,5 N.D. N.D. N.D. N.D.
AOTA42 N.D. N.D. N.D. N.D. N.D. 23,26 N.D. N.D. 2091,45 N.D. N.D. N.D. N.D.
MM3 N.D. N.D. N.D. N.D. N.D. 15,65 N.D. N.D. N.D. N.D. N.D. N.D. N.D.
AAKT N.D. N.D. N.D. N.D. N.D. 22,84 N.D. N.D. 1447,09 N.D. N.D. N.D. N.D.
AVY N.D. N.D. N.D. N.D. N.D. 0,34 N.D. N.D. 10,1 N.D. N.D. N.D. N.D.
MM2 N.D. N.D. N.D. N.D. N.D. 21,2 N.D. N.D. N.D. N.D. N.D. N.D. N.D.
MZY N.D. N.D. N.D. N.D. N.D. 118,3 N.D. N.D. N.D. N.D. N.D. N.D. N.D.
AAOTEG N.D. N.D. N.D. N.D. N.D. 3,04 N.D. N.D. 161,55 N.D. N.D. N.D. N.D.
BBY N.D. N.D. N.D. N.D. N.D. 46,87 N.D. N.D. 3454,94 N.D. N.D. N.D. N.D.
ATT N.D. N.D. N.D. N.D. N.D. 6,36 N.D. N.D. 382,68 N.D. N.D. N.D. N.D.
AKT 1,89 N.D. N.D. N.D. N.D. 5,12 N.D. N.D. 378,87 N.D. N.D. N.D. N.D.
BLML1T N.D. N.D. N.D. N.D. N.D. 31,65 N.D. N.D. 3023,02 N.D. N.D. N.D. N.D.
MMT N.D. N.D. N.D. N.D. N.D. 14,58 N.D. N.D. 259,68 N.D. N.D. N.D. N.D.
AYY N.D. N.D. N.D. N.D. N.D. 25,71 N.D. N.D. 1569,38 N.D. N.D. N.D. N.D.
BML2T 12,66 N.D. N.D. N.D. N.D. 49,66 N.D. N.D. 5883,91 N.D. N.D. N.D. 1,72
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Calisma bulgularimiza benzer sekilde klorojenik asit ve rutin gibi fenolik bilesiklerinin
Nicotiana tabacum L. tiiriinde major bilesen oldugu yoniinde ¢aligmalar mevcuttur. Tiitiin
bitkisinin Rhodococcus fascians ile enfekte edilmesi lizerine yapilan bir arastirmada, hem
kontrol hem de enfekte olmus bitkilerde klorojenik asitin major bilesen olarak bulundugu
(Vereecke ve ark., 1997), yine kurutulmus tiitiin atiginin metanol ekstraktinda 15 polifenol
bilesigin tanimlandig1 ancak klorojenik asit ve rutin bilesiklerinin yine major bilesen olarak
yer aldig1 bildirilmistir (Jun ve ark., 2010). Farkli yiikseklik (70 m- 2100 m) ve enlemlerin
(23.26 ° - 34.61 ° kuzey) etkisinin arastirildig1 bir ¢alisma sonucunda klorojenik asitve rutin
gibi fenolik bilesiklerin yiikseklige bagli olarak pozitif korelasyon gosterdigi sonucu, lokalite
farkliligimin fenolik bilesen icerigini etkiledigini belirttigimiz c¢alisma bulgularimizi da
desteklemektedir (Wang ve ark., 2017). Keza, yine lokalite farkliligindan etkilendigini ve
MTYE basta olmak {izere sirasiyla BML1Y, AAKT ve MM1 ekstrelerinin nikotin i¢erginin
daha zengin oldugunu belirttigimiz bulgularimiz da, nikotin igerigi arastirilan dokuz sigara
markasindan 3. ve 8. drneklerin diger drneklerden 2 kat daha fazla oldugu bildirilen ¢alisma

ile benzer sonuglar gostermektedir (Badr ve ark., 2012).

LC-MS/MS Sonuglarinin Kemometrik Degerlendirilmesi ve Tartisma

Cizelge 4.5.. Titiin 6rneklerine ait temel bilesenlerin Loading, Eigenvalue, Varyans ve Kiimiilatif Varyans

degerleri
Degisken PC1 PC2 PC3
Klorojenik Asit 0,416 0,478 -0,117
Malik Asit 0,511 -0,105 -0,354
Rutin 0,269 0,586 0,498
Nikotin 0,474 -0,008 0,108
Nikotinamit 0,228 -0,514 0,729
Nikotinik asit 0,465 -0,391 -0,263
Eigenvalue 3,0917 1,3186 0,8257
Varyans % 51.5 22.0 13.8
Toplam 51.5 73.5 87.3

Cizelge 4.5’te farkli bolgelerden toplanan tiitiin 6rneklerinin klorojenic asit, malik asit,
rutin, nikotin, nikotinamit, nikotinik asit ile yapilan temel bilesen analizi (PCA) sonuglari
verilmektedir. 6 degiskenin temel bilesen analiz sonucunda, bu veri setinde eigenvalue degeri
1’den biiyiik olan 2 temel bilesen belirlendi. Tiitiin 6rneklerinin PCA sonucuna gore ilk 2
temel bilesenin toplam varyansin % 73,5 ini aciklamaktadir. 1. temel bilesen (PC1) varyansin
%351,5’1ni, 2. temel bilesen (PC2) ise %22,0’sini agiklamaktadir. Cizelge 4.5’te koyu renkle
gosterilen degerler temel bilesenleri agiklamada digerlerinden daha etkindir. 1. temel bilesen,

veri setinde en yiiksek varyansi gostermektedir. 1. temel bilesen i¢in malik asit, nikotin,
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nikotinik asit; 2. temel bilesen i¢in rutin ve klorojenik asit, negatif yonde ise nikotinamit

baskin degiskenlerdir.

Cizelge 4.6. Tiitlin 6rneklerine ait temel bilesenlerin skor degerleri

Analyte Bolge PC1 PC2 PC3
AKY Adryaman -0,9790 -0,7689 0,0270
AYCY Adiyaman 0,1516 0,3418 -0,4839
MM1 Kahramanmaras 1,6867 -1,9096 -0,4542
MYY Mardin 1,0942 -0,2944 -0,2918
MTY Mardin -2,1058 0,2010 -0,8598
ACT Adiyaman -0,5361 0,0469 0,6149
BHYBY Bitlis 0,5084 0,6185 -0,6379
MTYE Kahramanmarag 4,3447 -1,8198 -1,7659
BBT Bitlis -1,0307 0,3482 0,3782
BML2Y Bitlis -0,7603 1,5914 0,2472
AYT Adiyaman -0,9524 0,4664 0,7382
AKHT Adiyaman -1,9393 -0,0644 -0,5353
ACY Adiyaman 0,8015 1,3359 1,6338
AAOQOTI19 Adiyaman -1,9693 0,0152 -0,6377
MYEY Mardin 1,6410 2,1698 -1,4540
MZKT Kahramanmaras -1,7931 -0,3978 -0,1153
ABT Adiyaman -0,8335 -1,0834 1,7757
BML1Y Bitlis 2,0696 2,8341 1,6871
MUY Mardin 2,0539 -0,9455 -0,3706
AMT Adiyaman -1,8662 -0,0569 -0,4908
AOT42 Adiyaman -1,7084 0,2482 -0,3446
MM3 Kahramanmaras 1,1925 -0,9259 -0,5619
AAKT Adiyaman 0,1898 -1,8324 2,0082
AVY Adiyaman -2,0050 0,2484 -0,9244
MM2 Kahramanmaras 0,8815 -1,4516 0,3161
MZY Kahramanmaras 4,3965 1,5148 -0,1331
AAOTEG Adiyaman -2,0643 0,1870 -0,8172
BBY Bitlis 0,7172 1,2314 -0,5684
ATT Adiyaman -1,9546 0,1367 -0,6031
AKT Adiyaman -1,0348 -1,0458 0,4562
MMT Kahramanmaras 1,3771 -1,6314 0,9360
AYY Adiyaman 0,7035 0,5501 0,6233
BML2T Bitlis -0,2771 0,1417 0,6080

Cizelge 4.6. ilk {i¢ temel bilesen i¢in her 6rnege ait skor degerlerini gostermektedir. 1.

temel bilesenin loading degerlerinden malik asit, nikotin, nikotinik asit bilesenlerinin  baskin
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oldugu ve bu bilesenlerin Cizelge 4.6.’da koyu renkle verilen MZY ve MTYE 06rneklerini
daha agikladigi belirlendi. 2. temel bilesen i¢in rutin ve klorojenik asit gibi fenolik
bilesenlerin BML1Y ve MYEY orneklerinde daha baskin olarak bulundugunu sdylemek
miimkiindiir. Negatif a¢idan ele alindiginda MM1, MTYE ve AAKT o&rneklerinde rutin ve
klorojenik asit konsantrasyonlarinin diger 6rneklerden daha az oldugu saptandi. Ayrica bu

orneklerin nikotinamit konsantrasyonunun ise diger 6rneklerden daha fazla oldugu gortildi.

Score Plot of Chlorogenic acid; ...; Nicotinic acid
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Sekil 4.5. Tiitiin 6rneklerinde PC1 ve PC2 Skor Grafigi ¢ Adiyaman, m Bitlis, ¢ Kahramanmaras, A Mardin

Sekil 4.5.’de tiitiin 6rneklerinin PC1 ve PC2 skor grafigi ve Sekil 4.6.” da ise loading
grafigi yer almaktadir. Skor grafiginde 34 tiitiin Orneginin 6 degiskene kars1 analizi
goriilmektedir. Sekil 4.7.’de ise her iki grafigin birlestirildigi biplot grafigi yer almaktadir.
MZKT o6rnegi haricinde tiim Kahramanmaras 6rnekleri Sekil 4.5’de verilen skor grafigini sag
kisminda yer almakta olup, Sekil 4.6.’daki loading grafigi ile birlikte degerlendirildiginde bu
orneklerdeki (MM2, MM3, MMT, MM1, MTYE, MZY) nikotin, malik asit ve nikotinik asit
degerlerinin diger orneklerden belirgin bir sekilde farklilagtigi goriilmektedir. Ayni zamanda
bu drneklere Mardin ilinden toplanan MYY, MUY ornekleri ile ve AAKT o6rnekleri de dahil
olmustur. (Baska bir deyisle MYY, MUY o6rnekleri ile ve AAKT orneklerindeki nikotin,
malik asit ve nikotinik asit degerlerinin de diger Orneklerden daha yiiksek oldugunu

sOylenebilir). Sekil 4.5. ve Sekil 4.6’ nin birlikte yorumlanmasi ile Bitlis’den alinan BML1Y
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ve Mardin’den alinan MYEY oOrneklerindeki rutin ve klorojenik asit konsantrasyonunun diger
orneklerinden daha fazla oldugu goriilmektedir. Ayrica bu 6rneklere Kahramanmaras’tan
MZY, Bitlis’ten BBY ve BHYBY, Adiyaman’dan ACY, AYY ve AYCY ornekleri de rutin
ve klorojenik asit konsantrasyonlart bakimindan dahil olmustur. MZY 06rnegi, basta
klorojenik asit ve nikotin olmak iizere tim bilesenler yoniinden zengindir. AAKT, ACY,
AYY ve AYCY ornekleri haric Adiyaman orneklerinde malik asit, nikotin, nikotinik asit,
nikotinamit, klorojenik asit ve rutin konsantrasyolar1 ise daha diisiiktiir. Mardin 6rnekleri
karsilastirildiginda MYY ve MUY orneklerinde nikotin, nikotinik asit ve malik asit, MYEY
orneginde ise rutin ve klorojenik asit baskin Ozellik gostermistir. Bunun aksine MTY

orneginde tiim degiskenlerin konsantrasyonu daha diisiiktiir.

Loading Plot of Chlorogenic acid; ...; Nicotinic acid
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Sekil 4.6. Tiitiin 6rneklerinde PC1 ve PC2 loading grafigi
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Biplot of Chlorogenic acid; ...; Nicotinic acid
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Sekil 4.7. PCA Biplot grafigi (PC1 ve PC2 loading ve skor grafiklerinin birlestirilmis halidir)
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Observations

Kiimeleme analizi tiitiin 6rneklerinde Klorojenic asit, malik asit, rutin, nicotin,

Sekil 4.8. Euclidean uzaklig1 (Distance) ve Ward Linkage metodu ile elde edilen dendogram sonuglar

Sekil 4.8’de tiitlin Orneklerinin benzerlik veya farkliliklarini belirlemek amaciyla
yapilan kiimeleme analizi (HCA) sonucglar1 verilmektedir. Her bir Ornegin bdlgesel

farkliligiin degerlendirilmesi i¢in de PCA analizine ilaveten HCA analizi uygulanmistir.
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nicotinik asit gibi 6 degiskene ait analiz sonuglarma uygulanmistir. Olgiimler squared
Euclidean distance’a dayanmaktadir. Siniflandirma metodu olarak ise Ward metodu
kullanilmistir. HCA analizi sonucunda bes kiime olustugu izlendi (Similaritre = 5,30).

KUME 1: AKY, AKT, ACT, BML2T, BBT, AYT, ABT, AAKT

KUME 2: AYCY, BHYBY, AYY, BML2Y, BBY, ACY, BML1Y

KUME 3: MM1, MM2, MM3, MMT, MYY, MUY

KUME 4: MTYE, MYEY, MZY

KUME 5: MTY, AAOTEG, AVY, AKHT, AMT, AAOTI1, ATT, AOT42, MZKT

HCA analiz sonucu PCA analiz sonucuna benzer 6zellik gdsterse de bolgesel bir
kiimelenme s6z konusu degildir. Kiime 3 te yer alan ornekler Kahramanmaras ve Mardin
ornekleridir. Tiim kiimelerde farkli bolgelerden 6rnekler s6z konusudur.

Nicotiana tabacum L. iizerine LC-MS/MS teknigiyle detayli bir kemotrik ¢aligma ilk
kez bu tez kapsaminda verilmis olup 34 farkli lokaliteden toplanan Ornekler iizerinden
degerlendirme yapilmistir. Giinlimiize degin kemotrik analiz ile ilgili olarak tiitiin bitkisinde
yapilmis ¢ok az sayida makale mvcuttur. Hariram ve Gowtham Rajan (2016), GC-MS, FT-IR
ve NMR tekniklerini kullanarak tiitiin bitkisinde bir kemometrik analiz ¢alismasi
gerceklestirmis ve tohum yag asitleri i¢inde major bilesenin linoleik asit oldugunu
belirtmislerdir. FT-IR teknigi ile de, tiitiin tohum yagi biyodizelinde ise metil ester gruplarinin
varligint bildirmiglerdir. Oysa ki ¢alisma bulgularimizda malik asit, nikotin, nikotinik asit
bilesenlerinin MZY ve MTYE 06rneklerinde, rutin ve klorojenik asit gibi fenolik bilesenlerin
de BML1Y ve MYEY oOrneklerinde daha baskin olarak bulundugu tespit edimistir. MZY "nin
klorojenik asit ve nikotin olmak iizere tiim bilesenler bakimindan zengin bir ¢esit oldugu
sonucuna vartlmigtir. Keza kiimeleme analizi (HCA) ilk kez bu tez kapsaminda
degerlendirilmeye alinmis olup 34 farkli lokaliteden toplanan tiitlin cesitlerinde bdlgesel bir

kiimelenmenin olmadig belirlenmistir.

Biyolojik Aktivite Sonuglari
Total fenolik ve antioksidan aktivite sonuglar:

Tiim ekstrelerin toplam fenolik miktarlar1 pirokatekol esdeger olarak belirlendi
(Cizelge 4.7). Ekstrelerin total fenolik igeriklerinin oldukga degistigi goriilmektedir. Ekstreler
icinde BMLIT (82,31+4,21 ugPEs/mg ekstrakt) en zengin MYEY (18,97+0,69 ngPEs/mg
ekstrakt) ekstresinin ise en fakir oldugu tespit edilmistir. Ekstrelerin antioksidan aktivitesine

genel olarak baktigimizda yine kimyasal igerikte oldugu gibi lokalite farkliliginin oldukga
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etkili oldugu goriilmektedir (Cizelge 4.8). DPPH Serbest Radikali Giderim aktivitesinde
MTYE (ICs0:29,72+6,19), ABTS Katyon Radikali Giderim aktivitesinde MZY (ICso:
19,85+9,19) ve CUPRAC aktivitesinde ise yine MTYE (absorbans: 1,79+0,68) ekstresin en

yiiksek aktiviteyi gosterdigi tespit edilmistir (Cizelge 4.8. ve 4.9).

Cizelge 4.7. Nicotiana tabacum tiirlerinin fenolik igeriklerinin aktivite sonuglari

Bitki Fenolik Icerigi Bitki Fenolik Icerigi
Isimleri (ngPEs/mg ekstrakt)® | isimleri (ngPEs/mg ekstrakt)”
BML2T 42,35 +0,60 MTYE 75,94+3,61
AQOT42 51,28 £2,41 MUY 24,91+0,00
AKT 48,72 +8,42 MM2 53,40+0,60
AAOT19 39,80 £3,01 ACT 47,02+2,41
ATT 54,68 £0,00 BML1Y 41,92+0,00
AYY 44,47 £2 41 BML1T 82,31+4,21
ACY 58,93 £2,25 MM3 63,18+7,22
AVY 53,40 £3,01 AAKT 44,90+5,41
MMT 50,43 £2.41 AKHT 40,65+0,60
MM1 71,68 £14,43 AKY 28,28+0,49
BBY 56,66+0,98 AAOTEG  26,21+1,46
BBT 51,28+2,41 MTY 73,45+5,85
MZKT 45,32+0,00 BHYBY 52,41+6,34
AYCY 33,42+7,22 MzZY 26,55+2,39
AMT 43,20+£4,21 MYEY 18,97+0,69
AYT 44,90+0,60 BML2Y 25,86+1,95
ABT 47,45+£3,01 MYY 23,56£2,11

a: Degerler 3 paralel 6l¢limiin ortalamasi ve standart sapmasi olarak verilmistir.
b: Pirokatekole esdeger fenolik igerik (y = 0,0498(ug) + 0,0434 (R2: 0,9918) ).

Cizelge 4.8 Nicotiana tabacum tiirlerinin DPPH ve ABTS aktivite sonuglari

DPPH Serbest ABTS Katyon DPPH Serbest

ABTS Katyon

Ornekler Radikali Radikali prrnckder Radikali Radikali
BML2T 63.98-140.74 131,95023.08 MTYE 20.72£6.19 75.87412.97
AOTA2 >1000 391.344120,58 MUY 85.38+68.75 181,12434.87
AKT 1000 178.37+44.30 MM2 726.124567.60 45.80+10,87
AAOT19 >1000 308.134125,03 ACT 405.13+459.74 200.64+171,04
ATT 1000 134.88-20.41 BMLLY 287934133 21 75.89+13.87
AYY 308.41436.88 121.16415.57 BMLAT 110.23470.94 58.08£19.98
ACY 464.644225 02 108.72429.52 MM3 974.48£1031.29 55.56411.87
AVY 569.514333.64 >1000 AAKT 167.82+137,58 101,54425.32
MMT >1000 >1000 AKHT 170.56:88,72 225.77+46.00
MM1 1000 225.40445,76 AKY 15049521 2672413 82
BBY 257.90468.58 107.5420.77 AAOTEG 167.40+128.37 142,60+50,60
BBT >1000 146.1425.78 MTY >1000 >1000
MZKT >1000 2249143497 BHYBY 110,43468,64 >1000
AYCY 75,8828 42 115.32425.22 MZY 12578498 31 19.85+9.19
AMT >1000 149.06+13.43 MYEY 11522248754 69.28+13.99
AYT 45.61412.72 146.72-34.82 BML2Y >1000 115.12429.44
ABT >1000 55464622 MYY 395.,054248 44 102.98427 45

a:Sonuglar IC50 degerleri olarak verilmistir.
b: Degerler 3 paralel 6l¢iimiin ortalamasi ve standart sapmasi olarak verilmistir.
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Cizelge 4.9. Nicotiana tabacum tiirlerinin CUPRAC aktivite sonuglari

Ornekler 10 (ng/mL) 25 (ng/mL) 50 (ng/mL) 100 (ng/mL)
BML2T 0,179+0,0105 0,229+0,0015 0,269+0,0165 0,403+0,008
AOTA42 0,176+0,005 0, 435+0,0295 0,274+0,102 0,436+0,0542
AKT 0,135+0,0560 0,1685+0,0820 0,177+0,0914 0,222+0,146
AAQOT19 0,114+0,0569 0,1375+0,0824 0,147+0,090 0,22+0,150
ATT 0,216+0,064 0,224+0,0733 0,2575740,086  0,571£0,1916
AYY 0,1723+0,055 0,228+0,0764 0,4485+0,1459  0,6345+0,2040
ACY 0,275+0,105 0,45+0,094 0,4525+0,2075 1,2585+0,0295
AVY 0,209+0,008 0,17955+0,0085 0,4385+0,0075  0,577+0,05
MMT 0,1970,£0,0874  0,2385+0,15328 0,377+0,14803 0,862+0,4379
MM1 0,33+0,08687 0,314+0,11297 0,2855+0,1657  0,7745+0,2644
BBY 0,2573+£0,0822  0,324+0,128388 0,5705+0,16823  0,735+0,371359
BBT 0,161+0,005 0,311+0,019 0,518+0,008 0,920+0,012
MZKT 0,229+0,026 0,2695+0,0775 0,3805+0,0035  0,815+0,075
AYCY 0,1619+0,025 0,171+0,016 0,3415+0,0255  0,4595+0,0745
AMT 0,175+0,0738 0,204+0,08183 0,241+0,1272 0,5175+0,27194
AYT 0,224+0,0701 0,285+0,105862 0,236+0,1142 0,5385+0,18089
ABT 0,215+0,06905  0,269+0,082022 0,376+0,12465  0,817+0,262971
MTYE 0,482+0,15728  0,63+0,22906 0,921+0,33547 1,788+0,678618
MUY 0,292+0,001 0,274+0,005 0,628+0,074 0,9845+0,1555
ACT 0,1835+0,1046  0,262+0,1016 0,307+0,2242 0,526+0,3359
BML1Y 0,293+0,968 0,338+0,1714 0,439+0,1717 0,6496+0,3537
BML1T 0,1895+0,8624  0,264+0,0906 0,2965+0,1872  0,392+0,2995
MM3 0,21334+0,0818  0,476+0,1573 0,476+0,1573 0,375+0,3329
AAKT 0,22354+0,0195  0,0945+0,0005 0,378+0,003 0,5465+0,0125
AKHT 0,1243+0,0102  0,249+0,009 0,31£0,017 0,3635+0,0095
AKY 0,187+0,0736 0,2445+0,0987 0,45+0,017 0,737+0,2566
AAOTEG  0,2283+0,7785  0,354+0,125 0,4575+0,1157  0,605+0,2299
MTY 0,2436+0,0740  0,4315+0,156 0,732+0,238 0,6225+0,2237
BHYBY 0,2466+0,0789  0,3495+0,1176 0,5623+0,1795  0,648+0,2267
MzZY 0,43254+0,0395  0,4565+0,0145 0,7615+0,1105  0,9185+0,0445
MYEY 0,6126+0,1569  0,5705+0,4305 0,876+0,1196 0,8375+0,0345
BML2Y 0,2046+0,1580  0,249+0,1680 0,216+0,3153 0,3915+0,3582
MYY 0,21454+0,2468  0,486+0,254 0,427+0,3086 0,349+0,3236
BML2T 0,179+0,0105 0,229+0,0015 0,269+0,0165 0,403+0,008

a: Degerler 3 paralel 6l¢limiin ortalamasi ve standart sapmasi olarak verilmistir.

Tiitlin bitkisi iizerine yapilmis antioksidan ¢alismalara bakildiginda, gerek igerdigi
fenolik bilesenler (Jun ve ark. 2010; Ru ve ark. 2012; Torras-Claveria ve ark., 2012;
ve ark., 2014; Sharma ve ark., 2016; Wang ve ark., 2017),
gerekse de DPPH, ABTS ve CUPRAC aktivitesi yiiksek bir tiir oldugu (Ru ve ark. 2012; Nasr

Nacoulma ve ark., 2012; Li

ve ark., 2014; Cvetanovska ve ark., 2017) yoOniinde c¢alismalar mevcuttur. Keza bu tez
kapsaminda 34 farkli lokaliteden toplanan tiitiin 6rneklerinin de yukarida verilen literatiir
sonuglar1 ile benzerlik gosterdigi soylenebilir. Tiitlin bitkisi icerdigi fenolik bilesikler ve

alkolodler gibi sekonder metabolitler bakimindan tibbi bir bitki olmasinin yaninda ekonomik

oneme sahip bir bitkidir.

Calismamizda BMLIT’in en yiiksek fenolik bilesen igerigine, MTYE’nin en yiiksek
DPPH aktivitesine, MZY ’nin en yiiksek ABTS aktivitesine ve yine MTYE’nin ise en yiiksek

CUPRAC aktivitesine sahip tiitliin 6rnekleri oldugu belirlenmistir.
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Enzim aktivite sonuclari ve tartisma

Hazirlanan etanol ekstrelerinin antikolinesteraz enzim aktiviteleri asetil ve butiril
kolinestraz enzimlerine kars1 tespit edilmistir (Cizelge 4.10.). Genel olarak Adiyaman ilinden
toplanan Ornekler hari¢ tiim ekstrelerin asetilkolinesteraz enzim aktivitelerinin diisiik-orta
diizeyde oldugu tespit edilmistir. Adiyaman ilinden toplanan Orneklerin ise kayda deger
asetilkolinesteraz enzim aktivitesi gosterdikleri goriilmektedir. Ozellikle AYT 6rneginin
(Inhibisyon: %93,72+2,09) oldukea yiiksek bir aktiviteye sahip oldugu tespit edilmistir. Tiim

ekstrelerin butirilkolinesteraz enzim aktivitesinde ise diisiik etkili oldugu belirlenmistir.

Cizelge 4.10. Nicotiana tabacum tiirlerinin AChE ve BChE aktivite sonuglari

Tiir AChE BChE Tiir AChE BChE
isimleri  (%linhibisyon)  (%Inhibisyon) | isimleri (%Inhibisyon) (%Inhibisyon)
BML2T AD. A.D. MTYE 54,72+1,31 7,9440,06
AOT42  30,70+5,49 A.D. MUY 18,69+2,61 4,51+0,01
AKT AD. A.D. MM2 70,80+1,57 17,53+0,33
QAOTl AD. AD, ACT 25 3421,05 AD.

ATT AD. A.D. BML1Y  6,30+1,31 21,13+0,87
AYY AD. A.D. BMLIT  24,41+1,31 19,64+0,24
ACY 7,97+4,70 A.D. MM3 AD. 23,86+0,75
AVY 23,31+0,26 22,36+0,87 AAKT A.D. 23,15+0,25
MMT AD. 5,39+0,02 AKHT 44,37 A.D.

MM1 27,00+8,62 34,76+1,98 AKY A.D. A.D.

BBY 22,01+1,57 22,04+1,67 AAOTEG AD. A.D.

BBT 39,20+9,15 23,24+0,62 MTY A.D. A.D.
MZKT  13,88+7,84 22,39+0,76 BHYBY  AD. A.D.
AYCY  65,44+2,35 A.D. MZY A.D. A.D.

AMT 68,95+2.,61 10,73+0,29 MYEY A.D. A.D.

AYT 93,72+2,09 10,23+0,23 BML2Y  AD. A.D.

ABT 10,55+1,57 18,05+0,25 MYY A.D. A.D.

Sharma ve ark. (2016), Nicotiana tabacum govdesine ait 0.4 mg/mL etanol
ekstraktinin en yliksek SOD, GST, GSH ve MDA igerigine sahip oldugunu rapor etmislerdir.
Ancak asetil ve biitirilkolinesteraz aktivitelerine yonelik giiniimiize degin yapilmis herhangi
bir ¢alismaya literatiir taramalarinda rastlanmamistir. Bu tez kapsaminda 34 farkli lokaliteden
alinan titin Orneklerini, asetil ve biitirilkolinesteraz enzim aktiviteleri bazinda
degerlendirecek olursak orta ve diisiik dereceli enzim aktivitelerine sahip olduklar1 ve AYT
‘nin  diger titlin Orneklerine kiyasla gorece daha yiiksek aktivite gosterdigi

sOylenebilmektedir.
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Ekstrelerin antilireaz enzim aktivitesine baktigimizda ise ornekler arasi farkliliklar
oldugu goze carpmaktadir (Cizelge 4.11.). MM3 ekstresinin antilireaz enzim aktivitesinin
(Inhibisyon:% 85,74+0,75) en yiiksek oldugu belirlenmistir. Antitirozinaz enzim aktivitesinde
ise MYY ekstresinin en yiiksek aktiviteyi (Inhibisyon:% 81,50+3,54) gosterdigi
belirlenmistir. Genel olarak kimyasal icerikte oldugu gibi Orneklerin enzim aktiviteleri

tizerinde lokalite farkliligin oldukea etkili oldugu sdylenebilir.

Cizelge 4.11. Nicotiana tabacum tiirlerinin {ireaz ve tirozinaz aktivite sonuglari

Tiir Ureaz Tirozinaz Tiir Ureaz Tirozinaz
isimleri  (%inhibisyon)  (%Inhibisyon) | isimleri (Y%linhibisyon)  (%Inhibisyon)
BML2T AD. 32,9243 81 MTYE 72,54+2,99 75,801,50
AOT42  AD. 46,69+0,15 MUY 69,89+0,75 68,80:£0,64
AKT AD. 39,03+1,90 MM2 73,06+0,75 65,43+2,23
AAOT19 AD. AD. ACT AD. 59,28+0,11
ATT AD. 15,22+2.49 BML1Y  42,96+1,49 54,25+6,58
AYY 48,35+0,00 16,87+3,95 BMLIT  AD. 60,40+4,45
ACY AD. AD. MM3 85,74+0,75 48,95+1,50
AVY 15,38+17,09 12,63+48,90 AAKT AD. 45,25+0,64
MMT AD. 29,30+3,07 AKHT AD. 48,03+2,65
MM1 71,98 +3,89 21,53+1,76 AKY AD. 63,55+0,00
BBY 68,13+1,55 38,72+1,1,17 AAOTEG AD. 30,03+0,53
BBT AD. AD. MTY AD. 59,05+3,49
MZKT  AD. 30,33+1,61 BHYBY  64,61+0,75 53,80+11,88
AYCY 43,4142,33 AD. MZY 80,46+9.71 75,93+2,23
AMT AD. 65,58+0,32 MYEY 76,76+0,00 49,68+2,65
AYT AD. 34,15+2.31 BML2Y  46,65+0,75 63,70+6,58
ABT AD. 67,75+0,42 | MYY 75,18+0,75 81,50+3,54

Nicotiana tabacum L. bitkisinin de aralarinda bulundugu 137 tibbi bitki tiirliniin iireaz
aktivitesinin arastirildigi bir ¢aligmada, tiitiin bitkisinin de dahil oldugu sadece 37 bitkinin
gliclii bir iireaz inhibe edici aktiviteye sahip oldugu rapor edilmistir (Nebati ve ark., 2012).
Tez kapsaminda 34 farkli lokaliteden toplanan tiitiin Orneklerinin antiiireaz aktivite
bakimindan, farkli sonuglar verdikleri goriilmiis ve en yiiksek aktivitenin MY Y ye ait oldugu
belirlenmistir. Ornekler arasindaki bu farkliligin ise tiitiin drneklerinin yetistigi ortama bagl
olabilecegi diislinlilmiistiir. Antitirozinaz aktivite bakimidan ise, gliniimiize degin tiitiin
bitkisinde yapilis herhangi bir ¢alismaya rastlanmamustir. Tiitlin bitkisinin ait antitirozinaz
aktivitelesine yonelik sonuclar ilk kez bu tez kapsaminda ¢alisilmis ve sunulmustur. Calisma
bulgularimiz dikkate alindiginda antiiireaz aktivitesinde oldugu gibi, MY Y nin diger tiitiin
orneklerine kiyasla en yiiksek kapasiteye sahip oldugu goriilmiis ve yine tiitlin 6rnekleri

arasindaki bu farkliligin lokalite farkliligindan kaynaklanabilecegi sonucuna varilmistir.
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5. SONUCLAR VE ONERILER
Sonuclar

Tez calismamiz sonucunda dnemli tiitiin yetistiriciliginin yapildig1 4 ilimizdeki farkli
lokasyonlarda yetistirilen farkli tiitiin tiplerinin fenolik, flavonoid, yag asidi ve nikotin
iceriklerinin kemometrik olarak degerlendirilmesi yapilmis, s6z konusu igeriklerin test edilen
tiim tiplerde birbirinden bagimsiz olarak farkliliklar arz ettigi, 6zellikle nikotin igeriginin
tiitlin bitkisinin lokasyonuna, icinde bulundugu ekolojik sartlara olduk¢a bagimli olarak
degistigi sonucuna varilmistir.

Calisilan Orneklerin etanol ekstrelerinin % verimleri ve orneklein kodlar1 Nicotiana
tabacum tiirlerinin toplanma yerleri ve verimlerinin sonuglart verilmistir. Tiim O6rneklerin
ekstre verimlerinin oldukca farklilik gosterdigi belirlenmistir. En yliksek esktre verimine
MTYE (%13,8) ekstresinin sahip oldugu belirlenmistir.

Tiitlin 6rneklerinin petrol eteri ekstrelerinin yag asidi profili GC-MS ile belirlenmistir.
Biitlin ekstrelerin yag igeriklerinin % 100’ olarak belirlenmistir. Sonucglara genel olarak
baktigimizda lokalite farkliliginin yag aside profili iizerine tiitiin Orneklerinin etanol
ekstrelerinin fenolik ve nikotin profili LC-MS/MS ile belirlenmistir.

Sonuglara genel olarak baktigimizda lokalite farkliliginin yine fenolik igerik ve nikotin

icerigi izerinde oldukga etkili oldugu soylenebilir. Tiim 6rneklerin  Nicotine, Nicotinamide
ve Nicotinicacid igerigi LC-MS/MS’te gelistirilen ve valide edilen metot ile belirlenmistir
(Tablo1 ve Sekil 1-2). Tiim orneklerin 6zellikle nicotine iceriginin oldukca yiiksek oldugu
belirlenmistir. Nicotine icerigi bakimindan 6zellikle Kahramanmaras’tan toplanan MTYE
(356574,55g analit/g ekstre) ve Bitlis’ten toplanan BML1Y 6rneginin (369423,84ug
analit/g ekstre) olduk¢a zengin oldugu tespit edilmistir. Nicotin amide ve nicotinic acid
bakimindan ise sirasiyla AAKT (599,06 pg analit/g ekstre) ve MM1
(12409,25ug analit/g ekstre) ekstrelerinin daha zengin oldugu belirlenmistir.

Tiim ekstrelerin toplam fenolik miktarlar1 pirokatekol esdeger olarak belirlendi.
Ekstrelerin total fenolik igerikleri LC-MS/MS sonuglarinda oldugu gibi oldukca degistigi
goriilmektedir. Ekstreler icinde BMLIT (82,31+4,21ugPEs/mg ekstrakt) en zengin MYEY
(18,97+0,69ugPEs/mg ekstrakt) ekstresinin ise en fakir oldugu tespit edilmistir. Ekstrelerin
antioksidan aktivitesine genel olarak baktigimizda yine kimyasal icerikte oldugu gibi lokalite
farkliligimin - oldukg¢a etkili oldugu goriilmektedir. DPPH Serbest Radikali Giderim
aktivitesinde MTYE (I1Cs0:29,72+6,19), ABTS Katyon Radikali Giderim aktivitesinde MZY
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(ICs0: 19,85+9,19) ve CUPRAC aktivitesinde ise yine MTYE (absorbans:1,79+0,68) ekstresin
en yliksek aktiviteyi gosterdigi tespit edilmistir.

Tiim ekstrelerin toplam fenolik miktarlar1 pirokatekol esdeger olarak belirlendi.
Ekstrelerin total fenolik icerikleri LC-MS/MS sonuclarinda oldugu gibi oldukca degistigi
goriilmektedir. Ekstreler icinde BMLIT (82,31+4,21ugPEs/mg ekstrakt) en zengin MYEY
(18,97+0,69ug PEs/mg ekstrakt) ekstresinin ise en fakir oldugu tespit edilmistir. Ekstrelerin
antioksidan aktivitesine genel olarak baktigimizda yine kimyasal icerikte oldugu gibi lokalite
farkliliginin  oldukca etkili oldugu goriilmektedir. DPPH Serbest Radikali Giderim
aktivitesinde MTYE (1C50:29,72+6,19), ABTS Katyon Radikali Giderim aktivitesinde MZY
(ICs0: 19,85+9,19) ve CUPRAC aktivitesinde ise yine MTYE (absorbans:1,79+0,68) ekstresin
en yiiksek aktiviteyi gosterdigi tespit edilmistir.

Inhibisyon: (%93,72+2,09) oldukca yiiksek bir aktiviteye sahip oldugu tespit
edilmistir. Tiim ekstrelerin butirilkolinesteraz enzim aktivitesinde ise diisiik etkili oldugu

belirlenmistir.

Oneriler
Tez sonuglarindan elde edilen bilgiler; farmakoloji, parfiimeri ve tarimsal alanlarda
(allelopati, insektisit) hizmet veren ilgili kuruluslara kaynak olusturacaktir. Bu ¢aligmada
onemli tiitlin yetistiriciliginin yapildigr 4 ilimizdeki farkli lokasyonlardan yetistirilen tiitiin
tiplerinin  fenolik, flavonoid, yag asidivenikotin igeriklerinin kemometrik olarak
degerlendirilmesi yapilmistir. Calisma sonucunda elde edilecek verilere dayanilarak yeni

projeler iiretilebilecek ve bu konuda ¢alisacak arastiricilara giincel bilgiler saglayacaktir.
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Ek 1. LC-MS/MS Metodundaki Analitlerin Kalibrasyon Grafikleri

78




AAOTI19 lcd

Intensity TIC(H)@1 BYTIC(+)@2 GYTIC()@3 (3)
3105.56
95.0- fl
i |
80,0~ |’ '
65.0- | Il
50.0- | |
E |
35.04 '| I
= [
20,03 |\
20,0 'l '.
5,03 J \__ _
——F——————————————
0.0 25 5.0 7.5 10.0 125 15,0
min
Ek 2. Nicotiana tabacum AAOT19 ekstresinin nikotin igerigine ait LC-MS/MS kromatogram
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Ek 3. Nicotiana tabacum AAOTEG ekstresinin nikotin igerigine ait LC-MS/MS kromatogrami
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Ek 4. Nicotiana tabacum ABT ekstresinin nikotin i¢erigine ait LC-MS/MS kromatogrami
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Ek 5. Nicotiana tabacum ACT ekstresinin nikotin igerigine ait LC-MS/MS kromatogrami
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Ek 6. Nicotiana tabacum ACY ekstresinin nikotin igerigine ait LC-MS/MS kromatogrami
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Ek 7. Nicotiana tabacum AKHT ekstresinin nikotin igerigine ait LC-MS/MS kromatogrami
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Ek 8. Nicotiana tabacum AKY ekstresinin nikotin igerigine ait LC-MS/MS kromatogrami
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Ek 9. Nicotiana tabacum AMT ekstresinin nikotin igerigine ait LC-MS/MS kromatogrami
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Ek 10. Nicotiana tabacum AOT42 ekstresinin nikotin i¢erigine ait LC-MS/MS kromatogrami
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Ek 11. Nicotiana tabacum ATT ekstresinin nikotin i¢erigine ait LC-MS/MS kromatogrami
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Ek 12. Nicotiana tabacum AYT ekstresinin nikotin i¢erigine ait LC-MS/MS kromatogrami

AYY 0011ed
Intensity TIC(+ya 1 (1TYTIC(H)i@2 (ATHTIC(+)@3 (17)

[
(=]

93,

80,

50,

[
[

[
=

min

Ek 13. Nicotiana tabacum AYY ekstresinin nikotin igerigine ait LC-MS/MS kromatogrami
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Ek 14. Nicotiana tabacum BBT ekstresinin nikotin igerigine ait LC-MS/MS kromatogrami
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Ek 15. Nicotiana tabacum BBY ekstresinin nikotin i¢erigine ait LC-MS/MS kromatogrami
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Ek 16. Nicotiana tabacum BHYBY ekstresinin nikotin igerigine ait LC-MS/MS kromatogrami
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Ek 17. Nicotiana tabacum BML2Y ekstresinin nikotin igerigine ait LC-MS/MS kromatogrami
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Ek 18. Nicotiana tabacum BMLIT ekstresinin nikotin i¢erigine ait LC-MS/MS kromatogrami
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Ek 19. Nicotiana tabacum BMLI1Y ekstresinin nikotin igerigine ait LC-MS/MS kromatogrami
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Ek 20. Nicotiana tabacum BML2T ekstresinin nikotin icerigine ait LC-MS/MS kromatogrami
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Ek 21. Nicotiana tabacum

Intensity

MZKT ekstresinin nikotin icerigine ait LC-MS/MS kromatogrami
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Ek 22. Nicotiana tabacum MZY ekstresinin nikotin igerigine ait LC-MS/MS kromatogrami
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Ek 23. Nicotiana tabacum MM?2 ekstresinin nikotin i¢erigine ait LC-MS/MS kromatogrami
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Ek 24. Nicotiana tabacum MM3 ekstresinin nikotin i¢erigine ait LC-MS/MS kromatogrami
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Ek 25. Nicotiana tabacum MM1 ekstresinin nikotin igerigine ait LC-MS/MS kromatogrami
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Ek 26. Nicotiana tabacum MMT ekstresinin nikotin igerigine ait LC-MS/MS kromatogrami
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Ek 27. Nicotiana tabacum MTY ekstresinin nikotin igerigine ait LC-MS/MS kromatogrami
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Ek 28. Nicotiana tabacum MTYE ekstresinin nikotin i¢erigine ait LC-MS/MS kromatogrami
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Ek 29. Nicotiana tabacum MUY ekstresinin nikotin i¢erigine ait LC-MS/MS kromatogrami
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Ek 30. Nicotiana tabacum MYEY ekstresinin nikotin i¢erigine ait LC-MS/MS kromatogrami
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Ek 31. Nicotiana tabacum MYY ekstresinin nikotin igerigine ait LC-MS/MS kromatogrami
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Ek 32. HPLC Degisim Derecesi Program111

Zaman (dk) % Mobil Faz B

Baglama 10
0-10 10-90
10-13 90

13,01-17 10

Ek 33. Cihaz Parameterleri-1

# Analyte’ler iyonizasyon Ana iyon Parcalanmis RT Conc Conc Conc Conc Conc Conc Conc Conc
Modu (m/z) Iyonlar (m/z) Seviye Seviye Seviye Seviye Seviye Seviye Seviye Seviye
1 2 3 4 5 6 7 8
1 Nicotinicasit  Pozitif 124,20 80,2/78,2/53,1 4,158 100 200 400 1000 1600 2000 4000 6400
2 Nicotinamide  Pozitif 123,20 80,2/78,2/53,1 5590 100 200 400 1000 1600 2000 4000 6400
3 Nicotine Pozitif 163,20 132,2/130,2/117,1 6,676 100 200 400 1000 1600 2000 4000 6400

Ek 34. Cihaz Parameterleri-2

Analyte’ler iyonizasyon  Ana iyon Parcalanmis iyonlar RT Denklem R? Dogrusallhik
Modu (m/z) (m/z) (ppb)
Nicotinic asit Pozitif 124,20 80,2/78,2/53,1 4,158  y=1126,44x+519254 0,9915  100-6400
Nicotinamide Pozitif 123,20 80,2/78,2/53,1 5590 y=3536,48x+1,03554e+006 0,9900  100-6400
Nicotine Pozitif 163,20 132,2/130,2/117,1 6,676  y=6727,11x+80042 0,9996  100-6400

Ek 35. N.tabacum AKTH ‘nin metanol ekstresinin LC-MS/MS kromatogramlari
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Ek 36. N.tabacum mty ‘nin metanol ekstresinin LC-MS/MS kromatogramlari
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Ek 37. N.tabacum aakt ‘nin metanol ekstresinin LC-MS/MS kromatogramlari
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Ek 38. N.tabacum aaot19 ‘nin metanol ekstresinin LC-MS/MS kromatogramlari
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Ek 39. N.tabacum aaoteg ‘nin metanol ekstresinin LC-MS/MS kromatogramlari
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Ek 40. N.tabacum att ‘nin metanol ekstresinin LC-MS/MS kromatogramlari
(x10.000) att-_034.1cd
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Ek 41. N.tabacum abt ‘nin metanol ekstresinin LC-MS/MS kromatogramlari
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Ek 42. N.tabacum act ‘nin metanol ekstresinin LC-MS/MS kromatogramlari
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Ek 43. N.tabacum acy ‘nin metanol ekstresinin LC-MS/MS kromatogramlari
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Ek 44. N.tabacum akt ‘nin metanol ekstresinin LC-MS/MS kromatogramlari
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Ek 45. N.tabacum aky ‘nin metanol ekstresinin LC-MS/MS kromatogramlart
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Ek 46. N.tabacum amt ‘nin metanol ekstresinin LC-MS/MS kromatogramlari
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Ek 47. N.tabacum aot42 ‘nin metanol ekstresinin LC-MS/MS kromatogramlar1
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Ek 48. N.tabacum avy ‘nin metanol ekstresinin LC-MS/MS kromatogramlart
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Ek 49. N.tabacum aycy ‘nin metanol ekstresinin LC-MS/MS kromatogramlari
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Ek 50. N.tabacum ayy ‘nin metanol ekstresinin LC-MS/MS kromatogramlart
(x100.000) ayy-_036.lcd
7763
7,00
6,00
5,00
4,005
3,00
2,00
1,00 { J
| .
Gl A S T G e BT Fee G S e L) T e B ST I S L B R S T
5 10 15 20 25 30 35
mn

Ek 51. N.tabacum bbt ‘nin metanol ekstresinin LC-MS/MS kromatogramlari
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Ek 52. N.tabacum bby ‘nin metanol ekstresinin LC-MS/MS kromatogramlari
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Ek 53. N.tabacum bhyby ‘nin metanol ekstresinin LC-MS/MS kromatogramlari
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Ek 54. N.tabacum bml2y ‘nin metanol ekstresinin LC-MS/MS kromatogramlari
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Ek 55. N.tabacum bml1t ‘nin metanol ekstresinin LC-MS/MS kromatogramlari
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Ek 56. N.tabacum bmlly ‘nin metanol ekstresinin LC-MS/MS kromatogramlari
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Ek 57. N.tabacum myy ‘nin metanol ekstresinin LC-MS/MS kromatogramlari
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Ek 58. N.tabacum MMI1 ‘in metanol ekstresinin LC-MS/MS kromatogramlari
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Ek 59. N.tabacum mm?2 ‘nin metanol ekstresinin LC-MS/MS kromatogramlari
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Ek 60. N.tabacum mmt ‘nin metanol ekstresinin LC-MS/MS kromatogramlart
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Ek 61. N.tabacum mm3 ‘nin metanol ekstresinin LC-MS/MS kromatogramlari
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Ek 62. N.tabacum muy ‘nin metanol ekstresinin LC-MS/MS kromatogramlari
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Ek 63. N.tabacum mycy ‘nin metanol ekstresinin LC-MS/MS kromatogramlari

(x1.000.000) mycy- 014 lcd
743578
3,
20
10
0
) 10 15 20 25 30 35

Ek 64. N.tabacum mzkt ‘nin metanol ekstresinin LC-MS/MS kromatogramlari
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