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OZET

FLAS KROMATOGRAFISI ILE ADACAYI (Salvia officinalis) BITKISINDEN
ZENGINLESTIRILMIiS ROSMARINIK ASIT ELDESI

Elif Sine DUVENCI

Diizce Universitesi
Lisansiistii Egitim Enstitiisii, Dogal, Bitkisel ve Kozmetik Uriinler Anabilim Dali
Doktora Tezi
Danisman: Prof. Dr. Halil Ibrahim UGRAS

Haziran 2023, 75 sayfa

Salvia officinalis, Lamiaceae ailesine ait bir bitkidir ve genellikle soguk havalarda
soguk algmligi, bogaz agrisi gibi rahatsizliklarda ¢ay olarak tiiketilmektedir. Bunun yani
sira adagay1, yapraklarindan ugucu yag elde edilerek ithalati ve ihracat1 yapilmakta olan
bir bitkidir. Bununla birlikte bir¢ok alanda kullanilmaktadir. Salvia Latince'de
"iyilestirici" anlamina gelirken, officinalis "tibbi" anlamina gelmektedir. Salvia
officinalis'in iyilestirici etkisi tizerine ¢esitli calismalar yapilmistir. Genel anlamda bitki,
fenolik bilesiklerce ve biyolojik aktivitesi kanitlanmis ugucu yaglar agisindan zengindir.
Bunun yani sira adagay1 yapraklarindan ucucu yag elde edildikten sonra kalan kisim atik
olarak kalmaktadir. Oysaki kalan sulu kisimda ve kalan bitki materyalinde de oldukca
degerli etken maddeler bulunmaktadir. Bunlardan miktarca en fazla bulunani; biyolojik
aktivitesi ve farmakolojik etkileri {izerine arastirmalarin devam ettigi rosmarinik asittir.
Bu ¢aligma kapsaminda Diizce yoresinden toplanan adacaylar1 golgede kurutulmustur.
Ucgucu yag eldesinden sonra atik olarak kalan adagayi bitki materyali {izerinde farkli
ekstraksiyon denemeleri gergeklestirilmistir. Ekstraksiyon denemeleri; ugucu yag
cikarma diizenegi kurulduktan sonra kalan posanin degerlendirilmesi {izerine
yapilmistir. Fakat kiyaslama adina ve en uygun metodun seg¢ilebilmesi igin direkt bitki
materyaline manyetik karistirict yardimiyla 2, 16, 24 saat ekstraksiyon siiresi siirecek
sekilde ekstraksiyon siiregleri de diizenlenmistir. Cozlicii olarak etanol, aseton ve saf su
kullanilmistir. Etken madde varligt HPLC (yiiksek basingli sivi kromatografisi)
cihaziyla olgiilmiistiir. Klevenger diizenegi sonrasi kalan posanin degerlendirildigi
durumda etken madde miktar1 oldukga yiiksek c¢ikmistir. Klevengere en yakin
rosmarinik asit miktar1 ise etanol ile ultrasonikasyonun kullanildig:1 ekstraksiyon
metodudur. Elde edilen ekstrelerdeki rosmarinik asit miktarlar1 kromatografik cihazlarla
tayin edilmistir. Hem bitki materyalinden kalan atiktan elde edilen ekstraktlar hem de
ucucu yag eldesindeki distilasyon sonrasi balonda kalan sulu fazdan elde edilen
ekstraktta rosmarinik asit miktar1 olduke¢a yiiksek ¢cikmistir. Elde edilen bu ekstreleri
bitki materyalinden gelen diger safsizliklardan ayirabilmek igin flas kromatografisi
kullanilmistir. Burada elde edilen zenginlestirilmis rosmarinik asit énce HPLC ile tayin
edilmistir. Sonrasinda LC/MS (s1vi kromatografisi/ kiitle spektrometresi) cihaziyla kiitle
taramastyla molekiiliin dogrulugu kanitlanarak saflig1 yiiksek zenginlestirilmis
rosmarinik asit elde edilmistir.

Anahtar Sozciikler: Adacay1, Ekstraksiyon, Kromatografi, Rosmarinik asit.
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ABSTRACT

RECOVERY OF ROSMARINIC ACID ENRICHED FROM SAGE (Salvia
officinalis) BY FLASH CHROMATOGRAPHY

Elif Sine DUVENCI

Diizce University
Graduate School, Department of Natural, Herbal and Cosmetic Products
Doctoral Thesis
Supervisor: Prof. Dr. Halil ibrahim UGRAS

June 2023, 75 pages

Salvia officinalis is a plant belonging to the Lamiaceae family and is usually consumed
as a tea in cold weather conditions such as colds and sore throats. In addition, essential
oil is obtained from sage leaves and imported and exported. However, it is used in many
fields. Salvia means "healing"” in Latin, while officinalis means "medicinal”. Various
studies have been conducted on the curative effect of Salvia officinalis. In general, the
plant is rich in phenolic compounds and essential oils with proven biological activity. In
addition, after the essential oil is obtained from sage leaves, the remaining part is waste.
However, there are very valuable active substances in the remaining watery part and the
remaining plant material. The most abundant of these is rosmarinic acid, whose
biological activity and pharmacological effects continue to be researched. Within the
scope of this study, sage collected from Diizce region were dried in the shade. Different
extraction experiments were carried out on the sage plant material that remained as
waste after the essential oil was obtained. Extraction trials were carried out on the
evaluation of the remaining pulp after the essential oil extraction apparatus was set up.
However, for the sake of comparison and in order to choose the most suitable method, it
was arranged to last 2, 16, 24 hours with the help of magnetic stirrer. Ethanol, acetone
and purified water were used as solvents. The presence of active substance was
measured by HPLC (high pressure liquid chromatography) device. In the case of the
evaluation of the remaining pulp after the Clevenger mechanism, the amount of active
substance was found to be quite high. The closest amount of rosmarinic acid to
clevenger is the extraction method using ethanol and ultrasonication. The amounts of
rosmarinic acid in the obtained extracts were determined by chromatographic devices.
The amount of rosmarinic acid was found to be quite high in both the extracts obtained
from the waste remaining from the plant material and the extract obtained from the
aqueous phase remaining in the balloon after the water vapor distillation of the essential
oil. Flash chromatography was used to separate these extracts from other impurities
from plant material. The enriched rosmarinic acid obtained here was first determined by
HPLC. Afterwards, enriched rosmarinic acid with high purity was obtained by proving
the accuracy of the molecule by mass scanning with LC/MS (liquid
chromatography/mass spectrometry) device.

Keywords: Chromatography, Extraction, Rosmarinic acid, Sage.
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EXTENDED ABSTRACT
RECOVERY OF ROSMARINIC ACID ENRICHED FROM SAGE (Salvia

officinalis) BY FLASH CHROMATOGRAPHY
Elif Sine DUVENCI

Duzce University
Graduate School, Department of Natural, Herbal and Cosmetic Products
Doctoral Thesis
Supervisor: Prof. Dr. Halil ibrahim UGRAS

June 2023, 75 pages

1. INTRODUCTION

The significance of natural nutrition has grown in recent years. In recent years, people
have prioritized topics like natural diet, exercise, and living an active lifestyle. The main
objective is frequently to stop the illness before it spreads. However, in addition to
pharmacologically efficient medications, natural and herbal remedies are being
investigated when any acute or chronic sickness strikes us. Consuming uncertified
goods that are outside the realm of scientific understanding without consulting a doctor
and without inspection frequently has a negative net effect. Since these goods are often
regarded as having a natural origin, there is no need for any content investigation to
determine their safety. In addition to using the plant directly, there are products made

from plant extracts, vegetable oils, etc.

The creation of rosmarinic acid from the medicinal sage plant, whose name is a
combination of the terms salvia, which means "healing,” and officinalis, which means
"medically,” was investigated as part of this study. During the winter, sage tea is the
most popular way to use the herb. Sage oil is also crucial for export and import. The
pulp that is left behind after making sage oil includes a significant quantity of
rosmarinic acid, an active ingredient that has significant medicinal properties. In certain
nations, this active element is taken as a dietary supplement and is regarded as being
very useful for cognitive skills. In addition to all of these, the Turkish Pharmacopoeia,
which is our nation's approved adaptation of the European Pharmacopoeia, also includes
the Salvia officinalis species. An indicator that a plant species is scientifically accepted
to include information on the qualities of the active ingredients in a product produced

from natural and herbal goods is the existence of that plant species in pharmacopoeias.
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Sage species Salvia officinalis is grown as a cultivar. Tiirkiye does not exhibit a
significant natural proliferation of it. Additionally, generating it is not difficult. The
pulp from this factory is discarded as waste and is mostly utilized in the manufacturing
of oil. In certain circumstances, these wastes are utilized to prevent plants from
developing under the plants or to be dried and supplied to herbalists. In other words, it's

crucial to transform this waste material into a useful product.

The ester of 3,4-dihydroxyphenyllactic acid with caffeic acid is romarinic acid. It is a
secondary metabolite generated in varying concentrations in the majority of Lamiaceae
family plants. According to research, rosmarinic acid is a polyphenol with antioxidant
characteristics that is present in high concentrations in several regularly used plants,
including thyme, mint, lemon balm, rosemary, and mint. In order to adjust to
environmental factors including nutritional deprivation, water, humidity, and

temperature, secondary metabolites are created.

There are several studies in the literature on extraction techniques and the identification
of the active ingredient for enriching rosmarinic acid from the Lamiaceae family. The
quantity and purity of rosmarinic acid achieved here are crucial. The sage plant was
selected for this study because it is widely available, grows well in the Diizce region,
has fewer studies in the literature than other active substances and other plant species,

and can be evaluated for the pulp that remains after sage essential oil is extracted.

2. MATERIAL AND METHODS
In June, sage (Salvia officinalis) was collected in the Diizce region's Hacyakup hamlet
and dried in the shade. The dried herbs were crushed and utilized in extraction

procedures before being placed in glass bottles with caps and kept in the fridge.

Plans for various extraction technologies were developed to be used with the plant
material from the ground. The approaches that will be compared in this system were
chosen. The amount of active material in the pulp that is still present after the Clevenger
device, the amount of active substance acquired following traditional extraction, and the
amount of active substance recovered after ultrasonication were all compared using
various methods. Additionally, several solvents were examined. Based on the literature,
the three solvents chosen were ethanol, acetone, and filtered water. In addition to this, 2,
16 and 24 hours were established by traditional extraction experiments, and the timings

were compared. In addition to all of these things, our main objective was to assess the
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pulp that was left after extracting the essential oils, so it was investigated whether it was
possible to obtain the rosmarinic acid that was still in the aqueous phase by adjusting
the pH to that of the aqueous phase and then using liquid: liquid extraction (water:

ethylacetate) to enrich the rosmarinic acid.

By setting up the Clevenger apparatus, extraction was carried out for around 8 hours at a
ratio of 1:10 (sage: water). The leftover pulp was evaporated, vialled, and subjected to
an HPLC examination. Additionally, the pH was lowered to pH 2 and precipitate was
made by modifying the acidity of the aqueous phase produced under the same
circumstances. The aqueous phase was produced by evaporation for HPLC analysis

after the filtrate and precipitate were separated from one another.

Except for the pulp left over after the essential oil has been extracted, the extraction
procedures applied directly to the plant material included maceration with the aid of a
magnetic stirrer, reflux extraction, and ultrasonic-aided extraction. All extraction
conditions were used again while adding activated carbon for dye removal. Following
the extraction procedures, the liquid extracts were dried by rotary evaporation. With
HPLC-grade solvents, residues were dissolved, filtered and vialized. The obtained
extracts underwent HPLC analysis in order to perform both qualitative and quantitative
analyses. The most efficient procedure was used to conduct the enrichment research.
Afterwards, flash chromatography was used to improve the concentration and peak
purity of rosmarinic acid. We had an edge in flash chromatography due to the high
liquid extract loading, detection of compounds flowing through the column, and ability
to view peaks on the screen. Each identified peak was captured individually using the
flash chromatography apparatus, giving us access to enhanced extract fractions. By
using LC/MS-MS, the resultant fractions were examined. This allowed for the

observation of the mass of rosmarinic acid.

3. RESULTS AND DISCUSSIONS

The fact that the secondary metabolites extracted from sage leaves were harvested in
May-June, and October-November is one of the details we found in the literature. We
harvested the sage for this study in June. According to all analyses, rosmarinic acid was
produced from sage leaves with enhanced, high-purity rosmarinic acid. In light of the
preliminary research, it was found that ethanol produced more rosmarinic acid

throughout all experiments when compared to acetone and ethanol solvents. It was
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established that the investigations that lasted for 24 hours in both solvents were
excessive after taking the extraction times into account. When traditional solvent
extraction and ultrasonic bath aided extraction were compared, the extract produced by

the ultrasonic bath in both solvents had the greatest concentration of rosmarinic acid.

When compared with the analysis, it was discovered that the ethanol experiment
outperformed the ultrasonic bath-aided extraction. Additionally, it was found that the
quantity of rosmarinic acid extracted from the plant material still in the Clevenger
apparatus setup was comparable to the amount extracted using ultrasound. The organic
active ingredient, rosmarinic acid, was demonstrated to be absorbed by activated carbon
in the research that followed its application. The peak purity of rosmarinic acid was
shown to be higher in all experiments when compared to trials without activated carbon,
according to HPLC data. As a result that our peak purity rose but the quantity of
rosmarinic acid reduced. In order to analyze the residual pulp, which is one of our
primary goals, HPLC analysis was done on the liquid extract produced from the
aqueous phase that was left behind as trash. The transfer of rosmarinic acid to the
organic phase, ethylacetate, was accomplished by using liquid-liquid extraction with the
aid of ethylacetate after this aqueous phase underwent sequential purification once again
by carrying out a separate test. Methanol was used to dissolve the solid product that was
left behind after the ethyl acetate phase evaporated. Flash chromatography and
fractionation by filtering were used to produce enriched rosmarinic acid.

4. CONCLUSION AND OUTLOOK

It was discovered via interviews with the actual sage oil producers that the pulp and
aqueous phases left over after oil production were appraised or discarded in various
locations. For instance, one business claimed that the leftover pulp is used beneath the
plants to stop weeds from sprouting in the fields. Another manufacturer claimed that
this pulp was adulterated by being dried and mixed with recently collected goods. A
producer once again remarked that the wet area was used for irrigation following the
interviews. The plant is utilized as animal feed once the oil is extracted, which is
another discovery made as a consequence of the interviews. After conducting all of
these interviews, we believe that the true manufacturer's responses have confirmed the
existence of a product that can be used in regions where it is more effective. Since both
the favorable climatic conditions in our country for its production and the fact that the

active component of rosmarinic acid in the sage plant is an important phytochemical
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were confirmed by the pharmacgnosy approach in the literature, it has been seen that a
product with a high added value can be obtained from the sage plant. In the context of
this work, enhanced rosmarinic acid was produced by experimenting with several sage
plant extraction methods, followed by flash chromatography. By conducting a
cytotoxicity test in cell culture medium, the generated active substance was compared to
the commercially purchased active substance. Commercial rosmarinic acid was found in
in-vitro tests to not have cytotoxic effects up to 5 ppm, while the extract we obtained
was found to not have cytotoxic properties up to 10 ppm. Rosmarinic acid has been the
subject of in vitro and in vivo investigations in the literature. Such research ought to be
used to support this extract.
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1. GIRIS

Adacay1 bitkisi glinlimiizde diinya ¢apinda genellikle ugucu yagmin kullanimi {izerine
yaygindir. Ozellikle Salvia officinalis tiirii tibbi bitki tanimlamasinda diinya genelinde
kabul goérmiistiir. Bu tiir, iilkemizde de kolay sartlarda yetistirilmektedir. Ucucu yag
eldesinde kullanildiktan sonra posa kismi ve distillenmeden kalan sivi kismi biyo atik
olarak kalmaktadir. Oysaki yapilan literatlir taramasinda adagay1 etken maddelerinin
gida takviyeleri gibi ¢esitli yerlerde kullanimi heniiz ¢ok yaygin olmamakla birlikte bu
posada ve destillenmeden kalan sivi fazinda olduk¢a kiymetli ve biyoaktivite ve
farmakolojik ¢aligmalar1 son yillarda daha da 6nem kazanmis sekonder metabolitler
icermektedir. Bu metabolitler de calisilmaya deger fitokimyasallardir. Dogal iirlinlere
olan ilgi son yillarda olduk¢a artmis durumdadir. Bu tarz fitokimyasallarin
aydimnlatilmast ve kullanim alanlarmin bilim yoluyla kanitlanmasi insan saglig

acisindan olduk¢a 6nemlidir.

1.1. DOGAL URUNLERIN TARIHSEL GELiSiMi

Dogal iriinler; bitkiler, hayvanlar veya mikroorganizma gibi c¢esitli biyolojik
kaynaklardan elde edilerek saglik alani basta olmak {izere birgok alanda kullanimi
gergeklestirilebilir [1]. Tarihsel kayitlara bakildiginda Mezopotamya bdlgesinde
bulunan ¢ivi yazilarinda dogal iirlinlerle tedavi sekillerinin tasvir edildigi gozlenmistir.
Glinimiizde hala oksiiriikk, soguk alginhiginda kullanilan Cupressus sempervirens
(Cypress) ve Commiphora species (myrrh) yaglart bu tabletlerde yer almaktadir.
Misirda bulunan Ebers Papiriisinde (Milattan Once (M.0O.) 1550) hastalik tedavi
yontemleri anlatilmakla birlikte 700 farkli bitki temelli yapilacak ilaglarinda ne sekilde
hazirlanmas1 gerektiginden bahsedilmektedir [2]. Hitit medeniyetinden kaldig1
kanitlanan tabletlerde ise 30’dan fazla bitkiden bahsedildigi goriilmiistiir. Bu
medeniyette hastaliklarin kirlilik sebebiyle tanrinin hastaliklar1 ceza olarak gonderdigine
inanilmaktadir. Bulunan regeteler hastanin ne sekilde iyi olacagini tanimlamakla birlikte
eger iyi olmazsa ne denemesi gerektigini de igcermektedir [3]. The Chinese Materia
Medica’da M.O. 1100 yilinda 52 farkli recete oldugu kayitlara gegmistir.

Farmakognazinin babasi olarak ismini tarihe yazdiran fizik¢i, farmakolog ve botanikgi
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olan Antik Yunan’dan Pedanius Dioscorides ‘Ilaglar Bilgisi Uzerine’ anlamma gelen
“De Materia Medica” kitabin1 yazmistir. Bes ciltten olusan bu eserde bitkilerin basit
siniflandirilmasindan baglayip aromatik bitkiler, merhemler, yaglardan bahsetmistir.
Bunlarin yani sira bitkilerin hangi kisimlarmin nerelerde kullanilmasi gerektiginden,

hangi bitkilerin zehirli oldugundan ve bunlar gibi bircok 6nemli konudan bahsetmistir
[4].

Bunlar dogal iiriinlerin tarihsel gelisiminde dayandigi en eski yazili kayitlar olarak
degerlendirilebilir. Yazili kanit niteligi tasiyan deliller olmasa dahi bilinen tarihin en

eski zamanlarma gidecek olursak o zamanlarda da dogal firiinlerin tedavi etmek

amaciyla kullanilmig olabilecegini diisiinmek ¢ok zor degildir.

Antik donemde Knidos ve Kos tip tarihinin merkezleri olarak bilinirdi. Knidos'ta
Euryphon ve Kos’ta Hipokrat modern tibbin gelisiminin ilk adimlarin1 atmaya
baslamislardi [5]. Hipokrat hastalarinin iyilesmesinde hicbir detayi atlamadan dikkatli
ve titizlikle c¢aligmistir. ‘Besinin ilag¢ ilacin besin olsun’ soziiyle besinin Onemini
vurgulamistir. O donemde hekimler tarafindan kullanilan bitkiler arasinda papatya
anason, pelin otu, kisnis, kekik, yaban mersini gibi bitkiler bulunmaktadir. Fakat eski
caglardan baglayan modern tibbin gelisimi sebebiyle o donemlerde tedavi amaciyla

kullanilan tibbi bitkilerin neler oldugunun tam olarak bilinen sayis1 azdir [6].

Yunan tibbinin 6nde gelen uygulayicilarindan biriside Galen’dir. Bergamada diinyaya
gelmistir. T1p egitimi icin Izmir’den Iskendireye’ye kadar dénemin iinlii hekimlerinden
dersler almistir. 400’den fazla eser yazdigi diisiiniilmektedir; giiniimiize ancak 140
tanesi ulasmistir. Sonraki donemlerde ‘galenik ilaglar’ olarak adlandiracagimiz tedavi
edici 6zelligi oldugunu diisiindiigii 25’e varan bitki karisimlarindan olusan receteler

yazmistir [3].

Milattan sonraki yillarda da bitkisel tedaviler revagtaydi. Milattan sonra (M.S.) 828°de
Miisliman Alim el Dinaveri’nin Botanik bilimine 6nemli katkilar1 olmustur. Eserinin
ad1 ‘Kitab’iin Nebat’tir. Kitapta botanik terimler yer almaktadir. Bitki morfolojisi ile

bitkilerin tip alanindaki 6neminden bahsetmistir [7].

Islam tibbinin en énemli isimlerinden biri olarak kabul edilen Ebubekir Er-Razi kimyay1
tip ile birlestiren ilk hekimlerdendir. Kitaplarinda formik asitten, stlfiirik asitten
bahsetmesinin yani sira sinameki ve demirhindi bitkilerinin droglarinin hazirlanmasi ve

distilasyon islemlerini tarif etmistir [8].



El-Biruni ise “Kitab-iil Al Saydala Fi’t-Tibb” kitabiyla 300’e yakin bitkinin faydalarini
ve nasil kullanilacaklarmi yazmustir. Islam diinyasinda ise eczaciligin babasi unvani

Biruniye verilmistir [9].

Islam diinyasinda “Seyhii’r Reis”, batida ise “Avicenna” olarak bilinen Ibn-i Sina’nin
yiizlerce eseri bulunmaktadir. Bunlardan birinde 800’e¢ yakin bitki ve hayvansal

tirlinlerin basit ilaglar olarak kullanimindan bahsetmistir [3].

Osmanli dénemini inceledigimizde de ¢ok c¢esitli bitkinin ilag yapiminda kullanildigina
dair kamitlar bulunmaktadir. ilag karisimlari hazirlanirken bitkilerin kdk, tohum, yaprak,

¢igek kullanilmigtir. Bunlarin yani sira regine ve yaglari da kullanilmistir [10].

Dogal iiriinler tedavi edici alanlarda kullanilirken gesitli sekillerde isimlendirilmistir. O
donemlerin tedavi kitaplari, yazitlari, tarihi kalintilarinda bunlar; geleneksel ilag, iksir,
yag olarak genel tanimlarla belirtilmistir. O donemlerden giiniimiize efektif sekilde

aktarilamayan kimligi belirsiz onlarca tedavi edici bitki oldugu diigiiniilmektedir [11].

Dogal iiriinlere bu yonelim tarih boyunca ilerleme sekli aslinda ¢ogu zaman deneme

yanilma ile olmustur.

‘Al, bu kokii ye. O kok kotii. Gel bu duay1 oku. O dua batil al bu iksiri i¢. O iksir yanlis.
Al bu hap1 yut. O hap etkisiz. Gel bu antidepresani al. O antidepresan ise yaramaz. Al,

bu kokii ye.’(anonim). Seklinde devam eden bir siire¢ haline gelmistir.

Burada 6nemli olan gergek bilimsel bilgiye ulasmadaki istek ve ¢abadir. Bunun igin
dogal iirlinlerden ila¢g veya etken madde eldesi konulari iizerine detayli calismalar
yapmak i¢in biitiin bilgi birikimlerini bu alana harcayabilmek i¢in olusturulan bilim

dallarina gereksinim duyulmustur.

Diinya Saghk Orgiitiinin (WHO) yayinladigi verilere gore; ‘insanlarin % 80’ine
yakiminin hala giiniimiizde oncelikle bitki bazli geleneksel tedavi edici yontemlere
yoneldigi’ not edilmistir [12]. Bu yonelim potansiyeli olan bitkilerden etken maddeyi

izole ederek direkt ve biyosentez yoluyla ilag iiretimi yolunu agmustir.

1.2. FITOKIMYA NEDIR?

Bitkisel kaynaklardan elde edilen dogal iriinler igerdikleri sekonder metabolitler
(fenolik asitler, flavonoidler vb.) sayesinde potansiyel tedavi ediciler olarak

kullanilmislardir. Sekonder metabolitler genellikle organizmanin ¢evre sartlarina uyum



saglamasi durumlarinda tiretilirler. Bitkiyi hayatta tutmak tizerine ¢alismaktadirlar. Yani
savunma mekanizmalar1 yardimiyla organizmanin hayatta kalmasina yardimei

olmaktadirlar [13][14].

Bu sekonder metabolitler bitkiyi korumanin yani sira insan sagligi iizerine olumlu
etkiler birakabilecek kimyasal maddeler salgilamaktadirlar. Bu tarz biyoaktif maddelere
fitokimyasal maddeler denir [15]. Terpenler, alkoloidler ve fenolik asitler olacak sekilde
ana basliklar1 mevcuttur [16]. Etkisi kanitlanan bu biyoaktif maddeler igerisinde fenolik
asitler, saponinler, kumarinler, terpenler, tokoferoller, terpenler, izotiyosiyanatlar,

karotenoidler, terponioidler, alkoloidler ve indoller gibi alt gruplari bulunmaktadir [17].

Fitokimyasallar iizerine genel bir literatlir taramasi yapildiginda bu maddelerin ortak
olarak antioksidan, antimikrobiyal, antidiyabetik, antikanser, anti-inflamatuar 6zellik

gosterdigi goriilmiistiir [16].

1.3. DOGAL URUNLERDEN ETKEN MADDE ELDESINDE KULLANILAN
EKSTRAKSIYON METOTLARI

Ekstraksiyon, organik bir maddenin ¢oziicli yardimiyla ayrilmasi islemidir. Bu islem
dogal tiriinlerde ayirmak istedigimiz maddeye uygulanacak ilk ana islemlerden birisidir.
Ekstraksiyon islemleri deneyde kullanilan materyal ve ¢oziiciiye gore farkli
siniflandirmalarda  bir arada toplanabilir. Ornegin katt maddemize solvent
uygulamasiyla ¢esitli teknikler kullanilarak yapilan ekstraksiyona kati: sivi
ekstraksiyonu adi verilir. Burada onemli olan nokta kati materyalin sivi ¢ozeltiye
gecisindeki diflizleme islemi yavas gercekleseceginden kati partikiillerin boyutlari
kii¢iiltiilmelidir [18]. Bunun gibi birbiri ile karigmayan iki sivi yardimiyla, hem polar
hem apolar oOzellik gdsteren bir maddeyi bir fazdan diger faza cekme seklinde
hazirladigimiz bir deney prensibimiz mevcutsa sivi: sivi ekstraksiyonu kullanabiliriz.
Burada dikkat edilmesi gereken nokta iki sivi arasindaki yogunluk farkinin olmasidir.
En temel kurallar1 arasinda kati maddelerin partikiil boyutu, ¢oziicli: kati orani,
ekstraksiyon siiresince optimum sicaklik denemeleri, farkli ekstraksiyon tekniklerinin

denenmesidir. Bunlarin hepsi ekstraksiyon verimini etkileyen faktorler arasindadir [19].

Coziicli secimi yaparken ekstrakte etmek istedigimiz maddenin kimyasal 6zelliklerini
iyi bilip ona gore ¢oziiciiler secilmelidir. Benzer benzeri ¢6zer ilkesiyle secilmesi

gereken ¢oziiciide secicilik, ¢oziiniirliikk, maliyet, glivenlik parametreleri de goz oniinde



bulundurulmalidir. Fitokimyasal analizlerde en ¢ok tercih edilen ¢oziiciiler etanol ve

metanoldiir.

Partikiil boyutu asir1 absorpsiyona sebep olmayacak kadar kiiciiltiilmelidir. Asir1 kiigiik
oldugu durumlarda sonrasinda filtrasyon uygulanabilir. Sicaklik ayarlamasi yapilirken
ilk dikkat edilmesi gereken izole etmek istedigimiz etken maddenin sicaklik ile
bozunmayacagindan emin olmamizdir. Yiiksek sicakliklarda ¢oziiniirlik ve difiizyon
artacaktir fakat bu sefer istenmeyen bagka safsizliklar da ekstraksiyon ¢oziiciisiine
gecebilmektedir. Yiiksek sicakliklarda ¢oziiniirliik ve difiizyon artacaktir fakat bu sefer
istenmeyen baska safsizliklarinda ektraksiyon ¢oziiclisiine gegmesi kolaylasacaktir. Bu
cok istenmeyen bir durumdur. Bu sebeple sicaklik ekstraksiyon metodu i¢in 6nemli bir
parametredir. Bir bagka 6nemli parametrede ekstraksiyon siiresidir. Siire ayarlanirken
belirli bir zaman igerisinde ¢oziicii dengelenir ve bu siireden sonra devam eden siireler

ekstraksiyon veriminde anlamli artig yapmamaktadir [20].

Ekstraksiyon metotlarindan bazilarini inceleyecek olursak geleneksel metotlarin yani
sira gelisen teknoloji ve yesil kimya uygulamalaria olan ilginin de artmasiyla bazi
yenilik¢i metotlar da mevcuttur. Maserayon ve sokslet ekstraksiyonu geleneksel
metotlar arasinda gegmektedir. Maserasyon ekstraksiyon yontemleri iginde en genis
kullanim alanina sahiptir. Coziicii se¢imi polariteye gore degiskenlik gosterebilir. Siire
genellikle uzundur. Sicaklik uygulamasi yapilabilir. Kullanilan ¢6ziici miktar
genellikle fazladir. Sokslet ekstraksiyon diizenegi ile organik ¢oziicliler kullanilabilir.
Kullanilacak ¢6ziicii maserasyonda oldugu gibi izole etmek istedigimiz numunenin
polaritesine gore belirlenebilir. Genellikle sabit yaglar1 izole etmek i¢in hekzan gibi
apolar ¢oziiclilerin kullanildigr bir yontemdir. Kullanilan ¢dziicliniin  kaynama

sicakligina kadar ¢ikilabilir [21].

Geri sogutucu yardimiyla reflaks sistemlerinin kuruldugu distilasyon teknigine dayali
ekstraksiyon cesitleride mevcuttur. Burada genellikle deiyonize su kullanilir. Ornegin
ucucu yag elde etme yontemlerinden biri olan klevenger aparti diizenegi kurularak

bitkilerden hidrolat ve ugucu yaglar elde edilebilir [22].

Yenilik¢i yontemlere bakacak olursak ortak oOzellikleri en temel anlamda daha az
¢oziicii ile daha kisa siirede gergeklestirebildigimiz yontemlerdir. Bu ydntemlerin
baslicalar1 ve son donemlerde en ¢ok kullanilanlardan bazilari; stiperkritik akiskan sivi,

ultrasonik destekli ekstraksiyon, mikrodalga destekli ekstraksiyon, enzim destekli



ekstraksiyondur.

Stiperkritik akiskan ekstraksiyon siiper akiskan sivi kullanilmaktadir. Her maddeye 6zgii
kritik sicaklik degeri ve kritik basing degerleri mevcuttur. Bu degerler iizerindeki

kosullar saglandiginda siiperkritik akiskan fazina gecebilmektedir.

Stiperkritik akigkanlar yiiksek diflizyon katsayisina sahiptir, kimyasal kalintt
birakmazlar, ekstraksiyonlarda karbondioksit gibi defalarca kullanilabilen gaz

kullanilabilmektedir [23].

Ultrasonik destekli ekstraksiyonda deiyonize su ve organik c¢oziiciiler kullanilabilir.
Coziicli secimi ekstre edilmek istenen maddeye gore yapilir. Dogal iiriinlerden etken
madde izolasyonunda ¢ok tercih edilen metotlardan bir tanesidir. Ultrasonik kavitasyon
prensibi ile ¢aligir. Ultrason uygulamasiyla bitki hiicre duvarlarinda yirtilma olusur. Bu
sayede etken maddeye efektif sekilde ulasim saglanmis olur. Bu metodun avantaji

stireden kazang saglamasi az ¢6ziicii ile etkili sonuglara ulasilabilmesidir [24].

Mikrodalga destekli ekstraksiyonda mikrodalgalar dedigimiz 300MHz ile 300GHz
arasinda olan dalgalar yardimiyla sicaklik ve basing kontroliinde kapli kap icerisinde
gerceklesen ekstraksiyon metodudur. Bu yontemde ¢ok az miktarda ¢oziicli kullanilir ve

stiresi ¢ok kisadir. Verim olarak da azimsanamayacak oranda ekstraksiyon verimi elde

edilmektedir [25].

Enzim destekli ekstraksiyon incelendiginde; bitki hiicre sitoplazmasinda bulunan etken
maddenin daha kolay salinmasini saglamaktadir. Bu mekanizmanin isleyisi; hidrojen
baglar1 ile birbirlerine baglh olan veya herhangi bir sebepten ¢oziicii ile etkilesemeyen
etken maddelerin enzimatik 6n muamele ile bagh bilesiklerin serbest birakilmasi esasina
dayanmaktadir. Ornegin seliilaz vb. spesifik enzimler yardimiyla ekstraksiyonun daha
etkili gerceklesmesi icin hiicre duvarmin pargalanmasini saglayip etken maddenin

salmimini kolaylastirmaktadir [26].

1.4. DOGAL URUNLERDE KALITE KRIiTERLERI

Saglik alaninda tiiketilecek olan ‘dogal {irtin’ etiketli iirlinler tliketicide tamamen
giivenli algis1 olusturuyor. Fakat giivenirliginden emin olmadan bilingsizce tiiketilen bu
irtinler kimi zaman tedavi etmek yerine istenmeyen etkilere yol acabiliyor. Dogal

iirtindeki bilinmeyen igerikler bilinmeyen etken madde miktarlar1 bu olumsuzluklara



sebep olabiliyor. Hatta aktif olarak giinliik kullanilan ila¢ var ise o ilagla etkilesime

girerek hayati tehdit eden sorunlar agabiliyor [27].

Dogal iirtinler ve ilag etkilesimleri ilag-ila¢ etkilesimlerindeki farmokokinetik
farmokodinamik ilkelerine benzemektedir. Farmakokinetik etkilsimler emilim, dagilim,
metabolizma ve atilimindaki degisikliklerdir. Farmakodinamik etkilesimler ise bitkisel
tiriinler-ilag arasinda sinerjik etki olusabilir bu olusum ilacin etkisini artirir ya da
antagonistik etki ile etkinin istenmeyen diizeyde azalmasina ve akabinde tedavinin tam

olarak gergeklesmemesine sebep olabilir [28].

Bunun yani sira literatiire baktigimizda sar1 kantaron, gingko, ginseng, zencefil,
sarimsak, efedra, ekinezya ve kedi otu gibi bazi bitkilerin ilaglarla etkilesime girdigi yer

almaktadir [28].

Tibbi bitkilere ait gerekli bilgiler detayli sekilde Tiirkiye ilag ve Tibbi Cihaz
Kurumunun (TITCK) sitesinde yaymlanmistir [29].

Dogal iirlinler denildigi zaman en ¢ok bilinen ve kullanilan nihai iiriinler yaglar,
ekstraktlar, macunlardir. Dogal iiriinlerin kullanimi binlerce yillik insan deneyimine
dayanan bir olgudur. Son yillarda bu iiriinlerin kullaniminin artmasiyla kalite kontrol ve
degerlendirme yoOntemlerinin 6nem kazandigir bilinmektedir. Fakat kalite kontrol
mekanizmasi igeriginde kimyasal ilaglara uygulanan ekstraksiyon, tanimlama, saflik,
kalite ve farmakolojik etkiler i¢in bilimsel yontem ve gereklilikleri dogal olarak elde
edilen iriinlere uygulamamiz tam olarak miimkiin olmasa da kalitenin belirlenmesinde

yardimci olabilmektedir [30].

Dogal bitkisel iirtinlerin giivenilir bir sekilde fitoterapik olarak kullanilmasinda en
Oonemli basamaklar sirasiyla; agikca aktif bilesen veya bilesenlerin tanimlanmasi, her
adimda uygun kontrollerin uygulanmasi ve iriinlerin stabilitesinin saglanmasidir. Bu
tiriinlerin kontrolleri yapilmadan tiiketildiginde olumsuz sonuglara yol agabilir. Cilinkii
ham bitki materyali dahi ¢evresel etkenlere bagl olarak igerdigi etken madde miktarini
artirip azaltabilmektedir. Bu degisiklik bitki igerisindeki etken madde oranini

etkileyebilir [31].

Tiim bunlar baz alindiginda dogal kaynakli bir tirlintin kullanilabilir oldugunun kararina
varabilmek igin fiziksel oOzelliklerinin belirlenmesi rengi, kokusu gibi spesifik
Ozelliklerin tanmimlamasi gerekebilir. Elde edilen nihai iirlinde herhangi bir

kontaminasyon olup olmadiginin analiz edilmesi ve saklama kosullar1 ve raf dmriiniin



dogru bir sekilde belirlenmesi gerekir. Ozellikle etken maddenin kalitatif ve kantitatif
parametrelerini agikc¢a bildirecek bazi analizlerin yapilmasi ve uygun etiketlemelerin

yapilmasi gerekmektedir [27].

1.5. DOGAL URUNLERDEN iLAC KESFi

Dogal iirlinlerin saglik alaninda kullanimi1 neredeyse insanlik tarihi kadar eski
diyebiliriz. Yazili kaynaklara baktigimizda bitkilerin tedavi edici olarak kullanildigini
kanit niteliginde gormiistiik fakat daha da eskilere gittigimizde insanoglunun hayatta
kalma i¢giidiisiiyle hastaliklar1 karsisinda bircok seye basvurdugu bunlardan birinin de
bitkiler olabilecegini diisiinmek zor degildir. Bunlar o gilinlerden bugiine geleneksel

tamamlayici tedaviler olarak gelmistir diyebiliriz.

Modern tipta ise durum bundan farklidir. Modern tibbin temeli ise tamamiyla bilimsel
bilgi kaynaklarin1 baz almaktadir. Modern tipta kullanilan ilaclardan bitkisel kaynakl
ilaglar da mevcuttur. Bunlar dogal iriinlerden farkli olarak giivenilirligi test edip
onaylanmis ilaglardir. Tarihsel gelisime bakilacak olursa ilag¢ olarak iiretilen ilk bitki
destekli ilacin iiretiminden yillar 6nce de insanlar tarafindan bitkisel olarak tedavi edici
ozellikleriyle kullanildigi saptanmistir. Buna en giizel 6rnek 19. Yiizyilda sentetik
olarak tiretilen aspirindir. Aspirinin etken maddesi olan salisilik asit sayesinde antik
Misir da dahi ates diisiiriicli ve agr1 kesici olarak kullanildig: literatiire yansimistir. Bu
durum bize gosteriyor ki modern ilaclarin kesfinde tarihe dayanan bitkisel iiriin

kullaniminin degerlendirilmesi yatiyor [32].

Dogal kaynaklardan elde edilen ilk ticari ilag morfindir. Afyon c¢igegi bitkisinden elde
edilmis olup igerisindeki alkaloidler sayesinde kuvvetli agr1 kesici 0Ozellik
gostermektedir. Ilk iiretildiginde kontrolsiiz bir sekilde agr1 kesici olarak piyasaya
stiriilen bu ilacin bagimlilik yaptig1 farkedilip kullanimi 6zel durumlara baglanmistir
[33].

Diinya Saglik Orgiitii verilerine gore bitkisel ilaglarm kullaniminin arttigi bildirilmistir.
Bu durumda dogal bitkisel iiriinlere olan yonelim de artirmistir. Fakat bu durum iiretilen

bu iirlinlerin gilivenirliginin de saglanmasi gerektigini gostermektedir.



1.6. DOGAL URUNLERDEN ELDE EDILEN ETKEN MADDELERIN TAYIN
YONTEMLERI

Dogal bitkisel irlinlerden elde edilen {iriinlerin analizlerinin yapilmasi i¢in
kromatografik yontemler veya spektroskopik yontemler fazlasiyla kullanilmaktadir.
Kromatografi; ekstrakttaki etken maddelerin ayristirilmasinda kullanilan bir yontemdir.
Temeli hareketli faz ve durgun faz arasindaki polariteye bagl etkilesimlerle bazi
molekiillerin alikonmasi bazilarinin durgun faz olan kolonu daha erken dedektore
ulagsmastyila ekrana yansiyan piklerin degerlendirilmesi islemidir. Bu degerlendirme
var-yok analizi ve miktar tayini hesaplamasini icermektedir. Genellikle oncelikle elde
etmek istedigimiz etken maddenin standardi literatiirdeki metotlara gore veyahut metot
gelistirilerek  okunur. Sonrasinda ekstre ayni metotla okunarak standartla

karsilastirilmasi yapilip nitel ve nicel analizler hakkinda bilgi verir [34].

Spektroskopi ise elektromanyetik 1sinlarin madde ile etkilesimini inceleyen bilim
dalidir. Genel anlamda gonderilen 15inin absorpsiyonu ve gecirgenligine bagl verileri
ekranda gormemizi saglar. Bu etkilesim sonucu ekranda gozlemledigimiz spektrum

sayesinde tanilama ve madde miktari 6l¢timii gerceklestirilebilir [35].

Giivenilir bu iriintin elde edilmesi sirasinda izlenecek yollarin basinda kullanilacak
bitkinin tanimlanmasinin dogru yapilmasi gelmektedir. Sonrasinda belirlenen optimize
ekstraksiyon yontemi uygulanarak derisik sekilde etken madde eldesi ve elde edilen bu
maddenin analitik cihazlarla dogrulanmasi gerekmektedir. Dogal iiriinlerden elde edilen
ekstrelerin optimizazyonu saglandiktan sonra bu optimize ekstraksiyon metodunun
giivenirligini  kanitlamak i¢in bir takim analitik cihazlardan yararlanmamiz
gerekmektedir. Burada elde edilen iiriine gore farkli cihazlarda {riiniin kalitatif ve

kantitatif analizleri yapilabilmektedir.

Bircok analitik cihaz kullanilabilir. En ¢ok kullanilabilecek cihazlar arasinda Yiiksek
Performansli Sivi Kromatografisi (HPLC), Sivi kromatografisi-Kiitle Spektroskopisi
(LC-MS), Gaz  Kromatografi-Kiitle = Spektrometresi ~ (GC-MS),  UV-Vis
Spektrofotometresi-Ultraviyole Goriiniir Bolge Spektroskopisi, FT-IR Fourier Doniisi
Kizil6tesi Spektroskopi en efektif sonuglar1 verebilecek analitik cihazlardir. Bu cihazlar

sayesinde elde etme, tanilama, miktar tayini vb. analizler gerceklestirilebilir.

HPLC teknigi ile bilesenlerdeki maddeleri ayirmak ve tayin etmek i¢in kullanilir. Temel

prensip hareketli faz ile bitkilerden elde edilen ekstrelerdeki etken maddelerin durgun



faz tizerinde ilerleyerek detektore ulasip verdigi sinyallerin incelenerek nitel analizlerini
veya nitel analizlerini yaptigimiz, istenilen maddenin olup olmadiginin tayini ve varsa

miktarinin ne oldugu hesaplamada kullanilir [36].

LC-MS Sivi kromatogrofisi- kiitle spektroskopisi tekniklerinin bir arada kullanilmasiyla
veri saglayan analiz yontemidir. Sivi kromatografisi kisinda HPLC benzeri olarak
bilesenleri ayirmak i¢in mobil faz ve sabit faz yardimiyla yapilan ayirma teknigidir.
Sonrasinda ise Kiitle spektroskopisi ile bilesigin kiitle-ylik oranina dayanarak molekiil
tanimlamas1 yapilarak molekiil agirligi belirlenebilir. Bitkisel ekstrelerde bu analiz
yontemleri ile ekstredeki etken bilesenin diger bilesenlerden ayrilmasi veya
zenginlestirilmis olarak elde edilen ekstrelerde etken maddenin safligin1  ve
konsantrasyonunu belirlemek i¢in kullanilabilir. Bitkisel bir ilag gelistirmede, kalite

kontrol i¢in kullanilabilecek onemli tekniklerden biridir [37].

GC-MS ugucu faza gecebilen organik molekiillerin tayininde kullanilir. Bu cihaz ile
genellikle bitkilerden elde edilen yaglarin igerikleri belirlenir. GC-MS’te GC kisminda
ayrim gerceklesir ve MS kisminda ise bilesenlerin molekiil kisimlar1 belirlenir. Ve
dedektdrden elde edilen sinyallare gore elde edilen ugucu bilesenlerin yiizdesel oranlar
verilmektedir. Ugucu yaglardaki bilesenlerin kalitatif tayini ile karekterizasyon ve kalite
kontrol basamaklarinda bu analize bagvurulabilir. Sabit yaglarda ise yag asitlerinin

kompozisyonunun belirlenmesinde kullanilabilir [34].

UV-Vis spektrokopisi bir bilesigin goriiniir bolgedeki absorpsiyon o6zelliklerini 6lgerek
¢ozelti igerisindeki madde konsantrasyonunun belirlenmesini  Glger. UV-Vis
spektrometresinde 151k kaynagindan gelen 1sinlar 6rnek ¢ozeltiden gecerken bir kismi
sogurulur ve detektore gelerek 15181n siddetini Olgerek spektrumu kaydeder. Bu
spekturum yapilan analize gore absorpsiyon grafigi veya g¢ozeltinin konsantrasyonu
hakkinda bilgi verebilir. Bitkisel eksktreler i¢in en ¢ok yapilan analiz toplam fenolik,
flavonoid miktarlarinn belirlenmesi veya antioksidan aktivitesinin belirlenmesini

saglayabilir [38].

FT-IR Fourier Doniisii Kizilotesi Spektroskopi kizildtesi 1sinlart molekiiller arasondaki
baglarin titresim frekanslarmi etkileyerek molekiillerdeki baglar1 ve fonksiyonel
gruplar1 hakkinda bilgi verebilir. Ol¢iimii yapilan maddenin aldehit, alkol, amin veya
karboksilik asit gruplarinin varligindan bahsedilebilir. Bitkisel ekstrelerde kullanimi ile

ekstrelerde standartlastirma analizlerinde ve saflik tayinlerinde kullanilabilir [39].
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2. ADACAYI

Lamiaccea yani Ballibabagiller familyasina ait aromatik ve tibbi bitki olarak bilinen
adacay1 (Salvia officinalis L.) ¢ok yillik bir bitkidir. Kokeni Akdeniz bolgesine
dayanmaktadir [40]. Lamiaccea familyasina ait bitkilerin ¢gogunda ugucu ve aromatik
yaglar bulunmaktadir. Genellikle hos kokuludurlar ve igerdikleri etken maddeler

benzerdir [41].

Diinya genelinde yaklasik 900 tiir bulunmaktadir. Tiirkiye bulunan tiir sayis1 ise 97°dir.
Ticari olarak yetistirilenler Salvia fruticosa, S. cryptantha, S. multicaulis, S. sclarea ve

S. tomentosa tiirleridir [41].

Salvia officinalis ise iilkemizde dogal olarak bulunmasa da kiiltiiri yapilarak kolayca
yetistirilebilen bir bitkidir. Diizce ili TUIK verilerine gore iiretim miktar1 5 ton elde
edilen verim 111 kg/da olarak 2019 yilinda kayit edilmistir [42]. Dis Ticarette
bakildiginda hem bitkisel cay olarak hem de adacayr yagi olarak pazara agildigi
goriilmektedir. Tiirkiye adagayr {iiretimine bakildiginda son bes yil yapilan veri

incelemesinde yaklagik yillik 15 bin ton iiretim yapildig1 kaydedilmistir.

Salvia officinalis bahge siisleme, kozmetik, boya, gida ve dogal koruyucu gibi alanlarda
da yogunlukla kullanilmaktadir. Adacay1 cay olarak kullanilmakla birlikte eski yillarda
halk hekimliginin oldugu zamanlarda da en ¢ok kullanilan bitkilerin arasindadir.
Terapotik acidanda yapilan bilimsel c¢aligmalarla da degerli bir bitki oldugu
kanitlanmigtir. Tibbi amacgli kullannomda en ¢ok rastlanan durum bogaz agrilari,
infulenza, bronsit, 0ksiiriik gibi rahatsizliklarda oldukta etkili oldugu kanitlanmis ve

yillardir tibbi aromatik bitki olarak bu amaglarla kullanilmislardir [43].

TITCK’nin internet sitesinde yer alan tibbi aromatik bitki listesinden adagayi
incelendiginde kullanilan kisminin yapraklar oldugu familyasinin Lamiaceae oldugu
Ingilizce’de sage olarak Tiirkcede adagayr olarak bilindiginden bahsedilmistir. ilag
etkilesim bilgisi olarakda antidiyabetikler, antikonviilsanlar ve sedatifler olduguna
deginilmistir. Bununla birlkte ugucu yaginda bulunan ve noérotoksik oldugu bilinen bu

maddeye kars1 dikkatli olunmasi gerektigi vurgulanmistir [44].
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2.1. ADACAYININ FARMAKOLOJIDE KULLANIMI

Lamiaceae familyasi iiyesi olan Salvia bu familyanin en biiyiikk ailesinden biridir.
Yiizlerce tiir bulunduran bu tiirde bizim tezimiz kapsaminda incelemesini yaptigimiz tiir
Salvi officinalistir. Kendine has kokusu ve tadi olan bu bitki diinya ¢apinda gida
sektoriinde baharat olarak ve tatlandirict olarak kullanilmaktadir. Halk arasinda tedavi
edici olarak da kullanilan bu bitkinin iilser, nobet, romatizma, iltihaplanma, fel¢ gibi
farkli rahatsizliklara karsi kullanildigi not edilmistir. Bunlarin yani sira en yaygin
kullanimi ise hazimsizlik, siskinlik, bogaz iltihaplanmasi, 6ksiiriik gibi rahatsizliklarda

kullanimidir [40].

Son yillarda yapilan bu geleneksel kullanimlarin anlamli olup olmadigin1 kanitlamak
icin cok sayida calisma yapilmaya baslanmistir. Bu calismalar, antikanser, , anti-
nosiseptif, antioksidan, antimikrobiyal, antimutajenik, anti-enflamatuar, antidemans,
hipoglisemik ve hipolipidemik etkiler dahil olmak iizere ¢cok ¢esitli hastaliklar {izerine
adagayinin farmakolojik aktivitelerinin ortaya ¢ikarmak icin yapilmistir. Bu ¢alismalar
1s5181inda olumlu not edilen durumlarda hangi etken maddenin bu olumlu durumu

meydana getirdigine dair caligmalarda yapilmistir [40].

Salvia officinaliste bulunan etken maddelerin elde edilmeleri ¢ogunlukla
hidrodistilayonla ugucu yagimnin eldesi, alkolik ekstresinin hazirlanmas1 veya sulu
ekstraktinin hazirlanmasi olarak literatiire ge¢mistir. Ucucu yaglarinda bulunan ana
bilesenler borneol, kafur, karyofil, sineol, humulen, pinen ve tujondur. Alkolik veya
suyu ekstraktinda bulunan ve tespiti yapilan etken maddeler ise; flavonoidler, 6zellikle
rosmarinik asit ve luteolin-7-glukozit ve kafeik asit ve 3-Kafeoilkinik asit gibi fenolik

asitler bulunur. Rosmarinik asit en bol bulunan flavonoiddir [45].

Salvia officinalis icin yapilan bazi klinik ¢alismalar mevcuttur. Ornegin rapor edilen bir
calismada Hafiza ve biligsel islev iizerindeki etkiler arastirillmigtir. Rastgele se¢ilmis
kontrol grubuna kars1 Alzehmeir hastalarina 16 hafta boyunca 60 damla alkolik ekstrakt
verilmis ve biligsel fonksiyonlarda iyilesme gozlenmistir. Bagka bir ¢alismada rastgele
secilmis kontrol grubuna kars1 saglikli gen¢ katilimeilar 300-600 mg enkapsiile edilmis
kurutulmus yapraklar verilmistir ve tek dozdan sonra bile sonra ruh hallerinde ve
biligsel islevlerinde iyilesme gozlenmistir. Bunun gibi bir¢ok 06rnek bilissel

fonksiyonlarin gelistirilmesi adina denenmistir [46].

Bogaz agrisi iizerine etkisinin incelenmesi ilizerine yapilan ¢alismalarda faranjit agrisi
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ceken bir gruba doz bagina 140 ul bitki 6zii igeren sprey uygulamasi yapilmis ve bogaz

agrisinin hafifledigi not edilmistir.

Yapilan bagka bir calismada glikoz ve lipitler iizerinedir. Primer hiperlipidemisi olan
hastalara 500 mg enkapsule edilmis hidroalkolik ekstrakt 2 ay boyunca 8 saatte bir
uygulanmistir. Toplam kolesterol, trigliserit, kan seviyelerinin diisiiriilmesi; HDL

seviyesinin arttig1 gozlenmistir.

Hiperlipidemik tip 2 diyabet hastalar1 500 mg enkapsule edilmis hidroalkolik ekstrakt 2
ay boyunca 8 saatte bir uygulanmistir. Kan glikoz, toplam kolesterol, trigliserit ve LDL

diizeylerinin diistiigii; HDL seviyesinin arttig1 gdzlenmistir.

Tip 2 diyabet hastalar1 3 ay boyunca giinde 3 kez 150 mg adacay1 ekstresi kullanilmig
ve toplam kolesterolii azalttig1, aglik glukozu, trigliserit, LDL ve HDL iizerinde etkisi

olmadig1 goriilmiistiir.

Incelenen baska bir klinik ¢alismada ameliyat sonras1 agr1, bulant1 ve kusma gibi yan
etkilerin aromaterapi ile azaltilip azaltilamayacagina bakilmistir. Calisma diizenlenirken
rastgele 3 grup olusturulmustur. Bu gruplardan biri lavanta aromaterapi biri adagay1
yag ile aromaterapi ve kontrol grubu olusturulup ameliyat sonrasinda 3 ve 6 saat sonra
inhalasyon yoluyla uygulamasi yapildi. Adacayr uygulamasinda agrinin Onemli
derecede azaldigi, mide bulantisininda diisiis egiliminde oldugu, lavanta inhalasyonunda

ise adacayina gore diisiik degerler not edilmistir [47].

Bu klinik ¢alismalarin yani sira biyoaktif 6zelliginin belirlenmesi adina ¢alismalar da
yapilmistir. Bu calismalar kapsaminda yapilan ana ¢aligmalar antikanser etkisi,
antioksidan aktivitesi, anti-inflamatuvar etkisi, antiseptik etkisi, bilissel ve hafiza
giiclendirme iizerine etkileri, metabolik etkileri, toksikolojik etkileri, antikolinesteraz

aktivite, ndroprotektif aktivite iizerine onlarca ¢caligma mevcuttur.

2.2. ADACAYININ KIMYASAL BILESENLERI

Adagay1 (Salvia officinalis L.) tibbi ve aromatik bitkiler igerisinde 6nemli bir yere
sahiptir. Ozellikle adagay1 yag1 diinya genelinde ticari alanlarda kullanilmaktadir.
Adacaymin icerigindeki bilesenler incelendiginde aromatik bilesen iceren ugucu yaga
ait bilesenler mevcuttur. Ugucu olmayan sivi ekstrelerine gecebilen polifenoller de

mevcuttur. Ugucu bilesenleri tayin edidiginde ana bilesenler olarak 1,8-sineol, kafur, a-
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tujon, B-tujoe, a-humulen yiiksek oranlarda saptanmistir. Polifenollerine bakildiginda
ise Ozellikle rosmarinik asit, kafeik asit, kuersetin gibi etken maddeler tanimlanmigtir

[48].

Adagay tiirlerine bakildiginda en yiiksek oranda verimin genellikle Salvia officinalis
L.’den alindig: literatiirde belirtilmistir. Yapraklarin kuru agirliklar bazinda elde edilen
yag verimi 0,5-1,5% araliginda degigsmektedir. Bu degisim adacayinin o donemdeki
cevre kosullarina bagli olabilecegi yine yaplan ¢alismalarda kanitlanmistir. Ugucu yag

verimini etkileyen kriterlerden baslicalari ortalama sicaklik, nem, yagistir [49].

Adacay1 ucucu yaglarinda farmakolojik etki gosteren bilesenler tujon, kafur ve 1,8-

sineoldiir [50].

Yapilan bir ¢aligmada farkli iilkelerden toplanan adagaylarinin ucgucu yaglar elde
edilerek GC-MS yardimiyla ugucu bilesenleri belirlenmistir. Bu ¢alismada elde dilen
ana piklerden elde edilen veriler Cizelge 2.1’de gosterilmistir [51].

Salvia officinalis’in diinya capinda genellikle ugucu yagi kullanilmaktadir. Fakat bunun
yani sira onemli bir fenolik ve flavonoid kaynagidir. Sekonder metabolitler sinifina
giren bu kimyasal yapilar bitkinin sekonder metabolit iiretmeye ihtiya¢ duydugu anlarda
artabilmektedir. Buna sebep olan bir¢ok faktér mevcuttur. Bunlardan baslicalar
sicaklik, nem, yagis hatta bitkinin hasat edildigi donem ve saat araligi dahi bitkinin
ithtiva ettigi sekonder metabolit oranini etkileyebilmektedir. Bu etkenlerin en 6nemli ve
ilk kesfedilen ozellikleri arasina sayabilecegimiz Ozellikleri ¢ok gli¢lii antioksidan
etkiye sahip olmalari antibakteriyal 6zellik gostermeleri, radikal siipiiriicii etkilerinin

olmasidir.

Yapilan literatiir ¢aligmalar1 incelendiginde ¢ogunlugu fenolik ve flavonoid bilesen
olacak sekilde neredeyse yaklasik 160 adet polifenol bilesen icerdigi goriilmiistiir.
Yapraklarinda yapilan ekstraksiyonlar tayin edildiginde gozlenen etken maddelerinden
bazilar1 sunlardir; rosmarinik asit, kafeik asit ve tiirevleri, salvionolik asit, kumarin,
yunnaneik asit. Onemli olan flavoidleri arasinda da hispudilin, luteolin 7-O-glukozit,

apigenin, kamferol ve kuersetin bulunmaktadir [52].

Detayli literatiir tarandiginda 4-Hidroksibenzoik asit, kafeik asit, salvianolik asit, metil
salvionalat I, sagekumarin, sagerinik asit, cis-p-kumarik asit 4-(2-apiosil)glukozit, trans-
p-kumarik acit  4-(2-apiosyl)glukozit, 6-ferulil-a-glukoz, 1-(2,3,4-trihidroksi-3-
metil)butil-6-ferulolglikozit, 6-kafeoil-1-fruktosil-a-glukozit, 1-p-hidroksibenzoil-6-
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apiosylglukozit, 4-hidroksiasetofenon 4-glukozit bilesenleri Salvia officinalis L.’de

tnaimlanan ilk kimyasallar arasindadirlar [52].

Salvia da elde edilen maddelerin ¢ogu kafeik asidin tiirevleridir. Kafeik asit Lamiaceae
familyasinda bitkinin biyokimyasinda rol oynamaktadir. Olusan bilesenlerin ¢ogu
kafeik asitin bir tiirevi bir esteri seklinde olusmaktadir. Ornegin rosmarinik asit kafeik

asidin bir esteridir.

Cizelge 2.1 GC-MS Calismalar1 sonucu elde edilen bazi veriler.

Ugucu Fransa | Macaristan | Rusya | Yunanistan | Ukrayna | Iskogya | Italya | Tiirkiye
Bilesenler Isparta
a-pinen 35 58 44 51 37 02 - 280
Kampen 53 51 7,1 5,9 3,6 0,2 58 3,52
1,8-sineol 11,9 14,6 17 45,3 13,7 9,1 11,8 17,93
a-Tujon 21 18,6 16,2 3 22,4 6,8 23,0 20,66
b-Tujon 10,1 6,6 7,1 15 11,6 1,6 38 9,11
Kafurr 23,9 13,7 28,5 11,3 12,9 29,8 26,8 19,93
Borneol 2,6 5 28 16 3 118 - 4,56
Bornil asetat 26 12 19 01 19 78 - 1,28
(E)-b-Karyofilen 34 29 0.9 49 27 16 - 441
a-Humulen 33 26 2 04 21 18 - 1,78
Viridiflorol 56 83 45 11 7.9 45 - 2,21
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3. ROSMARINIK ASIT

3.1. ROSMARINIK ASIiT HAKKINDA GENEL BiLGi

Labiatae familyasina ait bitkilerin bir¢ogu halk arasinda uzun yillardir bitki olarak
veyahut yagi cikarilip, cayr demlenip tiiketilmek siiretiyle yardimci tedavi olarak
kullanilmaktadir. Bilimsel bilginin gelismesiyle yapilan caligmalara bakildiginda
bitkilerin tedavi etme mekanizmalarinin ¢6ziilmesi amaciyla, gergekten bu bitkilerin iyi
gelip gelmedigi veya icerdikleri etken maddelerin neler oldugunun tanimlanmasi
yapilmustir. Bu etkili bilesiklerin ¢ogunun sekonder metabolitler oldugu in vivo, in vitro
calismalarca incelenmistir. Birgok hastalik tizerine etkili olup olmadigi bilimsel
calismalarla kanitlanmistir. Bu familyaya ait bitkilere sahip etken maddelerin halsizlik,
depresyon, biligsel gelisim, hafiza, dolasimin desteklenmesi, hazimsizlik, {ist solunum
yolu hastaliklar1 gibi baglica rahatsizliklarda etkisi oldugu belirtilmistir. Ayn1 zamanda
genel anlamda antioksidan, antimikrobiyal, antibakteriyal etkinlikler gibi birgok
biyoaktif 6zelliklere sahip oldugu da yazilan yayinlarda bildirilmistir. Bunun yan1 sira
anti-alerjik, anti-inflamatuvar, antidepresyon gibi hastaliklar tiizerine ¢aligmalar

yapilmistir.

Rosmarinik asit; kafeik asit ve 3,4-dihidroksifenillaktik asitin esteridir. Rosmarinik
asitin ilk olarak tanimlanmasi ise Italyan kimyagerler Scarpati ve Oriente tarafindan
1958’de yapilmistir. Rosmarinus officinalis bitkisinden izole edilimstir. Bu yiizden

tespit edilen etken maddenin adini rosmarinik asit olarak tanimlamislardir [52].

Rosmarinik asit ise Lamiaceae familyasinda bulunan bir¢ok bitkideki bir sekonder
metabolittir. Yapilan ¢caligmalarda rosmarinik asit melisa, biberiye, nane, adacay1, kekik
gibi yaygin kullanilan bitkilerde yiiksek oranda bulunan antioksidan ozellikli bir

polifenol olarak tanimlanmistir [53].

Son yillarda dogal {iriinler {izerine yapilan ¢alismalarin sayisi insanlarin dogal {iriinlere
yonelmesiyle artis gostermistir. Rosmarinik asit i¢in de tanimlandig1 zamandan itibaren
bir¢cok ¢alismaya konu olmustur. Rosmarinik asit ilk olarak Lamiaceae familyasinda
tanimlandig1 icin bu familyaya ait yapilan ektraksiyon c¢alismalarinda da yiiksek

miktarlarda rosmarinik asit oldugu literatiirde bildirilmistir. Ayrica yapilan literatiir
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taramasinda Cizelge 3.1’ de goriildiigli gibi rosmarinik asitin Lamiaceae familyasindaki
cogu bitkide varlik gOstermesinin yani sira Blechnaceae, Cannceae, Celastraceae,
Apiaceae, Chloranthaceae, Araceae, Boraginaceae, Asteraceae, Oleaceae, Rubiaceae,
Araliaceae, Sterculiaceae, Convolvulaceae, Polypodiaceae, Cucurbitaceae, Liliaceae,
Fagaceae, Scrophulariaceae familyalarinda da rosmarinik asitin varligi ve etkileri

tizerine ¢alismalar yapilmistir [54].

Yapilan detayl literatiir ¢calismasinda onlarca farkli bitkide rosmarinik asit varlig1 ve bu
fenolik asitin etkisi iizerine bilimsel ¢aligmaya rastlanmistir. Sonrasinda bu ¢aligmaya
konu olan bitkilerden hangilerinin Tiirkiye’de dogal yayilim gosterdigine dair Tarim ve
Orman Bakanligina ait ulusal dijital herbaryum veri tabanindan ve Tiirkiye Bitkileri ve
Veri Servisine ait siteden bilgiler toplanarak asagidaki tablo olusturulmustur. Bu tablo
Tiirkiye’de dogal olarak yetisebilen ve icerisinde rosmarinik asidin varligi uluslararasi

yayinlarla kanitlanmis bitkilerin listesini gdstermektedir.

Cizelge 3.1. Rosmarinik asit igeren bitkiler.

Bitki Bulundugu Aile Caligilan Kisim
Anchusa azurea Miller var. azurea | Boraginaceae Kok

Anchusa italica Retz. Boraginaceae -

Foeniculum vulgare Mill. Apiaceae Cesitli Pargalar
Hedera helix L. Araliaceae -

Lallemantia iberica (Bieb.) Fisch | Lamiaceae Cesitli Pargalar
& C.A. Mey

Lavandula angustifolia Mill. Lamiaceae Cesitli Pargalar
Lycopus europaeus Lamiaceae -

Marrubium vulgare L. Lamiaceae -

Melissa officinalis L Lamiaceae Yapraklar
Mentha longifolia (L.) Hudson | Lamiaceae Cesitli Pargalar
subsp. Longifolia

Mentha piperita L. Lamiaceae Yapraklar
Mentha dumetorum Lamiaceae -

Micromeria myrtifolia Boiss. & | Lamiaceae Cesitli Pargalar
Hohen

Origanum vulgare L. ssp. Hirtum | Lamiaceae Cegsitli Pargalar
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Cizelge.3.1 (devam) Rosmarinik asit igeren bitkiler.

Bitki Bulundugu Aile Calisilan Kisim
Origanum majorana L. Lamiaceae Cesitli Pargalar
Origanum rotundifolium Boiss. Lamiaceae Cesitli Pargalar
Prunella vulgaris L. Lamiaceae Cesitli Pargalar
Rosmarinus officinalis L. Lamiaceae Yapraklar
Salvia absconditiflora Greuter & | Lamiaceae Cesitli parcalr
Burdet

Salvia officinalis Lamiaceae Yapraklar
Salvia trichoclada Bentham Lamiaceae -

Salvia viridis L. cvar. Blue Jeans Lamiaceae Cesitli Pargalar
Salvia hypoleuca Lamiaceae Yapraklar
Salvia virgata Lamiaceae Yapraklar
Sideritis albiflora Lamiaceae Cesitli Pargalar
Sideritis leptoclada Lamiaceae Cesitli Parcalar
Thymus praecox Lamiaceae Cesitli Pargalar
Thymus serpyllum Lamiaceae Cesitli Pargalar
Thymus sipyleus Lamiaceae Tiim bitki
Thymus vulgaris L. Lamiaceae Yapraklar
Ziziphora clinopodioides Lam. Lamiaceae Cesitli Pargalar
Zostera marina Potamogetonaceae Yapraklar

3.2. ROSMARINIK ASIiDIN FARMAKOLOJIK ETKILERI

Cesitli bitkilerden elde edilen rosmarinik asit i¢in birgok in vivo ve in vitro calisma
yapilmistir. Biyolojik aktivenin ¢alisildigi konularin baslicalar1 anti-inflamasyon, anti-
virlis, anti-timor, anti-oksidaysondur. Rosmarinik asitin en ¢ok calisilan konularindan
biri anti-inflamatuvar etkisidir. Konvertaz enzimine etki ederek inhibisyonu azalttig
calismalarca gozlenmistir. Anti tiimor etkisi lizerine calisan bir¢cok bilim insani
yaptiklart in vitro veya hayvan deneyi caligmalarinda rosmarinik asit igeren bitki
ekstresinin tiimor doku gelisimini azalttigi not edilmistir. Antioksidan o6zelliklerin
calisildig1 cok sayida ¢alisma mevcuttur. Son derece etkili radikal silipiirme etkisine
sahip olan rosmarinik asidin antioksidan 6zellik gosterdigi literatiirde yogun sekilde yer

almaktadir. Insanlarda etkili patojen viriisler {izerinde de savunma mekanizmalarinda rol
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aldig1 iizerine ¢aligmalar mevcuttur. Anti diyabetik etkinin var olup olmadigna dair
yapilan ¢alismalarda rosmarinik asit amilaz inhibitor aktivitesi gostererek karbonhidrat
parcalanmasini yavaglatarak tip 2 diyabetiis mellitus iizerindeki etkisi kanitlanmistir.
Yapilan bir calismada da rosmarinik asidin biligsel performansi olumlu anlamda
etkiledigi, Alzheimer hastaliginin gelismesinin 6nlendigine dair veriler kaydedilmistir

[55].

Anti-kanser etkinligin arastirilmasinda farkli kanser tiirlerine ait ¢alismalar yapilmustir.
Fareler tizerinde yapilan bir ¢alismada rosmarinik asit tiiketimi olan farelerin kolon
karsigonezinin onlendigi gozlenmistir. Rosmarinik asidin noroprotektif etkisi de bircok
bilim insani tarafindan c¢alisilmis ve hayvan deneyi modelleri incelendiginde ¢ikan
sonu¢ diyabetik sicanlarin beyinlerinin birgok bdlgelerinde lipid peroksidasyon
seviyesinin 6nemli Ol¢lide diistiigii seklindedir. Rosmarinik asitin metil esterleri deri
pigmentinde depigmentasyon yaparak pigmentasyon kontroliinde etkili oldugu da

caligilmistir [56].

Yapilan klinik bir calismada atipik dermatit {izerine rosmarinik asit etkisi ¢aligilmistir.
Calismada 14 kadin 7 erkek denege 8 hafta boyunca rosmarinik asit igerikli kremden
kullanmiglardir. Bu ¢alismada rosmarinik asitli kremin olumsuz bir reaksiyon meydana
getirmedigi ve insan derisi i¢in herhangi bir sakinca bulunmadigi not edilmistir. Atopik

dermatit igin de hafifletici bir ajan oldugu ¢alismada kanitlanmustir [57].

Anti inflamatuvar 6zellik gosterdigi kanitlanan rosmarinik asit klinik caligmalara da
konu olmustur. Alerjik reaksiyon gdsteren bir gruba 200 mg ve 500 mg rosmarinik asit
takviyesi yapilmistir. Bu takviye sonrasi alerjik reaksiyonlar1 olan deneklerin giinliik
semptomlar1 kagitlara iglenirken bir yandan da kan degerlerine bakilmaktadir. Plasebo
verilen deneklerle rosmarinik asit uygulanan denekler arasinda ©nemli farklar
kaydedilmistir. Ornegin rosmarinik asit uygulamasi alan deneklerde burun akintisinda

azalma, notrofil ve eozinofil sayisinda diisiis gozlenmistir [56].

3.3. ROSMARINIK ASIT KIMYASAL YAPISI

Rosmarinik asit, biberiye ve adagay1 oziitlerinin ugucu olmayan fraksiyonunda onde
gelen ikincil metabolitlerden biridir. Rosmarinik asit bir¢ok bitki ailesinde bulunan hem
biyolojik hem farmakolojik a¢idan énemli bir fenolik asittir. Bu fenolik asitler bitkiler

tarafindan bulunduklar1 yagsam alanlarinda meydana gelen degisikliklere kars1 ¢evreye
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uyum agisindan iiretilen sekonder metabolit ailesinde yer almaktadir. Stres faktorleri
incelendiginde besin eksikligi, 151k eksikligi, su yetersizligi, nem ve sicaklik gibi
kosullar mevcuttur. Yapilan calismalar genel anlamda her eksikligin farkli birer
sekonder metabolitin olusmasin1 daha da artirdigimi kanitlamistir. Ornegin besin
elementleri toprakta yetersiz oldugunda bitkinin toprak elementlerini biinyesine almasi
azalir. Bu yiizden bitki srese girerek olusan karbonhidrati fazla alarak biinyesinde depo
eder. Bu sayede biinyede bulunan karbonhidrat fazlasi, azot icermeyen yani karboksilik
asitler ve terpenler gibi karbon temeli olan sekonder metabolitlerin iiretilmesini
saglamaktadir [58]. Bitki su stresine girdiginde ise yine karbon depolama ihtiyacina
girerek yogunlukla karbon iceren sekonder metabolitlerin konsantrasyonu artmaktadir
[59].

H OH
O OH
OH
X OH
HO
OH
3,4-dihidroksifenil laktik asit
Kafeik asit
OH
0] 0
ﬁ H OH
N o]
HO

Rosmarinik Asit

Sekil 3.1. Rosmarinik asit kimyasal yapisi.

3.4. ROSMARINIK ASIT EKSTRAKSIYONU ICIN LITERATUR TARAMASI

Dogal iriinlerden etken madde ekstraksiyonunda kullanilabilecek ekstraksiyon
yontemleri yukaridaki boliimlerde anlatilmistir. Genellikle fitokimyasal igerigi olan
bitkilerin ekstraksiyonu yapilirken gelencksel yontemler tercih edilmektedir. Temeli
¢Oziicliniin bitki hiicresine diflizyonu ve ¢6ziinebilen fitokimyasallar1 bitki matriksinden
ayirip fitokimyasalca zengin solvent elde etmeye dayanir. Bunlara sivi bitki ekstresi

denir [58]. Son zamanlarda calisilan konularda yenilik¢i teknikler de tercih edilmeye
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baslanmistir. Bunlar daha az ¢6ziicii ve daha az zamanda daha etkili sonuglar1 vaad
etmektedir. Temel anlamda bu tekniklerde de amag¢ etken maddelerin etkin bir sekilde
¢cOziiciiye gecmesidir. Daha sonrasinda bu esktreler bir takim analizler uygulanarak

ekstrenin etken madde igerigi belirlenir [60].

Literatiir ¢calismalar1 incelendiginde rosmarinik asidin bir¢ok bitkiden izolasyonunun
yapildigi  gozlenmistir.  Blechnaceae,  Cannceae, Celastraceae,  Apiaceae,
Chloranthaceae, Araceae, Boraginaceae, Asteraceae, Oleaceae, Rubiaceae, Araliaceae,
Sterculiaceae, Convolvulaceae, Polypodiaceae, Cucurbitaceae, Liliaceae, Fagaceae,
Scrophulariaceae familyalarina ait bazi bitkilerde rosmarinik asit ekstraksiyon
calismalar1 mevcuttur. Fakat en fazla c¢alisilan ve en yiiksek miktarda rosmarinik asit
elde edilen familya Lamiaceae’dir. Bu familyaya ait cogu bitkide rosmarinik asit ihtiva

etmektedir [61].

Bitki toplanip golgede kurutulup 6giitiildiikten sonra ekstraksiyon islemine gegilir bu
ekstraksiyon islemi ile bitkideki ¢6ziinebilen fitokimyasal metabolit ile ¢dziinemeyen
bitki materyali birbirlerinden ayrilmis olur. Bdylelikle ekstraksiyon siireci baslamis

olur.

Genel literatiir galismalarina bakilirsa rosmarinik asit ekstraksiyonu igin birgok bilim
insan1 denemelerde bulunmustur. Ornegin bir ¢alismada Baranauskaite ve arkadaslari
2016 yilinda Origanum vulgare bitkisinden maserasyon ile rosmarinik asit ekstre
etmislerdir. Bu deneme 10ml: g (¢6ziicii: kat1) oranmi ayarlanarak oda sicakliginda
gerceklestirilmistir. Ekstraksiyon ¢oziiciisii % 90’11k etanol olurken ekstraksiyon siiresi
24 saat olarak ayarlanmistir. Sonrasinda rosmarinik asit miktar1 hesapandiginda 4,40

mg/g olarak bulunmustur [56].

Oliveira ve arkadaslar1 rosmarinus officinalis bitkisinden rosmarinik asit eldesi {izerine
calismislardir. Bu ¢aligmada 1:5 kati materyal: ¢oziicii oran1 olacak sekilde % 70’lik
etanol oda sicakliginda 55 dakika boyunca maserasyon uygulanmistir. Rosmarinik asit

39,2 mg/g olarak hesaplanmistir [61] .

Baranauskaite ve arkadaslar1 olusturduklar1 baska bir ekstraksiyon metodunda yine
Origanum vulgare bitkisinden % 90’lik etanol ¢ozeltisini 1:100 olacak sekilde ayarlayip
manyetik karistirict yardimiyla 24 saat maserasyon islemini gerceklestirmistir. Sonug
olarak 7,23 mg/g Rosmarinik asit elde etmislerdir. Calismanin devaminda ayn bitkiye

reflaks sitemi uygulamiglardir. 1:100 orani ayarlanarak 95 °C sicaklikta 6 saat siiren
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ekstrakisyon siiresi ile reflaks ekstraksiyonu gergeklestirilmistir. Coziicii olarak %90

etanol kullanilmistir. Sonug olarak 9,38 mg/g rosmarinik asit elde edilmistir [61].

Hernandez ve arakdaslart 2009 yilinda gerceklestirdikleri calismada Rosmarinus
Officinalis’ten 1:10 oraninda ayarlayip etanol ¢o6zeltisiyle manyetik karistirici ile
maserayona birakmislardir. Ekstraksiyon siiresi 10 saat olacak sekilde ayarlamislardir.
Sonug olarak 39,5 mg/g rosmarinik asit tayin etmislerdir. Yine ayni ekip (Origanum
vulgare) bitkisinden tiim sartlar ayni kalacak sekilde deney diizenegini ayarlamiglardir.
Fark olarak ekstraksiyonu hem kuru yapraklara hem de taze yapraklara uygulamislardir.

Elde ettikleri sonuglar sirasiyla 45,10 mg/g ve 19,5 mg/g rosmarinik asittir [62].

Hernandez ve arkadaslari yaptiklari bagka bir ¢alismada Rosmarinus officinalisin
ekstraksiyonunu reflaks sistem kurarak gerceklestirmislerdir. Coziicii olarak kloroform
secen ekip 1:4 oraninda kati materyal: ¢Oziicii oranini ayarlamistir. Kaynama
sicakliginda 2 saat siiren bu ekstraksiyon 1,35 mg/g rosmarinik asit tayini ile
gerceklestirilmistir. Ayni1 ekip o (Origanum vulgar bitkisinde de reflaks sistemini
denemislerdir. Bu denemede Rosmarinus officinalis’te denedikleri gibi kloroform ile
kaynama sicakliginda 2 saat boyunca bitki materyalinde denemeler yapmuslardir.
Buradaki farkli bitki materyali 1:4 oraninda taze yapraklar: ¢oziicii olacak sekilde ve
1:17 oranminda kuru yapraklar: ¢Ozilicii olacak sekilde ayarlanmistir. Cikan sonug

sirastyla 0,0518mg/g ve 1,17 mg/g’dir [62].

Lau ve arkadaslar1 Orthosiphon stamineu bitkisinden rosmarinik asit elde etmislerdir.
Bu ekstraksiyon ¢alismasini yaparken kati materyal: ¢Oziicti oranin1 1:9 olarak
belirlemislerdir. 3 saat devam eden ektraksiyon reflaks diizeneginde 53 °C de
yapilmisgtir. Coziicii olarak % 70’lik etanol kullanilmistir. Sonug olarak 41,15 mg/g

rosmarinik asit elde edilmistir [63].

Jacotet-Navarro ve arkadaslari da Rosmarinus officinalis bitkisinden rosmarinik asit
eldesinde reflaks sistemi iizerine denemeler yapmigslardir. Coziicli olarak etanol tercih
eden ekip ¢Oziici oranmi % 90; kati materyal: ¢Oziici oranim1 ise 1: 20 olarak
belirlemislerdir. Iki farkli siire ile ekstraksiyonu gergeklestirmislerdir. Bu siirelerden biri
30 dakika biri 5 saattir. Bu siirelerin sonunda elde edilen rosmarinik asit miktarlari

sirasiyla 1,4 mg/g ve 2,1 mg/g’dir [64].

(Cuminum cyminum L.) Bitkisinden Bettaieb ve arkadaslar1 1: 10 kat1 materyal: ¢oziicii

oranini ayarlayarak oda sicakliginda 30 dakika boyunca ogiitiilmiis bitki materyalini
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manyetik karistirict yardimiyla maserasyona birakmistir. Coziicii olarak ise % 80’lik
aseton kullanilmigtir. Burada bitki mataryali ii¢ farkli sekilde kullanilmistir. Normal
tohumlara, yarim olgunlagmis ve tam olgunlasmis bitki tohumlarina uygulanmistir.
Sirasiyla 169 mg/g; 132,4 mg/g; 99,9 mg/g olacak sekilde rosmarinik asit elde
edilmistir. Ayn1 ekip ayni bitkiye sokslet ekstraksiyon metodu da denemislerdir. 1:10
oraninda kat1 materyal: ¢6ziicii oran1 belirlenmis ve 6 saat ekstraksiyon siiresi 85 °C de
gerceklesmistir. Coziicli olarak % 80 aseton ayarlanmistir. Sonug olarak 150,2 mg/g

rosmarinik asit miktar1 saptanmistir [65].

Liu ve arkadaslar1 hidrodistilasyon diizenegi kurarak Rosmarinius officinalis bitkisinden
1:10 oran1 ayarlanarak farkli ¢oziicii denemeleriyle ekstraksiyon islemini
gerceklestirmislerdir. Denenen ¢doziiciiler su, % 85’lik etanoldiir. Su ve etanol
uygulamasi 4 saat siire ile ger¢eklestirilmistir. Sonug olarak sirasiyla 2,18 mg/g ve 3,86
mg/g elde edilmistir. [66].

Che Mansor ve arkadaslar1 Orthosiphon stamineus bitkisini kullanarak rosmariniks asit
elde etmislerdir. Bu ekstraksiyon i¢in sokslet ekstraksiyonunu tercih etmislerdir. 5 g
bitki % 50°lik etanol kullanarak kaynama sicakliginda 6 saat ekstraksiyon siiresi devam
edecek sekilde gergeklestirmislerdir. Rosmarinik asit miktarin1 262,1 mg/g olarak
kaydetmisglerdir [67].

Chatterjee ve arkadaslar1 Rosmarinus officinalisten rosmarinik asit eldesi i¢in ultrasonik
destekli ekstraksiyonu kullanmislardir. Kurduklari deney metotlarinda belirledikleri
caligma saati 1 saattir. 1: 20 oraninda kati: ¢6ziicii orani belirlenmil olup reaksiyon
sicakliginida 80 °C de tutmuslardir. Coziicti sistemi olarak iki sistem belirlemislerdir. %
70’lik metanol ve % 70 lik etanolle uygulanan ekstraksiyon isleminden elde edilen
sonuglar sirastyla 0,048 mg/g ve 0,032 mg/g’dir. Chatterjee ve arkadaslart Rosmarinus
officinalis bitkisinden mikrodalga destekli ekstraksiyon ile rosmarinik asit elde
etmislerdir. 1:20 kati: ¢oziicli oran1 ayarlanarak 900 W’a ayarlanmis mikrodalga ile 3
dakika deneme yapmislardir. iki farkli ¢dziicii sistemi denemislerdir. Biri % 70 etanol
digeri % 70 metanoldiir. Elde edilen sonuglar ultrasonik destekli ektraksiyona benzer

oldugunu not etmislerdir [68].

Baranauskaite ve arkadaslar1 Origanum vulgare’den rosmarinik asit eldesinde bir de
ultrasonik banyo destekli ekstraksiyon sistemini denemislerdir. Bu denemede % 60°lik

etanol ile ultrasonikasyon islemi 10 dakika uygulanmistir. Kati: Coziicii 1:250 olacak
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sekilde ayarlanmistir ve sonug tayin edildiginde 6,43 mg/g rosmarinik asit tespit
edilmistir [69].

Peev ve arkadaglar1 melisa officinalis bitkisine 110 dakika boyunca siiperkritiki akigkan
uygulamasiyla %80’lik etanol yardimiyla ekstraksiyon gerceklestirilmis ve rosmarinik

asit miktar1 280 mg/g olarak kaydedilmistir [70].

3.5. Salvia officinalis TURUNDEN ROSMARINIK ASIiT EKSTRAKSIYONU
LITERATUR TARAMASI

Yapilan bir c¢alismada farkli Labiatae familyasina ait tiirlerin rosmarinik asit
ekstraksiyonu sonrast elde edilen rosmarinik asit miktarlart karsilastirilmistir.
Kiyaslanan tiirler arasinda 6 adet salvia tiirii, bir adet melisa tiirti, bir adet origanum, bir
adet lavandula tiirii, bir adet rosmarinus tiirti, dort adet thymus tiirii, alt1 adet mentha
tirii ve farkli birkag tiir daha etklenerek rosmarinik asit kiyaslamasi yapilmistir. Bu
calismada 2008 yil1 yazinda iran bolgesinde toplanmistir. Toplanan bitkiler kurutularak
toz haline getirilmistir. Ornekler 30 dakika boyunca ultrasonik banyoda 200 mg olacak
sekilde tartilmistir. Coziicii sistemi olarak su: meatanol: 2-propanol (80:10:10)
kullanilmistir. 30 dakika boyunca ultrasonik banyo uygulamasi yapilmis ve 4500
rpm/dk olacak sekilde ayaralanarak santrifriij edilmistir. Supernatant alinmis ve kalan
kalintt 2 kez daha ayni islemlerden gegirilerek supernatantlar birlestirilmistir. Elde
edilen ¢ozelti HPLC analizi yapilmistir. HPLC analizinde gradient program
kullanilmigtir. Program su: metanol:2-propanol (o-fosforik asit 0,085%) olacak sekilde
baslangi¢ yiizdeleri 80:10:10 olarak baglatilip 60:20:20 olacak sekilde 20 dakikalik
program yazilmistir. Hem numuneler hem de rosmarinik asit farkli derisimlerdeki
standartlar1 20 pl olacak sekilde ayarlanip enjekte edilmistir. Diode array dedektor ile
200-900 nm arast UV spektrum taramasi yapilmistir. 330 nm’deki kromatogram
incelenmistir. Kolon olarak da C18 250 x 4,6 mm kolon kullanilmistir. Akis hiz1 1,0ml
/dk ve kolon sicakligi 30 °C olacak sekilde ayarlanip analiz gergeklestirilmistir. Elde
edilen kromatogramlar incelenmis ve en yliksek miktarda rosmarinik asit iceren bitkiler
belirlenmistir. Melisa officinalis 35,5 mg/g, Salvia officinalis 39,3 mg/g, Mentha spicata
58,5 mg/g, Thymus citriodorus 31,5 mg/g, Thymus vulgaris 23,5 mg/g olacak sekilde 29
farkli bitkiden en yiliksek miktarlar bu sekildedir. Bu ¢alismada goriildiigii gibi Salvia

officinalis rosmarinik asit tiretiminde ilk siralarda gelmektedir [61].
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Yapilan bagka bir ¢aligmada siiperkritik karbondioksit ekstraksiyonu kullanilmaistir.
Kurutulmus adagay1 yapraklarini kurutarak o6giitmiislerdir. Ekstraksiyon kosullarini
belirlerken 80 °C sicaklik ayarlamiglaridir. 13,6 g CO2/ dk akis orani ile siiperkritik
akiskan gecirilmistir. Elde edilen ekstreleri 3 ml dimetil siilfoksit: metanol ¢oziici
sistemi ile viallemislerdir. Bu vialler 50 °C’de ultrasonik banyoda 15 dakika
tutulmuglardir ve 24 saat oda sicakliginda bekletilmislerdir. Sonrasinda 0,45 mikronluk
filtreden gecirilmislerdir. HPLC Analizine hazir hale getirilmistir. HPLC analizlerini
ODS-3 C-18 kolonla gergeklestirmislerdir. Dalgaboyu olarak 280 nm’de galismislardir.
Sonug olarak elde edilen adagay1 ekstrakti 28,4 mg/g olarak bulmuglardir [71].

Salvia officinalisten elde edilen etken maddelerin arastirilmasi hakkinda galisan bir grup
rosmarinik asit eldesi icin karsilastirmali bir ¢alisma gergeklestirmislerdir. Oncelikle
Salvia officinalis yapraklarin1 6giitmiiglerdir. Ve % 70 etanol, % 100 etanol ve % 100
metanol kullanmiglardir. Kati: ¢dzilicii oran1 1:6 olarak ayarlamislardir. Esktraksiyon
stiresi olarak 3, 6, 8 ve 10 saat denemelerde 45 °C ye ayarlanmis su banyosunda
ekstraksiyon gergeklestirmislerdir. Bunlara ek % 100 etanolde sokslet ekstraksiyonu
gerceklestirilmistir. Bu ¢alismada rosmarinik asit miktar1 6l¢timii igin HPLC’de C18
kolon kullanilmistir. Mobil faz olarak asetonitril:su (% 1 formik asit) kullanmiglardir.
Okumalarin1 280 nm’de gergeklestirmislerdir. Ekstraksiyon verimi sirasiyla metanol, %
70 etanol ve % 100 etanol olarak bulunmustur. Sokslet ekstraksiyonundaki kiyaslamaya
baktiklarinda 4, 8 ve 10 saatlerinde 2 saatlik ekstraksiyona gore daha verimli sonug elde
ettiklerini ve 4, 8§ ve 10 saat arasinda anlamli bir ekstrakt farki olmadim1 ortaya
koymuslardir. Elde edilen rosmarinik asit miktarlarini kiyasladiklarinda ise en verimli

sonucun % 70 etanolde oldugunu belirtmislerdir [72].

Karina ve arkadaslar1 yaptiklar1 bir calismada aldiklar1 adacayr yapraklarmi (10 g)
hidroalkolik ekstre olusturacak sekilde 80 °C’de 300 ml suda ekstraksiyonu
baslatmislardir. Soguduktan sonra pH: 2-2,5 arasi olacak sekilde ayarlanarak 25 % HCI
ile ayarlamiglardir. Siipernatant kismi almislardir. 5 kez tekrarlanmis ve ¢oziiciiler
toplanmistir, evapore edilmistir. Silika jel kullanilarak kolon kromatografisi
uygulanmistir. Eliient olarak etil asetat: hekzan: asetik asit (30:60:10) uygulanmistir ve
fraksiyonlar toplanmistir. Rosmarinik asit igeren fraksiyonlar1 evapore edip tayinini
yapmislardir. Elde ettikleri iirtinii spektroskopik bazi yontemlerle tayin etmislerdir ve
HPLC ile kromatografik analizi yapmislardir. Elde ettikleri rosmarinik asit miktarini 45

mg/g olarak hesaplamislardir. [73].
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4. MATERYAL VE YONTEM

4.1. ADACAYI BITKISININ HASAT EDILMESI

Adacay1 bitkisi Diizce’nin Golyaka ilgesinden hasat edildi. Hasat edilme zamani
literatlirde yer alan bilgilere gore yapildi. Literatiirde bildirilen etken maddece en zengin
oldugu aylarin mayis-haziran ve ekim-kasim aylari oldugu tespit edildi. Bu tez
kapsaminda kullandigimiz bitkilerin hasadi haziran aymda yapilmigtir. Hasat edilen
bitki golgede kurumaya birakildi. Dogal ortamda gélgede kuruyan bitkinin dal ve
yapraklart birbirinden ayrilarak yapraklar 6giitiilme islemine tabi tutuldu. Elde edilen
ogitiilmiis yapraklar cam kavonozlara alinarak buzdolabinda deneysel asamaya gegene
kadar muhafaza edildi. Sekil 4.1°de ve Sekil 4.2’te adagay1 bitksinin hasadi, golgede

kurutulmasi ve 6giitiildiikten sonra elde edilen toz halleri gosterilmistir.

Sekil 4.1. Salvia officinalis bitkisi a) Bitkinin hasadi b) Bitkinin goriintiisii ¢) Golgede
kurutulmasi i¢in muhafaza edilmesi.
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a) b)

Sekil 4.2. Salvia officinalis bitkisinin a) gélgede kurutulmasi b) 6giitiilmesi.

4.2. UCUCU YAG DUZENEGININ KURULMASI

Deney siireclerimizi planlarken asil amacimiz adagay1 ugucu yag eldesi sonrasi kalan
posadan katma degeri yiiksek olabilecek heniiz degeri yeni yeni anlagilmaya baslanan
rosmarinik asit etken maddesinin yliksek saflikta elde edilmesiydi. Bunun i¢in oncelikle
ucucu yag elde etme yontemlerinden biri olan klevenger diizenegini kurarak ugucu yag
elde etme sistemi olusturuldu. Bu yontemde 1:10 (adacay1: su) oran1 saglanarak yaklasik
8 saat siireyle klevenger diizeneginde adagay1 yag ve adagayi hidrolat1 elde edildi. Elde
edilen bu hidrolatta ve ugucu yagda GC-MS analizleri gerceklestirildi. Kalan posaya
farkli ekstraksiyon metotlar1 denendi ve kalan sulu kisimin da rosmarinik asit igerip
icermedigine bakildi. Buradaki amacimiz atik olarak kalan posada rosmarinik asit

miktarinin tayin edilmesiydi.

Bu denemede kullanilan cihaz olan GC-MS Agilent 7890A GC Sistem Agilent 5975C
inert MSD gaz kromotografisi kiitle spektroskopisi cihazindir. GC kolonu olarak
Agilent HP5-MS (30 m x 0.25 mm x 0.25 pm) kolonu kullanilmistir. Tastyic1 gaz olarak
yiiksek saflikta helyum kullanilmistir ve GC kolonu firin sicaklik programi toplam
stiresi 31.875 dk olarak belirlenmistir. Enjeksiyon portu sicakligi 200 °C olarak
ayarlanmig ve splitless model inlet kullanilmistir. Enjeksiyon hacmi 1.0 pL olarak

belirlenmistir. Kiitliphane olarak Wiley ve NIST kullanilmistir.
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Bu deneme i¢in kullanilan ¢oziiciiler ise su sekildedir:
e Klevenger diizeneginde kullanilan ¢6ziicii deiyonize su

e GC MS analizleri i¢in: Hekzan (GC- Grade) Merck

4.3. FARKLI EKSTRAKSIYON METOTLARININ DENENMESI VE HPLC

Asil amacimiz posanin degerlendirilmesidir. Bunun avantajli olup olmadiginin
kanitlanmasi i¢in direk 6gitiilmiis adacay1 yapraklarina uygulanan farkli ekstraksiyon
metotlarinda ¢ikan sonuglarin degerlendirilmesi saglandi. Ekstraksiyon islemine
gecilmeden Once adagay1 yapraklarina hekzan ile 6n yilkama muamelesi uygulandi. Bu
yontemde bitki materyali ayni sekilde oOgiitiilmiis adacay1 yapraklaridir. Denemesi

yapolan ekstraksiyon metotlar Sekil 4.3’teki gibidir:
e Ultrasonik destekli ekstraksiyon
e Manyetik karistirict yardimiyla maserasyon
e Reflaks sistemiyle ekstraksiyon

Bu metotlar uygulanildi. Sonrasinda gozlenen ¢oziiciiye renk gegmesi sebebiyle tiim bu

ekstraksiyonlar tekrar denenerek aktif karbon uygulamasi yapildi.

Tiim bu ekstraksiyonlar icin literatlir de desteklenecek sekilde aseton, etanol ve su

coziiciileri ekstraksiyon ¢oziiclisii olarak secildi.

Ultrasonik destekli ekstraksiyon metodunda ekstraksiyon siiresi 45 °C ve 45 dakika

olacak sekilde belirlendi.

Manyetik karistirici yardimiyla maserasyon siireleri 2, 16 ve 24 saat olacak sekilde

belirlendi ve uygulandi.

Reflaks sisteminde ise su ile kaynama sicakliginda 4 saat ekstraksiyon islemi
gergeklestirildi. Reflaks sisteminden alinan siiziintiiye ek olarak H>SOgs ile pH: 2 ‘ye
getirildi. Camurumsu sayilabilecek ¢okelti siiziilerek uzaklastirildi. Bu sulu ¢ozeltiye
stvi: sivi ekstraksiyon uygulanarak ardisik saflastirma denendi. Sulu siiziintii 1:1 oram
saglanarak etil asetatla muamele edildi. Sekil 4.3’te yapilan ekstraksiyon ¢alismalarina

ait diizenekler verilmistir.
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b)

d)

Sekil 4.3. Ekstraksiyon islemleri a) Klasilk ekstraksiyon b) Ultrasonik destekli

¢) Klevenger diizenegi d) Reflaks sistemi.

Cizelge 4.1’te yapilan ekstraksiyon denemeleri, kullanilan ¢oziciiler, ¢oziicli oranlart,

deney sicakliklari, deney siireleri detayli bir sekilde verilmistir.

Cizelge 4.1. Farkl1 ekstraksiyon denemeleri.

Numune Coziicii Oran On Ekstraksiyon Deney Deney
Kodu Yikama Y ontemi Sicakligt Siiresi
1 Aseton 1:20 - Manyetik karigtiriict | oda sicakligt | 16 saat
yardimiyla kati sivi
ekstraksiyon
2 Aseton 1:20 - Manyetik karigtirnci | oda sicakligr | 24 saat
yardimiyla kati sivi
ekstraksiyon
3 Aseton 1:20 - Ultrasonikasyon 40 °C 45 dakika
4 Aseton 1:20 - Manyetik karigtirict | oda sicakligi | 2 saat
yardimiyla katr sivi
ekstraksiyon
5 Aseton 1:20 30 dakika | Manyetik karigtiruict | oda sicakligi | 2 saat
yardimiyla kati sivi
ekstraksiyon
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Cizelge.4.1 (devam) Farkli ekstraksiyon denemeleri.

Numune
Kodu

Coziici Oran On Ekstraksiyon

Yikama Y ontemi

Deney
Sicakligi

Deney

Siiresi

6-7

Su 1:10 - Klevenger aparati ile

ucucu yag elde

sirasinda balonda

kalan s1v1

Kaynama

sicakligi

8 saat

10

Etanol 1:20 30 dakika | Manyetik karigtiriict

yardimiyla kati sivi

ekstraksiyon

oda sicakligi

2 saat

11

Etanol 1:20 - Manyetik karistiriict
yardimryla kati sivi

ekstraksiyon

24 saat

12

Etanol 1:20 - Ultrasonikasyon

40 °C

45 dakika

13

Etanol 1:20 - Manyetik karistiriict
yardimiyla kati sivi

ekstraksiyon

oda sicakligi

16 saat

14

Etanol 1:20 - Manyetik karistiriic
yardimiyla kati sivi

ekstraksiyon

oda sicakligi

2 saat

Tiim bunlar yapildiktan sonra her ekstraksiyon denemesinden elde edilen siiziintiiler

evapore edildi ve metanoller viallenerek HPLC okumasi yapildi.

Burada

yapilan HPLC analizleri Schimadzu marka

enstrimantel

cihazda

gerceklestirildi. HPLC analiz metodu literatiir kaynak alinarak su sekilde belirlendi.

Mobil faz: Asetonitril: Su (1% formik asit)
Sabit faz: C 18 Kolon

Akis hizi: 0,9 ml/ dk

Kolon sicakligi: 30 C

Analiz stresi: 33 dk

30



HPLC’de gelistirilen metot Cizelge 4.2’te gosterildigi gibi A: Asetonitril B: Su olacak
sekilde gelistirmistir.

Cizelge 4.2. Rosmarinik asit tayininde gelistirilen metot.

Stire Oran
3.00 AB 15:85
13.00 AB 25:75
25.00 A:B 30:70
28.00 A:B 5:95
33.00 Metot Sonu

4.4. FLAS KROMATOGRAFISIi UYGULAMASI

En ¢ok verimin elde edildigi ekstraksiyon metodu secildi. Ardisik ¢alisma yapilarak
ekstre zenginlestirilerek cogaltildi. Elde edilen ekstrelere flas kromatografi uygulamasi
yapildi. Flag kromatografi safhasina gecilerek daha saf ayrilma elde edebilmek igin
optimizasyon calismalarina baslandi. Flash kromatografisinde (Marka: Buchii) ytiriitiicii
faz olarak etil asetat: hekzan metanol:su asetonitril:su mobil fazlar1 denendi. Farkli
gradient metotlar denendi. 254-400 nm arasinda tarama yapildi. FP ECOFLEX C18
kolon kullanildi. Bir¢ok deneme yapildiktan sonra en uygun metodun metanol: su mobil

faz1 kullanilarak yapilan deneme olduguna karar verildi.

Flas kromatografi cihazindan toplanan fraksiyonlara HPLC analizi yapildi elde edilen
madde miktar1 ve deristirme islemi hesaplandi. Bu fraksiyonlar LC-MS’e gonderilerek
yap1 tayini yapildi. Elde edilen sonuclara gore toplanan fraksiyonda rosmarinik asitte

goriilen kiitle spektrumu gozlendi.
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5. BULGULAR VE TARTISMA

Mayis-Haziran ay1 arasinda hasati yapilan adagay bitkisi gélgede kurutulduktan sonra
ogitiilerek ekstraksiyon islemlerine baslandi. Farkli ekstraksiyon yontemleri denendi.
Coziiciiden ayrilan kat1 materyal sonrasit kalan ¢6ziicli evapore edilerek yogunlastirildi
ve kat1 ekstre elde edildi. Yapilan farkli ekstraksiyon ¢alismalar1 sonrasinda elde edilen
ekstraksiyon verimlerinin farklt oldugu gozlendi. Bazi ekstraksiyon siireclerinde
ekstraksiyona baslamadan 6nce hekzan, diklorometan ve soguk su ile yikamalar yapildi.
Ayrt ayr1 ekstraksiyonlarda uygulanan bu yikama islemlerinde bir takim boyar
maddelerin giderimi saglanmis oldu. Hedeflenen ilk amag¢ adagayi yapraklarindan
rosmarinik asidin yiiksek miktarlarda alinabilmesi i¢in en uygun c¢oziiciiniin
belirlenmesi bununla birlikte en uygun ekstraksiyon yodnteminin belirlenmesidir.
Buradaki handikap rosmarinik asidin yiiksek miktarda eldesinin yani sira saf bir sekilde
alimmasidir. Manyetik karistirict yardimiyla yapilan ekstraksiyonlarda yiiksek miktarda
elde edilebilirken rosmarinik asit saf bir sekilde elde edilememektedir. Ultrasonik banyo
yardimiyla yapilan ekstraksiyonlarda ise rosmarinik asit ¢evresi temiz olarak
alinabilmektedir. Fakat bizim diger bir amacimiz rosmarinik asidin elde edilmesini
ucucu yag eldesinden sonra kalan posada uygulanmasinin diisiiniilmesidir. Distilasyon
yontemiyle ya da halk arasindaki tabirle imbik sistemler kullanilarak elde edilen ugucu
yag sonrast kalan sulu kisimdaki rosmarinik asit miktar1 da degerlendirmelerimizin

arasindadir.

5.1. ADACAYI YAGININ GC MS ANALIZi

GC MS Analizi igin ugucu yag hekzan ile seyreltilerek direk cihaza verilirken hidrolat
kismu 1:1 oranda hidrolat: hekzan olacak sekilde sivi1 siv1 ekstraksiyon yapildi. Hidrolata

tasinma yoluyla gecen yaglar hekzan fazina ¢eklimis oldu.

Elde edilen sonuglara gore; Adacay1 yaginda %6 alfa pinen, %2 beta pinen, %4 kamfen,
%15 kamfur, % 30 tujon %7 borneol, %10 karofilen, %3 viridflorol, %8 1-8 cineol

Adagay1 hidrolatinda ise %24 1-8 sineol, %20 tujon, %31 kamfur, %14 borneol, %1

terpineol ugucu bilesenleri tayin edildi. Yiizde dagilim olarak sonug¢ hesaplandigindan
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adagay1 yaginda daha fazla ucucu yag tespit edildiginden yiizde olarak adagayi
hidrolatina gore daha diisiik goriinmektedir. Fakat bu durum igerisindeki miktarsal

dagilim olarak algilanmamalidir.

Sekil 5.1’de adagay1 yag1 ve hidrolatina ait GC-MS kromatogramlar1 gosterilmistir.

TIC: Ada Ceyi Yeg2D\dolams

E " o

ime-> 400 500 600 700 abo b0 1000 100 1200 1300 1400 1500 1600 1700 1800 1900 200
Lbundance TIC: Ada Ca Hickolafi D\data ms 1)

5000000
o J A Aj i ikl a
ime-> alo 500 &do 200 F1) alo 10000 1ho 1200 1300 1400 1500 1600 1700 1800 1900 2000

Sekil 5.1. Adacay1 yag1 ve adagay1 hidrotila GC MS karsilagtirmali kromatograma.

Sekil 5.2°da GC-MS kromatograminin 7 ve 12. Dakikalar1 arast belirlenerek

gosterilmistir.
W‘w’ TIC: Ada Capi Y aginz Dhdata me.
450407
4807
3507
= | Alfapinen
2sotr kamfen
2007 )
- 1-8 cineol
1407
5000000-
. A
% 700 250 sbo 8% 300 T\SE?UMGWH‘GMWDU\E!AM['] 1050 100 15 1200 125
4.5e+07-
AerD7-
35407
- 1-8 cineol
2.5e+07-
20407-
1.5e07-
107
5000000-
o> 760 750 800 850 30 350 1000 1058 1150 1150 1200 |zg/\ L

Sekil 5.2. Adacay1 yag1 ve adagay1 hidrolatt GC MS karsilagtirmali kromatogrami 7-12.
dk arasi.
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jburdance TIC: Ada Cai Vagit2 D\datams.
[0
5.5e407- .
o tuion kamfur
450007
dout?.
Beud?
a7
2507 tujon
20407
L5 borneol
b linalol
'5000000-
o> 120 1240 1260 1280 1300 ua [E] 180 1380 1400 W2 [ s 1480 1500
ghurdance TIC: Ada Cayi Hidvolati D\data.ms (1)
[0
550407 .
o tujon kamfur
4.50407-
4av7.
2507 borneol
Jesl?: .
250007 tujon
o terpineol
150407
tetp linalol
- L
hoes 1220 1240 1260 1280 1300 1320 110 1380 13%0 1400 1480 1800 !

Sekil 5.3. Adagay1 yag1 ve adagay1 hidrolat1 GC MS karsilagtirmali kromatogrami 12-

15. dk arast..

borneol

kariyofilen

TIC: Ada Cayi Yagiti2 D\datams

Alfa humulen

veridiflorol

oy

1500 1550

1600 1850

IE_A

V7,00

1750 1850
TIC: ASGWHOMDWEN[ il

)
1500 1550

1600 1850

wwho

1250 1950 2 205 20

Sekil 5.4. Adagay1 yag1 ve adagay1 hidrolat1 GC MS karsilastirmali kromatogrami 15-

21. dk arasi.

Adagay1 ugucu yaglarinda farmakolojik etki gosteren bilesenlerinin 6zellikle tujon,

kafur ve 1,8-sineol oldugu Bolim 2.2°de anlatilmisti. Diizce yoresinden hasat edilen

bitkinin bazi iilkelerde yapilan caligmalarinin sonuclart incelendiginde kalite olarak

diger literatiirdeki bitkilerden farkinin olmadig goriilmiistiir.
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5.2. ROSMARINIK ASIiDIN KALIBRASYON GRAFIGIi

Ekstrelerdeki rosmarinik asitin nitel ve nicel analizlerinin gerceklestirilmesi agisindan
Dr Ehrenstorfer - LGC Standards marka % 97 saflikta ticari olarak alinan Rosmarinik
asit standardi kullanildi ve gelistirilen metod ile uygun sartlar ayarlanarak HPLC
cihaziyla okutuldu. Rosmarinik asit standardindan 1000 ppm ana stok c¢ozelti
hazirlanarak seri seyreltme ile 250; 100; 50; 25; 12,5; 6,25; 3,125 ppm rosmarinik asit
HPLC Grade metanolde ¢ozdiiriilerek hazirlandi. Sekil 5.5°da kalibrasyon graifigi
konsantrasyon-alan olarak ¢izimi gosterildi. Bu konsantrasyonlar ile kalibrasyon grafigi
cizildi. Sekil 5.6’da rosmarinik aside ait Foto Diot Dizi dedektor ile (PDA) dalga boyu

taramasi gosterilmistir.Sekil 5.7°de ise 200-800 nm arasi yapilan taramaya ait veriler

gosterilmistir.

250+

225+

200+

175+

1504

125+

1004

754

50

254

Conc.

T T T T T T T T T T T
1000000 2000000 3000000 4000000 5000000 6000000 7000000 8000000 9000000 10000000 Area

Sekil 5.5. R? = 0.9996334 olarak hesaplanan rosmarinik asit kalibrasyon dogrusu.

mAU
600—-268nm

1288nm
1308nm

500-328nm

400
300
200

100

1348nm
1368nm

388nm

0]

T
18.30

1835 1840 1845 1850 1855 1860 1865 1870 1875  18.80 min
Sekil 5.6. PDA dedoktorde taranan dalgaboylari.
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Sekil 5.7. PDA dedoktorde taranan dalgaboylari.

5.3. FARKLI EKSTRAKSIYON DENEMELERI VE HPLC ANALIZLERI

Ik ekstraksiyon denemelerinde ¢dziicii olarak aseton ve etanol kiyaslanmisti. Bunlarin
yani sira Klevenger diizenegi kurularak atik olarak kalan suyun igerisinde rosmarinik

asit ihtivasi olup olmadigina bakildi.

Etanol Aseton kiyaslamasinda etanoliin ¢ok daha etkin sekilde RA’y1 izole edebildigi

saptandi.

Farkli ekstraksiyon yontemleri denendi fakat en basarili sonug ultrasonik ekstraksiyonda
gozlendi. Ultrasonik ekstraksiyon diger yontemlere gore cok daha kisa siirede

tamamlanmasi agisindan avantajli bir durum da saglamaktadir.
Elde edilen sonuglar agsagida detayl sekilde verilmistir.

Kromatogram incelendiginde elde edilen ekstredeki maddelere gore 328 nm’de 39,1865

% olarak ol¢lilmiistiir.

Sekil 5.8’de kromatogrami gosterilen 1 nolu denemede gdlgede kurutularak toz haline
getirilen adagayr ekstraksiyon islemi oda sicakliginda 16 saat boyunca
gerceklestirildikten sonra siiziintii alinarak evapore edilmistir. Kalinti filtreden
gecirilerek aseton ile viallenip HPLC analizi yapilmistir. HPLC cihazindan elde
ettigimiz sonu¢ 22,201 ppm dir. Baslangicta 10 gram maddeden c¢ikarak deneme
yapilmustir. Evaporasyon sonrasi kalan kalint1 0,459 g’dir. Ekstraksiyon verimi 4,59 %

dir. Rosmarinik asit ihtivasi ise 44,402 mg/g Ornektir.
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Sekil 5.8. Rosmarinik asit ve 1 nolu numune kromatograml.

Kromatogram incelendiginde elde edilen ekstredeki maddelere gore 328 nm’de 36,4424

% olarak Ol¢iilmiistiir.

2 nolu denemede golgede kurutularak toz haline getirilen adacayr manyetik karistirict
yardimiyla aseton ¢oziiclisii kullanilarak 24 saat boyunca ekstraksiyon islemi
gerceklestirilmistir. Sekil 5.9’da numuneye ait HPLC kromatogrami verilmistir. Elde
edilen siiziintii kalintidan ayrilarak donerli buharlastiricida evapore edilmistir. Kalinti
HPLC Grade Aseton ile viallenerek kalitatif ve kantitatif analizi yapilmistir. HPLC
cithazindan elde ettigimiz sonug 31,572 ppm’dir. Baslangicta 10 gram maddeden ¢ikarak
deneme yapilmistir. Evaporasyon sonrasi kalan kalint1 0,617 g’dir. Ekstraksiyon verimi

6,17% dir. Rosmarinik asit ihtivasi ise 63,144 mg/g’dir.
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Sekil 5.9. Rosmarinik asit ve 2 nolu numune kromatogrami.

Kromatogram incelendiginde elde edilen ekstredeki maddelere gore 328 nm’de

44,6535% olarak Sl¢iilmiistiir.

3 nolu denemede golgede kurutularak toz haline getirilen adagayina 1:20 oraninda
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aseton ayarlanarak ultrasonik banyoda ekstraksiyon islemine tabii tutulmustur. Bu islem
45 dakika boyunca 40 C sicakliginda devam ettirilmistir. Bu siire sonunda erlendeki
siizlintii stizme yardimiyla alinarak evapore edilmistir. Kalan kalinti HPLC Grade
aseton ile ¢ozdiiriiliip 45 mikron filtreden gegirilerek analize hazir duruma getirilmistir.

Sekil 5.10°da kromatogram gosterilmistir.

HPLC cihazindan elde ettigimiz sonug 99,772 ppm dir. Baglangigta 10 gram maddeden
cikarak deneme yapilmistir. Evaporasyon sonrasi kalan kalint1 0,855 g’dir. Ekstraksiyon

verimi 8,55 % dir. Rosmarinik asit ihtivasi ise 199,544 mg/g’dir.

15!\/KLOO(X)O ‘
134
12
114
104 )
< | 3nolunumune (siyah)
08
Rosmarinik asit (pembe) —>
06+
05+
| \
034 ‘ |
024
|
|
°°’W : n)

Sekil 5.10. Rosmarinik asit ve 3 nolu numune kromatograma.

Kromatogram incelendiginde elde edilen ekstredeki maddelere gore 328 nm’de 14,8423

% olarak ol¢lilmiistiir.

Sekil 5.11°de 4 nolu denemeye ait kromatogram verilmistir. 4 nolu denemede golgede
kurutularak toz haline getirilen adacay1 1:20 orami ayarlanarak aseton ile manyetik
karistirict yardimiyla 2 saat ekstrakte edilmistir. Ektraksiyon siiresi bitiminde siiziintii
tekrar siiziilerek donerli buharlastirici ile sliziintii evapore edilerek HPLC Grade aseton
ile wviallenmistir. HPLC cihazindan elde ettigimiz sonu¢ 12,819 ppm olarak
bulunmustur. Baglangicta 10 gram maddeden ¢ikarak deneme yapilmistir. Evaporasyon
sonras1 kalan kalintt 0,46 mg’dir. Ekstraksiyon verimi 4,6 %’dir. Rosmarinik asit

ithtivasi ise 12,819 mg/g olarak hesaplanmistir.
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Sekil 5.11. Rosmarinik asit ve 4 nolu numune kromatograma.

Kromatogram incelendiginde elde edilen ekstredeki maddelere gére 328 nm’de

21,8406% olarak ol¢tilmiistiir.

5 nolu denemede golgede kurutularak toz haline getirilen adagay1 30 dakika boyunca
yagims1 maddelerin giderimi i¢in hekzan ¢ozeltisi ile yikanip siiziilmiistiir. Siiziintii
atilarak kalan kati materyal dogal ortamda kurutulmustur. Manyetik karistirici
yardimiyla 2 saat boyunca aseton ile muamele edilmistir. Siiziintii alinarak donerli
buharlastiricida evapore edilmistir. Kalint1 aseton ile viallenerek HPLC analizine hazir
hale getirilmistir. Sekil 5.12°de kromatogram verilmistir. HPLC cihazindan elde
ettigimiz sonug¢ 19,748 ppm dir. Baslangicta 10 gram maddeden c¢ikarak deneme
yapilmistir. Evaporasyon sonrasi kalan kalint1 0,720 mg’dir. Ekstraksiyon verimi 7,21

% dir. Rosmarinik asit ihtivasi ise 39,496 mg/g
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Sekil 5.12. Rosmarinik asit ve 5 nolu numune kromatograma.

Kromatogram incelendiginde elde edilen ekstredeki maddelere gore 328 nm’de

59,5642% olarak ol¢tilmiistiir.

39



6 nolu denemede golgede kurutularak toz haline getirilen adacay1 clevenger diizenegi
kurularak hem ugucu yag eldesi saglanmistir hem de balonda kalan posanin rosmarinik
asit ihtivasi i¢in analize hazir hale getirilmistir. Buradaki temel amag¢ ucucu yag
cikarimi sonrasi kalan posada rosmarinik asit ihtivasinin kayda deger olup olmadiginin
aragtirtlmas1 amaciyla ucgucu yag ¢ikarim prosesinin benzerinin kurulmasidir. Elde
edilen ugucu yag % 1’dir. Bunun yani sira bol miktarda Adacayr hidrolati elde
edilmistir. Ekstraksiyon 8 saat siirmiistiir. Bu silire sonunda clevenger diizenegindeki
posa siiziintiiden ayrilip. Siiziintii evapore edilmistir. Kalinti HPLC Grade metanolle
viallenmistir. Sekil 5.13’te karsilastirilmali kromatogram verilmistir. HPLC cihazindan
elde ettigimiz sonug 172,214 ppm’dir. Baslangigta 100 gram maddeden ¢ikarak 100 ml
su kullanilarak deneme yapilmistir. Evaporasyon sonrasi kalan kalint1 1,204 mg’dir.
Ekstraksiyon verimi 12,04 % dir. Rosmarinik asit ihtivasi ise 172,214 mg/g’dir.
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Sekil 5.13. Rosmarinik asit ve 6 nolu numune kromatograma.

Kromatogram incelendiginde elde edilen ekstredeki numune miktar1 328 nm’de

40,5519% olarak ol¢iilmiistiir.

10 nolu denemede golgede kurutularak toz haline getirilen adagay1 6n islem olarak
hekzan yikamasi yapilmistir. Siizme islemi ile hekzan ayrilmistir. Adagaylart dogal
ortamda kurutularak manyetik karistirict yardimiyla kati sivi ekstraksiyonuna tabii
tutulmustur. Manyetik karistirict yardimiyla 2 saat boyunca aseton ile muamele
edilmistir. Siizlintii alinarak donerli buharlastiricida evapore edilmistir. Kalint1 aseton
ile viallenerek HPLC analizine hazir hale getirilmistir. Sekil 5.14’de karsilastirilmali
kromatogram verilmistir. Elde ettigimiz sonu¢ 30,307 ppm dir. Baglangigta 10 gram
maddeden ¢ikarak deneme yapilmistir. Evaporasyon sonrasi kalan kalint1 0,681 mg’dir.

Ekstraksiyon verimi 6,81 % dir. Rosmarinik asit ihtivasi ise 60,614 mg/g’dir.

40



(x10,000)

Rosmarinik asit (pembe)

10 nolu numune (siyah)

T
200

Sekil 5.14. Rosmarinik asit ve 10 nolu numune kromatograma.

Kromatogram incelendiginde elde edilen ekstredeki numune miktar1 328 nm’de

51,1789% olarak ol¢tilmiistiir.

11 nolu denemede golgede kurutularak toz haline getirilen adagayr manyetik karigtirict

yardimiyla aseton c¢oziiclisii kullanilarak 24 saat boyunca ekstraksiyon islemi

gerceklestirilmistir. Elde edilen siiziintii kalintidan ayrilarak donerli buharlastiricida

evapore edilmigstir. Kalinti HPLC Grade Aseton ile viallenerek kalitatif ve kantitatif

analizi yapilmistir. Sekil 5.15°te karsilastirmali kromatogram verilmistir. HPLC

cihazindan elde ettigimiz sonug 85,398 ppm’dir. Baglangigta 10 gram maddeden ¢ikarak

deneme yapilmistir. Evaporasyon sonrast kalan kalintt 0,796 mg’dir. Ekstraksiyon

verimi 7,96 % dir. Rosmarinik asit ihtivasi ise 170,796 mg/g’dur.
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Sekil 5.15. Rosmarinik asit ve 11 nolu numune kromatogrami.

Kromatogram incelendiginde elde edilen ekstredeki numune miktar1 328 nm’de

59,2853% olarak ol¢iilmiistiir.
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12 nolu denemede golgede kurutularak toz haline getirilen adagay1 45 dakika boyunca
40 C sicakliginda devam ettirilmistir. Bu siire sonunda erlendeki siiziintii slizme
yardimiyla alinarak evapore edilmistir. Kalan kalintt HPLC Grade aseton ile ¢ozdiiriiliip
45 mikron filtreden gecirilerek analize hazir duruma getirilmistir. HPLC cihazindan
elde ettigimiz sonu¢ 193,474 ppm’dir. Baglangicta 10 gram maddeden ¢ikarak deneme
yapilmistir. Evaporasyon sonrasi kalan kalintt 0,615 mg’dir. Ekstraksiyon verimi 6,15

% dir. Rosmarinik asit ihtivasi ise 386,948 mg/g’dir.
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Sekil 5.16. Rosmarinik asit ve 12 nolu numune kromatogramia.

Sekil 5.17°de Kromatogram incelendiginde elde edilen ekstredeki numune miktar: 328

nm’de 46,3739% olarak ol¢iilmiistiir.

13 nolu denemede golgede kurutularak toz haline getirilen adagay1 ekstraksiyon iglemi
oda sicakliginda 16 saat boyunca gerceklestirildikten sonra siizlintii alinarak evapore
edilmistir. Kalint1 filtreden gecirilerek aseton ile viallenip HPLC analizi yapilmistir.
HPLC cihazindan elde ettigimiz sonu¢ 63,52 ppm’dir. Baslangigta 10 gram maddeden
cikarak deneme yapilmistir. Evaporasyon sonrasi kalan kalinti 0,734 mg’dir.

Ekstraksiyon verimi 7,34 % dir. Rosmarinik asit ihtivasi ise 127,04 mg/g’dir.
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Sekil 5.17. Rosmarinik asit ve 13 nolu numune kromatogrami.

% olarak ol¢lilmiistiir.

14 nolu denemede golgede kurutularak toz haline getirilen adacayr 1:20 orami
ayarlanarak aseton ile manyetik karistirici yardimiyla 2 saat ekstrakte edilmistir.
Ektraksiyon siiresi bitiminde siiziintii tekrar siiziilerek donerli buharlastirici ile siiziintii
evapore edilerek HPLC Grade aseton ile viallenmistir. Sekil 5.18’de karsilastirmali
kromatogram verilmistir. HPLC cihazindan elde ettigimiz sonu¢ 19,401 ppm’dir.
Baslangicta 10 gram maddeden ¢ikarak deneme yapilmistir. Evaporasyon sonrasi kalan

kalint1 0,612 mg’dir. Ekstraksiyon verimi 6,12 %’dir. Rosmarinik asit ihtivasi ise

38,802 mg/g’dir.
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Sekil 5.18. Rosmarinik asit ve 14 nolu numune kromatogrami.
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5.4. EKSTRAKSIYON METOTLARINDA AKTIF KARBON UYGULAMASI

Kromatogram incelendiginde elde edilen ekstredeki numune miktar1 328 nm’de

50,7262% olarak ol¢iilmiistiir.

1AS nolu denemede gélgede kurutularak toz haline getirilen adagay1 1 nolu numunedeki
gibi 16 saat boyunca asetonla ekstrakte olmasi saglanmistir. Sonrasinda siiziilerek
yontemiyle ekstraksiyon gergeklestirilmistir. Siiziintiiye 5 gram aktif karbon eklenerek 1
saat manyetik karistiricida karistirilip siiziilmiistiir. Bu islem ile boyar madde giderimi
yapilmistir. Kalan siizlintii evapore edilerek aseton ile viallenmistir. Sekil 5.19°da
karsilastirmali kromatogram verilmistir. HPLC cihazindan elde ettigimiz sonu¢ 14,316
ppm’dir. Baslangicta 10 gram maddeden c¢ikarak deneme yapilmistir. Evaporasyon
sonrast kalan kalintt 0,418 mg’dir. Ekstraksiyon verimi 4,18 % dir. Rosmarinik asit
ihtivasi ise 28,632 mg/g’dur.
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Sekil 5.19. Rosmarinik asit ve 1 AS nolu numune kromatogramiu.

Kromatogram incelendiginde elde edilen ekstredeki numune miktart 328 nm’de 54,8690

% olarak ol¢lilmiistiir.

2 AS nolu denemede goélgede kurutularak toz haline getirilen adacay1 24 saat boyunca
1:20 oraninda asetonla muamele edilerek manyetik karistirict yontemiyle ekstraksiyon
gerceklestirilmistir. Sekil 5.20°de karsilastirmali  kromatogram verilmistir. HPLC
cithazindan elde ettigimiz sonug¢ 17,672 ppm dir. Baglangicta 10 gram maddeden ¢ikarak
deneme yapilmistir. Evaporasyon sonrasi kalan kalinti 0,549 mg’dir. Ekstraksiyon

verimi 5,49 % dir. Rosmarinik asit ihtivasi ise 35,344 mg/g’dur.
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Sekil 5.20. Rosmarinik asit ve 2 AS nolu numune kromatograma.

Kromatogram incelendiginde elde edilen ekstredeki numune miktari 328 nm’de 60,8226
% olarak ol¢lilmiistiir.

3 AS nolu denemede golgede kurutularak toz haline getirilen adagay1 aseton ile 45
dakika boyunca 40 C’de ultrasonik banyo yardimiyla ekstraksiyon islemine tabii
tutulmustur. Elde edilen siiziintii evapore edilip aseton ile viallenerek filtreden gegirilip
HPLC analizine hazirlanmistir. Sekil 5.21°de karsilagtirmali kromatogram verilmistir.
HPLC cihazindan elde ettigimiz sonug¢ 52,410 ppm dir. Baslangi¢ta 10 gram maddeden
cikarak deneme yapilmistir. Evaporasyon sonrast kalan kalinti 0,421 mg’dir.

Ekstraksiyon verimi 4,21% dir. Rosmarinik asit ihtivasi ise 104,82 mg/g’dur.
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Sekil 5.21. Rosmarinik asit ve 3 AS nolu numune kromatograma.

Kromatogram incelendiginde elde edilen ekstredeki numune miktar1 328 nm’de 10.0050

% olarak ol¢lilmiistiir.

4 AS nolu denemede golgede kurutularak toz haline getirilen adacayr manyetik
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karistiricida 2 saat ekstrakte edilerek siiziilmiistiir. Siiziintiiye aktif karbon eklenerek 30
dakika boyunca adsrobsiyon islemi gerceklestirilmis ve sonrasinda siiziilerek evapore
edilmistir. Sekil 5.22’de karsilagtirmali kromatogram verilmistir. HPLC cihazindan elde
ettigimiz sonu¢ 1,275 ppm’dir. Baslangicta 10 gram maddeden c¢ikarak deneme
yapilmistir. Evaporasyon sonrasi kalan kalintt 0,214 mg’dir. Ekstraksiyon verimi 2,14

% dir. Rosmarinik asit ihtivasi ise 2,55 mg/g’dr.
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Sekil 5.22. Rosmarinik asit ve 4 AS nolu numune kromatogramia.

Kromatogram incelendiginde elde edilen ekstredeki numune miktar1 328 nm’de 25.5671
% olarak Olgiilmiistiir.

5 AS nolu denemede golgede kurutularak toz haline getirilen adagayr 2 saat
ekstraksiyon aseton ile manyetik karistirict yardimiyla gergeklestirildikten sonra
stiziintii alinir ve aktif karbon uygulamasi yapilir. Aktif karbon ile adsorpsiyon islemi
sonras1 siizme yapilir ve aktif karbon siizlintiiden ayrilir. Evaporayon sonrasi kalinti
aseton ile viallenerek HPLC analizine hazir hale getirilir. Sekil 5.23’te karsilastirmali
kromatogram verilmistir. HPLC cihazindan elde ettigimiz sonu¢ 2,673 ppm’dir.
Baglangigta 10 gram maddeden ¢ikarak deneme yapilmistir. Evaporasyon sonrasi kalan
kalint1 0,374 mg’dir. Ekstraksiyon verimi 3,74%’dir. Rosmarinik asit ihtivasi ise 5,346
mg/g’dir.

46



Rosmarinik asit (pembe) >

3.0 “

i—’h ‘ < 5AS nolu numune (siyah)
|

—_—— —_——
0.0 25 5.0 75 10.0 125 150 175 200 225 250 275 300 min

Sekil 5.23. Rosmarinik asit ve 5 AS nolu numune kromatogramia.

Kromatogram incelendiginde elde edilen ekstredeki numune miktar1 328 nm’de 57.1088
% olarak oOl¢iilmiistiir.

10 AS nolu denemede golgede kurutularak toz haline getirilen adagayr 2 saat
ekstraksiyon etanol ile manyetik karistirict yardimiyla gergeklestirildikten sonra siiziintii
almir ve aktif karbon uygulamasi yapilir. Aktif karbon ile adsorpsiyon islemi sonrasi
stizme yapilir ve aktif karbon siiziintiiden ayrilir. Evaporayon sonrasi kalint1 aseton ile
viallenerek. HPLC analizine hazir hale getirilir. Sekil 5.24’te karsilagtirmali
kromatogram verilmistir. HPLC cihazindan elde ettigimiz sonu¢ 6,360 ppm’dir.
Baslangicta 10 gram maddeden ¢ikarak deneme yapilmistir. Evaporasyon sonrasi kalan
kalint1 0,574 mg’dir. Ekstraksiyon verimi 5,74%’dir. Rosmarinik asit ihtivasi ise 12,72
mg/g’dir.
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Sekil 5.24. Rosmarinik asit ve 10 AS nolu numune kromatogrami.

Kromatogram incelendiginde elde edilen ekstredeki numune miktar1 328 nm’de 72,6252
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% olarak ol¢lilmiistiir.

11 AS nolu denemede golgede kurutularak toz haline getirilen adacay1 24 saat asetonla
ekstrakte edilmistir. Ekstraksiyon sonrasi slizme islemi yapilarak aktif karbon
uygulamasi yapilmistir. Aktif karbon ve siiziintii ayrilarak siliziintii evapore edilmistir.
Kalintt HPLC Grade etanolle viallenerek HPLC analizine hazir hale getirilmistir. Sekil
5.25’de karsilastirmali kromatogram verilmistir. HPLC cihazindan elde ettigimiz sonug
38,616 ppm’dir. Baslangigta 10 gram maddeden ¢ikarak deneme yapilmistir.
Evaporasyon sonrasi kalan kalinti 0,425 mg’dir. Ekstraksiyon verimi 4,25% dir.

Rosmarinik asit ihtivasi ise 77,232 mg/qg’dir.

UV(x100,000)
6.0

55] ‘
504 ‘

4.5

Rosmarinik asit (pembe) >

J < 11AS nolu numune (siyah)

—_—
0.0 25 5.0 75 10.0 125 15.0 175 200 225 250 275 300 min

Sekil 5.25. Rosmarinik asit ve 11 AS nolu numune kromatogrami.
Kromatogram incelendiginde elde edilen ekstredeki numune miktar1 328 nm’de 70.8755

% olarak Ol¢iilmiistiir.

12 AS nolu denemede golgede kurutularak toz haline getirilen adagayr 45 dakika
boyunca 40 C’de ultrasonik banyo yardimiyla ekstrakte edilmistir. Ekstraksiyon
¢oziiciisli etanol olarak kullanilmistir. Kalint1 ve siizlintli birbirlerinden ayrildiktan sonra
stizlintii aktif karbon ile muamele edilmis ve 30 dakika karistiricida karistirdiktan sonra
stiziinti ve aktif karbon birbirinden ayrilmistir. Sekil 5.26’da karsilastirmali
kromatogram verilmigtir. Siizlintii evapore edilerek kalinti HPLC grade metanolle
viallenmistir. HPLC analizinden elde edilen sonu¢ 99,897 ppm’dir. Baslangigta 10 gram
maddeden ¢ikarak deneme yapilmistir. Evaporasyon sonrasi kalan kalint1 0,325 mg’dur.

Ekstraksiyon verimi 3,25 % dir. Rosmarinik asit ihtivas1 ise 199,794 mg/g’dir.
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Sekil 5.26. Rosmarinik asit ve 12 AS nolu numune kromatogrami.

Kromatogram incelendiginde elde edilen ekstredeki numune miktar1 328 nm’de 72.3387

% olarak oOl¢iilmiistiir.

13 AS nolu denemede golgede kurutularak toz haline getirilen adagay1 etanol ¢ozeltisi
ile 16 saat boyunca manyetik karistirici yardimiyla ekstraksiyon iglemine tabii
tutulmustur. Ekstraksiyon siiresi sonunda siizlintii kati materyalden ayriliarak aktif
karbon adsorbaniyla muamele edilmistir. Aktif karbon da siiziintiiden ayrilarak evapore
edilmistir. Kalan kalini  HPLC grade metanolle viallenmistir. Sekil 5.27°de
kargilagtirmali kromatogram verilmistir. HPLC analizinden elde edilen sonu¢ 33,735
ppm’dir. Baslangicta 10 gram maddeden ¢ikarak deneme yapilmistir. Evaporasyon
sonrast kalan kalintt 0,215 mg’dir. Ekstraksiyon verimi 2,15 %’dir. Rosmarinik asit

ihtivasi ise 67,47 mg/g’dir.
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Sekil 5.27. Rosmarinik asit ve 13 AS nolu numune kromatogrami.

Kromatogram incelendiginde elde edilen ekstredeki numune miktar1 328 nm’de 50,2942
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% olarak ol¢lilmiistiir.

14 AS nolu denemede golgede kurutularak toz haline getirilen adagay1 2 saat boyunca
etanol ile manyetik karistiricida ekstrakte edilmistir. Siiziintii ve kat1 materyal
birbirinden ayrilarak siiziintiiye tekrar aktif karbon eklemek sartiyla 30 dakika boyunca
manyetik karistirictya konulmustur. Elde edilen karisim siiziilerek siiziintii alinip
evapore edilmistir. Kalintt metanolle ¢ozdiiriiliip filtreden gegirilerek viallenmistir.
Sekil 5.28’de karsilastirmali kromatogram verilmistir. HPLC cihazindan elde ettigimiz
sonu¢ 3,812 ppm’dir. Baslangigta 10 gram maddeden ¢ikarak deneme yapilmistir.
Evaporasyon sonrasi kalan kalinti 0,174 mg’dir. Ekstraksiyon verimi 1,74%’dir.

Rosmarinik asit ihtivasi ise 7,624 mg/g’dur.

(x100,000)

as] Rosmarinik asit (pembe) >

L 14AS nolu numune (siyah)

Sekil 5.28. Rosmarinik asit ve 14 AS nolu numune kromatogrami.

Cizelge 5.1. Deney numunelerine ait sayisal veriler.

Numune Ekstraksiyon Rosmarinik Asit Ihtivas1 mg/g Kromatogramdan

Kodu Verimi % hesaplanan pik saflig1 %
1 4,59 44,402 39.1865

2 6,17 63,144 36.4424

3 8,55 199,544 44,6535

4 4,60 12,819 14.8423

5 7,21 39,496 21.8406

10 6,81 60,614 40.5519

11 7,96 77,232 51,1789

12 6,15 199,794 59.2853
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Cizelge 5. (devam) Deney numunelerine ait sayisal veriler.

Numune Ekstraksiyon Rosmarinik ~ Asit  fhtivas1 | Kromatogramdan  hesaplanan
Kodu Verimi % mg/g pik saflig1 %
13 7,34 127,04 46.3739

14 6,12 38,802 26.0310
1AS 4,18 28,632 50.7262

2 AS 5,49 35,344 54.8690
3AS 4,21 104,82 60.8226

4 AS 2,14 2,55 10.0050
5AS 3,74 5,346 25.5671

10 AS 5,74 12,72 57.1088

11 AS 4,25 77,232 72.6252

12 AS 3,25 199,794 70.8755

13 AS 2,15 67,47 72.3387

14 AS 1,74 7,624 50.2942
Klevenger 1,204 172,214 59.5642
denemesi

Planlanan ve uygulanan ekstraksiyon yontemleri, ekstraksiyon siireleri, adsorban
uygulanmas1 kendi aralarinda kiyasladiginda sirasiyla 2 saat, 16 saat, 24 saat uygulama
ve ultrasonik uygulamada giderek artacak sekilde rosmarinik asit miktarlari artmistir.
Coziiciiler kiyaslandiginda etanoliin asetona gore ¢ok daha etkili oldugu goriilmiistiir.
Adsorban olarak aktif karbon uygulamasinda bu adsorbanin organik yapili etken madde
olan rosmarinik asitte de adsorplanma gosterdigi gozlenmistir. Fakat bunun yani sira
HPLC verilerinde rosmarinik asite ait pik safliginin tiim denemelerinde aktif karbonsuz
denemelere gore arttig1 gdzlenmistir. Sonug olarak rosmarinik asit miktar1 diiserken pik

safligimizin arttig1 gozlenmistir.

Yontem gelistirme ¢alismalarimizin devaminda ultrasonik destekli ekstraksiyon tekrarli
sekilde calisarak sonuglar kaydedildi. Ultrasonik destekli ekstraksiyonda ¢ok verimli
sonu¢ almmasima karsin hem atiklarin degerlendirilmesi agisindan hem de kimyasal
¢Oziicii yerine suyun kullanilmasinin daha biiyiik kazang saglayacag: diisiiniilerek geri

sogutucu altinda sicak su ile yapilan ekstraksiyonlarda gelistirme ¢alismalar1 kapsamina
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alindi. Aym1 zamanda pH ayar1 ve c¢oktirme denemeleri ile rosmarinik asit
zenginlestirmesine katki saglayip saglamayacagimiza dair bilgileri agia ¢ikarmak adina

da ¢aligmalar yapildi.

5.5. ADACAYI POSALARINA UYGULANAN EKSTRAKSiYONLAR

Geri sogutucu altinda su ile ekstraksiyon gerceklestirildi. Ektre siiziildii. Sulu siiziintiiye
H>SO4 pH 2 olana kadar eklendi. Camurumsu bir ¢okelek olustu. Cokelti adi siizgeg
kagid1 ile alindi. Siiziintiiye 1:1 oraninda etilasetat ile s-s ekstraksiyon gergeklestirildi.
Etilasetat faz1 evapore edildi. Kalinti metanolle ¢ozdiiriilerek alindi ve asagidaki HPLC
Kromatogrami elde edildi. 106,7147 ppm RA elde edildi. Sekil 5.29°da yesil renk ile

ekstraksiyon kromatogrami pembe renk ile rosmarinik asit gosterilmistir.

(x4,000,000)

| |
\‘\ |

2 i

o011 I

013

023

Sekil 5.29. Posaya denenen numuneye ait kromatogram.

Ayni numunede baskin gelen piklerin tanimlamasini yapabilmek adina literatiir
destegiyle sinnamik asit ve kafeik asit standartlar1 ile numune kiyaslamasi yapildi. Sekil
5.30’da mavi renkle sinnamik asit ve kafeik asit karigimi, pembe renkle rosmarinik asit,

siyah renkle numune ekstraksiyonu karsilaastiriimistir.
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(x4,000,000)

175+

1207 Sinnamik Asit

o \ Kafeik asit

Sekil 5.30 Ekstraksiyon sonrasi elde edilen kromatogram ve standartlar kiyaslamasi

Ultrasonik banyo yardimiyla 1:20 oranda 50 °C’de 40 dakika ekstraksiyon yapildi.
Numune siiziildii ayn1 kat1 materyal tekrar ultrasonik banyoda ekstre edildi. Islem 3 kez
tekrarland1. Stiiziintiiler birlestirildi. Evapore edildi. Sekil 5.31°deki gibi asagidaki
kromatogramlar elde edildi. HPLC Analizi kantitatif sonucu rosmarinik asit 1231,392

ppm elde edildi.

UV(x100,000)

R e e e e B B B B B e e e B e BB e e L B S R ey
00 25 50 75 100 125 150 175 200 25 250 275 300 min

Sekil 5.31. Adacay1 posasina uygulanan tekrarli ultrasonik banyo.

5.6. FLAS KROMATOGRAFISI UYGULAMALARI

Geri sogutucu altinda yapilan tekrarli ekstraksiyon caligmasindan sonra elde edilen
ekstre evapore edilerek viallendikten sonra flash kromatografisiyle ayrilma islemine tabi
tutuldu. Birgok metot denemesinden birkagina baktigimizda; verilen metotta akis hizi
15ml/dk olarak ayarlandi. Mobil faz hatlarinda A: Su B: Metanol olacak sekilde
ayarlandiktan sonra gradient sistem olusturuldu. 4. Dakikaya kadar % 60 su %40
metanol ¢ekecek sekilde ayarlandi ve 10. Dakikaya kadar bu sekilde devam ederek

analiz sonlandirildi. 254-400 nm aralifinda tarama yapildi. Bunun haricinde spesifik

53



olarak 254-264-280-328 nm’de dedekte edildi. Hata! Basvuru kaynagi b

ulunamadi.’de flas kromatografi metot deneme uygulamalar1 gosterilmistir. Sekil

5.34’te flas kromatografisi ile gozlenen piklere ait UV dalgaboyu goriintiisii

gosterilmistir. Sonug olarak asagidaki kromatogram elde edildi.

UV (AU)

100 & solvent% ] ELsD B uv [ uvz [ vva [l uva [l UV Scan

0.08

LV (AL

0.04

2nd Solvant (%)

0.m

< [»]

1 2 3 4 5 L] 7 2 2]
Time (min)

Sekil 5.32 Flas kromatografi metot gelistirme basamaklarina ait kromatogram.

Maxamum of all scans
0134
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1 2 3 4 5 B 7 8 9
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Sekil 5.33 Flas kromatografisine ait kromatogram.
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Sekil 5.34. Flag kromatografisi ile gézlenen piklere ait UV dalgaboyu goriintiisii.

UV taramasinda goriildiigii gibi rosmarinik asidin tayin edildigi 328 nm dalgaboyunda

absorbans mevcuttur. Fakat tam olarak saf bir molekil absorbansindan

bahsedilememektedir.

Tekrarli ekstraksiyon c¢aligmasindan sonra elde edilen ekstre evapore edilerek
viallendikten sonra flag kromatografisiyle yapilan baska bir denemede ise akis hiz1 10
ml/dk olarak ayarlandi. Mobil faz hatlarinda yine A: Su B: Metanol olacak sekilde
ayarlandiktan sonra gradient sistem olusturuldu. 4. Dakikaya kadar % 60 su %40
metanol ¢ekecek sekilde ayarlandi ve 13. Dakikadan sonra tekrar 1 dakika i¢cinde % 100
su olacak sekilide geri doniisiim olmustur. Sekil 5.35, Sekil 5.36, Sekil 5.37°de flasg

kromatografisi cihazindan alinan kromatogramlar alinmistir.Sekil 5.40
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Sekil 5.35 Flas kromatografisi uygulamasi metot denemeleri.

Maximum of all scans

16

2 4 1 8 hl) 12
Time (min)

Sekil 5.36. Flas kromatografisi kromatogrami.
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Scan at 1.15 min
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Sekil 5.37. Flag kromatografisi ilk pike ait UV dalga boyu taramasi.

Etanol ¢oziiciisii kullanilarak ultrasonik banyo yardimiyla tekrarli ekstraksiyon yapildi
ve elde edilen siiziintiller birlestirilerek evapore edildi. Evapore sonrasi flas
kromatografisi uygulanarak elde edilen fraksiyon toplandi ve asagidaki kromatogram

elde edildi.

100 ¥ solvent 2 || ELSD HE vt B wve [ 30 v Bl v Bl UV Scan

0.60
80 0-48
F 60 0-35
| 5
| =
| 3
2 40 ‘ 0-23
| \
20 | -
|
0~ [ | ] - -
a [
0 3 i1 : ; :

Time {min)

Sekil 5.38. Ultrasonikasyon yardimiyla elde edilen ekstreye ait flag kromatografi

kromatogramu.
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Maxamum of all scans
0.6
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Time (min)
Sekil 5.39. Flag kromatografi kromatograma.

Flas sonrasi toplanan fraksiyonlara tekrar HPLC analizleri yapilarak saflik derecelerine
bakildi. Buradan toplanan fraksiyon HPLC analizi yapilmak iizere hazirland1 ve

asagidaki kromatogram elde edildi.

UV(x100,000)

e Rosmarinik asit (pembe) >

< Ultrasonik ekstraksiyon

ool sonrasi flag uygulamasi
sonrasi elde edilen pik

4 |

—_—— Y Ve
0.0 25 5.0 7.5 10.0 125 150 175 20.0 225 25.0 275 30.0 min

Sekil 5.40. Flag kromatografisi ile elde edilen fraksiyonun HPLC analizi.

Tekrarli ekstrasksiyon c¢alismalar1 sonrasi elde edilen ekstreler flag kromatografisine

uygulanarak fraksiyonlar toplandi ve rosmarinik asit i¢eriklerine HPLC ile bakildi.

Farkli ekstraksiyon metotlar1 ile belirlenen en uygun yontem ve flags kromatografisi

oncesi denenen metotlar kiyaslandiginda her metodun kendine has 6nemli noktalari
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belirlendi. Etanol ile ve ultrasonik banyo ile yapilan denemelerden olumlu sonuglar elde
edilirken, pH ayarlanmasi ile elde edilen ¢aligmalardan da yiiksek miktarlar elde edildi.
Fakat bu denemelerde rosmarinik asit tek basina degil yaninda farkli maddelerle elde

edildi.Sekil 5.41°de flastan toplanan her fraksiyona ait HPLC kromatogrami verilmistir.

(x1,000,000)

Sekil 5.41. Flas uygulamasi sonrasi toplanan fraksiyonlara ait kromatogram.

UV(x100,000)
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Sekil 5.42. Flag uygulamasi sonrasi toplanan fraksiyonlara ait kromatogram tiim
fraksiyonlar.

(x4,000,000)

09+

08

07+

06

05

0.4

034

B B B e e B e e B e B Bt e e e A By B e
25 50 75 100 125 150 175 200 25 250 275 300 min

Sekil 5.43. Flas uygulamasi sonrasina ait zenginlestirilmis rosmarinik asite ait
kromatogram.
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Sekil 5.44. Ultrasonik banyo sonrasi flag kromatografi uygulamasi.

00)
5.5 r‘

Sekil 5.45. Ultrasonik banyo uygulamasi sonrasi elde edilen zenginlestirilmis
rosmarinik asit.

5.7. FLAS KROMATOGRAFi ILE TOPLANAN FRAKSIYONA AIT LC-MS
ANALIZI

Flas kromatografisi ile toplanan fraksiyonlara dncelikle HPLC analizleri yapildi. Hplc
analizleri ile elde edilen pikin rosmarinik asit oldugu dogrulandi. Fakat tamamen
dogrulama yapilmasi i¢in LC-MS ile tayini yapildi. LC-MS ig¢in bir dis laboratuvardan
hizmet alim1 yapildi. Bunun i¢in hem toplanan fraksiyon hem de rosmarinik asidin
standard1 analize gonderildi. Bu analizler sonunda asagidaki kromatogramlar elde

edildi. Sekil 5.46 ve Sekil 5.47°de detayli LC-MS kromatogramlari verilmistir.
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Sekil 5.46. Elde edilen fraksiyona ait LC-MS analizi kromatogrami.
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Sekil 5.47. Rosmarinik asit standardina ait LC-MS kromatogramu.
Goriildiigti gibi her ikisinin kiitlesi rosmarinik aside ait olan molekiil agirligim
vermektedir. Negatif iyonlasma gergekleserek 359,05 kiitlesini rosmarinik asit
standardinda goriirken, fraksiyon numunesine ait kiitleyide 359,1 olarak dedekte

etmistir. Ve dimerleserek her ikisinde de 719 M/Z’ yi gostermistir.

5.8. SITOTOKSITITE CALISMALARI

Hizmet alim1 kapsaminda gerceklestirilen bu deneme ile elde ettigimiz zenginlestirilmis
ekstrenin toksikolojisi hakkinda bilgi edinip devam c¢alismalarinin anlamli olup
olmayacagma karar verilmistir. LC-MS’e gonderilen ayni igerikli numuneler bu
analizlerde de kullanilmistir. Bu c¢alisma hem strandarda hem de numuneye
uygulanmistir. Fare fibroblasti hiicre hattina uygulama yapilarak sitotoksitite analiz
edilmistir. Farkli konsantrasyonlarda hazirlanan numuneler hiicre hatlarina uygulanarak
24 saat 37 C’e % 5 CO2 kosullarinda inkiibe edildi. Numunelerin toksititelerinin

belirlenmesi icin WST-1 hiicre proliferasyonu protokolii uygulandi.

ELISA okuma sonuglarina gore asagidaki cizelge olusturuldu. Cizelge 5.2 ve Cizelge

5.3’te ekstreye ve standarda ait canlilik verileri verilmistir.
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Cizelge 5.2. Test numunesine (UE) ait canlilik verileri.

Konsantrasyon (ppm) | Canhhk
Kontrol 100

1 113,83

) 87,5

10 73,22

25 48,45

50 46,15

75 35,43
100 30,4

Cizelge 5.3. Standart numunesine (RA) ait canlilik verileri.

Konsantrasyon (ppm) | Canhhk
Kontrol 100

1 75,3

5 52,07

10 46,23

25 40,75

50 37,2

75 34,39
100 31,07
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6. SONUC

Son donemlerde insanlar arasinda saglikli yasam ve saglikli beslenme konular1 diinya
capinda onem kazanmistir. Bu durum hastalik durumlarinda modern tibbin yani sira
tamamlayict tip olarak tanimlanan alana da yonelmeleri beraberinde getirmistir.
Katkisiz, dogal beslenmenin ve paketli olmayan iiriinlerin kullanim1 giderek artmaistir.
Beraberinde hastalik olmadan 6nce 6nlem alma bagisiklik giiclendirme amacli dogal ve
bitkisel iirlinlerin kullanim1 diinya capinda yayginlagsmistir. Fakat bu ilgi beraberinde
bilimi tasimadigr zaman geri doniilmez sonuglara veyahut insan sagligi iizerinde geri
doniilmez sonuglara sebep olabilmektedir. Bunun yani sira ilag kullanimi sirasinda
dogal ve bitkisel iirlin kullanim1 hekim kontroliinde olmazsa ilag-bitkisel iiriin etkilesimi
ile farmakodinamik etkilesimler gergeklesebilmektedir. Sinerjik etki ile ilacin
etkilesiminin artmasina veya antagonist etki ile ilacin etkisinin azalmasia sebep
olabilmektedir. Bu sebeple uygulanan tedavilerin yarida kalmasi ve olumlu sonug elde
edilmemesine neden olmaktadir. Olumlu olmasi diistiniilerek bilingsizce kullanilan bu
iriinlerin yapilmak istenen tedavinin uzamasina veya tam tersi etki ile farkli hastaliklara
bile sebep olmaktadir. Zararsiz gibi goriinen tedavi amaciyla kullanilan dogal {iriinlerin;
tretim sekilleri kullanim talimatlar1 kullanilacak doz belirlenmesi fazlasiyla 6nemlidir.
Ozellikle bilinen bir hastalik varsa ve kullanilan ilag varsa kesinlikle hekim tavsiyesi

disinda bu tip dogal ve bitkisel {iriin diye piyasada satilan iiriinlerden kullanilmamalidir.

Bitkisel iriin dedigimiz zaman bir bitkinin veya birka¢ bitki kombinasyonunun
yapraklari, kokleri veya tohumlarinin ¢esitli formlarda kullanilmasi akla gelmektedir.
Bitkisel {irlinlerin tedavi amaciyla kullanilmasi ¢ok eski donemlere dayanmaktadir.
Heniiz bilimsel bilginin gelismedigi daha ¢cok deneme yanilma ile bitkilerin iyilestirici
etkilerinin belirlendigi donemlerde bile bitkisel triinler kullanilmaktaydi. Fakat o
donemlerde teknolojinin de tam olarak gelismedigi gbz Oniine alindiginda bitkisel iiriin
olarak kullanilan iirlinler sonrasinda meydana gelen hasarlarinda o iiriinlerden olup
olmadig1 tam olarak kanitlanamamaktaydi. Genel olarak gozlenen semptomlar kusma,

ishal, bayilma, tasikardi, fel¢ seklinde olmaktaydi.

Giliniimiizde bitkisel {iriinleri koruyucu ve iyilestirici olarak kullanmada dogal kaynakli

olmasi sebebiyle zararsiz goriilmektedir. Bitkinin direkt kullanim1 yan1 sira piyasa harici
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ve dahili olarak kullanilabilecek bitki ekstreleri bitkisel yaglar da bulunmaktadir. Bu
durumlarda etken maddeler daha da zengin hale getirilerek alinmaktadir. Oysa ki tiim
faz ¢alismalarindan ge¢cmis ilaglarin dahil kullaniom dozu mevcuttur. Bu sebeple dozu
tam olarak belirlenemeyen ve higbir test yapilmamis iirtinlerin tedavi edici olarak

kullanim1 son derece sakincalidir.

Tim bunlarla birlikte ‘bitkilerden yararlanarak tedavi miimkiin degildir’ savi da tam
anlamiyla dogru degildir. Tarihsel gelisim silirecine bakildiginda deneme yanilma
dedigimiz kullanimlarin teknolojinin  gelismesiyle dogrulugu veya yanlishigi
ispatlanabilir durumdadir. Bitkisel kaynakli faz ¢alismalarini tamamlamis hali hazirda
ilag olarak kullanilan tedavi ediciler mevcuttur. Hatta bitkilerden elde edilip ilag
formatinda satilan bir¢ok ilacin zehirli bitkilerden {tiretildigi bilinmektedir. Bunlara bir
ornek olarak en yaygin kullanilan yiiksiik otundan elde edilen kalp glikozitleri iceren
ilag ornek verilebilir. Yiiksik otu oldukca zehirli bir bitki olmasina karsin kalp
hastaliklarinda kullanilan digoxin ilaci bu zehirli bitkiden elde edilmistir. Fakat pre-
klinik ve klinik caligmalar1 tamamlanarak ila¢ ruhsatina sahip olmustur. Yani tiim
farmakodinamik farmakokinetik 6zellikleri belirlenmistir. Hekim tarafindan kullaniciya
belirli sartlarda recete edilebilir ve giivenli bir sekilde kullanilabilir. Buradaki
handikaplardan birisi de bu ilaglarin saklama kosullar1 dahil belirlenmistir fakat dogal
ve bitkisel ekstrelerin saklama kosullarina dair veya kontaminasyonlarina dair bilgiler

igermemektedir.

Burada 6nemli olan husus sudur ki; dogal ve bitkisel tirtinler de gayet tabi gilivenli bir
sekilde koruyucu veya tamamlayic1 saglik uygulamalarinda kullanilabilmektedirler.
Fakat igeriginin gelisen teknoloji kullanilarak tam olarak belirlenmesine mubhtactir.
Dogal bitkisel iirlin denildigi zaman elde edilecek olan iirliniin tiim siiregleri 6nem arz
etmektedir. Ornegin bitkinin botanik agidan aydinlatilmas: tiiriiniin bitki sistematigine
uygun sekilde belirlenmesi sonraki asamalarda kurutma, saklama kosullarinin tam
olarak keskin cizgilerle belirlenmesi, ekstre veya yag iiretimi her ne amaglanmissa iiriin
eldesindeki prosesin tam olarak belirlenmesi ve standardizasyonunun yapilmasi
gerekmektedir. Nihai iiriin olarak elde ettigimiz iiriiniin nitelik ve nicelik agisindan tiim
testlerinin yapilmasi ve bu testlerin ve yapan kuruluslarin denetlenmesi gerekmektedir.
Uriinler sertifakali olarak uygun saklama kosullar1 belirlenerek herhangi bir
kontaminasyon gerceklesmeden saklanmalar1 ve tiiketici ile bu sartlarda

bulusturulmalar1 gerekmektedir. Tiim bunlar géz oniine alindiginda dogal ve bitkisel
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iriin gelisen teknoloji ile desteklenerek tarladan-rafa kadar gegen tiim siireclerde insan
sagligini tehdit edebilecek birincil veya ikincil sebepler igermemelidir. Nihai {iriindeki
etken maddenin miktar1 doz belirlenmesi a¢isindan ne kadar birincil 6neme sahipse
tarlada heniiz tohum halindeyken bile tarlaya uygulanan dogal veya sentetik tarim
ilaglarmin varligi, varsa bitkide kalinti birakip birakmadigina kadar denetimlerinin
yapilmasi da ikincil 6neme sahiptir denebilir. Yani bir bitkinin alinip kaynatilip igilip
tiikketilerek sagliga kavusulma diisiincesi her zaman masum olmayabilir. Tim bu
calismalardan gecmis ve hekim kontroliinde yapilmasi her zaman 6nem atfedecektir.
Eger yine de kisi kendi karar verip kullanmay1 tercih edilirse mutlaka denetimleri
yapilmig sertifikali drlinler tercih edilmelidir. Sonu¢ olarak dogal {iriinlerin
kullaniminda bilimsel bilginin kanitlanmis verilerin 6nemi insan sagligi acisindan

diistiniilenin aksine oldukc¢a 6nem tasimaktadir.

Biz ¢alismamizda tiim bunlar1 g6z Oniine alarak yillar boyunca halk arasinda dahilen ve
haricen kullanilmakta olan adagay1 bitkisi tizerine ¢alismis bulunmaktayiz Cay1
yapilarak icilmek suretiyle istah acisi, antiseptik, mide bulantis1 dnleyici, iist solunum
yollar1 hastaliklarinda etkisi sebebiyle kullanilmaktadir. Haricen kullanimda ise adagay1
yag1 akne problemlerinde, kas eklem agrilarinda, iltihapli yaralarda masaj yapilarak
ciltte uzun siire tutmadan kullanilmaktadir. Tiirkiye Ilag ve Tibbi Cihaz kurumunun
internet sitesinde adagaymin Salvia officinalis tiiriine ait bitkisel monograf yer
almaktadir. ilag etkilesimleri, kullamlan kisimlari, giivenlikle ilgili uyarilarna yer
verilmistir. Ayrica Salvia officinalis tiiriine Tiirkiye Cumhuriyeti olarak onayladigimiz
Avrupa Farmakopesinin Adaptasyonu olan Tiirk Farmakopesinde de yer verilmektedir.
Bir bitki tiiriiniin farmakopelerde bulunmasi dogal ve bitkisel {iriinlerden elde edilen
iriinde etkin maddelerin Gzelliklerinin ~ detaylarim1  igerdigi bilimsel olarak
onaylandiginin gostergesidir. Calismamizda Salvia officinalis tiiriiniin segilip daha
detayli calismasmin yapilmasinin amaci bu bitkinin farmakopede onayl sekilde yer
almas1 sadece halk arasinda kullanilip kulaktan dolma bilgiler igermemesidir. Salvia
officinalis’in igerdigi etken madde olan rosmarinik asidin zenginlestirilerek izole
edilmesi amaglanmistir. Yani gelen hatlartyla hali hazirda etkinligi belirlenen bitkinin
etken maddesinin elde edilmesi ve bu etkenin ileriki ¢alismalarda aktivitesinin

belirlenmesi planlanmustir.

Adagay1 bitkisinin secilmesinin sebeplerinde birisi de Diizce bolgesinde kolaylikla

yetistirilebilmesidir. Yaptigimiz ¢aligmalarda adagayinin ucucu yaglarin ithalat ve
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ihtacatlar1 yapilarak cogunlukla kullanima acildig1 goriilmiistiir. Adagay1 ucucu yagi
kullanim1 agisindan elde edilmesindeki zorluga karsin kullanim alanlarmin etkinligine
bakildiginda oldukc¢a degerli bir iirtindiir. Fakat yaptigimiz detayli literatiir caligmasinda
adacayinin posasinda kalan iiriinlerinin de son derece 6nemli etken maddeler icerdigi ve
bu etken maddelerinde aktarlardan adagaylarinin alinip ¢ay1 demlenerek genellikle bu
etkenlerin antioksidan 6zelliklerinden yararlanildig1 goriilmistiir. Fakat bunun yan1 sira
kafeik asitin bir esteri olan rosmarinik asit etken maddesinin miktarca fazla oldugu ve
bu etken madde incelendiginde yurtdisinda droglarinin dahil kullanildigr fakat

tilkemizde bu etken madde tlizerine ¢alisma sayisinin azlig1 tespit edilmistir.

Adagcay1 tiretimi ile ilgili yapilan 2022 yilina ait fizibilite raporu detaylica incelenmistir.
2019 yilinda 5.602 doniim arazide dikimi yapilan adagayindan 1.233 ton bitki
tretilmistir. Bir doniimde 220 kg verim elde edilmistir. Boliim 2’de de bahsedildigi
Diizce ilinde ise 45 doniim ekim yapilmis ve 5 ton iiretimin yan sira doniim bagina
ortalama 111 kg verim elde edildigi not edilmistir. Tiirkiye ekolojik agidan farkli iklim
cesitlerine sahip bir bolge olmasi agisindan birgok iiriiniin yetistirilmesinin kolay oldigu
bir tilkedir. Adacay1 bitki ve yag ihracat ve ithalat miktarilarina bakildiginda 25.4 ton
ihracat yapilirken, 0.67 ton ithalat yapildig1 ortaya konmustur. Thracat verilerinde 6,94
ton bitkisel ¢ay iken 18,4 ton adacay1 yag1 oldugu belirlenmistir. ithalat verilerinde ise
0,11 ton bitkisel ¢ay ve 0,56 ton adacayir veri tablosunda islenmistir. Bu sonug
gostermektedir ki adagay1 yagina talep artmistir. Bu talep artis1 ile adagay1 yag: tiretimi

ile bitki posas1 olusumu ortaya ¢ikmustir.

Bu bilgiler 1518inda bizim calismalarimizin asil amaci da adacay1 yagi sonrast kalan
posaya yonelmemizi bu posanin degerlendirilmesi olmustur. Bu g¢alisma Lamiacea
familyasinda yiiksek miktarlarda bulunan rosmarinik asit etken maddesinin salvia
officinaliste de fazla miktarda bulunmasi ve posanin atilmasi ise degerli bir sekoneder
metabolit olan etken maddenin atuk olarak atilmadan nasil degerlendirilebilecegi

lizerine baslangi¢ calismasi niteligi tasimaktadir.

Adagay1 yapraklarindan elde edilen sekonder metabolitlerin mayis-haziran ve ekim-
kasim aylarinda yapilan hasatlarda elde edildigi literatiirde rastladigimiz bilgilerdendi.
Biz bu caligmada adagay1r hasadimizi haziran ayinda gercgeklestirdik. Yapilan tiim
analizler sonucu rosmarinik asit eldesinde saflig1 yiliksek zenginlestirilmis rosmarinik
asit adacgay1 yapraklarindan elde edilmistir. Baslangi¢ ¢alismalarina bakildiginda aseton

ve etanol ¢oziiciilerine gore tiim denemelerde etanol ile daha fazla miktarda rosmarinik
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asit elde edildigi gozlenmistir. Ekstraksiyon siirelerine bakildiginda 24 saat boyunca
siiren c¢alismalarin her iki ¢oziicide de fazla oldugu saptanmustir. Klasik c¢oziicii
ektraksiyonu ile ultrasonik banyo destekli ekstraksiyon karsilagtirildiginda her iki
¢oziiciide de ultrasonik banyo sonucu elde edilen ekstrede en fazla miktarda rosmarinik
asit elde edilmistir. Kendi aralarinda kiyaslandiginda ise etanolle yapilan denemenin
ultrasonik banyo destekli ekstraksiyoda fazla bulundugu yapilan analiz ile
kiyaslanmisir. Bunlarin yani sira Klevenger aparati ile kurulan diizenekte kalan bitkisel
materyalden elde edilen rosmarinik asit miktarinin ise ultrasonik destekli ekstraksiyona
yakin oldugu saptanmistir. Devaminda yapilan aktif karbon uygulamasi ¢aligmasinda ise
aktif karbonun organik yapili etken maddemiz olan rosmarinik aside de bir miktar
adsorbladig1 gozlenmistir. Fakat bunun yan1 sira HPLC verilerinde rosmarinik asite ait
pik safliginin tiim denemelerinde aktif karbonsuz denemelere gore arttigi gozlenmistir.

Sonug olarak rosmarinik asit miktar1 diiserken pik safligimizin arttig1 gdzlenmistir.

Farkli ekstraksiyon metotlar1 ile belirlenen en uygun yontem ve flas kromatografisi
oncesi denenen metotlar kiyaslandiginda her metodun kendine has onemli noktalar
belirlendi. Etanol ile ve ultrasonik banyo ile yapilan denemelerden olumlu sonuglar elde
edilirken, pH ayarlanmasi ile elde edilen ¢aligmalardan da yiiksek miktarlar elde edildi.
Fakat bu denemelerde rosmarinik asit tek basina degil yaninda farkli maddelerle elde

edildi.

Cizelge 4.1 detayli sekilde gosterilen veriler incelendiginde Salvia officinalis
bitkisinden rosmarinik asit eldesi i¢in yapilan ¢alismalar kapsaminda en uygun ¢oziicii
etanol en uygun metot da ultrasonikasyon olarak belirlendi. Fakat bizim asil amacimiz
posanin degerlendirilmesi oldugunu gbéz Oniinde bulundurursak yine Cizelge 4.1
incelendiginde posadan elde edilen etken maddenin miktar olarak kayda deger sekilde

yiiksek oldugu goriilmiistiir.

Adagay1 yagi iiretimi yapan gergek iireticilerle goriisiildiigiinde yag {iretimi sonrasi
kalan posa ve sulu fazin farkli alanlarda degerlendirildigi veya atildig1 6grenilmistir.
Ornegin bir firma kalan posanin tarlalarda yabani otlarin ¢ikmasmi engellemek
amaciyla tekrar bitkilerin altlarina koyuldugundan bahsetmistir. Bagka bir iiretici bu
posanin kurutularak tagsis olarak yeni hasat edilen iiriinlerle birlestirildiginden
bahsetmistir. Yine yapilan goriismeler sonrasinda bir {iretici sulu kismin tekrar sulama
amaciyla kullanildigindan bahsetmistir. Yapilan goriismeler sonucu 6grenilen bir diger

bilgi ise bitkinin yag1 alindiktan sonra hayvan yemi olarak kullanildig1 yoniindedir. Tiim
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bu goriismeler sonucu gercek lireticiden aldigimiz cevaplarla daha etkili alanlarda
kullanilabilecek bir iiriin varliginin tespit edildigini disiinmekteyiz. Gerek iretimi
konusunda tilkemizdeki iklim sartlarinin elverisligi gerekse adacayi bitkisinde var olan
rosmarinik asit etken maddesinin 6nemli bir fitokimyasal oldugunun farmakgnozi
yaklagimiyla literatiirde dogrulandigindan adagayi bitkisinden katma degeri yliksek bir
iiriin elde edilebilecegi gortilmiistiir. Bu ¢alisma kapsaminida adagay1 bitkisinden gesitli
ekstraksiyonlar denenerek ve sonrasinda flas kromatografisi uygulanarak
zenginlestirilmis rosmarinik asit elde edilmistir. Elde edilen etken madde, ticari olarak
satin alman etken maddesi ile hiicre kiiltiirii ortaminda sitotoksitite testi yapilmak
kaydiyla calisilmistir. Yapilan in-vitro ¢aligmalarda ticari rosmarinik asitin 5 ppm’e
kadar, elde ettigimiz ekstrenin ise 10 ppm’e kadar sitotoksik oOzellik gostermedigi
saptanmistir. Rosmarinik asit {izerine literatiirde in-vitro ve in-vivo c¢alismalar

mevcuttur. Bu elde edilen ekstrenin bu tarz ¢alismalarla desteklenmesi gerekmektedir.
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