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OZET

Organizmada normal metabolik yollarin isleyisi sirasinda veya cevresel ajanlar
(pestisidler, aromatik hihrokarbonlar, toksinler, ¢oziiciiler vb.), stres, radyasyon gibi ¢esitli
dis faktorlerin etkisiyle serbest radikaller meydana gelmektedir. Serbest radikaller yasam
icin gereklidir; fakat yiiksek derecede reaktif olan serbest radikaller biyomolekiillerle
kolayca reaksiyona girerek hiicrelere zarar verebilecek toksik ozellikte bilesikler
olusturabilir. Antioksidanlar ise serbest radikallerin etkilerini yok edici sistemlerdir.
Giiniimiizde antioksidan 6zelligi kesfedilen bir¢ok farkli madde vardir. Bu maddelerin bir
kismini viicut kendisi, serbest radikallere karsi bir savunma sistemi olarak iiretirken, bir
kismimi 6zellikle bitkilerden alir. Bu ¢alismada ki amacimiz arastirmaya deger 6zelliklere
sahip olan Rhododendron Iluteum ve Rhododendron ponticum bitkilerinin asetonitrilli
ekstraktlarinin antioksidan aktivitesini incelemek ve bitkilerin kimyasal bilesimlerini
belirlemektir. Halk arasinda ¢okta iyi bilinmeyen bu bitki Trazon’dan toplanmustir. Bu iki
bitkinin yaprak ve ¢igeklerinin asetonitrillli ekstraktlarinin toplam fenolik madde igerikleri
gallik asit ve katesin standartlariyla, DPPH radikal temizleme aktiviteleri Trolox®,
askorbik asit ve BHT standart antioksidanlariyla, demir (III) indirgeme/antioksidan kuvveti
(FRAP) Trolox® ve askorbik asit standartlariyla ve karbonik anhidraz inhibisyon etkileri
stilfanilamid ve asetazolamid standartlariyla karsilagtirmali olarak incelendi. Ayni zamanda
bu bitkiler antimikrobiyal aktivite agisindan da incelendi. Bitki ekstraktlari antioksida ve
antimikrobiyal agidan standartlara kiyasla yiiksek aktivite gostermislerdir. Antimikrobiyal
aktivite 6zellikle Gram (-) bakterilere kars1 gozlenmistir. Karbonik anhidraz enzimi iizerine
standart asetazolamitle karsilastirilabilir bir inhibisyon tiim ekstraktlarda goriilmistiir.
Fenolik asit igerigi ¢alismalarinda ekstraktlarda gallik asit, protokatekuik asit,
protokatekaldehit, p-OH benzoik asit, klorojenik asit, kaffeik asit p-kumarik asit, ferulik
asit, sinapik asit bilesenleri tespit edilmistir. Ugucu yaglarda yapilan sulu ve asitli calisma
karsilastirmas1 kompozisyonda ve aktivitede onemli degisikliklerin oldugunu ortaya
koymustur. Ozellikle karbonik anhidraz enzim aktivitesi {izerine inhibitér etkisinden

sorumlu bilesiklerin belirlenmesi degerli olacaktir.

Anahtar Kelimeler: R. ponticum, R. luteum, asetonitril, ekstrakt, ucucu yag, GC, HPLC,
antioksidan, antimikrobiyal, karbonik anhidraz inhibisyonu
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SUMMARY

Chemical Compositions and Biological Aktivities of Rhododendron Essential Qil

and Extrakts

Free radicals are formed in the organisms as a result of normal metabolism or
because of various factors including pesticides, aromatic hydrocarbons, txins, stres, and
radiation. Antioxidants scavenge these free radicals. Many compounds with antioxidant
activity are known today. Some of these are made by our body as a defense system against
free radicals, and some are obtained by diet from plants. In the current study, acetonitrile
extracts of Rhododendron Iluteum and Rhododendron ponticum are investigated for
chemical composition determination as well as bioactivity evaluation. Not very well
known in public, the plants are collected in Trabzon. Acetonitrile extracts of leaves and
flowers were investigated for antioxidant activity with DPPH scavenging, ferric
reducing/antioxidant power (FRAP) and total phenolic content determinations
comparatively with standart antioxidants BHT, vitamin C and Trolox, and carbonic
anhydrase inhibitory activity was measured in comparison with acetazolamide. The
samples were also tested for antimicrobial activity. The extracts showed high antioxidant
and antimicrobial activity compared to the standards. Gram (-) bacteria were specifically
susceptible to the extracts. High CA inhibitory activity was observed in alll the extracts.
The extracts contained the phenolic acids gallic acid, protocatechuic acid,
protocatechaldehyde, p-OH-benzoic acid, chlorogenic acid, caffeic acid, p-coumaric acid,
ferulic acid and synapic acid. Essential oils obtained with normal and acidified methods
showed changes with respect to both chemical composition and biological activity.

Carbonic anhydrase inhibitory components of these plants deserve further study.

Key Words: R. ponticum, R. luteum, acetonitrile, extract, essential oil, GC, HPLC,
antioxidant, antimicrobial, carbonic anhydrase inhibition
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1. GENEL BiLGILER

1.1. Giris

Viicudumuz normal fonksiyonlarini yerine getirmek i¢in enerji iretirken, ayni
zamanda milyonlarca serbest radikalin olusmasina sebep olurlar. Bu serbest radikallerin
artmasina sebep olan birgok etken vardir. Bu etkenlerden bazilari, kimyasal maddeler,
cevre kirliligi, UV 1sinlari, X-1s1inlar, ilaglar, viriisler, stres, sanayi atiklari, egzoz gazlari
ve sigara dumani vs. olarak orneklendirilebilir. Ayrica modern gidalar, seker ve yag
miktar1 fazla olan gidalar, alkol ve hatta yogun egzersizler de oksijen kullanimindaki
artisla birlikte serbest radikallerin miktarinin da artmasina sebep olmaktadirlar. Bu etkenler
sonucu olusan serbest radikaller, viicuttaki hiicreleri olumsuz yonde etkiler. Bu durumda
antioksidanlar da hiicreye zarar veren serbest radikallerle reaksiyona girerek bunlarin
baslattig1 zincir reaksiyonu durdurur ve boylece viicudumuzdaki hayati bilesenlerin zarar
gormesini engeller. Son yillarda sentetik antioksidanlarin yan etkilerinin goriilmeye
baslamas1 nedeniyle besin kimyasi1 ve koruyucu tibbin bitkisel kaynakli antioksidanlara
ilgisi artmigtir. Artan bu ilgi, biitiin diinyada bitkisel tedavinin desteklenmesini ve
Oonemsenmesini saglamistir.

Fenolik maddeler dogal antioksidanlarin en 6nemli gruplarini olustururlar. En yaygin
bitkisel fenolik antioksidanlar flavonoidler basta olmak tiizere sinnamik asit tiirevleri,
kumarinler, tokoferoller, organik asitler gibi bitkilerde ikincil metabolit olarak olusan
fenolik maddelerdir (Harborne, 1994). Fenolik bilesikler antioksidan olarak, insan
viicudundaki c¢esitli nedenlerle olusmus serbest radikalleri temizleme yetenegine
sahiptirler. Ayrica, agir ve radyoaktif metalleri selatlama ve otooksidasyonu onleme
konusunda da fenolik bilesikler oldukga etkilidirler. Bagka bir deyisle bunlar, ¢esitli reaktif
oksijen tiirlerini hiicrelerden uzaklastirarak metabolizmay1 zinde tutarlar. Fenolik bilesikler
veya polifenoller bitkilerde ¢esitli meyve, sebze, kuruyemis, tohum, ¢icek, kok ve govde
kisimlarinda dogal olarak sentezlenen maddelerdir (Wollgast ve Anklam, 2000).

Yapilan bu c¢alismada, Trabzon’dan toplanan Rhododendron familyasina ait
R.ponticum ve R.luteum olarak anlandirilan her iki bitkinin ¢igek ve yapraklarinin
asetonitril ekstraklarinin antioksidan ve antimikrobiyal aktivitelerinin yan sira elde edilen

esansiyel yaglariin kimyasal bilesik icerigi arastirildi. Ayrica, bitkilerin ¢igek ve yaprak



kisimlarinin karbonik anhidraz enzim aktiviteleri de incelendi. Daha o6nce zencefilde
tauguchi yontemi kullanilarak yani farkli parametreler ile calisma yapilmisti. Bu calisma
sonucunda kullanilan ¢o6ziiciilerden asetonitrilin  veriminin diisiikk olmasina ragmen
biyoaktivetesinin olduk¢a yiiksek oldugu ortaya ¢ikti. Biz de bu c¢alismamizda onceki

caligsmalari referans alarak bunu daha net bir sekilde ortaya koymaya c¢alistik.

1.2. Serbest Radikaller ve Antioksidanlar

Serbest radikaller, dis orbitallerinde bir yada daha fazla eslesmemis elektronu
bulunan oldukga reaktif ve stabil olmayan atom ve molekiillerdir (Akkus, 1995). Bu stabil
olmayan durumun yarattifi enerji, organik veya inorganik kimyasallar, lipitler,
karbohidratlar, proteinler ve DNA gibi komsu molekiillerle reaksiyona girerek serbest hale
gelir. Serbest radikaller dig yoriingelerindeki elektron agigini reaksiyona girdigi komsu
molekiilden alirken, elektronunu kaybeden komsu molekiil kararsiz hale gecer ve boylece
yeni bir serbest radikal olusmus olur. Etkilesim boyle devam ederek siirekli serbest
radikale doniisiime neden olan bir reaksiyon (otokatalitik reaksiyon) baglar.

Oksijen canli organizmada ATP yapimi i¢in gereklidir. Hiicreler oksijenden enerji
meydana getirirken az miktarda da olsa zararli yan iriinler (reaktif oksijen tiirevleri-
serbest oksijen radikalleri) olustururlar. Ayrica ¢evresel faktorlerden kaynaklanan toksik
maddelerle etkilesim sonucu serbest oksijen radikalleri kagimilmaz bir sekilde
olusmaktadir. Bunun yaninda bu radikallerin olusumunu ve meydana getirecegi hasari
onlemek i¢in viicutta bir¢ok savunma mekanizmalar1 gelismistir. Eger bu radikaller
savunma mekanizmasinin kapasitesini asarlarsa oksidadif stres olugsmakta ve hiicrelerin
lipit, protein, DNA, enzim ve karbohidrat gibi 6nemli bilesenlerinde hasara neden
olmaktadirlar (Akkus, 1995).

Cevremizde sikca karsilasilan serbest radikal kaynaklarina; sigara, alkol, uyusturucu,
radyasyon, stres, hava kirliligi gibi birgok 6rnek verilebilir. Normalde hiicrelerde en biiyiik
serbest radikal kaynagi, elektron transport sisteminde elektron sizintisidir. Serbest
radikaller, aerobik metabolizma sirasinda ya da organik maddelerin ¢iiriimesi, boyalarin
kurumasi ve plastik maddelerin islenmesi gibi endiistriyel islemlerde, oksijenin kismi

rediiksiyonu ve oksijen tiirlerinin reaksiyonlar1 ile olusabilmektedir.



1.2.1. Serbest Radikaller ve Etkileri

Serbest radikaller hiicrelerin lipid, protein, DNA, karbonhidrat ve enzim gibi tiim

onemli bilesiklerine etki ederler. Siiperoksit radikali (O, ") ve hidroksil radikali (OH")

sitoplazma, mitokondri, niikleus ve endoplazmik retikulum membranlarinda lipid
peroksidasyonunu baglatir. Membranlarda lipid peroksidasyonu meydana gelmesi sonucu
membranin permeabilitesi artar. Serbest radikallerin etkisiyle proteinlerdeki sistein
stilthidril gruplar1 ve diger amino asit kalintilar1 okside olarak yikilir, niikleer ve
mitokondriyal DNA okside olur. Serbest oksijen radikallerinin neden oldugu hiicre
hasarinin bir¢ok kronik hastaligin komplikasyonlarina katkida bulundugu diisiiniilmektedir.
Bronsit, Parkinson hastaligi, gebelik preeklampsisi, cesitli kanser hastaliklari, alkolik
karaciger hastaligi, akut renal yetmezlik, Down sendromu, yaslanma gibi durumlarda

serbest oksijen radikallerinin neden oldugu hiicre hasar1 s6z konusudur.

1.2.1.1. Serbest Radikallerin Lipidlere Etkileri

Lipidler serbest radikallerin etkilerine kars1 en hassas olan biyomolekiillerdir. Hiicre
membranlarindaki kolesterol ve yag asitlerinin doymamis baglari, serbest radikallerle
kolayca reaksiyona girerek peroksidasyon iirtinleri olustururlar. Lipid peroksidasyonu
kendi kendini devam ettiren zincir reaksiyonu seklinde ilerler ve oldukga zararlidir. Hiicre
membranlarinda lipid serbest radikalleri (L") ve lipid peroksit radikallerinin (LOO")
olusmasi, reaktif oksijen tiirlerinin (ROS) neden oldugu hiicre hasarinin 6énemli bir 6zelligi
olarak kabul edilir. Serbest radikallerin sebep oldugu lipid peroksidasyonuna
"nonenzimatik lipid peroksidasyonu" denir. Lipid peroksidasyonu genellikle yag
asitlerindeki konjuge ¢ift baglardan bir elektron i¢eren hidrojen atomlarinin ¢ikarilmasi ve
bunun sonucunda yag asidi zincirinin bir lipid radikali niteligi kazanmasiyla baslar.

Nonenzimatik lipid peroksidasyonu ¢ok zararli bir zincir reaksiyonudur. Direkt
olarak membran yapisina ve {rettigi reaktif aldehitlerle indirekt olarak diger hiicre

bilesenlerine zarar verir. Boylece doku hasarina ve bir¢ok hastaliga neden olur.



1.2.1.2. Serbest Radikallerin Proteinlere EtKileri

Proteinler serbest radikallere kars1 poliansatiire yag asitlerinden daha az hassastirlar.
Proteinlerin  serbest radikal harabiyetinden etkilenme derecesi amino  asit
kompozisyonlaria baglhidir. Doymamis bag ve kiikiirt i¢eren triptofan, tirozin, fenilalanin,
histidin, metiyonin, sistein gibi amino asitlere sahip proteinler serbest radikallerden
kolaylikla etkilenirler. Bu etki sonucunda o6zellikle siilfiir radikalleri ve karbon merkezli
organik radikaller olusur. Serbest radikallerin etkileri sonunda, yapilarinda fazla sayida
disiilfit bag1 bulunan immiinoglobiilin G (IgG) ve albiimin gibi proteinlerin tersiyer

yapilar1 bozulur, normal fonksiyonlarini yerine getiremezler.

1.2.1.3. Serbest Radikallerin Niikleik Asitler ve DNA'ya Etkileri

Iyonize edici radyasyonla olusan serbest radikaller DNA'y1 etkileyerek hiicrede
mutasyona ve 6liime yol agarlar. Hidroksil radikali (OH") deoksiriboz ve bazlarla kolayca
reaksiyona girerek degisikliklere yol acar. Aktive olmus noétrofillerden kaynaklanan
hidrojen peroksit (H,O,) membranlardan kolayca gegerek ve hiicre ¢ekirdegine ulasarak

DNA hasarina, hiicre disfonksiyonuna ve hatta hiicre 6liimiine yol acabilir.

1.2.1.4. Serbest Radikallerin Karbonhidratlara Etkileri

Serbest radikallerin karbonhidratlara etkisi sonucu cesitli tirtinler meydana gelir ve
bunlar, cesitli patolojik siire¢lerde 6nemli rol oynarlar.

Diyabet ve diyabet komplikasyonlarimin gelisimi, koroner kalp hastaligi,
hipertansiyon, behget hastaligi, cesitli deri ve goz hastaliklari, kanser gibi bir¢ok hastalikta
ve yaslilikta serbest radikal liretiminin arttii, antioksidan savunma mekanizmalarinin

yetersiz oldugu gosterilmistir.

1.2.2. Serbest Radikallerin Temizlenmesinde Etkili Molekiiller

Serbest radikaller potansiyel olarak toksik olduklari i¢in organizmalar bunlar etkisiz

hale getirmek amaciyla savunma sistemleri gelistirmislerdir. Bu savunma sistemleri kisaca



“antioksidanlar” olarak adlandirilirlar. Antioksidanlar, hiicrelere zarar veren serbest
radikallerle reaksiyona girip onlar1 etkisiz hale getirerek, kanser, kalp hastaliklari, diyabet
ve komplikasyonlar1 basta olmak iizere bir¢ok hastaliga ve erken yaslanmaya neden
olabilecek zincir reaksiyonlar1 6nleyen, yok eden veya etkilerini azaltan molekiillerdir.

Antioksidanlart oncelikle dogal antioksidanlar ve yapay antioksidanlar (ilaclar)
seklinde smiflandirmak daha dogru olacaktir. Dogal antioksidanlar, endojen ve eksojen
antioksidanlar olarak iki gruba ayrilabilir. Endojen antioksidanlar, enzimler ve enzim
olmayanlardir. Katalaz (CAT), stiperoksit dismutaz (SOD), glutatyon peroksidaz (GSH-
Px) ve hidroperoksidaz enzimlere; melatonin, seruloplazmin, transferin ve miyoglobin ise
enzim olmayanlara 6rnek olarak verilebilir. Endojen antioksidanlar bulunduklar1 ve
etkinliklerini yerine getirdikleri yerlere gore de hiicre ici (intraseliiler), membranal ve
hiicre dis1 (ekstraseliiler) antioksidanlar olarak {i¢ sinif altinda toplanabilir.

Eksojen antioksidanlar, vitaminler, ilaglar ve gida antioksidanlaridir. Vitamin olan
eksojen antioksidanlar; -tokoferol (vitamin E), -karoten, Askorbik asit (vitamin C) ve
Folik asit (folat) tir. Ila¢ olarak kullanilan eksojen antioksidanlar; ksantin oksidaz
inhibitorleri, NADPH oksidaz inhibitorleri ve Troloks ornek olarak verilebilir. Gidalarin
korunmasinda en ¢ok kullanilan sentetik antioksidantlar biitillenmis hidroksianisol (BHA),
biitillenmis hidroksitoluen (BHT), propilgallat (PG) ve ter-biitil hidrokinon (TBHQ)’dur.
Ayrica Tokoferoller de gidalarda antioksidant olarak kullanilir. Bunlarin diisiik etkisi,
yliksek maliyeti olmasina ragmen tokoferol gibi alternatif, dogal ve giivenilir daha fazla

gida antioksidantlarinin tanimlanmasi gerekmistir.



Antioksidanlar
Dogal antioksidanlar Yapay antioksidanlar
Enzimler Enzim olmayanlar BHT, BHA, Troloks,
SOD / \ SOD mimikleri ve ¢esitli
Katalaz Endojen Eksojen selat olusturucu
maddeler
Glutatyon peroksidaz Glutatyon E Vitamini

Glutatiyon S transferaz ~ Seriiloplazmin ~ P-Karoten
Sitokrom oksidaz Bilirubin Askorbik Asit
Ferritin Flavonoidler
Laktoferin
Urik asit
Haptoglobinler
Albumin

Sekil 1. Antioksidanlarin siniflandirilmasi

Enzimatik antioksidanlardan siiperoksit dismutaz (SOD), organizmada substrat
olarak serbest radikal kullanan tek enzim olup oksijenin hidrojen peroksite

dismutasyonunu katalizler.

SOD
20, +2H° —» H,0,+ 0,

Katalaz (CAT), yiiksek konsantrasyonda olusan hidrojen peroksitin dismutasyonunu
katalizler. Glutatyon peroksidaz (GSH-Px), hiicre i¢inde diisiik konsantrasyonda olusan

hidrojen peroksit ve lipid peroksitlerini indirger.

GSH-Px
H,0,:2GSH — GSSG +2H,0

GSH-Px
ROOH +2GSH — GSSG +ROH + H,O



Glutatyon rediiktaz (GSH-R), yiikseltgenmis glutatyonun (GSSG), indirgenmis
glutatyona (GSH) doniistimiinii saglar. Glutatyon-S-transferazlar (GST), basta arasidonik
asit ve lineloat hidroperoksitleri olmak tizere lipid peroksitlerine karsi, selenyum-bagimsiz

GSH-Px aktivitesi gostererek bir antioksidan savunma mekanizmasi olustururlar.

GST
ROOH +2GSH —>GSSG + ROH + H,O

Mitokondriyal sitokrom oksidaz sistemi ise solunum zincirinin son enzimidir ve
stiperoksidi (O, ) detoksifiye eder (Akkus, 1995).

Enzimatik olmayan endojen antioksidanlardan glutatyon (GSH) bir peptit olup hiicre
icinde en 6nemli antioksidan molekiildiir ve hemoglobinin oksitlenerek methemoglobine
doniistimiiniin engellenmesinde rol alir. Ayrica proteinlerdeki stilfhidril (-SH) gruplarim
indirgenmis halde tutar ve bu gruplar1 oksidasyona kars1 korur. Melatonin (MLT) en zararh
serbest radikal olan hidroksil serbest radikalini (OH ) ortadan kaldiran giiclii bir
antioksidandir ve giiniimiize kadar bilinen antioksidanlarin en giigliisii olarak kabul
edilmektedir. Urat; hidroksil, siiperoksit, peroksit radikalleri ve singlet oksijeni temizler ve
C vitamininin oksidasyonunu engelleyici etkisi vardir. Bilirubin, siiperoksit ve hidroksil
radikali toplayicisidir. Albiimin LOOH ve HOCI toplayicisidir ve plazma osmotik
basincini diizenler. Ayni zamanda kan, bilirubin, hormon, aminoasit, steroid, yag asitleri ve
ilaglarin tasinmasinda rol oynar.

Stiperoksit radikali disinda diger bir indirgeyici hiicresel ajan olan askorbik asit (C
vitamini), zincir kirict antioksidan etki gosteren ve okside olduktan sonra ve
parcalanmadan Once askorbik asit ve glutatyon tarafindan yeniden indirgenebilen a-
tokoferol (E vitamini), radikal toplayicit etkisi bulunan p-karoten (A vitamini) ve
polifenoller gibi molekiiller insan ve hayvan organizmasinda sentezlenemeyen bitkiler
tarafindan sekonder metabolit olarak tiretilen maddeler olup radikallerin temizlenmesinde
ve zincir reaksiyonlarmin durdurulmasinda son derece etkili birer antioksidandirlar ve
etkinliklerini enzimatik olmayan yolla stirdiiriirler (Chen vd., 1988; Edge vd., 1997).

Bunlardan E ve A vitaminleri membranda bulunan antioksidanlardir.
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Sekil 2. E vitamini (5,7,8-trimetiltokol [a-tokoferol])’ nin formiilii

Stiperoksit anyonunun temizlenmesinde en etkili antioksidan siiperoksit dismutaz
(SOD) enzimi olup glutatyon, flavonoidler ve ¢esitli polifenoller de etkin rol
oynamaktadir. Sentetik olarak iiretilen ve cogunlukla antioksidan aktivite tayinlerinde
standart olarak kullanilan Trolox, rutin, butillenmis hidroksi toluen (BHT), butillenmis
hidroksi anisol (BHA) gibi antioksidanlar da vardir. Peroksi radikaliyle iki asamada
etkileserek onu ¢ok daha az reaktif tirlinlere doniistiiren 2,6 di-tert-butil-4 metil fenol

(butillenmis hidroksi toluen [BHT] ) 6nemli sentetik antioksidandir.

ROO-
ROO-
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Sekil 3. BHT (2,6 di-tert-butil-4 metil fenol [butillenmis hidroksitoluen])’nin
peroksil radikali ile reaksiyonu

1.3. Biyoaktif Fenolik Bilesikler

Bitkiler normal metabolizma sirasinda yaralanma, enfeksiyon, uv radyasyonuna
maruz kalma gibi durumlarinda ikincil metabolitler olarak fenolik bilesikleri sentezlerler.
Fenolik bilesikler fenil alanin ve tirozinden tiiretilirler. Bitki fenolikleri arasinda basit
fenoller, fenolik asitler (benzoik asit ve sinnamik asit tiirevleri), kumarinler, flavonoidler,
stilbenler, hidrolizlenebilir kandanse taninler, lignanler ve ligninler bulunur. Bu bilesikler

bitkide fitoaleksinler olarak, polen tasiyicilar1 ¢ekmek icin, renklenme amaciyla,



antioksidanlar olarak, ve uv 151k gibi zararlardan korunmada rol oynarlar. Bunlar gidalarda
tat belirleyen bilesiklerin basinda gelmektedirler. Fenolik bilesiklere bir¢ok oOrnek
verilebilir. Sekil-4’te sadece bizim yararlandigimiz fenolik bilesikler verilmistir. Bunlarin

digerlerinden farki karboksil grubunun olmasidir.

Rq Sinnamik Asit Esterlieri

iH
o = OH
Ra R, HOQCQJK/\@
OH

Sinnamik Asitier

. HO OH
Ferulic acid R,=Rz=H, Ry=0H, R,=0CH, OH
p-Coumar{c acg‘d Ri=Ra=Ry=H, Bz=0OH
a-Coumarnic acid Ry=Rz=R, =M, R;=0H Chiorogenic acid (5-caffecylquinic acid)

Caffeic aci_d R=Ra=H, Ra=R, =QH Coutaric acid (p-coumaroyltartaric acid)
Sinapic acid R{=H, Ry=OH, R,=R,=0CH; Caftaric acid {caffecyltartarc acid}

=y

R2—©—7¢OOH

Ra
Benzoik Azitlexr

Gallic acid R =Rp=Ry=0H
Protocatechuic acid R,;=H, Ry=Rz=0H
Vanillic acid Ry=H, Ra=0H, Ra=0CCH3
Syringic acid R,=0H, Ri=Ra=QOGHS

Sekil 4. Fenolik bilesiklere birka¢ 6rnek

Flavonoidler bitkilerden metanol, etanol veya su ile ekstrakte edilebilen biyolojik
aktiviteleri en fazla calisilmis olan bilesik grubudur. 1936 yilinda limon kabugundan elde
edilen flavon bilesiklerin P-vitamini ad1 altinda kilcal damar gegirgenligi ve kirilganligim
distirmede kullanilmasi flavonoidlere verilen 6nemi arttirdi.

Flovanoidler onceleri ¢iceklerin sari, kirmizi, turuncu, lacivert ve benzeri
renklerinden sorumlu pigmentler olarak biliniyorlardi. Genellikle meyve, sebze, tohum,
cicek, yaprak ve dallarda bulunmaktadirlar. Flavonoidlerin karbon iskeletini, iki fenil
halkasinin propan zinciriyle birlesmesinden olusan ve 15 karbon atomu igeren difenil
propan yapist teskil eder. Fenil halkalariin propan zincirine farkli pozisyonlarda
baglanmasi nedeniyle, flavonoidler alt siniflara ayrilirlar. Bu siniflardan birisi, fenil
gruplariin propan zincirine 1,3 pozisyonlarinda baglanmasiyla olusan kalkonoidlerdir ve
en basit tiyesi kalkondur. Hetero halkanin olusmasiyla meydana gelen trisiklik sistem
hetero halkanin, yiikseltgenme derecesine bagli olarak iki farkli yapida bulunabilirler.

Bunlar flavon ve flavan'dir.
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Genellikle flavon tiirevlerine flavonoidler, flavan tiirevlerine ise flavanoidler denir.
1,2 difenil propan iskeletinde propan zincirinin uctaki karbon atomunun oksijen atomu
tizerinden aromatik halka ile halkali yap1 olusturmasi sonucu olusan hetero halkali trisiklik
yapiya izoflavan denir. Izoflavan halkasinin modifikasyonuna bagli olarak izoflavon
meydana gelir. Fenil halkalarinin propan iskeletine 1,1 pozisyonunda baglanmasiyla olusan
1,1 difenil propan iskeleti iceren bilesiklere neoflavonoidler denir. Goriildiigii gibi difenil
propan iskeleti iceren bilesikler aromatik halkanin pozisyonlarina gore flavonoidler,
izoflavonoidler ve neoflavonoidler olarak 3 ana smifa ayrilir. Flavonoidlerin yapilarindaki
C; sisteminin olusturdugu heterosiklik halka degisik yiikseltgenme derecelerinde
bulunabilir. Hetero halkanin yiikseltgenme derecesine bagli olarak bilinen flavonoid
siiflar1 asagidadir:

Flavonlar, flavonoller, flavononlar, flavononoller, flavon-3-oller, flavon-3,4-dioller,
antosiyanidinler, kalkonlar, dihidrokalkonlar, avronlar'dir. Son ii¢ sinif yap1 benzerliginden
flavonoidler sinifina dahil edilmistir. Flavonoidler kurutulmus bitkilerden ekstrakte
edilirler. Taze bitkilerde enzim etkisini Onlemek i¢in bitkinin ¢oziiclide (genellikle
etanolde) kaynatilmasi  (I-2dk) gerekir. Izoflavon, flavanon, dihidroflavanol,
polimetillenmis flavon ve flavonollerin ekstraksiyonu benzin, kloroform, eter veya etil
asetat gibi ¢oziiciilerde yapilabilir. Izolasyonlar1 secici ekstraksiyon yontemiyle saglanr.
Farkli ¢oziiciilerde polaritenin artis sirasi ile bitki 6rnegi ekstrakte edilir.

Kan damarlarinin kilcal damar duvarlarina olumlu etkileri vardir. Eritrosit
olusumunu ve 16kosit miktarini artiran etkiye sahiptirler. Flavonoidler kalp kuvvetlendirici
maddelerdir. Nabzi normallestirme 6zelligine sahiptirler. Karacigere yararli, safra salgisini
arttirici, karacigerin barbitlirat ve arsenik gibi bilesiklere karsi detoksifikasyonuna etki
ettikleri  agiklanmigtir.  Antioksidan, antimikrobiyal, antiiilserojenik, antiviral,
hepatoprotektif, hipolipidemik ve iltihaba karsi etkiye sahiptirler. Viicuttaki lipit
peroksidasyonu gibi fizyolojik aktivitelerin dogal tiriinii olan radikaller, organizmanin
dogustan kazandig1 ¢ok hassas donanimla oksidan antioksidan dengeyi bir ¢izgide tutmaya
calisir. Bu dengenin oksidanlar lehine bozulmasi membran lipitleri, proteinler ve canlida

patolojik olaylarin gelismesine yol agar.
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1.4. Antioksidan Aktivite Tayin Yontemleri

Antioksidanlar oksidatif stresle, prooksidanlarin gidalarda, ¢evrede ve organizmada
meydana getirecegi hasarla miicadelede kullanilmaktadirlar. Maddelerin bu amagla
kullanilabilirligini belirlemek amaciyla birgok antioksidan tayin yontemi gelistirilmistir.

Bunlar arasinda en yaygin kullanilanlarini su sekilde siralayabiliriz.

1.4.1. MDA Olusumunun Inhibisyonu Yontemi

Lipit peroksidasyonunun derecesinin belirlenmesi i¢in kullanilan pek ¢ok yontem
mevcuttur. MDA, lipit peroksidasyonunun ikincil {irlinlerinden en iyi bilinenidir ve hiicre
duvart hasarmin belirlenmesinde indikator olarak kullanilabilmektedir. Son yillarda,
Ohkawa vd. (1979)’nin ortaya koydugu yontemlerden biri bir miktar degistirilerek
uygulanmaktadir. Yontem, karaciger doku homojenati, Fe™* ve C vitamini muamele
edilerek olusturulan Fenton reaksiyon karisiminda ortaya ¢ikan ve bir lipid peroksit iriinii
olan MDA'nin sicak ve asidik ortamda tiyobarbiturik asit ile renkli kompleks olusturmasi
esasma dayanir. Olusan bu renkli kompleks 532 nm'de maksimum absorbans olusturur.
Tayinde antioksidan aktivite kore goére MDA olusumunu %50 inhibe eden madde
miktarlar1 (ICso) cinsinden verilir. %50 Inhibisyonu en az konsantrasyonda saglayabilen
madde miktarin1 veren madde antioksidan aktivite yoniinden en etkili olanidir. MDA

olusumunun engellenmesi antioksidan aktivitenin varliini gosterir.

1.4.2. Demir (IIT) indirgeme / Antioksidan Kuvvet (FRAP) Yéntemi

Oyaizu (1986) tarafindan ortaya konan metoda gore indirgeme kuvveti Oziitiin
dolayli olarak toplam indirgeme potansiyelini gostermekte olup Fe”  Fe™ indirgenmesi
ile meydana gelen renk degisimi 700 nm'de takip edilerek belirlenir. Sonuglar, indirgeme
potansiyeli yiiksek ve ayn1 zamanda standart bir antioksidan madde olan askorbik asit ile
karsilagtirillmak suretiyle yorumlanir. Giincel olarak kullanilan FRAP metodunda 2.4,6-
tripiridil-s-triazin (TPTZ)’in Fe(IIl) tuzu kullanilmaktadir. Bu yontemle redoks potansiyeli
0.7 V’tan daha diisiik olan bilesikler antioksidan olarak test edilebilmektedir. Polifenolik

antioksidanlarda hidroksilasyon ve konjugasyonun miktar1 bu yontemde aktiviteyi
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etkilemektedir. FRAP yontemi H transferi ile radikal temizleyen ozellikle tiol ve

proteinlerin antioksidan kapasitesini 6lgememektedir.
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Fe''-TPTZ + indirgen antioksidan ——————» Fe"'-TPTZ (595 nm'de koyn mavi)

Sekil 5. Demir (III)’tin indirgenme reaksiyonu
1.4.3. Tiyosiyanat Metodu

Bu metod ise linolenik asit, Tween-20 ve fosfat tamponu ile olusturulan emiilsiyon
ortaminda bulunan doymamis bir yag asidi olan linolenik asidin 40 °C'de 140 saat oksijen
ile inkiibasyonunda olusan lipid peroksidin miktarmin 6l¢timii esasina dayanmaktadir.
Yiiksek absorbans diisiik antioksidan aktiviteyi, diisiik absorbans ise yiiksek antioksidan
aktiviteyi gosterir. Ortamda bir antioksidan maddenin varliginda lipid peroksit {riinii

olusamaz ve konsantrasyonu dolayisiyla absorbansi diisiik ¢ikar.

1.4.4. Floresans Sonme Zamam Metodu ile Antioksidan Aktivite Tayini

Chang vd., (2001) tarafindan kullanilan bu metod modifiye edilmistir. Silika jelden
hazirlanmis ve floresans ozellige sahip aluminyum-silikajel tabakalara 6ziit emdirilip
kurutulduktan sonra plaka linolenik asit emiilsiyonuna daldirilir, tamamen kurutulur ve
UV-lamba (254 nm) altinda bekletilir. Bu sirada oksijenin de etkisi ile linolenik asit
emiilsiyonunda once kararmalar ve sonra parlak lekeler olusur. Olusan bu parlak lekelerin
kaybolma zamani antioksidan varligina baglidir ve antioksidan maddenin konsantrasyonu

ile dogru orantilidir.
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1.4.5. Toplam Fenolik Madde Tayini

Metot, suda ve diger organik ¢oziiciilerde ¢oziinmiis olan fenolik bilesiklerin Folin
reaktifi ile alkali ortamda renkli kompleks olusturmasi esasina dayanir. Olusan mor-
menekse renkli kompleks 700 nm'de maksimum absorbans olusturur (Slinkard ve
Singleton, 1977). Bu metod aslinda numunenin indirgeme kapasitesini 6l¢gmesine ragmen

ad1 bunu yansitmamaktadir. Yani yontem aslinda bir antioksidan tayin yontemidir.

1.4.6. Toplam Antioksidan Cevap (TAR) Tayin Yontemi

Erel (2004) tarafindan gerceklestirilen bu yontem, modifiye edilerek yapilmaktadir.
Fe'-o-dianisidin kompleksinin standardize ¢6zeltisi, standardize H,0, ¢ozeltisi ile Fenton
tipi bir reaksiyon vererek OH radikalini olusturur. Olusan bu kuvvetli ROS (reactive
oxygen species = reaktif oksijen tiirleri) ler, radikal diisiik pH’larda indirgenmis renksiz o-
anisidin molekiillerini, sari-kahverengi dianisidil radikallerine yiikseltger. Dianisidil
radikalleri lizerinden baslayan bu oksidasyon sonucu dianisidil radikalleri de kendi
aralarinda reaksiyona girerek biiyiik kompleksler olusturur, diger oksidasyonlara neden
olur ve zincirleme oksidasyon reaksiyonlar1 gercekleserek renk giderek koyulasir. Fakat
ortama katilan ve antioksidan 6zellik gosteren bir madde bu oksidasyon reaksiyonlarini
durdurmaya calisir ve dolayisiyla rengin de koyulagmasini engeller. Bu reaksiyon
spektrofotometri ile 444 nm’de goézlenebilir. Renk olusumunun bastirilmasi, Troloks ile

ayarlanir.

1.4.7. Trolox Esdegeri Antioksidan Kapasite (TEAC) Yontemi

Bu yontem Ozcan Erel (2004) tarafindan gelistirilmistir. Bu yontemin esast ABTS
(2,2’-azino-bis-(3-etilbenztiazolin-6-siilfonik asit)) molekiiliiniin H;O, ve metmyoglobinle
mavi-yesil renkli ABTS * radikaline déniismesi ve bu déniisiimiin 734 nm’de fotometrik
olarak gozlenmesine dayanmaktadir. Antioksidan mevcudiyetinde bu doniisiim

engellenmektedir.
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Sekil 6. 2,2'-azinobis (3-etilbenzotiazolin-6-siilfonik asit)
(ABTSe+) radikalinin formiilii

1.4.8. DPPH Radikali Temizleme Aktivitesi

DPPH radikali (2,2-difenil-1-pikrilhidrazil) ticari olarak satin alinabilen bir serbest
radikal olup bu radikal 517 nm’de maksimum absorbans olusturmaktadir (Cuendet vd.
1997). Antioksidanlarla muamele, DPPH ’tan kaynaklanan mor rengin siddeti azalarak
absorbansin diisiisiine sebep olacaktir. Farkli numune konsantrasyonuyla muamele edilen
DPPH in  absorbansindaki  degisim  Olgiilerek  absorbanslara  karsilik  gelen
konsantrasyonlarla grafik cizilerek y=ax+b denkleminde DPPH konsantrasyonunu yariya
distiren numune miktar1 pg/mL cinsinden belirlenmekte ve 1Csy degeri olarak ifade
edilmektedir. Bu metodun 6nemli bir dezavantaji biiylik antioksidan molekiillerin sterik
engellenmeye maruz kalmalari nedeniyle inaktif olarak test edilmeleridir. Bu metoda
antioksidan molekiiliin yapist ve boyutu test sonucunu etkilemektedir. Bu metot radikal
temizleme aktivite tayinlerinde kolayligt ve kisa stirmesi nedeniyle siklikla

kullanilmaktadir.

Sekil 7. DPPH (2,2-difenil-1-pikrilhidrazil) radikalinin formiilii
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1.4.9. Oksijen Radikali Absorbans Kapasitesi (ORAC) Yontemi

Bu yontem B-fikoeritrin (B-phycoerythrin [B-PE]) adli bir prob maddesinin
floresansinin, peroksil ve hidroksil radikalleri varliginda soniime ugramasi ve ortamdaki
antioksidanlarin bu olay1 geciktirmesine iliskindir. B-PE’den kaynaklanan floresanstaki
azalisin siddeti onun peroksil radikalinden gordiigii hasarin miktarin1 gostermektedir.
Numunedeki antioksidan floresanstaki bu diisiisii yavaslatmakta ya da durdurmaktadir

(Apak vd. 2004).

1.4.10. Bakar (IT) Indirgenme Antioksidan Kapasite (CUPRAC) Yontemi

CUPRAC yontemi, diger antioksidan aktivite tayin yontemlerine gore daha hizli,
basit ve kullanishdir; radikal kromojen reaktiflerin pahalilik, gii¢ temin edilebilirlik ve
kararsizlik sorunlarindan arinmistir. Cu(Il)-neokuproin reaktifi 1limlh bir yiikseltgen
oldugundan gida maddelerinde bolca bulunan sitrat ve glukoz gibi bilesenlerle tepkime
vermeksizin sadece antioksidanlar1 yiikseltger ve reaksiyon iiriinii Cu(I)-neokuprin
kelatinin 450 nm’deki absorbansi okunarak sonug¢ verilir. Yontem, tiyol (-SH) tipi
antioksidanlarla ¢abuk ve net sonuglara ulasir. CUPRAC, fizyolojik pH’lara yakin olan
pH=7 ortaminda ytiriitiiliir; dolayisiyla fizyolojik kosullar1 yansitma sansi daha fazladir.
Uygun ¢oziicii secimiyle hem hidrofilik, hem de lipofilik antioksidanlar tayin edilebilir
(Apak vd. 2005).

1.5. Antimikrobiyal Maddeler

20. ylizyilin baslarina kadar insan organizmasina zarar vermeden mikroorganizmalari
etkilemenin imkansiz oldugu diisiiniiliiyordu. M.O 2500 yillarinda bilincinde olmadan
antimikrobik tedavi yontemleri kullanilmis ve bu devirde enfeksiyon hastaliklar
tedavisinde kullanilan bitki kokleri, sarap ve kiif gibi maddeler olumlu sonuglar vermistir.
1600’ yillarda Giiney Amerika’da, insanlar cinchora bitkisinin kabugunu yiyerek
sitmadan korunmuslar, ipeka bitkisinin kok ekstresini kullanarak amipli dizanteri
hastaligimni tedavi etmiglerdir. Cinchora bitkisinin kabugunda kinin, ipeka bitkisinin

koklerinde ise emetin bulundugu belirlenmistir. 20. yiizyildan itibaren patojen
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mikroorganizmalar hakkinda bilgiler arttikca enfeksiyon hastaliklar ile savas da bilingli
olarak stirdiirtilmiistiir. 1854-1915 yillar1 arasinda Paul Ehrlich, bir arsenik bilesigi olan
arsfenamin ile sifilizi, tripan kirmizis1 boyasi ile Afrika uyku hastaligini tedavi etmeyi
basarmistir. 1927 yillarinda Almanya’da kimya endiistrisi alaninda c¢alisan Gerhard
Domagk ve ekibi, ¢esitli boyalarin patojen bakterilere etkinligini ve hayvanlardaki toksik
etkisini arastirmalari sirasinda, deri boyamada kullanilan prontosil kirmizis1 adli boyanin
hayvanlara toksik olmadigini, stafilokok ve streptokoklara etkili oldugunu saptamislardir
ve bu bulgunun 1935 yilinda yaymlanmasindan bir y1l sonra prontosil kirmizisinin viicutta
stilfanilamide dontistiigii ve antibakteriyel aktiviteyi bu maddenin sagladigi anlasilmustir.
1929 yilinda S. Alexander Fleming tarafindan bulunan ve bu yillarda toksik etkileri
nedeniyle kullanim alanina giremeyen penisilin 1940 yilinda kullanilir hale Ernest Chain
ve Howard Florey tarafindan getirilmistir. Penisilin 2. Diinya Savasi’nda yara enfeksiyonlu
bir¢ok askerin hayatin1 kurtarmistir. Son yillarda antibakteriyel etki alan1 daha genislemis
ve toksik etkisi az olan, mikroorganizmalar1 6ldiiriici ya da mikroorganizmalarin
tiremesini durdurucu etki gosteren bir¢ok antibiyotik ve antibiyotiklerle benzer 6zelliklere
sahip olup timiiyle sentetik olan (kimyasal yolla sentez edilen) kemoterapotik maddeler

tretilmistir.

1.5.1. Antimikrobiyal Maddelerin Genel Ozellikleri

Antimikrobiyal bir maddede olmasi gereken en onemli 6zellik secici toksisitedir.
Kemoterapide kullanilan antimikrobiyal madde diisiik konsantrasyonlar da bile etkili olup
cok az toksik olmalidir. Boyle bir etkinin ortaya ¢ikabilmesi i¢in antimikrobiyal maddenin
hedef olarak memeli hiicrelerinden ¢ok mikroorganizmalar segilmelidir. Bakteriler
prokaryot, memeli hiicreler 6karyottur. Prokaryot hiicrede var olan, ancak dkaryot hiicrede
bulunmayan bir molekiilii hedefleyen antimikrobiyal maddeler (6rnegin; sefalosporinler,
stilfonamidler...) yiiksek derecede secici toksisiteye sahiptir. Virlisler konak hiicreye
integre olduklarindan, konaga zarar vermeden viriisii etkilemek olanaksizdir. Viriislere
etkili ilaglarin secici toksitesinden hi¢ soz edilemez. Mantarlarda 6karyot hiicre yapisinda
ve memeli hiicrelerine benzerler. Bu nedenle antimikrobiyal maddeler ig¢in segici
toksiteden s6z edilemez.

Antimikrobiyal maddeler etkili olabildikleri mikroorganizma cins sayisinin az yada

cok olusuna bagl olarak, dar yada genis spektrumlu seklinde tanimlanir. En dar
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spekturumlu maddeler enfeksiyona neden olan mikroorganizma iizerine etkili ve tedavide
ideal antimikrobiyal maddeler olarak kabul edilir. Genis spektrumlu antimikrobiyal
maddeler konagin dogal bagisikliginda 6nemli rol oynayan ve ekolojik dengeyi saglayan
normal mikroorganizma florasini bozar. Fakat bir¢ok patojenin birlikte etken oldugu
enfeksiyonlarda yada mikrobiyoloji laboratuar1 sonuglarinin beklenemeyecegi acil
durumlarda genis spektrumlu antimikrobiyal maddeler (karbapenemler, kinolonlar...)
kullanilir. Bazi1 bakteri ve mantar tiirleri tarafindan olusturulan, mikrobisid veya
mikrobiyostatik etki goOsteren maddelere antibiyotik denir. Mikrobisid maddeler
mikroorganizmalar1  6ldiiriici, mikrobiyostatik maddeler ise mikroorganizmalarin

tiremesini durdurucu etki gosterirler.

1.5.2. Antibakteriyel Maddenin Siniflandirilmasi

Antibakteriyel maddeler bakteriler tizerine bes farkli yoldan etki eder:
1-) Hiicre duvari sentezinin inhibisyonu
-Beta-laktam antibiyotikler, penisilinler, glikopeptid antibiyotikler
2-) Sitoplazma zarimin fonksiyon ve yapisinin bozulmasi
-Polimksinler
3-) Protein sentezinin inhibisyonu
-Amino glikozidler, tetrasiklinler, kloramfenikol, makrolid antibiyotikler
4-) Nikleik asit sentez ve fonksiyonlarinin bozulmasi
-Kinonlar, rifamisin, nitrofurantoin
5-) Kimyasal yapilardaki benzerlik yolu ile metabolizmanin bozulmasti

-Siilfonamidler

1.5.3. Antibiyotiklere Duyarhlik Deneyleri

Guntimiizde enfeksiyon hastaliklar1 etken mikroorganizmanin antibiyotiklere
duyarlhilik deneyi sonuglarina gore, enfeksiyon etkeninin duyarli bulundugu en uygun
antimikrobiyal madde ile tedavi edilir. Mikroorganizmalarin antibiyotik duyarlilig1

temelde iki farkli yontem ile belirlenebilir.
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Diliisyon (Seri Seyreltme) Y 6ntemi

Difiizyon Y 6ntemi

1.5.3.1. Diliisyon (Seri Seyreltme) Yontemi

Antibiyotiklerin sivi veya kati1 (agarda diliisyon) besiyerlerinde bir seri halinde
seyreltilmesi ve her bir seyreltme ortamina, duyarliligi belirlenecek bakterinin belirli
sayida hiicre igeren siispansiyonundan esit miktarda ilave edilmesidir. Deney serileri
uygun sicaklikta (35-37°C' de) ve bakterinin iiremesi i¢in uygun siire (16-20 saat)
bekletildikten sonra sonuglar ile bakterinin tiremesini durduran en az antibiyotik miktari

belirlenir.

1.5.3.2. Difiizyon Yontemi

Yontemin esast belirli konsantrasyondaki antibiyotiklerin kati besiyerine difiize
olmasi yani yayilmasidir. Antibiyotikler genellikle kagit disklere belli konsantrasyonlarda
emdirilir ve bunlar antibiyotik kaynag1 olarak kullanilir. Bu yontem disk-diflizyon yontemi
olarak adlandirilir, diliisyon yonteminden farki antimikrobiyal maddelerin bir tek
konsantrasyonunun etkinligi denenir. Disk-diflizyon yontemine benzeyen, minimum
inhibitor konsantrasyonu (MIC) belirlenmesini saglayan E-testi (dereceli antibiyotik seridi

yontemi) kantitatif yontem olarak kullanilir.

1.6. Enzimler

Enzim, protein yapisinda olan, dogal olarak yalniz canlilar tarafindan
sentezlenebilen, hiicre ¢ogalmasi, enerjinin veya besinlerin ¢cevreden alinmasi ve enerjinin
dontistimii, metabolitlerin tasinmasi ve kisaca metabolizma olarak tanimlanan biitiin hiicre
fonksiyonlarinin gergeklestirilmesi i¢in gerekli olan biyolojik katalizérlerdir. Enzimler
peptit zincirleri halinde temel yap1 elemanlar1 amino asitlerden olusur ve kendilerine 6zel
ti¢ boyutlu yapilara sahiptir. Bu yapilar1 tizerinde substrat denilen molekiilleri baglayabilen
ve katalitik etkinlik gosterebilen bolgeleri vardir. Kendilerine 6zel yapilari ile enzimler

genel katalizorlerle karsilastirildiklarinda oldukg¢a 6nemli ve endiistriyel potansiyel tasiyan
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ozelliklere sahiptir. Bunlardan 6nemlilerinden birkagi; yiiksek diizeylerde reaksiyon hizlari
gostermeleri, 1limli reaksiyon sartlarinda biyokimyasal reaksiyonlar1 katalizlemeleri ve

oldukea yiiksek diizeylerde reaksiyon ve substrat 6zgiinligii gostermeleridir.

1.6.1. Karbonik Anhidraz Enzimi

Karbonik anhidraz enzimi mikroorganizmalardan, yiiksek yapili canlilara kadar
dagilim gosteren bir enzimdir. Organizmada; CO, tasinmasi, iire dongiisii, asit-baz
dengesinin diizenlenmesi, elekrolit seksesyonu, sindirim, hiicrelerdeki iyon degisimi gibi
olaylarda rol alir. Karbonik anhidraz (II) safra kanallari, pankreatik kanallar, renal tiibiiler

ve tiikriik bezi kanallariin epitelyum hiicrelerinde bol miktarlarda sentezlenir. Canlilarda

a, B s 7 olmak {iizere 3 farkli karbonik anhidraz karakterize edilmistir. Memelilerde &
tipi vardir. Doku dagilimlari, hiicre i¢i yerlesimleri ve kinetik 6zellikleri farkli olan 14
karbonik anhidraz izoenzimi vardir. Cesitli hastaliklarla dogrudan iliskilidir. Karbonik

anhidraz izoenzimleri Tablo-1’de verilmistir.

1.6.2. Karbonik Anhidraz izoenzimleri

Tablo 1. Karbonik anhidraz izoenzimleri

Izoenzim Hidrataz Aktivitesi | Hiicre I¢i Yerlesim
CA-I Diisiik Sitozol

CA-II Yiiksek Sitozol

CA-III Cok Diistik Sitozol

CA-1IV Yiiksek Plazma membrani
CA-V Orta-Yiiksek Mitokondri
CA-VI Orta Tiikriik

CA-VII Yiiksek Sitozol
CARP-VIII Yok Sitozol

CA-IX Yiiksek Plazma membrani
CARP-X Yok Sitozol

CA-XI Yok Sitozol

CA-XII Diisiik Plazma membrani
CA-XIII Diistik Sitozol

CA-XIV Yiiksek Plazma membrani
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1.6.3. Enzim Aktivitesi ve Inhibisyonu

Karbonik anhidraz enziminin literatiir de iki aktivitesi mevcuttur. Bunlar, hidrataz ve
esteraz aktiviteleridir. CA enzim aktiviteleri belirlenirken hidrataz ve esteraz aktivitesi

Olctimleri yapilir. Bu ¢alismada esteraz aktivitesi yontemi uygulanmustir.

1.6.3.1. Hidrataz Aktivitesi Tayini

Bu metod Maren ve arkadaslari tarafindan gelistirilmis ve zamanla {izerinde bazi
degisiklikler yapilmistir. Metodun temelinde ortamda substrat olarak bulunan CO,’in

hidrasyonu sonucu agiga ¢ikan H ’un ortamm pH’smi 10’dan 7,4’e diisiirmesi i¢in gecen

stirenin Ol¢tilmesi esasina dayanir.

EU: fo—1in

n

EU: Enzim iinitesi
to: Enzimsiz denemede 6l¢iilen siire

t,: Numune mevcudiyetinde 6lgiilen siire

karbonik
anhidraz H,CO,

HCO, + g

H,0 + CO,

1.6.3.2. Esteraz Aktivitesi Tayini

Bu yonteme de, karbonik anhidraz p-nitrofenil asetati hidroliz ederek olusan p-

nitrofenol ve p-nitrofenolat iyonunun 348 nm’de verdigi absorbansin 6l¢iilmesi ve buradan

aktivitenin hesaplanmasi temel alinmistir.

0

[ CA
HENO—HC‘CH; + B0 — ()3N~©—()H + CH,COOH
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1.6.4. Karbonik Anhidraz inhibitorleri

Karbonik anhidraz inhibitorleri aromatik ve heterosiklik siilfonamidler, inorganik,

metal kompleks anyonlaridir.

1.6.5. Karbonik Anhidraz inhibitorlerinin Klinik Onemi

Karbonik anhidraz enzimi inhibitorleri tipta antiglakom, antitiroid, ve antikanser
ozellikleriyle kullanilmaktadir. Giiniimiizde glakom hastaliinda goz tansiyonunun
dustiriilmesinde karbonik anhidraz inhibit6rleri kullanilmaktadir. Bu bilesikler dorzolamid
ve brinzolamidtir. Karbonik anhidraz inhibitorleri ayrica epilepsi ve diger bazi noérolojik
hastaliklar, gastrit, yiiksek seviyede idrar soktiiriicii 6zelligiyle, osteoporozda ve timor
tedavisinde kullanilmaktadir.

Karbonik anhidraz inhibitorleri ayni zamanda PET ve MRI goriintiileme
sistemlerinin gelismesinde gelecek vadeden ve c¢alisma konusu olan bilesiklerdir.
Suilfonamidler birgok bakterinin gelismesini durdurmaktadir ve sitma mikrobunun
karbonik  anhidraz  aktivitelerini inhibe ederek o6ldiiriilmesinde  kullanilmasi

amaclanmaktadir.

1.7. Ucucu Yaglarin Tanim ve Ozellikler

Ucgucu yaglar, bitkilerden ya da bitkisel droglardan cesitli yontemlerle elde edilen,
oda sicakliginda s1vi halde olan, su buhari ile siiriiklenebilen ve kolaylikla kristallesebilen
ucucu Ozellikte, kuvvetli kokulu ve yagimsi karisimlardir. Ugucu yaglar agikta
birakildiklarinda oda sicakliginda bile buharlasabildiklerinden bunlara ugucu yag veya
eterik yag denilmektedir. Bunun yani sira parfiim sanayisinde sik¢a kullanildiklari i¢in
esans olarakta adlandirilirlar. (Ceylan vd, 1987). Ugucu yaglar bitkinin tiim organlarinda
veya bitkinin belirli bir organinda bazen de bir organin belirli dokularinda da bulunabilir.
Ucgucu yagin bitkide ya protoplazmada ya da hiicre ¢eperinin 6zel bir tabakasinda olustugu
ileri stirtilmekle birlikte glikozitlerin hidrolizi yoluyla da meydana gelebildigi
belirlenmistir (Baytop, 1999; Baytop, 1972; Ozyurt, 1992). Bir¢ok sekonder metabolitler

olan ugucu yaglari normal biiyiime gelisim donemlerinde ya da patojen saldirilara karsi
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veya strese tepki olarak tiretmektedirler (Skocbusic, 2006). Ucucu yaglarin bitkilerde
neden olustugu tam olarak bilinmemektedir. Bazi arastiricilara gore artik tiriin olarak kabul
edilen ugucu yaglar, koruyucu ajanlardir ve bitkinin yaralanmasi sonucu meydana gelen
recinelerin ¢oziinmesini saglarlar. Ugucu yaglarin bocekleri kagirma ya da ¢ekmek i¢in
olustugunu diistinenlerde vardir. Buna bagl olarak ya bitkiyi korurlar, ya da tozlasmaya
yardime1 olurlar (Baytop, 1986). Ucucu yaglar taze iken genellikle renksiz veya acik sari
renklidir. Fakat karanfil yag1 gibi saridan kahverengiye veya papatya yagi gibi yesilden
maviye kadar degisik renkte olanlar1 da vardir. Uzun siire saklamada, 151k ve oksijenin
etkisi ile oksitlenerek bazilar1 koyulasip recinelesebilir. Bu durumda genellikle bir koku
degisimine ve yagin kalitesinin azalmasina sebep olur. Bu nedenle yaglar serin bir yerde ve
1siktan korunmak i¢in koyu renkli siselerde saklanmalidirlar (Burt, 2004; Baytop, 1972;
Ozyurt, 1992; Tanker, 1990). Fiziksel ozellikleri yoniinden birbirlerine genellikle benzerler
ve genel olarak kirilma indisleri yiiksektir. Optikge aktiftirler ve yaglarin polarize 15181
spesifik olarak cevirmeleri yagi tanitmaya yarayan onemli 6zelliklerden birisidir, kirilma
indisinde polarize 15181 c¢evirmede meydana gelen degismeler, yagin safliginin
bozuldugunu gosterir. Ugucu yaglar su ile karismayan maddeler olduklar1 halde,
kokularmin suya ge¢mesine yetecek oranda suda ¢oziiniirler. Petrol eteri, benzen, eter,
etanol, hegzan gibi organik ¢oziiciilerde ¢oziniirler ( Ozyurt, 1992; Tanker, 1990). Ucucu
yaglar1 tamimak i¢in bitkisel doku kesitlerinde ve drog tozlarinda Sudan III boyast
kullanilir. Bu boya ugucu ve sabit yaglara turuncu bir renk vermektedir. Kesitler bir siire
isitildiginda ya da sulu etanol ile yikandiginda yag damlaciklart kaybolursa ugucu yag,
kaybolmuyorsa sabit yag oldugu anlasilmaktadir. Bugiine kadar arastirilan 300 bitki
familyasindan % 30 ’dan fazlasinin ugucu yag icerdikleri anlasilmistir. Aromatik bitkilerde

ucucu yag orant % 0,01 ile % 20 arasinda degiskenlik gostermektedir (Baytop, 1972).

1.7.1. Ugucu Yaglarin Smiflandirilmasi

1.7.1.1. Kimyasal Bilesimlerine Gore

Ucgucu yaglarin kompozisyonunu olusturan kimyasal maddeleri, terpenik maddeler,
aromatik maddeler, diiz zincirli hidrokarbonlar ile azot ve kiikiirt tasiyan bilesikler diye
dort grup altinda toplayabiliriz. Giintimiizde ucucu yaglarin yapisinda 2000°den fazla

kimyasal bilesigin bulundugu gosterilmis olup, bunlarin % 90’1 terpenik maddelerden
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olusmustur. Yapilarinda bugiin 150 ’den fazla monoterpen, 1000 kadar seskiterpen ile
diterdenler bulunmustur. Bunlarin yaninda alkoller (benzin alkol, sinnamik alkol,
sitronellol), organik asitler (asetik asit, benzoik asit, sinnamik asit), fenoller (karvakrol,
kativol, timol), ketonlar (kafur, karbon, pul egon), aldehitler (benzaldehit, sinnamik
aldehit, sitral), esterler (benzin benzoat, bornil asetat, granit asetat), fenol esterleri (anetol,
Ojenol, saf rol), ve diger bilesikler (siilfiir, nitrojen, kumarin) bulunmaktadir. Ugucu
yaglarin kendisine has kokusu ve tadi, tarpanlarin oksitlenmesi ile olusan oksijenli

tiirevlerden ileri gelir ( Dorman, 2000; Ceylan, 1987).

1.7.1.2. Aromatik Ozelliklerine Gore

Ugucu yaglar koku ve tat 6zelliklerine gore de siniflandirilabilirler. Buna goére ugucu
yaglar; “aromatik” (¢ok kokulu ve tadi iyi olanlar), “aromatik-aroma” (kokulu ve aci tadi

olanlar), “aromatik-acria” (kokulu ve tadi keskin olanlar) diye {i¢e ayrilir (Ceylan, 1987).

1.7.1.3. Farmakolojik ve Terapotik Etkilerine Gore

Ugucu yaglar farmaside farmakolojik ve terapik etkilerine gore de gruplandirilir.
Ucgucu yaglarn sinir yatistirici, deriyi kizartan, uyarici, balgam soktiirticti, okstirtigii kesen,
idrar soktiirlicti, midevi, safra sokiicti, solucan diisiiriici ve antienflamatuar, antiseptik,
antibiyotik, antifungal, antioksidan, sedatif etkilerine gore bir gruplandirmaya tabii
tutulurlar (Zeybek, 2002; Bagci, 2005). Ucucu yaglarin ¢ogu toksak etki gosterir.
Mukozay1 tahris eder, sinir sistemini uyusturur. Toksak etki lipitlerde erimelerinden ve
hiicre i¢ine girerek plazmay1 bloke etmelerinden ileri gelir. Ugucu yaglarin birden fazla
maddeden olustugu dikkate alinirsa, ayni ucucu yagin degisik amaglarla kullanilmasi da
dogal sayilir. Bugiin ugucu yaglar yerine, daha ¢ok i¢indeki terpenik veya aromatik etken

maddeler ila¢ olarak kullanilmaktadir.
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1.7.2. Ucucu Yag Elde Etme Yontemleri

Ugucu yaglar bitkilerden, miktarlarina ve bilesenlerinin 6zelliklerine bagl olarak ve
diger bir yonden de ucucu yag elde edilecek bitki kismina gore degisik sekillerde elde

edilir.

1.7.2.1. Destilasyon Yontemi

Destilasyon yontemi, bitki materyallerindeki biitiin ucucu maddeleri buharlastirma ve
yogunlastirma yoluyla ayirma yontemidir. Bu yontem ucuz ve kolay olup ugucu yagini
kolaylikla veren bitkiler i¢in uygulanir. Genellikle ¢igekler dogrudan, yapraklar hafif
ufalandiktan sonra, kok vs. ise kii¢iik parcalara ayrigtirildiktan sonra destile edilirler.
Bitkiler ¢cok ince toz haline getirilmemelidir. Portakal ¢igegi, giil, lavanta, anason, karanfil,
nane, kekik, adacay1 gibi bitkilerde bu yontem uygulanir. Ugucu yaglarin elde edilmesinde

bes tip destilasyon yonteminden faydalanilir.

1.7.2.1.1. Su Destilasyonu

Kuru bitki materyali destilasyon aygiti i¢inde sicak su ile kaynatilir. Olusan buhar ile
stiriiklenen ucucu yag sogutucuda yogunlastirilarak bir kapta toplanir. Kapta su ve yag
tabakasi ayrilir ve ugucu yag almir. Geleneksel olarak ugucu yag tiretiminde kullanilan

imbikler ve laboratuar tipi Clevenger aygit1 bu yontem i¢in kullanilir.

1.7.2.1.2. Su ve Buhar Destilasyonu

Hem kuru hem de taze bitkisel materyale uygulanabilir. Bu metotta bitki dogrudan
dogruya sicak su ile degil, buharla temas etmektedir. Maserasyona tabi tutulmus
materyalden su buhari gecirilerek ugucu yaglar ayristirilir. Su buhari bagka bir yerde elde
edilir ve bir boru yardimiyla maseratin i¢ine yoneltilir. Yiiksek 1s1 ile parcalanma olasilig
boylece ortadan kalkmis olur. Su buhar ile siiriiklenerek sogutucu iinitesine gelen ugucu

yaglar yogunlagarak toplama kabinda birikir.
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1.7.2.1.3. Buhar Destilasyonu

Daha ¢ok taze bitki materyallerine uygulandigindan ve bu taze materyal yeterince su
tagsidigindan materyal Maserasyona tabi tutulmaz ve Destilasyon kazaninin 1zgarasi tizerine
konan materyalin igcersinden dogrudan sicak su buhari1 gegirilir. Basing ile taze bitki
pargalarina yoneltilen buhar, yag damlaciklarini da beraber siiriikleyerek toplama kabina

getirir ve toplama kabinda biriktirilir.

1.7.2.1.4. Kuru Destilasyon

Bazi droglar kuru kuruya 1sitildiklart zaman ugucu maddeler kismen olduklar1 gibi
kismen de pargalanarak distile olurlar. "Pirojenasyon" adini alan bu islem 6zel ¢elikten
yapilmis imbiklerde uygulanir. Materyal odun ya da dal ise kiiciik parcalar halinde
kazanlara doldurulur ve yiiksek sicaklikta havasiz ortamda kuru kuruya destile edilir.

Destilasyon iiriinleri sogutucudan gecirilerek toplama kabinda toplanr.

1.7.2.1.5. Hidrodifiizyon

Bitkisel dokulardaki ugucu yagin bir kismi yilizeyde bulunurken, bir kismi da i¢
kisimlarda bulunur. Yiizeye yakin yerlerdeki ugucu yagi buhar ile almak kolaydir. Yiizeye
yakin olmayan bolgelerdeki ucucu yag ise ancak difiizyon isleminden sonra ylizeye ulasir.
Hidrodifiizyon islemi endiistride normal buhar destilasyonunun aksine buharin bitkisel
materyal dolu kazana iistten verilmesi ve alttan ¢ikan buharin yogunlastirilmasi seklinde
uygulanir. Hidrodifiizyonun getirdigi birtakim avantajlar vardir. Ozellikle kazanin
yliklenmesi ve bosaltilmas: islemleri diistintildiigiinde kullanim kolayligima sahiptir.
Sadece duisiik basingta 1slak buhar kullanilir. Destilasyon siiresi kisadir, daha az buhar
harcandig1 i¢in daha az masraflidir. Destilasyon siiresinin kisa olmasindan ve riflaks olay1
gerceklesmediginden dolayr yagm bilesikleri hidrolize ugramazlar. Uretilen yaglarm

fiziksel 6zellikleri standart degerlere uygunluk gosterir.
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1.7.2.2. Mekanik Yontem (Presleme Yolu) ile Ucucu Yag Elde Edilmesi

Bazi droglardan destilasyon yontemi ile ugucu yag elde edilmek istendiginde
droglardaki u¢ucu yag bozulmaktadir. Bu nedenle bu tip droglardan mekanik yontemle yag
elde edilmektedir. Bu yolla genel olarak portakal, limon, bergamot ve mandalina gibi
turuncgil meyve kabuklarindan ugucu yag elde etmeye uygundur. Mekanik yontemle
ucucu yag elde etmek i¢in preslerde sikma veya benzeri cihazlar kullanilir. Bu sekilde elde
edilen usareler genel olarak berrak degildir. Bunlari berraklastirmak ig¢in; uygun bir
filtreden stiziiliir santrifiij yapilarak icindeki partikiillerden ayrilir, alkol ilave edilerek veya
wsitilarak bulaniklik yapan maddeler uzaklastirilir. Bu sekilde soguk presle ugucu yag elde

edilir.

1.8. Ekstraksiyon

Ekstraksiyon bir ¢ozelti ya da siispansiyon i¢indeki organik maddeyi, ¢ozen fakat
¢Ozelti ya da siispansiyondaki ¢dzgen ile karismayan bir bagka organik ¢6zgen yardimiyla
ayirmaktir. Kimyada bilinenin aksine bir saflagtirma degil ayirma yontemi olarak
kullanilir. Asidik, bazik ve notral organik bilesiklerin ayillmasinda ya da saflagtirilmasinda
kimyasal aktif ekstraksiyon yontemi kullanilir. Buna gore asidik bir madde uygun bir baz
ile, bazik maddede uygun bir asit ile tepkimeye sokularak tuz olusturulur ve su fazina
cekilmesi saglanir. Her ekstraksiyondan sonra nétral yapidaki bilesik organik fazda

kalacak ve sulu faz ayirma hunisinin alt kisminda yer alacaktir (URL-1, 2006).

1.8.1. Ekstraksiyon Cesitleri

1.8.1.1. Sivi-s1v1 ekstraksiyon

Sivi-sivi ekstraksiyon'da ayirma hunisi kullanilir. Bu yontem iki sivinin yogunluk
farkindan yararlanilarak uygulanir. Karigim ayirma hunisine konuldugunda yogunlugu
kiictik olan siv1 lstte, biiylik olan ise altta toplanir. Yogunluklar1 birbirine yakin olan
maddeler kolay ayrilmaz. Bu durumda su fazini, NaCl gibi bir tuzla doyurup yogunlugunu
arttirmak gerekir ya da ayirma hunisini ¢alkalayarak ayrilma saglanir. Su i¢indeki organik

maddeyi, organik ¢oziicli fazina alabilmek i¢in ayirma hunisi c¢alkalanirken c¢alkaladikga
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olusan gazin ¢ikmasi i¢in musluk hafif¢e acilir. Gaz ¢ikist bitene kadar bu islem devam
ettirilir. Daha sonra tstteki faz muslugun hizasmma gelinceye kadar alt faz huniden
bosaltilir. Sonra st faz iist kapaktan alinir. Clinkii bu faz da musluktan akitilirsa altta az da

olsa kalmis olan diger madde tist faza karisip safsizlik olusturabilir.

1.8.1.2. Kati-Siv1 Ekstraksiyon

Kati-siv1 ekstraksiyon baslica dogal ve biyolojik orneklerle ilgili uygulamalarda
kullanilir. Kati-sivi ekstraksiyonunda katinin i¢erdigi maddelerden biri veya bir bolimi
uygun bir ¢ozgen ile ekstrakte edilir. Katilarin ekstraksiyonu genellikle uzun zaman aldig1
icin siirekli ekstraksiyon yontemleri tercih edilir. Maddenin kati i¢inden diffiizlenmesi
yavas bir islem oldugu i¢in kati 6rnek ince toz haline donustiiriildiikten sonra ekstrakte
edilmelidir. Boylece maddenin ¢6zgenle daha fazla temasi saglanir. Kati-sivi

ekstraksiyonda ise Soxhlet Ekstraktorii denen bir cihaz kullanilir.

1.8.2. Ekstraksiyon Yontemi

Bitkisel materyalden etken maddeleri elde etmek icin c¢oziiciiler kullanilarak
uygulanan bir yontemdir. Ekstraksiyon yontemi kullanilan ¢6ziici maddenin cinsine gore

ti¢ farkl sekilde yapilabilmektedir.

1.8.2.1. Organik Coziicii ile Ekstraksiyon

Bitkisel materyal, ugucu yagi kolaylikla ¢6zebilen benzen, hegzan, petrol eteri,
kloroform gibi kaynama noktas1 diisiikk organik ¢oziiciilerle eritilir. Organik ¢oziictiniin
algak basingta ucurulmasi ile bir miktar (sabit yag, boya maddeleri, mum vs.) yabanci
madde igeren ugucu yag elde edilir ki bu karisima konkrem denir. Konkrem, 6nce alkolle
muamele edilir ve sonra vakum distilasyonu ile alkol ugurulur Boylelikle absolii (absolute)

ad1 verilen, pahali ve kullanilmas1 kolay bir yag elde edilmis olur.
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1.8.2.2. Sabit Yag ile Ekstraksiyon

Ucgucu yag miktarin az oldugu ve diger distilasyon yontemlerinin uygun olmadigi
durumlarda kullanilir. Bu yontemde bitkisel materyal bir sabit yag ile belli bir siire temasta
birakilir. Zamanla ugucu yag sabit yaga gecer. Bu islem soguk yag veya sicak yag ile

yapilmaktadir. Ozellikle parfiimeri endiistrisinde kullanilan bir yéntemdir.

1.8.2.3. Siiperkritik Akiskan Ekstraksiyonu

Son yirmi yilda, stiperkritik akiskan ekstraksiyonu (SC) artan bir ilgi ile bilinen
ekstraksiyon metotlarina karsi ilging alternatif bir metot olarak dikkat ¢ekmektedir. SC,
destilasyon, Soxhlet, siv1 ekstraksiyon ve sivi kromotografisi gibi diger metotlarla
basarilamayan tstiinliikleri saglayan yeni bir metottur. Bu metot da ¢6zgen tiiketimi ve
basamak sayis1 azalmakta, analiz siiresi kisalmaktadir. Cozgen tiikketimi hacminin
azaltilmasi sadece yiiksek fiyatlardan kaginmak ag¢isindan degil, ¢evreye verilme problemi
bakimindan da onemlidir. Siiperkritik akigkanlarin 6nemli o6zelligi ¢ozme gliciiniin,
yogunluktaki degismeler yolu ile kontrol edilebilmesidir. Farkli polarite ve molekiil
boyutlu bilesikler tek bir siiperkritik akiskan kullanimi ile ekstrakte edilebilmektedir.
Ayrica SC akigkan hizi, stiperkritik akiskanda molekiillerin diflizyon katsayilari bir sivi
ortamindakinden daha fazla olmasi nedeni ile yiiksektir. Bu metot kolaylikla
otomatiklestirilebilmekte = ve  kromotografik ve  spektrofotometrik  tekniklerle
birlestirilebilmektedir (URL-2, 2004). Gida ve ila¢ endiistrisinde, degerli ve ortam
kosullaria duyarlt hammaddelerin SC kullanilacak akiskanin se¢imi son derece 6nemlidir.
Bu se¢imde, hammaddenin akigkan i¢inde ¢oztintirligii; kimyasal kararliligl; ekonomik ve
kolay bulunabilen bir akiskan olmasi ve akiskanin toksik, patlayici ve yanici olmamasi gibi

sorunlar1 goz oniinde tutulmalidir.

1.9. Dogal Bilesik Calismalarinda Kullanilan Kromatografik Yontemler

Kromatografi, bir karisimda bulunan maddelerin, biri sabit digeri harekerli faz olmak
tizere birbiriyle karigmayan iki fazli bir sistemde ayrilmasi ve saflastirilmasidir. Tim

kromatografik ayirmalarda numune bir gaz, sivi ya da siiperkritik akigskan olabilen
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hareketli bir fazda ¢6ziiliir. Ardindan bu hareketli faz uygun bir sabit faz boyunca gegirilir.
Bu iki faz oyle secilir ki numunenin bilesenleri hareketli faz ve sabit faz arasinda
kendiliklerinden farkli derecelerde dagilirlar. Sabit faz tarafindan gii¢lii bir sekilde tutulan
bilesikler hareketli fazin akisiyla sadece yavasca hareket ederler. Ote yandan sabit faz
tarafindan zayifca tutulan bilesikler ise hizlica hareket ederler. Hareketlilikteki bu
farkliliklarin bir sonucu olarak numunenin bilesenleri kalitatif ve/veya kantitatif olarak
analiz edilebilen ayr1 bantlar i¢inde ayrilirlar (Skoog vd., 1998).

Ayirma mekanizmalarina gore ve ayirict materyale gore ¢esitli kromatografi
teknikleri vardir.

Ayirma mekanizmalarina gore kromatografi ¢esitleri sunlardir:

a) Iyon degistirme kromatografisi

b) Jel filtrasyon kromatografisi

¢) Adsorpsiyon kromatografisi

d) Partisyon kromatografisi

e) Affinite kromatografisi

Ayirict materyale gore kromatografi ¢esitleri sunlardir:

a) Diizeysel kromatografi:

Ince tabaka kromatografisi

Kagit kromatografisi

b) Kolon kromatografisi:

Gaz kromatografisi (GC)

Likit kromatografisi (LC)

Yiiksek performans likit kromatografisi (HPLC)

1.9.1. Gaz Kromatografisi

Gaz kromatografisi ugucu organik bilesikleri ayirmak icin kullanilan bir tekniktir.
Tipik bir modern gaz kromatografi sistemi bir gaz hareketli faz kaynagi, bir enjeksiyon
portu, sabit faz iceren bir ayirma kolonu, bir dedektdr ve bir veri kayit sisteminden

olusmaktadir (Sekil 8).
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Sekil 8. Genel bir gaz kromatografi sistemi

Kolon boyunca numuneyi ilerletmek i¢in hareketli faz olarak genellikle hidrojen,
helyum ya da azot gibi kimyaca inert gazlar tasiyic1 gaz olarak kullanilir. Gaz akis hizim
sabit tutmak ic¢in akis metreler ve basingolgerler kullanilir. Kapiler gaz kromatografisi
(CGC), gliniimiizde uygulanan en yaygin gaz kromatografi (GC) formudur. CGC’de kii¢iik
i¢ ¢capli (milimetrenin onda birkac1) kapiler sabit faz ile kaplhidir. Cogu kapiler kolonlar dis1
poliimidle kapli eritilmis silikadan yapilmistir. Bu kolonlar esnektirler ve bu sayede ¢ok
uzun bir kolon kiiciik bir bobin halinde sarilabilir. Organik bilesikler kolonda hareketli faz
ve sabit faz arasinda farkli dagilma davranislarindan dolay1 ayrilirlar. GC kolonlarinda en
yaygin sabit fazlar polisiloksanlardir ki onlara fazin polaritesini degistirmek i¢in cesitli
substiitient gruplar eklenir. En apolar sabit faz polidimetilsiloksandir, ki fenil ve/veya
siyanopropil gruplar1 polimerin {izerine eklenerek daha polar yapilabilir. Cok polar
analitler i¢in polietilen glikol (6rnegin Carbowax 20M) yaygin bir sekilde sabit faz olarak
kullanilir (URL-3, 2006).

Kolon sicakligi hizli bir sekilde artip azalabilen bir firinin i¢inde tutulur. Sicaklik
arttikga kaynama noktasi diisiik olan bilesikler yiiksek olanlardan daha erken kolondan
ayrilirlar. Bundan dolay:r sicaklik ve once de ifade edilmis olan sabit faz etkilesimleri
gercekte iki ayri ayirma kuvvetleridir. Enjeksiyon sistemi i¢in iki onemli gereksinim
vardir. Enjeksiyon kromatografik bant genislemesine neden olmamali ve analiz edilecek
numune kolonun i¢ine kalitatif ve kantitatif degisime ugramadan tasinmalidir (Sandra,
2004). GC vasttasiyla genis cesitlilikte bilesikler ve numuneler analiz edilebildigi i¢in
cesitli enjektorler gelistirilmistir. Enjektorler evrensel ve segici olmak tizere ikiye

boliinebilir. Evrensel enjektorler; a) direkt, b) split- splitless, ¢) kolonda soguk ve e)
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sicaklik programli buharlasma (PTV) enjektorleridir (Sandra, 2004). En yaygin enjeksiyon
sistemi split-splitless enjeksiyondur ve mevcut ¢alismada da bu enjeksiyon kullanildigi i¢in
yalnizca bu enjeksiyon metoduna o6zetle deginilecektir. Kapiler gaz kromatografisinde
kapiler kolonun diisiik numune hacminden dolay1 ve bant genislemesinden kaginmak i¢in
split enjeksiyon yaygin sekilde kullanilir. iki enjeksiyon valfi sayesinde buharlasma
bolimiinde hem tasiyict gaz hem de tasiyict gaz ile numune buharlarimi igeren gaz
karisiminin akis1 diizenlenir. Buharlasma boliimii 250-300 C’e kadar 1sitilan bir cam veya
kuartz tiip (6-12 cm uzunlugunda, 3—4 mm i.d.)’den olusmaktadir. Split enjeksiyonun en
onemli dezavantaji numunenin ¢ogu ayrilma ve kaydetmeden once sistemden ¢iktigi i¢in
duyarliliginin smirli olmasidir. Bu yiizden gerektiginde duyarhilig1 yiikksek olan splitless
enjeksiyon kullanilir. Bu durumda split valfi enjeksiyon esnasinda kapatilir ve buharlagma
boliimiinden kolona gonderilir (Sandra, 2004). Dedektoriin amaci kolonda ayrilmalarindan
sonra hareketli fazdaki analitlerin varligin1 kaydetmektir. Dedektor bir bilesigin varligi
tespit edildiginde elektrik sinyali olusturma kapasitesine sahiptir. Sinyal var olan analitin
miktartyla dogru orantilidir. Dedektoriin en 6nemli 6zellikleri duyarlilik, dinamik aralik ve
seciciliktir. Kromatografide kosturma esnasinda bilgisayar dedektor sinyalinden bir grafik
tiretir. Bu grafige kromatogram denir. Bir bilesik GC kolonundan dedektore elue
edildiginde kromatogramda olusan pik, iiretilen sinyali temsil eder. Kromatogramda x-
ekseni alikonma zamanini, y-ekseni sinyalin siddetini (bolluk) gosterir. GC’de kullanilan
pek ¢ok dedektor tipleri iginde en onemlileri alev iyonlasma dedektorii (FID), elektron

yakalama dedektorii (ECD) ve kiitle spektrometrik dedektordiir (MS).

1.9.1.1. Kiitle Spektrometrik Dedektor

Kiitle spektrometresi yiiklii molekiiler iyon veya fragmentler olarak analitlerin
kaydedilmelerine dayanan bir spektrometrik tekniktir. Kiitle spektrometreleri temel olarak
ic parcadan olusurlar ki bunlar iyonlasma kaynagi, kiitle analizci ve dedektordiir. Kiitle
spektrometresinin iyonlasma kaynaginda analit molekiilleri iyon haline doniistiiriiliir. Bu
genellikle elektron impakt (EI) veya kimyasal iyonlastirma (CI) sayesinde gergeklestirilir.
Bilesikler tek tek GC kolonundan elue edildik¢e elektron iyonlasma bolmesine girerler.
Burada elektron akisiyla bombardimana ugratilirlar ki, bu onlarin fragmentleri halinde
boélinmelerine sebep olur. Bu fragmentler orijinal molekiiliin biiyiik ya da kiiciik pargalari

olabilir. Fragmentler gercekte belli kiitlelere sahip yiikli iyonlardir. Fragmentin yiikiine
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boliinen kiitlesi yiik/kiitle (m/z) oranmi olarak adlandirilir. Cogu fragmentler +1 yiikiine
sahip olduklar1 icin m/z genellikle fragmentin molekiil agirligin1 temsil eder (Baugh,

1993).

Dedektor

kararh ivon
kararh olmayan iyon " e

1 | dc ve 1f voltajlan

Sekil 9. Bir kuadrupol kiitle analizoriiniin sematik diyagrami

GC’de en yaygin kullanilan analizérlerden biri de kuadrupoldur. Kuadrupol analizci
(Sekil 9) bir kare tutucu i¢inde tutulan dort silindirik metal ¢cubuktan ibarettir. Karsilikli
cubuklar elektriksel olarak birbirine baghdir; bir cift, degisebilir dogru akim kaynaginin
pozitif ucuna, diger ¢ift ise negatif ucuna baglanir (Skoog vd., 1998). Cubuklar arasindaki
bolgede elektrostatik alan ftretilip salinarak bir dogru akim voltaji (DC) ve bir radyo
frekans1 (RF) cubuklara uygulanir (URL-4, 2006). Iyonlar, c¢ubuklar arasindaki
kuadrupolden asagiya go¢ ederler. Dogru akim voltajina radyo frekansi bollugunun oranina
bagh olarak iyonlar elektrik alanda bir salinim kazanirlar. Dogru kiitle/yiik oranina sahip
olmayan iyonlar (ya ¢ok kiiciik ya da cok biiyiik) kararsiz bir salinima maruz kalirlar ve
cubuklara saldirirlar. Dogru kiitle/yiik oranina sahip olan iyonlar ise sabit bollugun kararl
salinimma maruz kalirlar. Bu iyonlar ¢ubuklara carpmadan analizci boyunca gecer ve
dedektore ulasirlar. Boylece 6zel iyonlar segilebilir veya degisen voltajlarla taranabilirler.
Kuadrupoller m/z’lerin bir oran1 gézleninceye kadar diger birinin bastan sona ¢evrimi i¢in
programlanabilir (Baugh, 1993). Bu saniyede pek ¢ok defa gerceklesir. Oranlarin her bir
cevrimi bir tarama olarak ifade edilir. Giintimiizde m/z 20 ve m/z 400 arasindaki iyonlarin
taranmasi 1-100 s icinde gergeklesebilir. Bilgisayar her bir tarama i¢in bir grafik kaydeder.

x-Ekseni m/z oranini ve y-ekseni tarama esnasinda kaydedilen her bir fragment i¢in siddeti
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(bolluk) temsil eder. Bu sekilde olusturulan grafige kiitle spektrumu denir (Baugh, 1993).
Sistemin kiitle aralii degisken RF/DC oraniyla ayarlanir. Operasyon kiitle araligi
genellikle 1000°dir fakat bu tip kiitle analizcileri ile 4000’in iistiine gayet makul olarak
cikarilabilir. Pek ¢ok bilesigin kiitle spektrumu bilinir ve bunlar GC-MS enstriimani
kiitiphanesinde mevcuttur. Kiitiiphane, o6rnegin spektrumu ile mevcut spektrumlari

karsilastirarak sonuglar1 benzerliklerin istatistiksel bir ifadesi olarak bildirir.

1.9.1.2. Alev iyonlasma Dedektorii (FID)

Alev iyonlasma dedektorli, gaz kromatografide en yaygin bigimde kullanilan
dedektordiir. Kolondan gelen gaz, hidrojen ve hava ile kanstirilip elektrik cakmagi ile
tutusturularak alev meydana getirilir. Hidrojen /hava alevinde yakilan organik bilesiklerin
bircogu iyon ve elektronlar meydana getirir. Bunlar alevden elektrik akimimin ge¢mesine
yardimcer olurlar. Bekin ucu ile iizerinde bulunan toplayici elektroda birka¢ yiiz voltluk
potansiyel uygulanirsa 10-12 amper kadar akim olusur. Bu akim bir islemsel ytikselticiye
Ol¢tim icin gonderilir. Alev iyonlasma dedektorii, dedektore birim zamanda giren karbon
sayisina cevap verdigi, yani dedektor sinyali, aleve giren maddenin derisimiyle degil
verdigi C atomlar1 sayisi ile orantili oldugu i¢in, kiitleduyarh dedektordiir.

Karbonil, alkol, halojen ve amin gibi fonksiyonel gruplar alevde hi¢ iyon vermez, ya
da ¢ok az iyon verirler. Ayrica yanmayan H,O, CO,, SO,, ve NOx gibi gazlara da duyarl
degildir. Bu o6zellikler alev iyonlagsma dedektoriinii, su ve azot veya kiikiirt gazlar ile
kirlenmis bir¢cok organik maddenin tayininde ¢cok uygun bir dedektor haline getirmektedir.
Alev iyonlagsma dedektoriiniin suya karsit duyarli olmayis1 bu dedektorii 6zellikle dogal
sulardaki kirleticilerin tayininde yararli hale getirmektedir. Dedektoriin duyarligi ¢ok
yiiksektir (10-13 g/s), dogrusal calisma araligi genistir (~107) ve guriltisti azdir.
Genellikle dayaniklidir ve kolay kullanilabilirler. Alev iyonlasma dedektoériiniin sakincasi

ise numuneyi pargaliyor olmasidir.

1.9.2. Yiiksek-Performansh Sivi Kromatografisi ( HPLC)

Yiiksek-performansl sivi kromatografisi (HPLC) 6zellikle biyolojik, farmakolojik,

besinsel, ¢evresel ve endiistriyel v.b. numunelerde organik ve anorganik bilesiklerin



34

ayrilma ve belirlenmesi i¢in uygulanan analitiksel bir tekniktir. Numunelerdeki bilesikler
sivi hareketli faz ve sabit faz arasinda dagilim davranislarindaki farkliliklardan dolay1
kolon boyunca farkli hizlarda gogerler. HPLC enstriimanlari bir hareketli faz deposu, bir
pompa, bir enjektor, bir ayirma kolonu (se¢imli 6n-kolon), bir kolon 1siticisi, bir dedektor
ve bir integrator veya bilgisayarl dijital sinyal alicist igerirler. Tipik bir HPLC ¢alismast
bir lineer degisim kullanarak karistirilan iki ¢oziicli ve kolon boyunca belli bir akis hizini
icerir. Coziciilerin degisikligi ve ilaveler ayirmanin seciciligini optimize etmek ig¢in
kullanilir. Coziiciilerin bulundugu hareketli faz depolar1 kolonda ve dedektor sisteminde
gaz olusturarak bozucu etkilere sebep olan ¢6ziinmiis gazlarin (genellikle oksijen ve azot)
giderilmesi i¢in bir cihazla donatilmistir (Skoog vd., 1998). Pompa yiiksek basingta sabit
serbest-vurus akis1 saglar ve ayirma esnasinda c¢oziiclilerin ¢esitli kompozisyonlarina
programlanabilir. Akis hiz1 kolonun i¢ ¢apina baglidir; kolonda kiigiik i¢ ¢apr kiigiik akig
hiz1 gerektirir. Analitik HPLC i¢in tipik olarak 0,5-5 ml/dk akis hiz1 400 bar’a kadar
calisan pompalar tarafindan {iretilebilir. Genellikle modern LC i¢in en faydali ve yaygin
kullanilan 6rnek verme diizenegi bir enjeksiyon valfinin kullanimina baglidir. Bu valfler
akisin onemli derecede bozulmaksizin basingli kolonun i¢inde numunenin tekrarlanabilir
girisi i¢in kullanilir. Valfli enjeksiyon hizli, tekrarlanabilir ve 6zellikle 400 bar’a kadar
%0.2°den daha az hata ile numune hacminin (60 ml’den birka¢ mililitrelere kadar) genis
bir aralikta operator bagimsiz olarak dagitimina miisaade eder (URL-5, 2006). HPLC ile
ayirmalar farkli operasyon tipleri kullanilarak basarilir. Ozel bir uygulama i¢in segilen tip,
ayrilacak analit(ler)in 6zelliklerine bagli olacaktir (Lindsay, 1987). Cogu HPLC ayirmalar
dagilma tipinde calisilir. Dagilma kromatografisi hareketli ve sabit fazlarmin bagil
polarligina bagl olarak iki temel forma ayrilabilir (Skoog, 1998). Normal faz (NP)
durumunda, sabit faz hareketli fazdan daha polardir ve en az polar analitler ilk elue
edilirler. Analit tutunmas1 hareketli fazin polaritesi arttik¢a azalir. Ters faz kromatografide
(RP), sabit faz hareketli fazdan daha az polardir. En polar analitler ilk elue edilirler ve
analitin tutunmasi hareketli fazin hidrofobikligi arttikca azalir. Yaklasik olarak tiim HPLC
analizlerinin %80’1 RP tipinde ¢alisilir. Ters faz kolonlar silikondan modifiye edilirler.
Silika jelde modifiye olan Oktil (C8) ve oktadesil (C18) en yaygin kullanilan fazlardir.
HPLC kolonlar (genelde 3-5 m) dar bir boyut dagilimina sahip kiigiik partikiillerden
olusur ki bunlar apolar fonksiyonel gruplarin kullanimiyla modifiye edilirler. Mikro
partikiillii materyaller yiiksek basingta kolon boyunca pompalanan hareketli faz1 gerekli

kilarlar. Kolonlar laboratuarda hazirlanabilir fakat cogu analistler ticari olarak hazir
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kolonlar satin alirlar. Analitik kolonun bozulmalardan korunmasi i¢in bir koruyucu kolon,
kolon ile enjeksiyon aletinin arasma kurulur. Farkli boyutlardan kolonlar
kullanilabilmesine ragmen, giiniimiizde 100-250 mm boyunda, 3—5 mm i¢ ¢apli1 5 m sabit
faz materyaliyle paketlenmis kolonlar ¢ogu uygulamalar i¢in mantikli bir zamanda yeterli
ayirimi saglamaktadir. Son otuz yili agkindir pek ¢ok LC detektorler cesitli ilkelere
dayandirilarak gelistirilmistir. Fakat yine de yalnizca onlardan yaklasik on iki tanesi LC
analizleri i¢in etkin bir sekilde kullanilir ve bunlarin da yalmizca dordii yaygin
kullanimdadir. LC analizinde kullanilan baskin detektorler UV  detektor (sabit ve
degisebilen dalga boyu), refraktif indeks dedektorii, floresans dedektor ve kiitle
spektrometredir (URL-6, 2006). Mevcut calismada yalnizca UV ve MS detektorler

kullanildig1 i¢in burada yalnizca onlar tartigilacak.

1.9.2.1. HPLC’de Kullanilan Dedektorler

HPLC donaniminda olan dedektorler, 6rnek bilesenlerini tayin ederken olgtiikleri
fiziksel 6zelliklere gore sekiz cesittir (URL-7, 2006).

A) Ultraviole / Goriiniir Bolge Dedektorii (Ultraviolet / Visible dedector - UV/VIS):
Lambert-Beer yasas1 gegerlidir. Spektrum taramasi1 yapmak, farkli dalga boyunda ¢alismak
veya dalga boyunu zamana kars1 programlamak miimkiindiir. ~ Pek ¢ok organik molekiil
ve fonksiyonel grup 190 nm’den 800 nm’ye kadar olan ultraviyole (UV) ve/veya goriiniir
(VIS) alanda elektromagnetik enerji absorplar. Cozeltiden siirekli olarak 1s1n gegerken
analitler tarafindan 1s1inin bir kismi absorbe edilebilir. Bu gergeklestiginde gecen 1s1n bir
prizmanin i¢inden gegtiginde bir spektrum iretilir ve bu absorpsiyon spektrumu olarak
adlandirilir. Bir enerji absorpsiyonunun sonucu olarak atomlar ve molekiiller diisiik enerjili
seviyeden (baslangic ya da temel hal) daha yiiksek bir seviyeye (uyarilmis hal) gecer.
Absorbe edilen elektromagnetik enerji uyarilmis ve temel haller arasindaki enerji farkina
esittir (Jaffé ve Orchin, 1964). Tipik UV-VIS spektrofotometre, bir 1s1ik kaynagi, bir
monokromator, bir dedeksiyon hiicresi ve bir dedektor igerir. Isik kaynagi genellikle
spektrumun UV bolgesinde elektromagnetik enerjiyi yayan bir déteryum lambasidir. Ikinci
bir 151k kaynag1 olan tungsten lamba ise spektrumun VIS bolgesindeki dalga boylar i¢in
kullanilir.

B) Fotodiyot Array Dedektorii (Photodiode array dedector: PDA veya DAD): uv/vis

dedektorden farki, 512 elementden olusan bir yiizeyde, her elementin ayr1 bir dalga
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buyundaki absorbansi es zamanli olarak oOl¢ebilmesidir. Bu sayede 3 boyutlu
kromatogramlar almak ve istenilen her pikin ¢ok hizli spektrum taramasini gorebilmek
olasidir. Ayrica istenilen dalga boyu araliginda ¢alisilabilmesi bu dedektoriin sagladig: bir

diger 6nemli avantajdir. Kullanilan 151k kaynag1 déteryum veya tungsten lambadir.

Cilas
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Hiicres:

T

\] Holografil: Yansitica
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Giris

Sekil 10. Diyot serili dedektoriin (DAD) sematik diyagrami

C) Floresans Dedektorii (Fluorescence dedector-FLD): Organik maddelerin yaklasik
%15’ fluoresans olusturma yetenegine sahiptir. Olusan fluoresans Olgiilmektedir.
Kullanilan 151k kaynag: ksenon lamba olup, duyarliligi uv/vis dedektore gore yaklasik 10°
kat fazladir.

D) iletkenlik Dedektérii (Conductivity dedector-CDD): Iletkenlik &lgiiliir. Daha ¢ok
anyon ve katyon analizlerinde kullanilir. Sicaklik kontrolii ¢ok 6nemlidir bu sebeple kolon
firm igerisinde calisilmalidir. Kullanilan mobil fazin iletkenligi ne denli diisiik olursa
olusan giiriiltii de o denli diisiik olur.

E) Refraktif Indeks Dedektorii (Refreactive index dedector-RID): Kirilma indisi
olgiiliir. Sicakliktan etkilenir. Ornek bilesenlerinin bulundugu ortamda yogunluk
artacagindan gelen 1s1k kirilarak hiicreyi terkeder. Isigin 6lciilen kirilma oranindan (kirilma
indisi) kantitatif tayin yapilir.

F) Elektrokimyasal Dedektor (Electrochemical dedector-ECD): Elektroaktif

maddeler analizlenebilir. Yani bilesenler, belirli potansiyel degerlerinde yiikseltgenebilir
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veya indirgenebilir olmalidir. Olgiilen fiziksel 6zellik tayin sirasinda olusan elektrik
akimidir.

G) Kiitle Dedektorii (Mass dedector-MS): Yiiksek-performansli sivi kromatografi-
kiitle spektrometri (HPLC-MS) oldukga ¢ok yonlii bir enstriimantal tekniktir. HPLC-MS’in
GC-MS’e nispeten baglica avantaji ¢ok daha genis bir yelpazede bilesiklerin analizini
gergeklestirebilme kapasitesine sahip olmasidir. Yiiksek polarite gosteren veya yliksek
molekiil agirlikli termal olarak kararsiz bilesikler hatta proteinler bile rutin sekilde HPLC-
MS kullanilarak tamamen analiz edilebilirler. Temel enstriiman 6rnek girisi (bir sivi

kromatografisi), iyonlagsma bolimdi, kiitle analizci ve dedektor icerir eder.

% Bolluk

100
Kiitle Spektrum

Numune Girisi Iyon Kaynagn |—|Kiitle Analizcisij—»| Dedektir ‘
I

miz

Sekil 11. Bir HPLC-MS enstriimaninin yapisi

H) Evaporatif Isik Dagitict Dedektor (Evaporative ligth scattering dedector-EL)

1.10. Cahsilan Bitkilerin Ozellikleri

Ormangiilii, fundagiller (Ericaceae) familyasindan Rhododendron cinsinin 800 kadar
tiirtinii igeren ¢igekli bitkilerin ortak adidir. Rhododendron kelimesi yunanca kokenli olup,
rhodo= giil ve dendron =aga¢ kelimelerinden olusan “Gtilagac1” anlamina gelir (Genaust,
1976; Mchoy, 1994). Degisik ¢igek ve yaprak yapilaria sahip olan ormangiilleri herdem
yesil olabildikleri gibi yaprak da dokebilirler. Karadeniz sahillerinde halk dilinde bu
bitkileri iceren bala “Deli Bal”, ormangiillerine ise “Agu”, “Komar”ve “zifin” denilir
(Kayacik, 1966). Ormangiilleri (Rhododendron) batidan doguya dogru artan bir
yogunlukla, Karadeniz sahilindeki ormanlarda ya da ormanlar arasindaki acikliklarda
yetismektedir. Ormangiillerinin yatay yondeki dagilis alanlari disinda, dikey yondeki

dagilis alanlar1 da son derece genistir. Ormangiilleri deniz seviyesine yakin alanlarda
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yayilis gosterebildikleri gibi, deniz seviyesinden 5000 metrelik yiiksekliklere kadar
erisebilmektedir. Rhododendron’larin ana yayilis bolgesi ise, Kuzeydogu Asya ve kismen
de Kuzey Amerika’dir. Giiney Amerika ve Afrika’da bulunmadigi gibi Avrupa’da tiirce
cok fakirdir. Tiirkiye'de ki tiirler

Ormangiilleri Tiirkiye'de Karadeniz Bolgesinin bol yagis alan daglik kisimlarinda
bulunur. Dogal olarak yetisen 5 ormangiilii tiirii vardir. Ayrica birgok melez ormangiilii
taksonu tespit edilmistir.

Sar ¢igekli ormangiilii (Rhododendron luteum) Bati, Orta ve Dogu Karadeniz

Mor ¢igekli ormangiilii (Rhododendron ponticum) Biitiin Karadeniz sahili boyunca

Kafkas ormangiilii (Rhododendron caucasicum) Rize, Trabzon, Artvin

Pembe cicekli ormangiilii (Rhododendron smirnowii) Rize, Artvin

Beyaz ¢icekli ormangiilii (Rhododendron ungernii) Artvin

Ormangiilleri hakkinda pek ¢ok ¢alisma yapilmistir. Bu c¢alismalar 6zellikle zehir
etkileriyle ilgilidir. Bu etkiler daha ¢ok ballar iizerinde gozlenmisir. Arastirmalara gore
ormangiillerini ziyaret eden arilarin yaptigt ballarda Ericolin ve Andromedotoxin
glikozitleri bulundugundan, bu bal1 yiyenlerde zehirlenmeler goriilmiistiir. Ayrica baska bir
calismada Rhododendron ponticum nektarindan elde edilen balin zehirlenmeye yol agtig
tespit edilmistir. Benzer zehirlenme vakalarina bitkiyi yiyen kecilerde (Frape ve Ward,
1993). Ve koyunlarda rastlanmistir (Higgins, 1985; Black, 1991). Ormangiillerinin
koklerinin sahadan temizlenmesi i¢in birgok caligma yapilmistir. Yapilan miicadelelerin
istenilen neticeler vermemesi tizerine bu bitkilerden yararlanma diisiincesi ile bir¢cok
calisma yapilmistir. Ormangiilii odunlarinin Yonga Levha imalati i¢in teknolojik agidan
uygun oldugunu fakat hammadde temini ve hazirlanmasi konusunda daha fazla arastirma
yapilmas1 gerektigi sonucuna varildi (Karacalioglu, 1974; Oktem, 1982). Bitkinin
yapraklarindaki furfural miktarin1 belirleyen bir ¢alismada  Rhododendron ponticum
yapragimin nem ylizdesinin yiiksek, pentozan yiizdesinin diisiik olmasi ve hammadde
hazirlama gii¢liikleri nedeniyle ¢6ziicii ve kimyasal ara madde olarak kullanilan furfural

iretimi i¢in uygun olmadig1 sonucuna varilmis (Demeli ve Kiigiik, 1987).

1.10.1. Rhododendron ponticum Bitkisinin Ozellikleri

3-4 m'ye kadar boylanabilen herdem yesil bir ¢calidir. Yapraklar deri gibi sert, tam

kenarli, genis serit veya eliptik, ender olarak da uzun yumurta bi¢imindedir ve sapa dogru
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daralir. 8-12 cm.uzunlugunda, 2.5-4 cm genisliginde olup ist yiizii parlak koyu yesil, alt
ylizii soluk yesil renkli ve tiiysiizdiir. Mayis-haziran aylarinda agan ¢icekler siirgiinlerin
ucunda bilesik salkim halindedir. Cigekler mor renkli olup, yukar: taraflarinda kahverengi
lekeleri vardir. Liibnan, Ispanya, Kafkasya ve Tiirkiye'de dogal olarak yetisir. Herdem
yesil yapraklart ve gosterisli ¢icekleri dolayisiyla park ve bahgelerde yetistirilen pek ¢ok

kiltivar: vardir.

Sekil 12. Rhododendron ponticum goriinimii

1.10.2. Rhododendron luteum Bitkisinin Ozellikleri

4 m'ye kadar boy yapan, kisin yapragini doken, sik dalli bir ¢alidir. Siirgiinlere ¢cok
sirali sarmal dizilmis olan yapraklar yumurtamsi, genis ters mizrak bi¢cimde olup ayanin
kenar1 kirpikli ve ince disli, her iki ylizti de tiiylidiir. Yapraklanmadan 6nce acan sari
renkli ¢icekler keskin kokulu olup 5 cm ¢apindadir. Bilesik salkim halindeki ¢igek
kurullar stirgiin uglarinda yer alir. Orta ve Dogu Avrupa, Tirkiye ve Kafkasya'da yayilis
gosterir. Cigekleri ve sonbaharda kirmizi renk alan yapraklarindan dolayir parklarla

bahgelerde yetistirilir.
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Sekil 13. Rhododendron lluteum gorintimii



2. YAPILAN CALISMALAR
2.1. Kullanilan Cihazlar
Denemelerde kullanilan madde ve malzemeler KTU Fen-Edebiyat Fakiiltesi Kimya

Boliimii laboratuvarlarindan temin edildi. Kullanilan cihazlar ve satin alindiklar1 firmalar

gosteren bilgiler Tablo 2’de verilmistir.

Tablo 2. Denemelerde kullanilan cihazlar

Cihaz Ad1 Markasi

Mikropipet Isotherm

Ogiitiicii (Blender) Waring Commercial Blendor /New
hartford, conn. USA.

UV spertrofotometre UV-Vis LaboMed ve LKB Ultraopec
K4053

Rotary evaporator (Doner | Bibby R100
vakum bubharlastiricisi)

Su banyosu Bibby R 100B

Gomlekli 1s1tict Barnstead-Electrothermal veClaude lyons
Hoddesdon Hertzs

Isiticili magnetik Heidolph MR 3001 K

karistirici

Liyofilizator Christ (alpha 1-4 LD plus)

Kurutma makinesi Fantom

Derin dondurucu Bosch

Vorteks karistirict Heidof

Santrifiij Universal 320 R Hettich/Zentrifugen

Filtre RC 0,45 um

Sogutucu Polyscience (temperature controller)
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2.2. Kullanilan Cozeltiler ve Kimyasallar

Denemelerde kullanilan ¢ézeltiler ve hazirlaniglar: Tablo 3’°de verilmistir.

Tablo 3. Cozeltiler ve hazirlaniglar:

Cozelti

Hazirlanisi

0.2 N Folin-Ciocalteu
Reaktifi

2N’lik hazir satin aliman ¢ozeltiden saf su ile 1:10
oraninda seyreltilerek hazirlanir.

%7,5’1ik N32CO3

7,5g Na,CO; 100 mL saf suda ¢oziilerek hazirlanir.

coOzeltisi

Stok Katesin 10 mg katesin 10 ml saf suda ¢6ziiliir (1mg/ml).

Stok Gallik asit 10 mg gallik asit 10 ml metanolde ¢oziiliir (1mg/ml).
100 uM DPPH 0,0029 mg DPPH 100 ml metanolde ¢o6ziiliir.

cozeltisi

Stok Troloks® 10 mg trolox 10 ml etanolde ¢oziiliir (1 mg/ml).

Stok Askorbik asit (C | 10mg askorbik asit 10 ml saf suda ¢oziiliir (1mg/ml).
vitamini)

2M HCI 605 ml aliir ve saf su ile 1000 mI’ye tamamlanur.
3mM p- 108 mg PNFA tartilp, 4 ml asetonda ¢oziiliir.
nitrofenolasetat Manyetik karistiricida hizla karisan 196 ml saf su

lizerine yavas¢a damlatilir.

50 Mm pH:7,4 Tris-
SO4 tamponu

1,5138 g tris(hidroksimetil)-aminometan tartilip 200
ml suda ¢oziiliip, 1 N H,SOq, ile pH: 7,4 ‘e ayarlanir.
Cozelti 250 ml’ye seyreltilir.

10 mM sulfanilamid
cOzeltisi

0,0035 g tartilip 2 ml asetonitrilde ¢oziiliir. Daha sonra
40 uM'a asetonitril ile seyreltilir. (10 mM ¢o6zeltiden
100 uL = 1000 pL; bu ¢ozeltiden 100 uL - 2500

puL)

10 mM asetazolamid
¢cOzeltisi

0,0045 g tartilip 2 ml asetonitrilde ¢oziiliir. Daha sonra
40 uM'a asetonitril ile seyreltilir. (10 mM ¢o6zeltiden
100 uL = 1000 pL; bu ¢ozeltiden 100 uL > 2500

puL)

0,1 M NaOH (A)

0,100 g NaOH 25 ml saf suda ¢oziiliir (0,1 M).

10 mM TPTZ (B)

0,0468 g TPTZ, 40 mM 25 mL HCI’de ¢oziiliir.

20 mM F63C13.6H20
©

0,0811 g Fe;Cl3.6H,O 15 mL saf suda ¢oziiliir.

FRAP reaktifi

A, B ve C c¢ozeltileri sirasiyla; 10:1:1 oraninda
karistiritlir.  (FRAP reaktifi taze hazirlanmali ve
kullanimdan 6nce 37 °C ye 1sitilmalidir.)
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Denemelerde kullanilan kimyasallar ve satin alindiklar1 firmalarin ticari adlar1 Tablo

4’te verilmistir.

Tablo 4. Kimyasallar ve satin alindiklar1 firmalar

Madde Adx Firmasi
Asetik asit Merck
Benzoik asit Sigma
BHT Merck
Kafeik asit Sigma
Klorogenik asit Sigma
DPPH Calbiochem
Etanol Merck
Fe;Cl;.6H,O Sigma
Ferulik asit Fluka
Folin-Ciocalteu Reaktifi Fluka
Gallik asit Sigma
Gentisik asit Sigma
HCI Merck
Katesin Sigma
Metanol Merck
Na,COs Merck
NaOH Merck
P-KumariK asit Sigma
P-Hidroksi benzoik asit Sigma
Protokatekhu aldehit Fluka
Protokatekhuik asid Sigma
Sinapik asit Sigma
Siringik asit Sigma
TPTZ Calbiochem
Trolox® Aldrich
Vanilik asit Sigma

2.3. Bitkilerin Toplanmasi ve Ekstraktlarin Hazirlanmasi

Bu calismalarda kullanilan Rhododendron luteum ve Rhododendron ponticum
2009’un baharinda Trabzon’dan toplandi. Bu bitkilerin her birinin ¢igek ve yaprak
kisimlar1 6zenle birbirinden ayrildi. Ayrilan bu yaprak kisimlarindan yaklasik 13’er gram

tartild.
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Numunelerin tartimi: Tartimlar plastik bir beher yardimiyla Ohaus Explorer Pro EP
214C adl terazide yapildi. Tartilan numuneler arada bolmesi olan temiz plastik kaplara
konularak donduruldu.

Liyofilize islemi: Buzluktaki numuneleri alip suyunu ucgurmak icin Liyafilizatore
konuldu ve 10 giin stirede liyofilize edildi.

Parcalama Islemi: Liyofilize edilen bu numuneler 6nce kiiciik parcalara parcalandi.
sonra havan yardimiyla miimkiin oldugu kadar toz haline getirildi. Her birinden birer gram
tartilip, tliplere aktarildi.

Ekstraksiyon Islemi: Tiiplerin her birine 10 ml asetonitril ilave edildi, agizlari
parafilm ile dikkatlice kapatildi ve 60 C°’de 30 dakikada bir vortexleyerek 3 saat boyunca
shakerda eksraksiyon yapildi.

Cozeltilerin Eldesi: Ekstraksiyonu biten numuneler iyice vortexlendikten sonra
siringa yardimiyla sivi kisim ¢ekildi ve ayr1 ayr1 0,45 um’lik Minisart RC 25 filtresinden
gecirilerek berrak cozeltiler elde edildi. Elde edilen ¢o6zeltiler tiiplere alinarak oda
sicakliginda muhafaza edildi.

GC I¢in Numune Hazirhgi: GC’ de sadece Rhododendron luteumun gigek kismi
calisild1 ve bu ¢alisma hidrolizli ve hidrolizsiz olmak iizere iki sekilde yapildi. Oncelikle
500’ser gram olarak iki tartim alindi. Bu numuneler ayr1 ayri1 iki balona konuldu.
Balonlarin birine 11t su digerine 11t 2M’Iik HCL ilave edildi. Ozellikle asitli olan balon bir
magnetik karistirict yardimiyla iyice karigtirildiktan sonra balonlar clevenger diizenegine
konuldu. Bu islem 5 saat siirdii ve bu yaglar diizenekteki hegzanlara birikti. Elde edilen
ucucu yaglarin bir kismi GC’ye verildi. Geri kalan1 azot gazindan gecerilip
konsantrasyonlar1 belirlendi sonugta da antioksidan ve antimikrobiyal testlerde kullanildi.

HPLC I¢in Numune Hazirhgi: HPLC igin kullandigimiz numuneler ekstraksiyon

sonucu elde ettigimiz numunelerden alinmustir.

2.4. Antioksidan Aktiviteler

2.4.1. Asetonitril Ekstraktlarinda Toplam Fenolik Madde Miktarlar:

Yontem, suda ve organik c¢oziiclilerde ¢Oziinmiis olan fenolik bilesiklerin folin

reaktifleri ile alkali ortamda renkli kompleks olusturmasi esasina dayanir. Olusan mor—
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menekse renkli kompleks 765 nm’de maksimum absorbans olusturur (Slinkart ve
Singleton, 1977).

Asetonitrilli ekstraktlar i¢indeki toplam fenol miktarlari, asagidaki yoéntem
uygulanarak kolorimetrik olarak tayin edildi. Bunun i¢in; Oncelikle standartlardan gallik
asit ve katesin Img/ml konsantrasyonunda ve bunlardan 5 farkli konsantrasyonda (1- 0,5 —
0,25 — 0,125 — 0,625 mg/mL) hazirlandi. Numunelerde ise iki (stok ve 1/10 seyreltilmis)

konsantrasyonla hazirlandi. Diger gerekli reaktifler de su sekilde hazirlandi.

Yontem

50 pL numune, (% seyreltilen) (veya standart, her biri 3 paralel)
Biitiin tiiplere 2.5 mL saf su ¢6zeltisi ilave edildi.
250 pL Folin-Ciocalteu reaktifi ila\;e edildi (3. sira numune koriine su)
Karistirildi ve 3 dk. oda* sicakliginda bekletildi.

750 pL %7.5°1ik Na,COs ilave edildi.

v
Karistirilip, oda sicakliginda 2 saat bekletildi.
v

765 nm’de absorbans okundu.

Yukardaki semada da gosterildigi gibi 6ncelikle 50 pL ‘lik her bir numune/standart
belirtilen tiiplere sirastyla pipetlendi sonra her bir tiipti 2.5 mL saf su ilave edildi ve Folin-
Ciocaltaeu reaktifi eklendi, vortekslendi, oda sicakliginda 3 dakika inkiibasyona birakildi.
Ardindan, 750 pL (%7,5’1ik) Na,COj; eklenerek tekrar vortekslendi ve oda sicakliginda 2
saat inkiibasyona birakildi. Siire sonunda 765 nm’de absorbanslar spektrofotometrede
okundu.

Toplam fenolik madde miktar1 gram ya da mL numune basina pg olarak ifade edilir

(Ornegin : ug Gallik asit esdegeri / gram kuru ekstrakt, pg GAE/g, veya pg katesin
esdegeri / 100 g orjinal kuru numune, pG CE/100 g kuru numune).
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2.4.2. Asetonitril Ekstraktlarinda ve Ucucu Yaglarinda DPPH Radikal
Temizleme Aktivitesi

Bu yontemle kararli bir radikal olan DPPH" (2,2-difenil-1-pikrilhidrazil)’imn numune
ortamindaki davraniglar1 incelendi. Elde edilen ekstraktlar (numuneler) ve standartlar (BHT,
Troloks, Askorbik asit) degisik konsantrasyonlarda hazirlandi. Standartlar 0,5 - 0,25 - 0,125
mg/ml’lik; numuneler % ve Y seyreltik konsantrasyonda hazirlandi. Oncelikle gerekli
tiiplere numuneler pipetlendi sonra numune ¢dzeltileri {izerine esit hacimde (750 uL) DPPH’
cozeltisi, eklenerek vortekslendi ve oda sicakliginda 50 dakika inkiibasyona birakildi. Siire
sonunda DPPH”in maksimum absorbans verdigi 517 nm’de absorbanslar okundu.
Hesaplamalarda paralellerin ortalamasi alinarak kor degerleri bu ortalamadan ¢ikarildi.
Bulunan absorbanslara karsilik gelen konsantrasyonlar grafige gecirilerek 1Csy degerleri
mg/mL cinsinden hesaplandi.

Ugucu yaglarda da ayni prosediir uygulandi. Konsantre ¢6ziicli (hegzan) tekrar
coziilerek 500 pg/ml stok hazirlandi. Stok ve 1/1 seyrelterek 5 farkli konsantrasyonda
calisild.

2.4.2.1. ICsy Degerlerinin Bulunmasi

ICsy radikal miktarin1 yariya indiren numune konsantrasyonudur. ICsy degerinin
bulunmasi i¢in farkli konsantrasyonlarda ¢alismak gerekir. Bu nedenle ¢alismalarda 3
farkli konsantrasyonda 6l¢iim yapildi. Numunelerin yeterli miktarda farkli konsantrasyonu
hazirlanip absorbans Olctimleri yapildi ve absorbanslar konsantrasyona karsi grafige
gecirildi. Maksimum absorbansin yarisina karsilik gelen yani absorbansi yariya diisliren
konsantrasyon miktar1 ICsy degerini vermektedir. ICsy degeri mg/mL veya mM gibi

birimlerle ifade edilmektedir.

2.4.3. Asetonitril Ekstraktlarinda FRAP Yontemi

Oyaizu (1986) tarafindan gelistirilen yonteme gore indirgeme kuvveti, numunelerin
dolayli olarak toplam indirgeme potansiyelini gostermekte olup Fe  Fe'? indirgenmesi
ile meydana gelen Fe™, 595 nm'de absorbans veren K3(Fe)CNg renkli kompleksini

olusturur. Bu yontem i¢in 6nce ekstraktlarin ve standartlarin (Askorbik asit [C vitamini],
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Troloks) belli konsantrasyonlardaki ¢ozeltileri hazirlandi. Sonra C vitamini ve Troloks
adim adim seyreltilerek 3 farkli konsantrasyon (1000- 500- 250 uM) elde edildi.
Numuneler de 1/1 seyreltilerek 2 konsantrasyonda hazirlandi.

Metodun Uygulanist:

Tablo 5. FRAP testi i¢in hazirlanan tiipler

. Referans
Kalibrasyon Standartlari Standart Numuneler
(T:fiszzlﬁleri c1 |c2 |3 |c4 |cs T 1 2 3 4 5 6

Reaktifkérii | CIR | C2R | C3R | C4R | C5R TR IR 2R 3R 4R SR 6R

Eg‘rr.;‘”“e CIK | C2K | C3K | C4K | C5K | TK | 1K | 2K |3K |4K |[5K | 6K
Test3 C13 | €23 | €33 | c43 | €53 ™ |13 |23 |33 |4 |53 |6
Test 2 c12 | c2 |2 |42 | cs2 T |12 |2 |32 |42 |52 |
Test 1 cil | c21 | 31 | ca1 | csi T |11 |21 |31 |4 |51 |oel

K: Numune korii, FRAP reaktifi yerine 3.0 mL asetonitril kullanilda.

R: Reaktif korti, numune yerine 100 pl. numune ¢o6ziiciisii (numuneler ig¢in
asetonitril) kullanildi.

C: C vitamini (Askorbik asit), 1000, 500, 250 uM. Stok Askorbik asit ¢6z. i¢in 176
mg/L ya da 17.6 mg/100 mL (0.0176 g/100 mL) 1000 uM’a esdeger sudaki
cozeltisi.

T: Trolox, 500 uM, 0.0125 g/ 100 mL (=125 pg/mL).

Abssosnm [Askorbik asit]'e karsit grafige gecildi. FRAP degeri asagidaki gibi
hesaplandi:
FRAP degeri = (Numune absorbansinin karsilik geldigi [Askorbik asit] x 2) uM
Islemler:
FRAP reaktifi taze hazirlandi.
Test ¢ozeltileri hazirlandi.
Spektrofotometre ¢alistirildi, dalga boyu 595 nm’'ye ayarlandi.
Test 1, Test 2 ve Test 3 Reaktif korii siralarina tek tek 3.0 mL. FRAP reaktifi
aktarildi.
Numune korii sirasina (12 tiip) 3.0 mL asetonitril aktarildi.
Test 1, Test 2 ve Test3 ve Numune korii siralarmma 100 pL test ¢ozeltileri ve
Reaktif korti sirasina 100 pL  asetonitril 30 saniyede bir pipetlendi ve

vortekslendi.
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Ik pipetlenen tiipten baslanarak 20. dakikas1 dolan tiip almip, plastik kiivete
aktarildi ve absorbans 595 nm'de okundu. Tiipler aras1 siire 20 saniyeye ayarlandi.
Reaktif korii sirast pipetlemede oldugu gibi en sona birakildi.

Reaktiflerin Hazirlanmas:
FRAP calisma reaktifi: A, B ve C ¢ozeltileri ayr1 ayr1 hazirlanarak karistirildi .
A: 150 mL 300 mM asetat tamponu, pH=3.6, pH ayarlamasi asetik asitle yapildi.
Bunun i¢in 2.586 mL derisik (%99.5) asetik asit alinip, hacim saf suyla 40 mL'ye
tamamlanip, 0.1 M NaOH (0.100 g/25 mL) ile pH=3.6"ya ayarlandi, hacim suyla
45 mL"ye tamamlanarak tizerine 105 mL etanol ilave edildi.
B: 15 mL 10 mM TPTZ’nin [2,4,6-Tris(2-pyridyl)-s-triazine (TPTZ, MW:312.33
g/mol) nin 40 mM HCI deki ¢ozeltisi hazirlandi. Bunun i¢in 0.0468 g TPTZ /5.5
mL 40 mM HCI hazirlandi, sonra tizerine 10.5 mL etanol ilave edildi.
C: 15 mL 20 mM FeCl3.6H20 cozeltisi; 0.0811 g FeCl13.6H20 / 5.5 mL saf suda
¢oziilurek, tizerine 10.5 mL etanol ilave edildi.
Toplam hacim = A+B+C = 180 mL (20 numune i¢in)
M HCI: 82 pL der. (%37) HC1/ 25 mL saf suda
[der. HCI: 12.2 M (%37); der. HAc: 17.4 M (%99.5)]

2.5. Asetonitril Ekstraktlarinda ve Ucucu Yaglarinda Antimikrobiyal Aktivite

Numunelerin antibakterital ve antifungal kapasitelerini belirlemek amaciyla iki
yontem uygulanmistir. Agar kuyucuk diflizyon yontemi kloroform ekstraktlarinin
antimikrobiyal aktivitelerini belirlemede kullanilirken, minimum inhibisyon konsatrasyonu
(MIC) tayin yontemi ise metanol ve su ekstraktlarinin antimikrobiyal aktivitelerini

belirlemek tizere kullanilmistir.

2.5.1. Agar Kuyucuk Difiizyon Yontemi

Biitiin test mikroorgnazimalar1 Refik Saydam Hifzisihha Enstitiisii’nden temin edildi.
Test edilen yedi bakteri ve iki maya-benzeri mantar: Escherichia coli ATCC 25922,
Klebsiella pneumoniae ATCC 13883, Yersinia pseudotuberculosis ATCC 911,
Pseudomonas aeruginosa ATCC 10145, Enterococcus faecalis ATCC 29212,
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Staphylococcus aureus ATCC 25923, Bacillus cereus 702 Roma, Candida albicans ATCC
60193, Candida tropicalis ATCC 13803. Testte kloroform ekstraktlarinda ¢6ziicii olarak
kloroform kullanilarak hazirlanan 500 pg/mL konsantrasyondaki test ¢ozeltileri kullanildi.
Bu testte her bir mikroorganizma Mueller Hilton (MH) (Difco, Detroit, MI) broth’da
siispanse hale getirilip yaklasik mL’de 10° koloni olusturan birime kadar seyreltilmistir.
Hazirlanan siispansiyonlar MH agar ve Sabouraud Dextrose Agar (SDA) (Difco, Detriot,
MI) iizerine serilmis ve kurutulmustur. Maya benzeri mantarlar olan C. albicans ve C.
tropicalis icin SDA kullanilmistir. Agar {izerinde steril bir mantar delici ile 5 mm ¢apinda
kuyucuklar delinmis ve bu kuyucuklara 100 uL numune aktarilmistir. 35 °C’de 18 saat
inkiibasyonu takiben antimikrobiyal aktivite test organizmalara karsi meydana gelen
inhibisyon alanlar1 olgiilerek belirlenmistir. Ceftazidime (Fortum) (10pg) standart
antibakteriyel olarak ve Triflucan (5pg) standart antifungal referans olarak kullanilmigtir.
Testler ¢ift paralel calisilmis ve sonuglar inhibisyon alaninin ¢api cinsinden ifade

edilmigtir: (-): < 5.5 mm; (+): 5.5-10 mm; (++): 11-15 mm; (+++): >16 mm.

2.5.2. Minimum Inhibisyon Konsantrasyonu (MIC) Yontemi

Biitiin test mikroorgnazimalar1 Refik Saydam Hifzisthha Enstitiisiinden temin edildi.
Test edilen yedi bakteri ve iki maya-benzeri mantar: Escherichia coli ATCC 25922,
Klebsiella pneumoniae ATCC 13883, Yersinia pseudotuberculosis ATCC 911,
Pseudomonas  aeruginosa ATCC 10145, Enterococcus faecalis ATCC 29212,
Staphylococcus aureus ATCC 25923, Bacillus cereus 702 Roma, Candida albicans ATCC
60193, Candida tropicalis ATCC 13803. Testte kullanilan ekstraktlarin 1 mg/mL
konsantrasyonda stok ¢ozeltilerini hazirlanmak i¢in dimetil siilfoksitte (DMSO) ¢oziildi.
Seyreltmeler de ayni1 ¢oziicii ile yapildi.

Antimikrobiyal aktivite seyreltmeler yapilarak inhibisyonu saglayan minimum
numune konsantrasyonunu (MIC, pg/mL) belirleyerek degerlendirildi. Antibakteriyel test
Mueller-Hinton broth’da (MH) (Difco, Detroit, MI) pH 7.3’te, antifungal test
tamponlanmis Yeast Nitrogen Base’de (Difco, Detroit, MI) pH 7.0’de gergeklestirildi.
MIC degeri biiylimenin olmadigt en diisik numune konsantrasyonu olarak
tanimlanmaktadir. Testler cift paralel ¢alisilmistir. Ampicillin standart antibakteriyel,
fluconazole standart antifungal referans olarak kullanilmistir. Calismada dimetil siilfoksit

(DMSO) ¢oziicti kontrolii olarak test edilmistir.
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2.6. Ucucu Yaglarin GC-MS Analizleri

Toplanan Rhododendron luteum ¢igekleri bir sogutucu yardimiyla Clevenger
aparatlarinda saf suyla ve asitle ekstrakte edildi. Sistemde biriken yaglar, (0,5 mL) HPLC
n-hegzan’da ¢oziilerek alindi ve kiicik cam siselere aktarildi. Siselerin agzi1 sikica
kapatilip bantlandi1 ve +4 °C’de saklandi. Analiz sirasinda, bir mikrolitre (1uL) ekstrakt
dogrudan GC-MS cihazina enjekte edildi.

GC-MS analizleri Agilent-5973 MS sistemiyle donatilmig Agilent-6890 GC sistemi
kullanilarak gerceklestirildi. Iyon tuzagi dedektorlii kiitle spektrometresi, elektron
carpisma iyonizasyonu altinda (70 eV) tiim durumu taramak i¢in kullanildi. Analizler i¢in
HP-5 kapiler (30mx0.32mm i.d. film kalinliginda 0.25 mm) kromatografik kolonu
kullanildi. ImL/min akis oraninda Helyum tasiyict gaz olarak kullanildi. Enjeksiyonlar,
230°C’de boliinmemis durumda gerceklestirildi. Hegzandaki (HPLC derecede) bir
mikrolitre (1pL) esansiyel yag c¢ozeltisi; baslangicta 60 °C’de 2 dakika ve sonra
arttirtlarak 260°C’de 5 °C/ dakika 1sitma rampasinda, daha sonra da 260°C’de 20 dakika
tutulan kolonla enjekte ve analiz edildi. Ayrilmis bilesenlerin bagil yiizde miktarlari,
bilgisayar donanimli entegratdrle toplam iyon kromatogramlarindan hesaplandi. Yag
bilesenleri, kendi kiitle spektrumlariyla kiitle spektrum kiitliphanelerinin (NIST, Wiley
and HPCH) bilesenleri karsilastirilarak tanimlandi.

2.7. Bitki Ekstraktlarinda Fenolik Bilesiklerin Analizi

2.7.1. Materyaller

Analitik derecede fenolik standart olarak gallik asit, protokatekuik asit, protokatekhu
aldehit, gentisik asit (2,5-dihidroxy benzoik asit), p-OH benzoik asit, vanilik asit,
klorogenik asit, kafeik asit, siringik asit, p-koumarik asit, benzoik asit, ferulik asit, sinapik
asit kullanildi. LC-DAD deneylerinde ve numune hazirlamada kullanilan HPLC derecede
asetonitril, metanol ve asetik asit Sigma-Aldrich’den satin alindi. HPLC siringa filtreleri

(13 mm, 0.2 m, PVDF) Whatman (Clifton, NJ, USA)’dan satin alind1.



2.7.2. Standartlar ve Kalibrasyon

Tim stok cozeltiler %40’lik metanolde 1 mg/mL konsantrasyonda hazirlandi.

Asagidaki Tablo-6 fenolik bilesiklerin ¢alisildig1 dalga boylarini gostermektedir.

Tablo 6. Fenolik bilesiklerin ¢alisildig1 dalga boylar

Bilesen Formiil Calisilan dalga boyu( nm)
Benzoik asit O 240
Protokatekhu aldehit HO 280
8]
p-OH Benzoik asit OH 260
i QoH
Vanilik asit O 260
OH
HO

OCHjs

Gentisik  asit  (2,5-
dihidroxy benzoik asit)

324

Siringik asit 274

3

OH
O
OH
HO
Protokatekuhik Asit 1 260
OH
0 0.
H.C ‘?/ CH
0 CH




52

Tablo 6’nin devami

Bilesen Formiil Calisilan dalga boyu( nm)

p-koumarik asit HO 308
\ 7/ \
HO

@)
OH
Gallik asit e} OH 274
WI/ *OH
OH
O
H
HO

Ferulik asit 324

Kafeik asit = | o o O0H | 324
T
HO
OH

Sinapik asit

0 324
H3CO X OH
HO

OCHs

Klorogenik asit OH 324

O
o7 o

Ho i wOH
0 "oH

HO

2.7.3. HPLC-UV-DAD Kosullan

RP-HPLC-UV-DAD analizleri Agilent (Waldbronn, Almanya)’den bir diyot serili
dedektor ile donanimli 1100 seri ve DAD 1200 seridir. Enstriiman Chemstation programi
ile (Agilent) kontrol edildi. Tiim analizler i¢in bir C18 kolon (250 mm % 4.6 mmi.d.,5 m
partikiil; waters spherisorp ODS2 ) kullanildi. Hareketli faz (A) %2 asetik asitin sudaki

cozeltisi ve (B) 50/50 asetonitril/su igindeki %0,5 asetik asitin ¢ozeltilerinden
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olusmaktaydi. Enjeksiyon hacmi 20 L olarak kullamldi. Akis hizi 1/2 mldk™ idi ve

dedektor 240, 260, 274, 280, 308,nm’lerde ve bunlara ek olarak UV spektrum 200-400 nm
araliginda kaydedildi. Eliisyonda takip edilen gradient Tablo 7°da verilmistir.

Tablo 7. HPLC eliisyon gradient programi

Z(?Eﬂ;“ B4 | C%) | D& | n‘;“Lk/ﬁk) Basing
0,00 5.0 95.0 0.0 1200 | 275
5,00 17.0 83.0 0.0 1200 | 275
1400 | 17.0 83.0 0.0 1200 | 275
17.00 | 300 70.0 0.0 1200 | 275
1800 | 150 85.0 0.0 1200 | 275
20,00 5.0 95.0 0.0 1200 | 275
22,00 5.0 95.0 0.0 1200 | 275
2300 | 95,0 5.0 0.0 1200 | 275
2500 | 95,0 5.0 0.0 1200 | 275
2600 | 10,0 0.0 90,0 1200 | 275
30,00 | 100 0.0 90,0 1200 | 275
33,00 5.0 95.0 0.0 1200 | 275
35,00 5.0 95.0 0.0 1200 | 275

B: % 0,5 Asetik Asit; Asetonitril / su (50/50)
C: %2 Asetik Asit (suda)
D: % 100 Asetonitril

2.8. Karbonik Anhidraz inhibisyon Etkileri

Bu ¢alismada siilfanilamid ve asetozolamid olmak tizere iki standart hazirlandi ve
gerekli seyreltmeler yapilarak {i¢ konsantrasyonda calisildi. Numunelerin her biri ise
1/20000, 1/40000 ve 1/80000 oranlarinda seyreltilerek hazirlandi. Substrat pipetlemesi 20

sn. arayla yapildi. Pipetlemelerin nasil yapildigi Tablo-8’de verilmistir.
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Tablo 8. Dort numunenin ve iki standardin BCA aktivitesine etkileri

A | B|]C ]| D] E F | G | NI N2
T*;EIE’)"“ - 11000 - - 11000 | 1000 | 1000 | 1000 | 1000
Su(ul) | 1000 | - | 1000 | 1000 | - . } ) .

Numune - - - 200 | 200 - 200 | 200 200
(uL)

Numune
Cozciisii - - - - - 200 - - -
(uL)
Su (uL) 200 | 200 | 200 - - - - - -
Vortex ile karistirma

Enzim 55, - - | 300 | 300 | - 300 | 300
(uL)
Su (uL) - 7300 | 300 | 300 | - - - - -
Tampon
(uL) 300

Vortex ile karistirma

5 dakika inkiibasyon
Substrat | - 1500 - - 1500 | 1500 | 1500 | 1500
(uL)
Su(uL) | 1500 | 1500 | - | 1500 | 1500 | - i - i
Son
Hacim | 3000 | 3000 | 3000 | 3000 | 3000 | 3000 | 3000 | 3000 | 3000
(uL)

Vortex ile karistirma

A: Enzimden kaynaklanan absorbans
B: Tampondan kaynaklanan absorbans
C: Substrattan kaynaklanan absorbans
D: Numuneden kaynaklanan absorbans
E: Substrat korti.

F: Numune korti.

G: Enzim korti.

N1 ve N2: Paraleller

Pipetlemeye bagladiktan 25 dakika sonra da bir taraftan 348 nm’de absorbanslari

okundu.



3. BULGULAR VE TARTISMALAR

Calismada Rhododendron ponticum ve Rhododendron luteum bitkisinin ¢igek ve
yaprak kisimlarinin asetonitril ekstraktlart ve R. luteum’un ¢igeklerinin sulu ve asitli
ortamda Clevenger sistemiyle elde edilen ugucu yaglar1 elde edilmis, numunelerde
antioksidan, antimikrobiyal ve karbonik anhidraz enzim inhibisyonu aktiviteleri
arastirilmistir. Ayrica hazirlanan ekstrakt ve ugucu yaglarin kimyasal kompozisyonu
HPLC-UV ve GC-MS kromatografik yontemleriyle ¢alisilmistir. Normal ve asitli ortamda
(Asit hidrolitik/katalitik: AHC) elde edilen ugucu yaglarda islemlerin verim {izerine

etkisini belirlemek tizere verim hesabi1 yapilmistir (Sekil 14).

0,04 -
0,035 -
0,03 -
0,025 -
0,02 -

Miktar (g)

0,015 -
0,01 -
0,005 -

RI-Cicek RI-Cicek-AHC
Numune

Sekil 14. Normal Clevenger ve AHC Clevenger yontemiyle elde edilen ugucu
verimi

3.1. Antioksidan Aktiviteler

Iki bitkinin ¢igek ve yaprak kisimlarindan elde edilen numunelerin antioksidan

potansiyelini belirlemek iizere numunelerde DPPH radikal temizleme aktivitesi, Folin-
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Ciocalteu yontemine gore toplam fenolik madde miktar1 ve demir (III) indirgeme /
antioksidan giic (FRAP) aktivitesi standart antioksidanlar butillenmis hidroksi toluen

(BHT), C vitamini ve Trolox karsilastirma amagh kullanilmak suretiyle ¢calisiimistir.

3.1.1. Asetonitril Ekstraktlarinda Toplam Fenolik Madde Miktarlari

Ormangiilii ¢icek ve yapraklarmin asetonitril ekstraktlarinin  antioksidan
aktivitelerinin belirlenmesinde Folin-Ciocalteu toplam fenolik madde tayin yoOntemi
kullanildi. Bu yontemde standart olarak gallik asit ve katesinin degisen konsantrasyonlari
kullanilarak absorbans ol¢iimlerine dayali kalibrasyon grafikleri elde edildi (Sekil 15 ve
18).

0,600 -
y =0,0009x + 0,0248
0,500 - R?=0,9973
£ 0,400 -
o
n
© 0,300 -
@
2
< 0,200 -
0,100 +
0,000 T T T T T 1
0 100 200 300 400 500 600
Gallik asit konst. (mikrog/mL)

Sekil 15. Folin-Ciocalteu yontemine gore gallik asit konsantrasyonu—absorbans
grafigi

Gallik asit standart grafiginde elde edilen dogrunun fonksiyonu kullanilarak
numunelerdeki fenolik bilesik miktarlar1 gallik asit esdegeri (GAE) olarak pg/mL
cinsinden ifade edildi (Sekil 16).
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Sekil 16. Folin-Ciocalteu yontemine gore ekstraktlarin gallik asit esdegeri
(GAE,ug/mL)

Numunelerin fenolik i¢eriklerine GAE cinsinden bakildiginda ¢igek ekstraktlarinin
yaprak ekstraktlarina gore daha yiiksek aktivite gosterdigi goriilmektedir. Numuneler arasi
karsilastirma ayni zamanda mor ormangiiliiniin (komar) sarisina (zifin) gore daha yiiksek
fenolik bilesik icerdigi goriilmektedir. Yapilan bu ¢alismada iki farkli ekstrakt
konsantrasyonunda deneme yapilmis, sonuglar konsantrasyonun etkisinin goriilmesi i¢in
seyrelme orant — GAE olarak grafige gecilmistir (Sekil 17). Konsantrasyondaki artiga

fenolik bilesimin eslik ettigi goriilmektedir.

600 -
500 -
®Rp-Cicek

:IE~ 400 ORp-Yaprak
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£ 300
‘E XRI-Yaprak
y
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100

0 T of ‘
0 0,1 0,2 0,3 0,4 0,5 0,6
Seyr. Orani

Sekil 17. Numunelerin GAE (pg/mL) degerlerinin numune konsantrasyonu ile
iliskisi
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Fenolik asit tayininde gallik asitin yaninda literatiir verileriyle ve daha sonraki
calismalarda kullanilabilmesi i¢in katesin standart olarak kullanildi ve benzer 6zellikler
katesin standart grafigine dayali hazirlanan CAE—numune grafiklerinde de goézlendi (Sekil
18 ve 19).

0,450 - y = 0,0008x

2 =
0.400 - R = 0,0841 %

0,350 -
—0,300 -
50,250 -
°
0,200 -
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<0,150 |
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0,050 -
0,000

0 100 200 300 400 500 600
Katesin konst. (mikrog/mL)

Sekil 18. Folin-Ciocalteu yontemine gore katesin konsantrasyonu—absorbans

grafigi
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Sekil 19. Folin-Ciocalteu yontemine gore ekstraktlarin katesin esdegeri
(CAE, pg/mL)
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Sekil 20. Numunelerin CAE (pg/mL) degerlerinin numune konsantrasyonu ile
iligkisi

3.1.2. Asetonitril Ekstraktlarinda ve Ugucu Yaglarda DPPH Radikal
Temizleme Aktivitesi

Ormangiilii ¢icek ve yapraklarinin asetonitril ekstraktlarinin ve sadece sar1 ¢icekli
ormangiilinden elde edilen ucucu yaglarin antioksidan aktivitelerinin belirlenmesinde
DPPH temizleme aktivitesi tayin yontemi kullanildi. Bu yontemde esit hacimdeki numune
cozeltileri ve DPPH c¢ozeltisi karistirilip inkiibasyon sonrast 517 nm de yapilan absorbans
Olctimleri aktivitenin belirlenmesinde kullanilmustir (Sekil 21, 22, 23 ve 24). Karsilastirma

amaciyla standart olarak BHT, C vitamini ve Trolox kullanild1.
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Sekil 21. R. ponticum ¢igek asetonitril ekstraktinin seyrelme orani—absorbans
grafigi
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Sekil 22. R. ponticum yaprak asetonitril ekstraktinin seyrelme orani — absorbans
grafigi
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Sekil 23. R. luteum ¢igek asetonitril ekstraktinin seyrelme orani—absorbans grafigi
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Sekil 24. R. luteum yaprak asetonitril ekstraktinin seyrelme orani—absorbans
grafigi

Calisilan numune seyrelme oranlarinda DPPH miktarlart ¢ok diistiigii icin ICs
degerlerine dayali bir karsilastirma yerine seyreltik c¢alisilan numunelerin meydana

getirdigi %temizleme degerleri hesaplanmis ve karsilastirmalarda kullanilmistir (Sekil 25).
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Sekil 25. Asetonitril ekstraktlarinin % seyreltilen numunelerinin %DPPH
temizleme degerleri

Ekstraktlarda yapilan DPPH testi sonucglari yaprak ekstraktlarinin daha yiiksek
performans sergiledigini gostermektedir. DPPH temizleme aktivitesi ayrica sar1 ormangiilii
ciceklerinden normal ve asitli Clevenger uygulamasiyla elde edilen ucucu yaglarda da
belirlenmistir. Bu amagla hekzan ¢ozeltilerindeki hekzan uzaklastirilip miktar tayini
yapilan ugucu yaglar tekrar hekzanda bilinen konsantrasyonlarda ¢oziiliip seri seyreltme
yapilarak hazirlanan numunelerde DPPH temizleme aktivitesi Ol¢tilmiistiir.  Sonuglar
konsantrasyon — absorbans grafiklerine doniistiiriilmiis (Sekil 26 ve 27) ve bu grafiklerden
elde edilen ICsy degerleri karsilastirma amaciyla siitun grafigi olarak Sekil 28'de

gosterilmistir.
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Sekil 26. R. luteum ¢igek normal ugucu yaginin konsantrasyon—absorbans grafigi
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Sekil 27. R. luteum ¢igek AHC (asitli) ugucu yaginin konsantrasyon—absorbans
grafigi
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Sekil 28. R. luteum ¢icek normal ve AHC (asitli) ugucu yaglarinin IC50 degerleri

Ugucu yaglarin DPPH aktivitelerine bakildiginda normal Clevenger yontemle elde
edilen triiniin daha diisiik ICso, dolayisiyla da daha yliksek antioksidan aktivite gosterdigi

goriilmektedir.

3.1.3. Asetonitril Ekstraktlarinda Demir (IIT) indirgeme/Antioksidan Kuvveti

Ormangiilii asetonitril ekstraktlarinin antioksidan aktivitelerinin belirlenmesinde
demir (III) indirgeme / antioksidan gii¢ (FRAP) yontemi de kullanildi. Bu yontemde
standart olarak C vitamini ve Trolox degisen konsantrasyonlar1 kullanilarak absorbans
Olctimlerine dayali kalibrasyon grafikleri elde edildi (Sekil 29 ve 32). Bu grafikler
kullanilarak antioksidan aktiviteler ya C vitamini grafigine dayali FRAP (uM) (Sekil 30)
ya da Trolox esdegeri antioksidan kapasite (TEAC, uM) olarak ifade edildi (Sekil 33).
FRAP (uM) ifade seklinde grafikten numunelere karsihik gelen C vitamini
konsantrasyonlar1 reaksiyon stokiometrisinden dolay1 2 ile ¢arpildi. Ayrica ¢alisma iki
farkli numune seyrelme oraninda yapildi ve aktivitenin konsantrasyonla dogru orantili

olarak arttig1 gosterildi (Sekil 31 ve 34).
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Sekil 29. FRAP yontemine gore C vitamini konsantrasyonu—absorbans grafigi
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Sekil 30. Ekstraktlarin FRAP degerleri (uM)
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Sekil 31. Ekstrakt konsantrasyonu—FRAP degeri iligkisi
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Sekil 32. FRAP yontemine gore Trolox konsantrasyonu—absorbans grafigi
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Sekil 33. Ekstraktlarin TEAC degerleri (uM)

1800 -
1600 - #Rp-Cigek
1400 4
% 1200 1 ORp-Yaprak
'E 1000 ARI-gigek
o 800 -
o XRI-Yaprak
~ 600 -
400 4
200 - /
0 T T T )
0 0,1 0,2 0,3 0,4 0,5 0,6
Seyr. Orani

Sekil 34. Ekstrakt konsantrasyonu—TEAC degeri iligkisi

Numunelerin toplam fenolik madde miktarlar1 ile FRAP metoduna dayali TEAC
degerleri arasindaki iliskinin gosterilmesi icin TEAC (uM) ve GAE pg/mL) verileri grafige
gecirildi (Sekil 35). Bu iki yontemle belirlenen antioksidan aktiviteler arasinda iyi bir

korelasyon oldugu goriildii.
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Sekil 35. Asetonitril ekstraktlarinda TEAC-TF (GAE) iliskisi

3.2. Asetonitril Ekstraktlarinda ve Ucucu Yaglarinda Antimikrobiyal Aktivite

Hazirlanan asetonitril ekstraktlari ve ugucu yaglarin antimikrobiyal aktiviteleri
difiizyon yontemiyle, ve bu testte yiiksek aktivite gosteren asetonitril ekstraktlarinin

antimikrobiyal aktiviteleri minimum inhibisyon konsantrasyonlarini (MIC, seyrelme orani)

belirlemek tizere dilusyon yontemiyle ¢alisildi.

Ekstraktlarda yapilan difiizyon calismasinda sonuglar inhibisyon ¢apt (mm) olarak

ifade edildi. Biitiin ekstraktlarin testte kullanilan 3 Gram negatif, 3 Gram pozitif bakteri ve

2 mantar mikroorganizmalarin hepsini belirli seviyelerde inhibe ettigi goriildii (Tablo 9).

Tablo 9. Asetonitril ekstraktlarinda antimikrobiyal aktivite (disk difilizyon testi)

Microorganizmalar ve Inhibisyon Caplar1 (mm) Toplam
Gram (-) Gram (+) Mantar Etki
Numune Ec | Pv. | St Sa | Be. | Lm. | Ca. | A.n.
Rp-Cigek 22 21 18 15 15 16 17 15 139
Rp-Yaprak 24 20 18 15 16 18 14 13 138
RI-Cicek 23 25 16 16 15 15 11 13 134
RI-Yaprak 24 22 17 17 17 16 14 17 144
Toplam etki 93 88 69 63 63 65 56 58
Ampicillin 15 26 32 10 25 24 | NT | NT
Cephazolin 15 - 34 - 21 30 | NT | NT
Nystatin NT | NT | NT | NT | NT | NT 15 14
Asetonitril - ? 10 8 - - 9 -
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Mikroorganizmalar: E.c.: Escherichia coli, P.v.: Proteus vulgaris, S.t.. Salmonella
typhimurium, S.a.: Staphylococcus aureus, B.c.: Bacillus cereus, L.m.: Listeria
monocytogenes, C.a.: Candida albicans, A.n.: Aspergillus niger. NT: test edilmedi. (-):
aktivite gozlenmedi. Testlerde numuneler 15 pL kullanilda.

Toplamda en yiiksek aktiviteyi gosteren ekstraktin belirlenmesi amaciyla elde edilen
inhibisyon cap degerleri toplanarak (Tablo 9) siitun grafik hazirlandi (Sekil 36). Bu
garfikten R. luteum ¢igek ekstraktinin en diisiik aktivite gosterdigi goriilmektedir.

146 - 144
144 -
142 -
% 140 - 139 138
g 138 -
_8' 136 - 134
= 134
132 A
130 -
128 - \ ‘ ‘
Rp-Cigek Rp-Yaprak RI-Cicek RI-Yaprak
Numune

Sekil 36. Asetonitril ekstraktlarinda antimikrobiyal aktivite (disk difiizyon testi)
acisindan en ¢ok etki gosteren ekstraktlar

Benzer sekilde ekstraktlardan en fazla etkilenen, yiiksek hassasiyet gosteren
mikroorganizmalar1 belirlemek i¢in inhibisyon ¢aplari mikroorganizma bazinda toplandi
(Tablo 9) ve siitun grafik olarak ¢izildi (Sekil 37). Ekstraktlardan bakteriler arasinda Gram
negatif organizmalarin daha fazla etkilendigi, mantarlarda daha az etki gozlendigi tespit

edildi.
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Toplam Etki
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69
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I I I | |
E.c. P.v. St S.a. B.c L.m. C.a. A.n.

Mikroorganizma

Sekil 37. Asetonitril ekstraktlarinda antimikrobiyal aktivite (disk difiizyon testi)
acisindan en ¢ok etkilenen mikroorganizmalar

Gram negatifler: E.c.: Escherichia coli, P.v.: Proteus vulgaris, S.t.. Salmonella
typhimurium, Gram pozitifler: S.a.: Staphylococcus aureus, B.c.: Bacillus cereus,
L.m.: Listeria monocytogenes, Mantarlar: C.a.: Candida albicans, A.n.: Aspergillus

niger).

Ekstraktlarda yiiksek antimikrobiyal aktivite goriilmesi nedeniyle MIC degerleri
calisildi. Sonuglar inhibisyonun goriildiigli minimum seyrelme orami (yani en fazla

seyrelme) (MIC) olarak ifade edildi (Tablo 10). Numunelerin 1,25/1000 seyrelme

oranlarinda bile inhibisyon yapabildigi goriildii.




71

Tablo 10. Asetonitril ekstraktlarinda antimikrobiyal aktivite (minimum inhibisyon
konsantrasyonu, MIC)

Minimum inhibisyon Seyrelme Oram
Microorganizmalar
Gram (-)
Numune E.c P.v. S.t.
Rp-Cigek >0,00125 >0,00125 >0,00125
Rp-Yaprak >0,00125 >0,00125 >0,00125
RI-Cicek >0,00125 >0,00125 >0,00250
RI-Yaprak >0,00125 >0,00125 >0,00250
Gram (1)
S.a B.c. L.m.
Rp-Cigek >0,00250 >0,00500 >0,00250
Rp-Yaprak >0,00250 >0,00250 >0,00250
RI-Cicek >0,00250 >0,00250 >0,00500
RI-Yaprak >0,00250 >0,00250 >0,00250
Mantar
C.a. A.n.

Rp-Cigek >0,00250 >0,00500

Rp-Yaprak >0,00500 >0,00500

RI-Cicek >0,01000 >0,00500

RI-Yaprak >0,00500 >0,00250

0,00125 seyrelme orani ekstraktin 1,25/1000 oraninda seyreltildigini gostermektedir.

Ekstraktlarin MIC degerlerine dayali antimikrobiyal aktivitelerinin toplamda
degerlendirilmesi icin MIC degerleri toplanarak stitun grafik hazirland1 (Sekil 38).
R. luteum ekstraktinin en yiiksek toplam MIC degerine sahip oldugu, dolayisiyla da

numuneler arasinda en diisiik aktiviteye sahip oldugu goriildii.
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0,00400 -+ 0,00375
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Rp-Cigek Rp-Yaprak RI-Cicek RI-Yaprak
Numune

Sekil 38. Asetonitril ekstraktlarinda antimikrobiyal aktivite (MIC) agisindan en
cok etki gosteren ekstraktlar

Mikroorganizmalarin hassasiyetini belirlemek i¢in mikroorganizma bazinda MIC
degerleri toplanarak stitun grafikler elde edildi (Sekil 39). Difiizyon testindekine benzer
sekilde Gram negatiflerin en yiiksek hassasiyete sahip oldugu, en az hassasiyetin ise

mantarlar tarafindan gosterildigi gorildii.

0,00600 - 0,00563

0,00500 - 0,00438
E 0,00400 -
i 0,00313 0,00313
£ 000300 - 0,00250
o
o 0,00188

0,00200 -

0,00125 0,00125
0,00100 -
0,00000 - :
E.c. P.v. S.t. S.a. B.c L.m. C.a. An.

Mikroorganizma

Sekil 39. Asetonitril ekstraktlarinda antimikrobiyal aktivite (MIC) agisindan en
¢ok etkilenen mikroorganizmalar

(Gram negatifler: Ec.: Escherichia coli, P.v.: Proteus vulgaris, S.t.: Salmonella
typhimurium, Gram pozitifler: S.a.. Staphylococcus aureus, B.c.: Bacillus
cereus, L.m.: Listeria monocytogenes, Mantarlar: C.a.: Candida albicans, A.n.:
Aspergillus niger).
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R. luteum c¢igeklerinin ugucu yaglarinda difiizyon yontemiyle yapilan antimikrobiyal
test sonuglar1 inhibisyon alani ¢ap1 seklinde ifade edildi (Tablo 11). Normal yontemle elde
edilen ucucu yagin AHC ile elde edilene gére daha yiiksek etki gosterdigi goriildii.

Tablo 11. R. luteum ¢igeklerinin normal ve asitli Clevenger destilasyonu {iriinii ugucu
yaglarinin antimikrobiyal aktiviteleri

Mikroorganizmalar ve inhibisyon caplar: (mm)

Gram (-) Gram (+) Mantar
Numune Ec | Yp.| Pa. | Bc. | Li. | Sa. | Ef | Ca. | Ct
RI-Cicek-Normal 8 10 6 8 6 9 - 6 7
RI-Ci¢ek-AHC - - 6 8 7 7 - 6 -
HEKZAN - - - - - - - - -
ETANOL 12 - 6 - 6 7 - - -
Ampicillin 10 18 18 15 10 35 10 NT | NT
Triflucan 25 25

E.c.: Escherichia coli ATCC 25922, Y.p.: Yersinia pseudotuberculosis ATCC 911, P.a.:
Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853, B.c.: Bacillus cereus 702 Roma, L.m.: Listeria
monocitogenes ATCC 43251, S.a.: Staphylococcus aureus ATCC 25923, E.f.:
Enterococcus faecalis ATCC 29212, C.a.: Candida albicans ATCC 60193, C.t.:
Candida tropicalis. NT: test edilmedi. (-): aktivite gézlenmedi Testlerde numuneler 75
ug/50ul, Standard antimikrobiyaller ise 10 pg/50 pL olarak kullanildi.

3.3. Ucucu Yaglarin GC-MS Analizleri

R. luteum c¢iceklerinden iki yontemle elde edilen ucgucu yaglarin kimyasal
kompozisyonlarini belirlemek amaciyla gaz kromatografisi — kiitle spektrometrisi analizleri
yapildi. Elde edilen kromatogramlar Sekil 40 ve Sekil 41'de verilmistir. Clevenger
sisteminde asit hidrolizi / katalizi uygulanmasinin ucucu yag kompozisyonuna onemli
etkiler yaptig1 goriilmektedir. Bircok bilesenin pik alanlarinda azalmalar olmus, bazi

bilesenler tamamen kaybolmus, ayrica ilave yeni piklerin ortaya ¢iktigi goriilmiistiir.
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ekil 40. R. luteum ¢igeklerinin normal Clevenger destilasyonu {iriinii ugucu
g Y
yagimin GC-MS kromatogrami

il

Sekil 41. R. luteum ¢igeklerinin asitli (AHC) Clevenger destilasyonu iiriinii ugucu
yagimin GC-MS kromatogrami

R. luteum ¢igeklerinin normal ve asitli (AHC) Clevenger destilasyonu iiriinii ugucu

yaglariinin GC-MS pik integrasyon analizi sonuglar1 Tablo 12 ve Tablo 13 de verilmistir.
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Tablo 12. R. luteum ¢iceklerinin normal Clevenger destilasyonu iiriinii ugucu
yagimin GC-MS analizi sonuglari

Pik No | RT % Alan Bilesik Adi Q
1 3,77 0,64 2e- Hexenal 90
4,77 0,38 Bilinmeyen 53

3 5,53 9,22 o- Pinene 95
4 6,85 1,69 B- Pinene 94
5 7,42 0,76 Furan, 2-Pentyl- 91
6 7,79 0,57 trans-2-(2-Pentenyl)Furan 94
7 8,30 0,64 Delta-2-Carene 96
8 8,77 1,16 Limonene 96
9 9,76 1,10 Benzene Acetaldehyde 91
10 11,85 1,42 Benzoic Acid, Methyl Ester 90
11 12,22 1,99 Linalool 91
12 16,51 3,65 Alpha- Terpineol 80
13 21,80 0,70 Delta- Elemene 99
14 24,76 1,70 a- Gurjunene 99
15 25,39 15,41 | E- Caryophyllene 99
16 25,99 0,84 Germacrene B 95
17 26,95 1,43 o-Humulene 96
18 27,56 0,42 Gamma-Gurjunene 99
19 28,02 2,55 Germacrene D 98
20 28,68 1,92 a-cis-Bergamotene 95
21 29,78 3,43 Delta-Amorphene 98
22 31,05 1,19 Germacrene B 99
23 32,24 0,68 Caryophyllene Oxide 80
24 33,15 5,11 Viridiflorol 99
25 34,00 0,88 Bilinmeyen 56
26 34,38 1,65 Epizonarene 83
27 34,68 1,56 4-Methyl-1-(3',3'-Dimethylbicyc 80
28 35,74 2,57 a-Cadinol 98
29 38,47 1,83 a-Oxobisabolene 97
30 39,65 10,95 | Benzyl Benzoate 98
31 42,69 0,76 Bilinmeyen 72
32 43,33 16,75 | Benzyl Salicylate 97
33 46,25 1,18 Phenylethyl Salicylate 98
34 50,04 1,01 Bilinmeyen 30
35 55,85 0,92 Tricosane 96
36 61,33 1,34 Pentacosane 99

RT: tutulma zamani (retention time); Q: kiitle spektrometrik verilerin numune ve
kiitiiphane degerleri arasindaki uyum orani
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Tablo 13. R. luteum ¢igeklerinin asitli (AHC) Clevenger destilasyonu iirtinii ugucu
yagimin GC-MS analizi sonuglari

Pik No RT % Alan Bilesik Adi Q
1 3,54 4,67 2-Furancarboxaldehyde 80
2 4,19 0,47 p-Xylene 95
3 4,75 0,84 Styrene 95
4 5,54 0,35 o-Pinene 95
5 5,99 0,20 Camphene 93
6 6,82 1,74 Benzaldehyde 86
7 7,89 0,18 Gamma-Terpinene 87
8 8,54 31,51 | Benzyl Chloride 91
9 9,97 1,46 Gamma- Terpinene 96
10 10,42 0,54 Bilinmeyen 59

11 11,09 0,92 Delta-2 Carene 95
12 11,85 0,79 Benzoic acid, methyl ester 80
13 14,29 0,48 Bilinmeyen 58
14 16,21 0,46 Methyl Salicylate 91
15 18,67 0,80 Carvenone 93
16 23,00 2,60 | Benzene, 2-(1,3-butadienyl)-1,3 90
17 23,57 0,95 Tricyclo 98
18 23,91 1,52 Presilphiperfol 93
19 25,37 2,80 4,8-B-Caryophyllane 98
20 26,16 0,66 a- Gurjunene 96
21 26,71 1,82 Zonarene 93
22 27,23 2,11 Zonarene 96
23 28,30 5,50 Delta-Selinene 98
24 28,80 2,58 Zonarene 99
25 29,84 2,68 cis- Calamenene 96
26 31,01 1,43 Bilinmeyen 46
27 32,43 6,84 Caryolan-8-Ol 91
28 33,88 1,07 Bilinmeyen 64
29 34,43 2,13 Bilinmeyen 46
30 39,65 4,54 Benzyl Benzoate 96
31 40,72 0,40 Tetradecanoic acid 96
32 42,69 0,34 Bilinmeyen 58
33 43,31 10,28 | Benzyl Salicylate 94
34 44,50 0,46 Methyl Hexadecanoate 93
35 46,26 0,52 Phenylethyl salicylate 95
36 47,66 0,23 Thiosulfuric acid 96
37 48,31 0,16 Cyclopropaneoctanal 95
38 50,04 0,63 Thiosulfuric acid 96
39 55,86 0,97 Tricosane 91
40 61,34 1,00 Pentacosane 96

RT: tutulma zamani (retention time); Q: kiitle spektrometrik verilerin numune ve
kiitiiphane degerleri arasindaki uyum orani
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3.4. Bitki Ekstraktlarinda Fenolik Bilesiklerin Analizi

Rhododendron (ormangiilii) mor ve sari tiirlerinin ¢icek ve yaprak ekstraktlarinin
kimyasal kompozisyonunun aydinlatilmasina katki saglamak amaciyla ekstraktlarda
fenolik asit belirlenmesi HPLC-UV yontemine gore yapilmistir. Bu amagla ekstraktlar SPE
kartuglar kullanilarak iyon degisimi kromatografisini takiben RP-HPLC-UV sisteminde
standartlarla gelistirilen gradient programa goére analiz edilmistir. Calismada kullanilan
standartlarin uygulanan yontemle elde edilen kromatogramlar1 Sekil 42 ve 43°de

goriilmektedir. Ayn1 yontemin numunelere uygulanmasiyla elde edilen kromatogramlar da

Sekil 44, 45, 46 ve 47" de verilmistir.
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Sekil 42. Standart olarak kullanilan 8 fenolik asitin HPLC-UV kromatogran

(1: gallik asit, 3: protokatekaldehit, 5: p-OH-benzoik asit, 6: vanilik asit, 8: kaffeik
asit, 11: siringaldehit, 13: benzoik asit, 15: sinapik asit).
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Sekil 43. Standart olarak kullanilan 7 fenolik asitin HPLC-UV kromatogranm

(2: protokatekuik asit, 4: gentisik asit, 7: klorojenik asit, 9: siringik asit, 10:
vanilin, 12: p-kumarik asit, 14: ferulik asit).

WDIA VadergreB0rmVRKF65-10)

Sekil 44. R. ponticum ¢igeklerinin asetonitril ekstraktlarinin HPLC-UV
kromatogrami
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Sekil 45. R. ponticum yapraklariin asetonitril ekstraktlarinin HPLC-UV

kromatogrami
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Sekil 46. R. luteum c¢igeklerinin asetonitril ekstraktlarinin HPLC-UV
kromatogrami
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Sekil 47. R. luteum yapraklarinin asetonitril ekstraktlarinin HPLC-UV
kromatogrami

Uygulanan SPE-RP-HPLC-UV yontemiyle elde edilen verilerin Chemstation
programi kullanilarak yapilan integrasyon ve RT ve pik alani analizi sonucunda ¢alismada
kullanilan standartlardan numunelerde hangilerinin ve hangi miktarlarda bulundugu pik
alanlarina dayali yari-kantitatif olarak belirlenmistir (Tablo 14). Cigek ekstraktlarmin
fenolik asitler agisindan yapraklara goére daha zengin oldugu goriilmektedir. Numunelerde
goriilen standart fenolik asitlerden gallik asit, protokatekuik asit, protokatekaldehit, p-OH
benzoik asit, klorojenik asit, kaffeik asit p-kumarik asit, ferulik asit, sinapik asit

goriilmiistiir.
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Tablo 14. Fenolik bilesenlerin tutulma zamani ve numunelerin pik alanlar

Bilesen Tutunma Zamani Pik Alanlan
(RT, dak) Rp-Cicek | Rp-Yaprak | R;.Cicek | R, -Yaprak

Gallik asit 5,10 141,5 124 - -
Protokatekuik asit 7,53 13,9 14,5 16,7
Protokatekaldehit 9,60 67,3 2132 -
Gentisik asit 13,57 - - -
p-OH Benzoik asit 10,68 439,7 91,5 98
Vanillik asit - 14,48 - - -
Chlorojenik asit 13,85 41,7 - -
Kaffeik asit 15,17 33,1 5,3 33,1 -
Siringik asit -16,94 - - -
p-Kumarik asit 21,81 72,8 13,1 44 4 40,9
Benzoik asit 23,82 - - -
Ferulik asit 23,78 - 9,9 - 22,7
Sinapik asit 24,86 107,5 - -

3.5. Karbonik Anhidraz Inhibisyon Etkileri

Hazirlanmis olan ormangiilii ekstraktlarinin karbonik anhidraz enzim aktivitesine

etkilerini belirlemek amaciyla ekstraktlardan seri seyreltmeler yapilmis ve aktiviteye olan

etkilerinin gostermek i¢in enzimin hidrataz aktivitesi ekstrakt yokken ve varken

Olctilmiistiir. Bu ¢alismada hem insan karbonik anhidraz I (CA-I) hem de insan karbonik

anhidraz II (CA-II) izoenzimleri kullanilmistir. Bu Ol¢timlerden ekstrakt bulundugu

durumda enzimin %kalan aktivitesi numune seyrelme oranina karsi grafige gecilmistir

(CA-I inhibisyonu i¢in Sekil 49, 50, 51 ve 52, CA-II inhibisyonu i¢in Sekil 54, 55, 56 ve

57). Karsilagtirma amaciyla ayn1 yontem literatiir de Standard olarak yaygin kullanilan

asetazolamit i¢in de uygulanmis ve sonu¢ ayni sekilde grafiksel olarak ifade edilmistir

(CA-Ii¢in Sekil 48 ve CA-II i¢in Sekil 53).
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Sekil 48. Standart olarak kullanilan asetazolamidin konsantrasyon—CA-I %kalan
aktivite grafigi
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Sekil 49. R. ponticum ¢igeklerinin asetonitril ekstraktlarinin seyrelme orani—CA-I
% kalan aktivite grafigi
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Sekil 50. R. ponticum yapraklarinin asetonitril ekstraktlarinin seyrelme orani—CA-
I % kalan aktivite grafigi
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Sekil 51. R. luteum ¢igeklerinin asetonitril ekstraktlarinin seyrelme orani—-CA-I %
kalan aktivite grafigi
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Sekil 52. R. luteum yapraklarinin asetonitril ekstraktlarinin seyrelme orani—CA-I
% kalan aktivite grafigi
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Sekil 53. Standart olarak kullanilan asetazolamidin konsantrasyon—CA-II
%kalan aktivite grafigi
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Sekil 54. R. ponticum ¢igeklerinin asetonitril ekstraktlarinin seyrelme orani—CA-II
% kalan aktivite grafigi
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Sekil 55. R. ponticum yapraklarinin asetonitril ekstraktlarinin seyrelme orani —
CA-II %kalan aktivite grafigi
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Sekil 56. R. luteum ¢igeklerinin asetonitril ekstraktlarinin seyrelme orani—CA-II %
kalan aktivite grafigi
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Sekil 57. R. luteum yapraklarinin asetonitril ekstraktlarinin seyrelme orani—CA-II
% kalan aktivite grafigi

Bitki ekstraktlariyla elde edilen ICsy degerlerinin karsilastirilmasi i¢in bu degerler
kullanilarak siitun grafik hazirlanmistir (CA-I i¢in Sekil 58 ve CA-II i¢in Sekil 59) mor

ormangiilii (komar) ekstraktlarinin daha diisiik ICso degerleriyle daha ileri enzim

inhibisyonu yaptig1 goralmustiir.
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Sekil 58. Rhododendron asetonitril ekstraktlarinin insan karbonik anhidraz I
enzimine karsi ICso degerleri
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Sekil 59. Rhododendron asetonitril ekstraktlarinin insan karbonik anhidraz II
enzimine karsi ICsy degerleri



4. SONUCLAR VE ONERILER

Karadeniz bolgesinde yaygin olarak yetisen ormangiilii tiirlerinden R. ponticum ve R.
luteum asetonitril ekstraktlarinda ve ugucu yaglarinda kimyasal kompozisyonu ve biyolojik
aktiviteyi belirlemek i¢in yapilan bu calismada numunelerde antioksidan ve antimikrobiyal
aktiviteler arastirillmis, kimyasal kompozisyon belirlenmesinde HPLC ve GC
kromatografik analiz yontemleri uygulanmaistir.

Gergeklestirilen ¢alismalar neticesinde asetonitril ekstraktlarinin yiiksek derecede
antioksidan ve antimikrobiyal aktiviteye sahip oldugu goriilmiistiir. Bu aktiviteden sorumlu
bilesenlerin belirlenmesi 6nemlidir. Bu anlamda bu ¢alisma kapsaminda sadece fenolik asit
kompozisyonu belirlemeye c¢alisilmig, ekstraktlarda gallik asit, protokatekuik asit,
protokatekaldehit, p-OH benzoik asit, klorojenik asit, kaffeik asit p-kumarik asit, ferulik
asit, sinapik asit bilesiklerinin varligi tespit edilmistir.

Calismada kullanilan ekstraktlarin biyoaktivitesi c¢aligsmalarinda literatiirde de pek
calisilmamis olan karbonik anhidraz aktivitesine etkileri arastirilmistir. Insan eritrosit
karbonik anhidraz I ve II izoenzimlerinin her ikisinin de elde edilen tiim ekstraktlar
tarafindan inhibe edildigi goriilmiistiir. Bu enzimin inhibitérlerinin glakom, kanser,
diyabet, epilepsi dahil bir ¢ok hastalikta kullanim potansiyelinin olmasi, bu bitkilerin
bilesenleri ve CA inhibisyonundan sorumlu olanlarinin belirlenmesi ¢aligsmalarint degerli
yapmaktadir.

Sar1 ormangiilii (zifin) cicekleri ile yapilan ugucu yag eldesinde klasik ve asitli
(AHC) uygulama sonucu elde edilen {iriinlerde antioksidan ve antimikrobiyal ¢alismalar
yapilmis, AHC uygulamasinin biyoaktiviteye 6nemli etkisinin oldugu goriilmiistiir. Bu
etkiden sorumlu bilesiklerin aydinlatilmasi amaciyla ugucu yaglarda GC-MS analizi
yapilmis ve bilesenler MS kiitiiphane verileri ve RT degerleri literatiir verileriyle
karsilastirilarak belirlenmistir. AHC uygulamasi neticesinde bazi bilesiklerin miktarlarinin
azaldig1, bazilarmin tamamen kayboldugu, bunun yaninda bazi yeni bilesiklerin de
olustugu goriilmistir. AHC uygulamasinda asit katalitik doniisiimlerinin ¢esitliligi goze
carpmaktadir. Bu yontem bitkilerde yapilacak kemotaksonomik arastirmalar i¢in iyi bir

arac olma kapasitesindedir.
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Sonug¢ olarak ¢alisma bulgular1 R. ponticum ve R. luteum ¢icek ve yapraklarinda
biyoaktivite ve bundan sorumlu bilesenlerin belirlenmesinin hem bilimsel hem de

endiistriyel acidan degerli olacagini gostermektedir.
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