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ÖZET  

 

Organizmada normal metabolik yollar�n i�leyi�i s�ras�nda veya çevresel ajanlar 

(pestisidler, aromatik hihrokarbonlar, toksinler, çözücüler vb.), stres, radyasyon gibi çe�itli 

d�� faktörlerin etkisiyle serbest radikaller meydana gelmektedir. Serbest radikaller ya�am 

için gereklidir; fakat yüksek derecede reaktif olan serbest radikaller biyomoleküllerle 

kolayca reaksiyona girerek hücrelere zarar verebilecek toksik özellikte bile�ikler 

olu�turabilir. Antioksidanlar ise serbest radikallerin etkilerini yok edici sistemlerdir. 

Günümüzde antioksidan özelli�i ke�fedilen birçok farkl� madde vard�r. Bu maddelerin bir 

k�sm�n� vücut kendisi, serbest radikallere kar�� bir savunma sistemi olarak üretirken, bir 

k�sm�n� özellikle bitkilerden al�r. Bu çal��mada ki amac�m�z ara�t�rmaya de�er özelliklere 

sahip olan Rhododendron luteum ve Rhododendron ponticum bitkilerinin asetonitrilli  

ekstraktlar�n�n antioksidan aktivitesini incelemek ve bitkilerin kimyasal bile�imlerini 

belirlemektir. Halk aras�nda çokta iyi bilinmeyen bu bitki Trazon’dan toplanm��t�r. Bu iki 

bitkinin yaprak ve çiçeklerinin asetonitrillli ekstraktlar�n�n toplam fenolik madde içerikleri 

gallik asit ve kate�in standartlar�yla, DPPH radikal temizleme aktiviteleri Trolox®, 

askorbik asit ve BHT standart antioksidanlar�yla, demir (III) indirgeme/antioksidan kuvveti 

(FRAP) Trolox® ve askorbik asit standartlar�yla ve karbonik anhidraz inhibisyon etkileri 

sülfanilamid ve asetazolamid standartlar�yla kar��la�t�rmal� olarak incelendi. Ayn� zamanda 

bu bitkiler antimikrobiyal aktivite aç�s�ndan da incelendi. Bitki ekstraktlar� antioksida ve 

antimikrobiyal aç�dan standartlara k�yasla yüksek aktivite göstermi�lerdir. Antimikrobiyal 

aktivite özellikle Gram (-) bakterilere kar�� gözlenmi�tir. Karbonik anhidraz enzimi üzerine 

standart asetazolamitle kar��la�t�r�labilir bir inhibisyon tüm ekstraktlarda görülmü�tür. 

Fenolik asit içeri�i çal��malar�nda ekstraktlarda gallik asit, protokatekuik asit, 

protokatekaldehit, p-OH benzoik asit, klorojenik asit, kaffeik asit p-kumarik asit, ferulik 

asit, sinapik asit bile�enleri tespit edilmi�tir. Uçucu ya�larda yap�lan sulu ve asitli çal��ma 

kar��la�t�rmas� kompozisyonda ve aktivitede önemli de�i�ikliklerin oldu�unu ortaya 

koymu�tur. Özellikle karbonik anhidraz enzim aktivitesi üzerine inhibitör etkisinden 

sorumlu bile�iklerin belirlenmesi de�erli olacakt�r. 

Anahtar Kelimeler: R. ponticum, R. luteum, asetonitril, ekstrakt, uçucu ya�, GC, HPLC, 
antioksidan, antimikrobiyal, karbonik anhidraz inhibisyonu 
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SUMMARY

Chemical Compositions and Biological Aktivities of Rhododendron Essential Oil 

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 luteum 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 B�LG�LER 
 

1.1. Giri� 
 

Vücudumuz normal fonksiyonlar�n� yerine getirmek için enerji üretirken, ayn� 

zamanda milyonlarca serbest radikalin olu�mas�na sebep olurlar. Bu serbest radikallerin 

artmas�na sebep olan birçok etken vard�r. Bu etkenlerden baz�lar�,  kimyasal maddeler, 

çevre kirlili�i, UV ���nlar�, X-���nlar�, ilaçlar, virüsler, stres, sanayi at�klar�, egzoz gazlar� 

ve sigara duman� vs. olarak örneklendirilebilir. Ayr�ca modern g�dalar, �eker ve ya� 

miktar� fazla olan g�dalar, alkol ve hatta yo�un egzersizler de oksijen kullan�m�ndaki 

art��la birlikte serbest radikallerin miktar�n�n da artmas�na sebep olmaktad�rlar. Bu etkenler 

sonucu olu�an serbest radikaller, vücuttaki hücreleri olumsuz yönde etkiler. Bu durumda 

antioksidanlar da hücreye zarar veren serbest radikallerle reaksiyona girerek bunlar�n 

ba�latt��� zincir reaksiyonu durdurur ve böylece vücudumuzdaki hayati bile�enlerin zarar 

görmesini engeller. Son y�llarda sentetik antioksidanlar�n yan etkilerinin görülmeye 

ba�lamas� nedeniyle besin kimyas� ve koruyucu t�bb�n bitkisel kaynakl� antioksidanlara 

ilgisi artm��t�r. Artan bu ilgi, bütün dünyada bitkisel tedavinin desteklenmesini ve 

önemsenmesini sa�lam��t�r.  

Fenolik maddeler do�al antioksidanlar�n en önemli gruplar�n� olu�tururlar. En yayg�n 

bitkisel fenolik antioksidanlar flavonoidler ba�ta olmak üzere sinnamik asit türevleri, 

kumarinler, tokoferoller, organik asitler gibi bitkilerde ikincil metabolit olarak olu�an 

fenolik maddelerdir (Harborne, 1994). Fenolik bile�ikler antioksidan olarak, insan 

vücudundaki çe�itli nedenlerle olu�mu� serbest radikalleri temizleme yetene�ine 

sahiptirler. Ayr�ca, a��r ve radyoaktif metalleri �elatlama ve otooksidasyonu önleme 

konusunda da fenolik bile�ikler oldukça etkilidirler. Ba�ka bir deyi�le bunlar, çe�itli reaktif 

oksijen türlerini hücrelerden uzakla�t�rarak metabolizmay� zinde tutarlar. Fenolik bile�ikler 

veya polifenoller bitkilerde çe�itli meyve, sebze, kuruyemi�, tohum, çiçek, kök ve gövde 

k�s�mlar�nda do�al olarak sentezlenen maddelerdir (Wollgast ve Anklam, 2000). 

Yap�lan bu çal��mada, Trabzon’dan toplanan Rhododendron familyas�na ait 

R.ponticum ve R.luteum olarak anland�r�lan her iki bitkinin çiçek ve yapraklar�n�n 

asetonitril ekstraklar�n�n antioksidan ve antimikrobiyal aktivitelerinin yan� s�ra elde edilen 

esansiyel ya�lar�n�n kimyasal bile�ik içeri�i ara�t�r�ld�. Ayr�ca, bitkilerin çiçek ve yaprak 
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k�s�mlar�n�n karbonik anhidraz enzim aktiviteleri de incelendi. Daha önce zencefilde 

tauguchi yöntemi kullan�larak yan� farkl� parametreler ile çal��ma yap�lm��t�. Bu çal��ma 

sonucunda kullan�lan çözücülerden asetonitrilin veriminin dü�ük olmas�na ra�men 

biyoaktivetesinin oldukça yüksek oldu�u ortaya ç�kt�. Biz de bu çal��mam�zda önceki 

çal��malar� referans alarak bunu daha net bir �ekilde ortaya koymaya çal��t�k. 

 

1.2. Serbest Radikaller ve Antioksidanlar 
 

Serbest radikaller, d�� orbitallerinde bir yada daha fazla e�le�memi� elektronu 

bulunan oldukça reaktif ve stabil olmayan atom ve moleküllerdir (Akku�, 1995). Bu stabil 

olmayan durumun yaratt��� enerji, organik veya inorganik kimyasallar, lipitler, 

karbohidratlar, proteinler ve DNA gibi kom�u moleküllerle reaksiyona girerek serbest hale 

gelir. Serbest radikaller d�� yörüngelerindeki elektron aç���n� reaksiyona girdi�i kom�u 

molekülden al�rken, elektronunu kaybeden kom�u molekül karars�z hale geçer ve böylece 

yeni bir serbest radikal olu�mu� olur. Etkile�im böyle devam ederek sürekli serbest 

radikale dönü�üme neden olan bir reaksiyon (otokatalitik reaksiyon) ba�lar.  

Oksijen canl� organizmada ATP yap�m� için gereklidir. Hücreler oksijenden enerji 

meydana getirirken az miktarda da olsa zararl� yan ürünler (reaktif oksijen türevleri- 

serbest oksijen radikalleri) olu�tururlar. Ayr�ca çevresel faktörlerden kaynaklanan toksik 

maddelerle etkile�im sonucu serbest oksijen radikalleri kaç�n�lmaz bir �ekilde 

olu�maktad�r. Bunun yan�nda bu radikallerin olu�umunu ve meydana getirece�i hasar� 

önlemek için vücutta birçok savunma mekanizmalar� geli�mi�tir. E�er bu radikaller 

savunma mekanizmas�n�n kapasitesini a�arlarsa oksidadif stres olu�makta ve hücrelerin 

lipit, protein, DNA, enzim ve karbohidrat gibi önemli bile�enlerinde hasara neden 

olmaktad�rlar (Akku�, 1995).  

Çevremizde s�kça kar��la��lan serbest radikal kaynaklar�na; sigara, alkol, uyu�turucu, 

radyasyon, stres, hava kirlili�i gibi birçok örnek verilebilir. Normalde hücrelerde en büyük 

serbest radikal kayna��, elektron transport sisteminde elektron s�z�nt�s�d�r. Serbest 

radikaller, aerobik metabolizma s�ras�nda ya da organik maddelerin çürümesi, boyalar�n 

kurumas� ve plastik maddelerin i�lenmesi gibi endüstriyel i�lemlerde, oksijenin k�smi 

redüksiyonu ve oksijen türlerinin reaksiyonlar� ile olu�abilmektedir. 
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1.2.1. Serbest Radikaller ve Etkileri 
 

Serbest radikaller hücrelerin lipid, protein, DNA, karbonhidrat ve enzim gibi tüm 

önemli bile�iklerine etki ederler. Süperoksit radikali (O2·
�) ve hidroksil radikali (OH•) 

sitoplazma, mitokondri, nükleus ve endoplazmik retikulum membranlar�nda lipid 

peroksidasyonunu ba�lat�r. Membranlarda lipid peroksidasyonu meydana gelmesi sonucu 

membran�n permeabilitesi artar. Serbest radikallerin etkisiyle proteinlerdeki sistein 

sülfhidril gruplar� ve di�er amino asit  kal�nt�lar� okside olarak y�k�l�r, nükleer ve 

mitokondriyal DNA okside olur. Serbest oksijen radikallerinin neden oldu�u hücre 

hasar�n�n birçok kronik hastal���n komplikasyonlar�na katk�da bulundu�u dü�ünülmektedir. 

Bron�it, Parkinson hastal���, gebelik preeklampsisi, çe�itli kanser hastal�klar�, alkolik 

karaci�er hastal���, akut renal yetmezlik, Down sendromu, ya�lanma gibi durumlarda 

serbest oksijen radikallerinin neden oldu�u hücre hasar� söz konusudur. 

 

1.2.1.1. Serbest Radikallerin Lipidlere Etkileri 
 

Lipidler serbest radikallerin etkilerine kar�� en hassas olan biyomoleküllerdir. Hücre 

membranlar�ndaki kolesterol ve ya� asitlerinin doymam�� ba�lar�, serbest radikallerle 

kolayca reaksiyona girerek peroksidasyon ürünleri olu�tururlar. Lipid peroksidasyonu 

kendi kendini devam ettiren zincir reaksiyonu �eklinde ilerler ve oldukça zararl�d�r. Hücre 

membranlar�nda lipid serbest radikalleri (L•) ve lipid peroksit radikallerinin (LOO•) 

olu�mas�, reaktif oksijen türlerinin (ROS) neden oldu�u hücre hasar�n�n önemli bir özelli�i 

olarak kabul edilir. Serbest radikallerin sebep oldu�u lipid peroksidasyonuna 

"nonenzimatik lipid peroksidasyonu" denir. Lipid peroksidasyonu genellikle ya� 

asitlerindeki konjuge çift ba�lardan bir elektron içeren hidrojen atomlar�n�n ç�kar�lmas� ve 

bunun sonucunda ya� asidi zincirinin bir lipid radikali niteli�i kazanmas�yla ba�lar. 

Nonenzimatik lipid peroksidasyonu çok zararl� bir zincir reaksiyonudur. Direkt 

olarak membran yap�s�na ve üretti�i reaktif aldehitlerle indirekt olarak di�er hücre 

bile�enlerine zarar verir. Böylece doku hasar�na ve birçok hastal��a neden olur.  
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1.2.1.2. Serbest Radikallerin Proteinlere Etkileri  
 

Proteinler serbest radikallere kar�� poliansatüre ya� asitlerinden daha az hassast�rlar. 

Proteinlerin serbest radikal harabiyetinden etkilenme derecesi amino asit 

kompozisyonlar�na ba�l�d�r. Doymam�� ba� ve kükürt içeren triptofan, tirozin, fenilalanin, 

histidin, metiyonin, sistein gibi amino asitlere sahip proteinler serbest radikallerden 

kolayl�kla etkilenirler. Bu etki sonucunda özellikle sülfür radikalleri ve karbon merkezli 

organik radikaller olu�ur. Serbest radikallerin etkileri sonunda, yap�lar�nda fazla say�da 

disülfit ba�� bulunan immünoglobülin G (IgG) ve albümin gibi proteinlerin tersiyer 

yap�lar� bozulur, normal fonksiyonlar�n� yerine getiremezler.  

 

1.2.1.3. Serbest Radikallerin Nükleik Asitler ve DNA'ya Etkileri 
  

�yonize edici radyasyonla olu�an serbest radikaller DNA'y� etkileyerek hücrede 

mutasyona ve ölüme yol açarlar. Hidroksil radikali (OH•) deoksiriboz ve bazlarla kolayca 

reaksiyona girerek de�i�ikliklere yol açar. Aktive olmu� nötrofillerden kaynaklanan 

hidrojen peroksit (H2O2) membranlardan kolayca geçerek ve hücre çekirde�ine ula�arak 

DNA hasar�na, hücre disfonksiyonuna ve hatta hücre ölümüne yol açabilir.  

 

1.2.1.4. Serbest Radikallerin Karbonhidratlara Etkileri  
 

Serbest radikallerin karbonhidratlara etkisi sonucu çe�itli ürünler meydana gelir ve 

bunlar, çe�itli patolojik süreçlerde önemli rol oynarlar.  

Diyabet ve diyabet komplikasyonlar�n�n geli�imi, koroner kalp hastal���, 

hipertansiyon, behçet hastal���, çe�itli deri ve göz hastal�klar�, kanser gibi birçok hastal�kta 

ve ya�l�l�kta serbest radikal üretiminin artt���, antioksidan savunma mekanizmalar�n�n 

yetersiz oldu�u gösterilmi�tir.  

 

1.2.2. Serbest Radikallerin Temizlenmesinde Etkili Moleküller 
 

Serbest radikaller potansiyel olarak toksik olduklar� için organizmalar bunlar� etkisiz 

hale getirmek amac�yla savunma sistemleri geli�tirmi�lerdir. Bu savunma sistemleri k�saca 
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“antioksidanlar” olarak adland�r�l�rlar. Antioksidanlar, hücrelere zarar veren serbest 

radikallerle reaksiyona girip onlar� etkisiz hale getirerek, kanser, kalp hastal�klar�, diyabet 

ve komplikasyonlar� basta olmak üzere birçok hastal��a ve erken ya�lanmaya neden 

olabilecek zincir reaksiyonlar� önleyen, yok eden veya etkilerini azaltan moleküllerdir. 

Antioksidanlar� öncelikle do�al antioksidanlar ve yapay antioksidanlar (ilaçlar) 

�eklinde s�n�fland�rmak daha do�ru olacakt�r. Do�al antioksidanlar, endojen ve eksojen 

antioksidanlar olarak iki gruba ayr�labilir. Endojen antioksidanlar, enzimler ve enzim 

olmayanlard�r. Katalaz (CAT), süperoksit dismutaz (SOD), glutatyon peroksidaz (GSH-

Px) ve hidroperoksidaz enzimlere; melatonin, seruloplazmin, transferin ve miyoglobin ise 

enzim olmayanlara örnek olarak verilebilir. Endojen antioksidanlar bulunduklar� ve 

etkinliklerini yerine getirdikleri yerlere göre de hücre içi (intraselüler), membranal ve 

hücre d��� (ekstraselüler) antioksidanlar olarak üç s�n�f alt�nda toplanabilir. 

Eksojen antioksidanlar, vitaminler, ilaçlar ve g�da antioksidanlar�d�r. Vitamin olan 

eksojen antioksidanlar;  -tokoferol (vitamin E),  -karoten, Askorbik asit (vitamin C) ve 

Folik asit (folat) tir. �laç olarak kullan�lan eksojen antioksidanlar; ksantin oksidaz 

inhibitörleri, NADPH oksidaz inhibitörleri ve Troloks örnek olarak verilebilir. G�dalar�n 

korunmas�nda en çok kullan�lan sentetik antioksidantlar bütillenmis hidroksianisol (BHA), 

bütillenmis hidroksitoluen (BHT), propilgallat (PG) ve ter-bütil hidrokinon (TBHQ)’dur. 

Ayr�ca Tokoferoller de g�dalarda antioksidant olarak kullan�l�r. Bunlar�n düsük etkisi, 

yüksek maliyeti olmas�na ragmen tokoferol gibi alternatif, do�al ve güvenilir daha fazla 

g�da antioksidantlar�n�n tan�mlanmas� gerekmi�tir.  
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    Antioksidanlar  

   

Do�al antioksidanlar  Yapay antioksidanlar 

   

Enzimler Enzim olmayanlar BHT, BHA, Troloks, 

SOD mimikleri ve çe�itli 

�elat olu�turucu 

maddeler 

SOD   

Katalaz Endojen Eksojen 

Glutatyon peroksidaz Glutatyon E Vitamini  

Glutatiyon S transferaz Serüloplazmin P-Karoten  

Sitokrom oksidaz Bilirubin Askorbik Asit  

 Ferritin Flavonoidler  

 Laktoferin   

 Ürik asit   

 Haptoglobinler   

 Albumin   

                                            

�ekil 1. Antioksidanlar�n s�n�fland�r�lmas� 

 

Enzimatik antioksidanlardan süperoksit dismutaz (SOD), organizmada substrat 

olarak serbest radikal kullanan tek enzim olup oksijenin hidrojen peroksite 

dismutasyonunu katalizler.   

                          

                        SOD 
2O2•¯ + 2H+                 H2O2+ O2      
 

Katalaz (CAT), yüksek konsantrasyonda olu�an hidrojen peroksitin dismutasyonunu 

katalizler. Glutatyon peroksidaz (GSH-Px), hücre içinde dü�ük konsantrasyonda olu�an 

hidrojen peroksit ve lipid peroksitlerini indirger.  

 

                        GSH-Px 
H2O2 + 2GSH                    GSSG + 2H2O 

                         GSH-Px 
ROOH + 2GSH                 GSSG + ROH + H2O  
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Glutatyon redüktaz (GSH-R), yükseltgenmi� glutatyonun (GSSG), indirgenmi� 

glutatyona (GSH) dönü�ümünü sa�lar. Glutatyon-S-transferazlar (GST), ba�ta ara�idonik 

asit ve lineloat hidroperoksitleri olmak üzere lipid peroksitlerine kar��, selenyum-ba��ms�z 

GSH-Px aktivitesi göstererek bir antioksidan savunma mekanizmas� olu�tururlar.  

 

                              GST 
ROOH + 2GSH                GSSG + ROH + H2O             

 

Mitokondriyal sitokrom oksidaz sistemi ise solunum zincirinin son enzimidir ve 

süperoksidi (O2
  ) detoksifiye eder (Akku�, 1995). 

Enzimatik olmayan endojen antioksidanlardan glutatyon (GSH) bir peptit olup hücre 

içinde en önemli antioksidan moleküldür ve hemoglobinin oksitlenerek methemoglobine 

dönü�ümünün engellenmesinde rol al�r. Ayr�ca proteinlerdeki sülfhidril (-SH) gruplar�n� 

indirgenmi� halde tutar ve bu gruplar� oksidasyona kar�� korur. Melatonin (MLT) en zararl� 

serbest radikal olan hidroksil serbest radikalini (OH ) ortadan kald�ran güçlü bir 

antioksidand�r ve günümüze kadar bilinen antioksidanlar�n en güçlüsü olarak kabul 

edilmektedir. Ürat; hidroksil, süperoksit, peroksit radikalleri ve singlet oksijeni temizler ve 

C vitamininin oksidasyonunu engelleyici etkisi vard�r. Bilirubin, süperoksit ve hidroksil 

radikali toplay�c�s�d�r. Albümin LOOH ve HOCl toplay�c�s�d�r ve plazma osmotik 

bas�nc�n� düzenler. Ayn� zamanda kan, bilirubin, hormon, aminoasit, steroid, ya� asitleri ve 

ilaçlar�n ta��nmas�nda rol oynar. 

Süperoksit radikali d���nda di�er bir indirgeyici hücresel ajan olan askorbik asit (C 

vitamini), zincir k�r�c� antioksidan etki gösteren ve okside olduktan sonra ve 

parçalanmadan önce askorbik asit ve glutatyon taraf�ndan yeniden indirgenebilen �-

tokoferol (E vitamini), radikal toplay�c� etkisi bulunan �-karoten (A vitamini) ve 

polifenoller gibi moleküller insan ve hayvan organizmas�nda sentezlenemeyen bitkiler 

taraf�ndan sekonder metabolit olarak üretilen maddeler olup radikallerin temizlenmesinde 

ve zincir reaksiyonlar�n�n durdurulmas�nda son derece etkili birer antioksidand�rlar ve 

etkinliklerini enzimatik olmayan yolla sürdürürler (Chen vd., 1988; Edge vd., 1997). 

Bunlardan E ve A vitaminleri membranda bulunan antioksidanlard�r. 
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 �ekil 2. E vitamini (5,7,8-trimetiltokol [�-tokoferol])’ nin formülü 

 

Süperoksit anyonunun temizlenmesinde en etkili antioksidan süperoksit dismutaz 

(SOD) enzimi olup glutatyon, flavonoidler ve çe�itli polifenoller de etkin rol 

oynamaktad�r. Sentetik olarak üretilen ve ço�unlukla antioksidan aktivite tayinlerinde 

standart olarak kullan�lan Trolox, rutin, butillenmi� hidroksi toluen (BHT), butillenmi� 

hidroksi anisol (BHA) gibi antioksidanlar da vard�r. Peroksi radikaliyle iki a�amada 

etkile�erek onu çok daha az reaktif ürünlere dönü�türen 2,6 di-tert-butil-4 metil fenol 

(butillenmi� hidroksi toluen [BHT] ) önemli sentetik antioksidand�r. 

 

 
 

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

 

1.3. Biyoaktif Fenolik Bile�ikler 
 

Bitkiler normal metabolizma s�ras�nda yaralanma, enfeksiyon, uv radyasyonuna 

maruz kalma gibi durumlar�nda ikincil metabolitler olarak fenolik bile�ikleri sentezlerler. 

Fenolik bile�ikler fenil alanin ve tirozinden türetilirler. Bitki fenolikleri aras�nda basit 

fenoller, fenolik asitler (benzoik asit ve sinnamik asit türevleri), kumarinler, flavonoidler, 

stilbenler, hidrolizlenebilir kandanse taninler, lignanler ve ligninler bulunur. Bu bile�ikler 

bitkide fitoaleksinler olarak, polen ta��y�c�lar� çekmek için, renklenme amac�yla, 

  O

(CH2CH2CH2CH)3 

H3C

CH3 

CH3 

HO CH3

CH3 

CH3
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antioksidanlar olarak, ve uv ���k gibi zararlardan korunmada rol oynarlar. Bunlar g�dalarda 

tat belirleyen bile�iklerin ba��nda gelmektedirler. Fenolik bile�iklere birçok örnek 

verilebilir. �ekil-4’te sadece bizim yararland���m�z fenolik bile�ikler verilmi�tir. Bunlar�n 

di�erlerinden fark� karboksil grubunun olmas�d�r. 

 
 

  
 

 
 

 
�ekil 4. Fenolik bile�iklere birkaç örnek 

 

Flavonoidler bitkilerden metanol, etanol veya su ile ekstrakte edilebilen biyolojik 

aktiviteleri en fazla çal���lm�� olan bile�ik grubudur. 1936 y�l�nda limon kabu�undan elde 

edilen flavon bile�iklerin P-vitamini ad� alt�nda k�lcal damar geçirgenli�i ve k�r�lganl���n� 

dü�ürmede kullan�lmas� flavonoidlere verilen önemi artt�rd�. 

Flovanoidler önceleri çiçeklerin sar�, k�rm�z�, turuncu, lacivert ve benzeri 

renklerinden sorumlu pigmentler olarak biliniyorlard�. Genellikle meyve, sebze, tohum, 

çiçek, yaprak ve dallarda bulunmaktad�rlar. Flavonoidlerin karbon iskeletini, iki fenil 

halkas�n�n propan zinciriyle birle�mesinden olu�an ve 15 karbon atomu içeren difenil 

propan yap�s� te�kil eder. Fenil halkalar�n�n propan zincirine farkl� pozisyonlarda 

ba�lanmas� nedeniyle, flavonoidler alt s�n�flara ayr�l�rlar. Bu s�n�flardan birisi, fenil 

gruplar�n�n propan zincirine 1,3 pozisyonlar�nda ba�lanmas�yla olu�an kalkonoidlerdir ve 

en basit üyesi kalkondur. Hetero halkan�n olu�mas�yla meydana gelen trisiklik sistem 

hetero halkan�n, yükseltgenme derecesine ba�l� olarak iki farkl� yap�da bulunabilirler. 

Bunlar flavon ve flavan'd�r. 
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Genellikle flavon türevlerine flavonoidler, flavan türevlerine ise flavanoidler denir. 

1,2 difenil propan iskeletinde propan zincirinin uçtaki karbon atomunun oksijen atomu 

üzerinden aromatik halka ile halkal� yap� olu�turmas� sonucu olu�an hetero halkal� trisiklik 

yap�ya izoflavan denir. �zoflavan halkas�n�n modifikasyonuna ba�l� olarak izoflavon 

meydana gelir. Fenil halkalar�n�n propan iskeletine 1,1 pozisyonunda ba�lanmas�yla olu�an 

1,1 difenil propan iskeleti içeren bile�iklere neoflavonoidler denir. Görüldü�ü gibi difenil 

propan iskeleti içeren bile�ikler aromatik halkan�n pozisyonlar�na göre flavonoidler, 

izoflavonoidler ve neoflavonoidler olarak 3 ana s�n�fa ayr�l�r. Flavonoidlerin yap�lar�ndaki 

C3 sisteminin olu�turdu�u heterosiklik halka de�i�ik yükseltgenme derecelerinde 

bulunabilir. Hetero halkan�n yükseltgenme derecesine ba�l� olarak bilinen flavonoid 

s�n�flar� a�a��dad�r: 

Flavonlar, flavonoller, flavononlar, flavononoller, flavon-3-oller, flavon-3,4-dioller, 

antosiyanidinler, kalkonlar, dihidrokalkonlar, avronlar'd�r. Son üç s�n�f yap� benzerli�inden 

flavonoidler s�n�f�na dahil edilmi�tir. Flavonoidler kurutulmu� bitkilerden ekstrakte 

edilirler. Taze bitkilerde enzim etkisini önlemek için bitkinin çözücüde (genellikle 

etanolde) kaynat�lmas� (l-2dk) gerekir. �zoflavon, flavanon, dihidroflavanol, 

polimetillenmi� flavon ve flavonollerin ekstraksiyonu benzin, kloroform, eter veya etil 

asetat gibi çözücülerde yap�labilir. �zolasyonlar� seçici ekstraksiyon yöntemiyle sa�lan�r. 

Farkl� çözücülerde polaritenin art�� s�ras� ile bitki örne�i ekstrakte edilir. 

Kan damarlar�n�n k�lcal damar duvarlar�na olumlu etkileri vard�r. Eritrosit 

olu�umunu ve lökosit miktar�n� art�ran etkiye sahiptirler. Flavonoidler kalp kuvvetlendirici 

maddelerdir. Nabz� normalle�tirme özelli�ine sahiptirler. Karaci�ere yararl�, safra salg�s�n� 

artt�r�c�, karaci�erin barbitürat ve arsenik gibi bile�iklere kar�� detoksifikasyonuna etki 

ettikleri aç�klanm��t�r. Antioksidan, antimikrobiyal, antiülserojenik, antiviral, 

hepatoprotektif, hipolipidemik ve iltihaba kar�� etkiye sahiptirler. Vücuttaki lipit 

peroksidasyonu gibi fizyolojik aktivitelerin do�al ürünü olan radikaller, organizman�n 

do�u�tan kazand��� çok hassas donan�mla oksidan antioksidan dengeyi bir çizgide tutmaya 

çal���r. Bu dengenin oksidanlar lehine bozulmas� membran lipitleri, proteinler ve canl�da 

patolojik olaylar�n geli�mesine yol açar. 
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1.4. Antioksidan Aktivite Tayin Yöntemleri 
 

Antioksidanlar oksidatif stresle, prooksidanlar�n g�dalarda, çevrede ve organizmada 

meydana getirece�i hasarla mücadelede kullan�lmaktad�rlar. Maddelerin bu amaçla 

kullan�labilirli�ini belirlemek amac�yla birçok antioksidan tayin yöntemi geli�tirilmi�tir. 

Bunlar aras�nda en yayg�n kullan�lanlar�n� �u �ekilde s�ralayabiliriz. 

 

1.4.1. MDA Olu�umunun �nhibisyonu Yöntemi 
 

Lipit peroksidasyonunun derecesinin belirlenmesi için kullan�lan pek çok yöntem 

mevcuttur. MDA, lipit peroksidasyonunun ikincil ürünlerinden en iyi bilinenidir ve hücre 

duvar� hasar�n�n belirlenmesinde indikatör olarak kullan�labilmektedir. Son y�llarda, 

Ohkawa vd. (1979)’nin ortaya koydu�u yöntemlerden biri bir miktar de�i�tirilerek 

uygulanmaktad�r. Yöntem, karaci�er doku homojenat�, Fe+2 ve C vitamini muamele 

edilerek olu�turulan Fenton reaksiyon kar���m�nda ortaya ç�kan ve bir lipid peroksit ürünü 

olan MDA'n�n s�cak ve asidik ortamda tiyobarbiturik asit ile renkli kompleks olu�turmas� 

esas�na dayan�r. Olu�an bu renkli kompleks 532 nm'de maksimum absorbans olu�turur. 

Tayinde antioksidan aktivite köre göre MDA olu�umunu %50 inhibe eden madde 

miktarlar� (IC50) cinsinden verilir. %50 �nhibisyonu en az konsantrasyonda sa�layabilen 

madde miktar�n� veren madde antioksidan aktivite yönünden en etkili olan�d�r. MDA 

olu�umunun engellenmesi antioksidan aktivitenin varl���n� gösterir.  

 

1.4.2. Demir (III) �ndirgeme / Antioksidan Kuvvet (FRAP) Yöntemi 
 

Oyaizu (1986) taraf�ndan ortaya konan metoda göre indirgeme kuvveti özütün 

dolayl� olarak toplam indirgeme potansiyelini göstermekte olup Fe+3   Fe+2 indirgenmesi 

ile meydana gelen renk de�i�imi 700 nm'de takip edilerek belirlenir. Sonuçlar, indirgeme 

potansiyeli yüksek ve ayn� zamanda standart bir antioksidan madde olan askorbik asit ile 

kar��la�t�r�lmak suretiyle yorumlan�r. Güncel olarak kullan�lan FRAP metodunda 2,4,6-

tripiridil-s-triazin (TPTZ)’in Fe(III) tuzu kullan�lmaktad�r. Bu yöntemle redoks potansiyeli 

0.7 V’tan daha dü�ük olan bile�ikler antioksidan olarak test edilebilmektedir. Polifenolik 

antioksidanlarda hidroksilasyon ve konjugasyonun miktar� bu yöntemde aktiviteyi 
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etkilemektedir. FRAP yöntemi H transferi ile radikal temizleyen özellikle tiol ve 

proteinlerin antioksidan kapasitesini ölçememektedir. 

 

 
              

�ekil 5. Demir (III)’ün indirgenme reaksiyonu 
 

1.4.3. Tiyosiyanat Metodu  
 

Bu metod ise linolenik asit, Tween-20 ve fosfat tamponu ile olu�turulan emülsiyon 

ortam�nda bulunan doymam�� bir ya� asidi olan linolenik asidin 40 oC'de 140 saat oksijen 

ile inkübasyonunda olu�an lipid peroksidin miktar�n�n ölçümü esas�na dayanmaktad�r. 

Yüksek absorbans dü�ük antioksidan aktiviteyi, dü�ük absorbans ise yüksek antioksidan 

aktiviteyi gösterir. Ortamda bir antioksidan maddenin varl���nda lipid peroksit ürünü 

olu�amaz ve konsantrasyonu dolay�s�yla absorbans� dü�ük ç�kar. 

 

1.4.4. Floresans Sönme Zaman� Metodu ile Antioksidan Aktivite Tayini  
 

Chang vd., (2001) taraf�ndan kullan�lan bu metod modifiye edilmi�tir. Silika jelden 

haz�rlanm�� ve flöresans özelli�e sahip aluminyum-silikajel tabakalara özüt emdirilip 

kurutulduktan sonra plaka linolenik asit emülsiyonuna dald�r�l�r, tamamen kurutulur ve 

UV-lamba (254 nm) alt�nda bekletilir. Bu s�rada oksijenin de etkisi ile linolenik asit 

emülsiyonunda önce kararmalar ve sonra parlak lekeler olu�ur. Olu�an bu parlak lekelerin 

kaybolma zaman� antioksidan varl���na ba�l�d�r ve antioksidan maddenin konsantrasyonu 

ile do�ru orant�l�d�r.  
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1.4.5. Toplam Fenolik Madde Tayini  
 

Metot, suda ve di�er organik çözücülerde çözünmü� olan fenolik bile�iklerin Folin 

reaktifi ile alkali ortamda renkli kompleks olu�turmas� esas�na dayan�r. Olu�an mor-

menek�e renkli kompleks 700 nm'de maksimum absorbans olu�turur (Slinkard ve 

Singleton, 1977). Bu metod asl�nda numunenin indirgeme kapasitesini ölçmesine ra�men 

ad� bunu yans�tmamaktad�r. Yani yöntem asl�nda bir antioksidan tayin yöntemidir. 

 

1.4.6. Toplam Antioksidan Cevap (TAR) Tayin Yöntemi 
 

Erel (2004) taraf�ndan gerçekle�tirilen bu yöntem, modifiye edilerek yap�lmaktad�r. 

Fe+2-o-dianisidin kompleksinin standardize çözeltisi, standardize H2O2 çözeltisi ile Fenton 

tipi bir reaksiyon vererek OH  radikalini olu�turur. Olu�an bu kuvvetli ROS (reactive 

oxygen species = reaktif oksijen türleri) ler, radikal dü�ük pH’larda indirgenmi� renksiz o-

anisidin moleküllerini, sar�-kahverengi dianisidil radikallerine yükseltger. Dianisidil 

radikalleri üzerinden ba�layan bu oksidasyon sonucu dianisidil radikalleri de kendi 

aralar�nda reaksiyona girerek büyük kompleksler olu�turur, di�er oksidasyonlara neden 

olur ve zincirleme oksidasyon reaksiyonlar� gerçekle�erek renk giderek koyula��r. Fakat 

ortama kat�lan ve antioksidan özellik gösteren bir madde bu oksidasyon reaksiyonlar�n� 

durdurmaya çal���r ve dolay�s�yla rengin de koyula�mas�n� engeller. Bu reaksiyon 

spektrofotometri ile 444 nm’de gözlenebilir. Renk olu�umunun bast�r�lmas�, Troloks ile 

ayarlan�r. 

 

1.4.7. Trolox E�de�eri Antioksidan Kapasite (TEAC) Yöntemi 
 

Bu yöntem Özcan Erel (2004) taraf�ndan geli�tirilmi�tir. Bu yöntemin esas� ABTS 

(2,2’-azino-bis-(3-etilbenztiazolin-6-sülfonik asit)) molekülünün H2O2 ve metmyoglobinle 

mavi-ye�il renkli ABTS + radikaline dönü�mesi ve bu dönü�ümün 734 nm’de fotometrik 

olarak gözlenmesine dayanmaktad�r. Antioksidan mevcudiyetinde bu dönü�üm 

engellenmektedir. 
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�ekil 6. 2,2'-azinobis (3-etilbenzotiazolin-6-sülfonik asit) 
(ABTS•+) radikalinin formülü 

               

1.4.8. DPPH  Radikali Temizleme Aktivitesi 

 

DPPH  radikali (2,2-difenil-1-pikrilhidrazil) ticari olarak sat�n al�nabilen bir serbest 

radikal olup bu radikal 517 nm’de maksimum absorbans olu�turmaktad�r (Cuendet vd. 

1997). Antioksidanlarla muamele, DPPH ’tan kaynaklanan mor rengin �iddeti azalarak 

absorbans�n dü�ü�üne sebep olacakt�r. Farkl� numune konsantrasyonuyla muamele edilen 

DPPH ’�n absorbans�ndaki de�i�im ölçülerek absorbanslara kar��l�k gelen 

konsantrasyonlarla grafik çizilerek y=ax+b denkleminde DPPH  konsantrasyonunu yar�ya 

dü�üren numune miktar� μg/mL cinsinden belirlenmekte ve IC50 de�eri olarak ifade 

edilmektedir. Bu metodun önemli bir dezavantaj� büyük antioksidan moleküllerin sterik 

engellenmeye maruz kalmalar� nedeniyle inaktif olarak test edilmeleridir. Bu metoda 

antioksidan molekülün yap�s� ve boyutu test sonucunu etkilemektedir. Bu metot radikal 

temizleme aktivite tayinlerinde kolayl��� ve k�sa sürmesi nedeniyle s�kl�kla 

kullan�lmaktad�r. 

 

 
 

�ekil 7. DPPH (2,2-difenil-1-pikrilhidrazil) radikalinin formülü 
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1.4.9. Oksijen Radikali Absorbans Kapasitesi (ORAC) Yöntemi 
 

Bu yöntem 	-fikoeritrin (	-phycoerythrin [	-PE]) adl� bir prob maddesinin 

floresans�n�n, peroksil ve hidroksil radikalleri varl���nda sönüme u�ramas� ve ortamdaki 

antioksidanlar�n bu olay� geciktirmesine ili�kindir. 	-PE’den kaynaklanan floresanstaki 

azal���n �iddeti onun peroksil radikalinden gördü�ü hasar�n miktar�n� göstermektedir. 

Numunedeki antioksidan floresanstaki bu dü�ü�ü yava�latmakta ya da durdurmaktad�r 

(Apak vd. 2004). 

 

1.4.10. Bak�r (II) �ndirgenme Antioksidan Kapasite (CUPRAC) Yöntemi 
 

CUPRAC yöntemi, di�er antioksidan aktivite tayin yöntemlerine göre daha h�zl�, 

basit ve kullan��l�d�r; radikal kromojen reaktiflerin pahal�l�k, güç temin edilebilirlik ve 

karars�zl�k sorunlar�ndan ar�nm��t�r. Cu(II)-neokuproin reaktifi �l�ml� bir yükseltgen 

oldu�undan g�da maddelerinde bolca bulunan sitrat ve glukoz gibi bile�enlerle tepkime 

vermeksizin sadece antioksidanlar� yükseltger ve reaksiyon ürünü Cu(I)-neokuprin 

kelat�n�n 450 nm’deki absorbans� okunarak sonuç verilir. Yöntem, tiyol (-SH) tipi 

antioksidanlarla çabuk ve net sonuçlara ula��r. CUPRAC, fizyolojik pH’lara yak�n olan 

pH=7 ortam�nda yürütülür; dolay�s�yla fizyolojik ko�ullar� yans�tma �ans� daha fazlad�r. 

Uygun çözücü seçimiyle hem hidrofilik, hem de lipofilik antioksidanlar tayin edilebilir 

(Apak vd. 2005). 

 

1.5. Antimikrobiyal Maddeler 
 

20. yüzy�l�n ba�lar�na kadar insan organizmas�na zarar vermeden mikroorganizmalar� 

etkilemenin imkans�z oldu�u dü�ünülüyordu. M.Ö 2500 y�llar�nda bilincinde olmadan  

antimikrobik tedavi yöntemleri kullan�lm�� ve bu devirde enfeksiyon hastal�klar� 

tedavisinde kullan�lan bitki kökleri, �arap ve küf gibi maddeler olumlu sonuçlar vermi�tir. 

1600’lü y�llarda Güney Amerika’da, insanlar cinchora bitkisinin kabu�unu yiyerek 

s�tmadan korunmu�lar, ipeka bitkisinin kök ekstresini kullanarak amipli dizanteri 

hastal���n� tedavi etmi�lerdir. Cinchora bitkisinin kabu�unda kinin, ipeka bitkisinin 

köklerinde ise emetin bulundu�u belirlenmi�tir. 20. yüzy�ldan itibaren patojen 
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mikroorganizmalar hakk�nda bilgiler artt�kça enfeksiyon hastal�klar� ile sava� da bilinçli 

olarak sürdürülmü�tür. 1854-1915 y�llar� aras�nda Paul Ehrlich, bir arsenik bile�i�i olan 

arsfenamin ile sifilizi, tripan k�rm�z�s� boyas� ile Afrika uyku hastal���n� tedavi etmeyi 

ba�arm��t�r. 1927 y�llar�nda Almanya’da kimya endüstrisi alan�nda çal��an Gerhard 

Domagk ve ekibi, çe�itli boyalar�n patojen bakterilere etkinli�ini ve hayvanlardaki toksik 

etkisini ara�t�rmalar� s�ras�nda, deri boyamada kullan�lan prontosil k�rm�z�s� adl� boyan�n 

hayvanlara toksik olmad���n�, stafilokok ve streptokoklara etkili oldu�unu saptam��lard�r 

ve bu bulgunun 1935 y�l�nda yay�nlanmas�ndan bir y�l sonra prontosil  k�rm�z�s�n�n vücutta 

sülfanilamide dönü�tü�ü ve antibakteriyel aktiviteyi bu maddenin sa�lad��� anla��lm��t�r. 

1929 y�l�nda S. Alexander Fleming taraf�ndan bulunan ve bu y�llarda toksik etkileri 

nedeniyle kullan�m alan�na giremeyen penisilin 1940 y�l�nda kullan�l�r hale Ernest Chain 

ve Howard Florey taraf�ndan getirilmi�tir. Penisilin 2. Dünya Sava��’nda yara enfeksiyonlu 

birçok askerin hayat�n� kurtarm��t�r. Son y�llarda antibakteriyel etki alan� daha geni�lemi� 

ve toksik etkisi az olan, mikroorganizmalar� öldürücü ya da mikroorganizmalar�n 

üremesini durdurucu etki gösteren birçok antibiyotik ve antibiyotiklerle benzer özelliklere 

sahip olup tümüyle sentetik olan (kimyasal yolla sentez edilen) kemoterapötik maddeler 

üretilmi�tir. 

 

1.5.1. Antimikrobiyal Maddelerin Genel Özellikleri 
 

Antimikrobiyal bir maddede olmas� gereken en önemli özellik seçici toksisitedir. 

Kemoterapide kullan�lan antimikrobiyal madde dü�ük konsantrasyonlar da bile etkili olup 

çok az toksik olmal�d�r. Böyle bir etkinin ortaya ç�kabilmesi için antimikrobiyal maddenin 

hedef olarak memeli hücrelerinden çok mikroorganizmalar seçilmelidir. Bakteriler 

prokaryot, memeli hücreler ökaryottur. Prokaryot hücrede var olan, ancak ökaryot hücrede 

bulunmayan bir molekülü hedefleyen antimikrobiyal maddeler (örne�in; sefalosporinler, 

sülfonamidler...) yüksek derecede seçici toksisiteye sahiptir. Virüsler konak hücreye 

integre olduklar�ndan, kona�a zarar vermeden virüsü etkilemek olanaks�zd�r. Virüslere 

etkili ilaçlar�n seçici toksitesinden hiç söz edilemez. Mantarlarda ökaryot hücre yap�s�nda 

ve memeli hücrelerine benzerler. Bu nedenle antimikrobiyal maddeler için seçici 

toksiteden söz edilemez. 

Antimikrobiyal maddeler etkili olabildikleri mikroorganizma cins say�s�n�n az yada 

çok olu�una ba�l� olarak, dar yada geni� spektrumlu �eklinde tan�mlan�r. En dar 
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spekturumlu maddeler enfeksiyona neden olan mikroorganizma üzerine etkili ve tedavide 

ideal antimikrobiyal maddeler olarak kabul edilir. Geni� spektrumlu antimikrobiyal 

maddeler kona��n do�al ba����kl���nda önemli rol oynayan ve ekolojik dengeyi sa�layan 

normal mikroorganizma floras�n� bozar. Fakat birçok patojenin birlikte etken oldu�u 

enfeksiyonlarda yada mikrobiyoloji laboratuar� sonuçlar�n�n beklenemeyece�i acil 

durumlarda geni� spektrumlu antimikrobiyal maddeler (karbapenemler, kinolonlar...) 

kullan�l�r. Baz� bakteri ve mantar türleri taraf�ndan olu�turulan, mikrobisid veya 

mikrobiyostatik etki gösteren maddelere antibiyotik denir. Mikrobisid maddeler 

mikroorganizmalar� öldürücü, mikrobiyostatik maddeler ise mikroorganizmalar�n 

üremesini durdurucu etki gösterirler. 

 

1.5.2. Antibakteriyel Maddenin S�n�fland�r�lmas� 
 

Antibakteriyel maddeler bakteriler üzerine be� farkl� yoldan etki eder: 

1-)   Hücre duvar� sentezinin inhibisyonu 

-Beta-laktam antibiyotikler, penisilinler, glikopeptid antibiyotikler  

2-)   Sitoplazma zar�n�n fonksiyon ve yap�s�n�n bozulmas� 

-Polimksinler  

3-)   Protein sentezinin inhibisyonu 

-Amino glikozidler, tetrasiklinler, kloramfenikol, makrolid antibiyotikler  

4-)   Nükleik asit sentez ve fonksiyonlar�n�n bozulmas� 

-Kinonlar, rifamisin, nitrofurantoin  

5-)  Kimyasal yap�lardaki benzerlik yolu ile metabolizman�n bozulmas� 

-Sülfonamidler 

  

1.5.3. Antibiyotiklere Duyarl�l�k Deneyleri 
 

Günümüzde enfeksiyon hastal�klar� etken mikroorganizman�n antibiyotiklere 

duyarl�l�k deneyi sonuçlar�na göre, enfeksiyon etkeninin duyarl� bulundu�u en uygun 

antimikrobiyal madde ile tedavi edilir. Mikroorganizmalar�n antibiyotik duyarl�l��� 

temelde iki farkl� yöntem ile belirlenebilir. 
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Dilüsyon (Seri Seyreltme) Yöntemi 

Difüzyon Yöntemi 

 

1.5.3.1. Dilüsyon (Seri Seyreltme) Yöntemi 
  

Antibiyotiklerin s�v� veya kat� (agarda dilüsyon) besiyerlerinde bir seri halinde 

seyreltilmesi ve her bir seyreltme ortam�na, duyarl�l��� belirlenecek bakterinin belirli 

say�da hücre içeren süspansiyonundan e�it miktarda ilave edilmesidir. Deney serileri 

uygun s�cakl�kta (35-37°C' de) ve bakterinin üremesi için uygun süre (16-20 saat) 

bekletildikten sonra sonuçlar ile bakterinin üremesini durduran en az antibiyotik miktar� 

belirlenir. 

 

1.5.3.2. Difüzyon Yöntemi  
 

Yöntemin esas� belirli konsantrasyondaki antibiyotiklerin kat� besiyerine difüze 

olmas� yani yay�lmas�d�r. Antibiyotikler genellikle ka��t disklere belli konsantrasyonlarda 

emdirilir ve bunlar antibiyotik kayna�� olarak kullan�l�r. Bu yöntem disk-difüzyon yöntemi 

olarak adland�r�l�r, dilüsyon yönteminden fark� antimikrobiyal maddelerin bir tek 

konsantrasyonunun etkinli�i denenir. Disk-difüzyon yöntemine benzeyen, minimum 

inhibitör konsantrasyonu (MIC) belirlenmesini sa�layan E-testi (dereceli antibiyotik �eridi 

yöntemi) kantitatif yöntem olarak kullan�l�r. 

 

1.6. Enzimler 
 

Enzim, protein yap�s�nda olan, do�al olarak yaln�z canl�lar taraf�ndan 

sentezlenebilen, hücre ço�almas�, enerjinin veya besinlerin çevreden al�nmas� ve enerjinin 

dönü�ümü, metabolitlerin ta��nmas� ve k�saca metabolizma olarak tan�mlanan bütün hücre 

fonksiyonlar�n�n gerçekle�tirilmesi için gerekli olan biyolojik katalizörlerdir. Enzimler 

peptit zincirleri halinde temel yap� elemanlar� amino asitlerden olu�ur ve kendilerine özel 

üç boyutlu yap�lara sahiptir. Bu yap�lar� üzerinde substrat denilen molekülleri ba�layabilen 

ve katalitik etkinlik gösterebilen bölgeleri vard�r. Kendilerine özel yap�lar� ile enzimler 

genel katalizörlerle kar��la�t�r�ld�klar�nda oldukça önemli ve endüstriyel potansiyel ta��yan 
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özelliklere sahiptir. Bunlardan önemlilerinden birkaç�; yüksek düzeylerde reaksiyon h�zlar� 

göstermeleri, �l�ml� reaksiyon �artlar�nda biyokimyasal reaksiyonlar� katalizlemeleri ve 

oldukça yüksek düzeylerde reaksiyon ve substrat özgünlü�ü göstermeleridir. 

 

1.6.1. Karbonik Anhidraz Enzimi 
 

Karbonik anhidraz enzimi mikroorganizmalardan, yüksek yap�l� canl�lara kadar 

da��l�m gösteren bir enzimdir. Organizmada; CO2 ta��nmas�, üre döngüsü, asit-baz 

dengesinin düzenlenmesi, elekrolit seksesyonu, sindirim, hücrelerdeki iyon de�i�imi gibi 

olaylarda rol al�r. Karbonik anhidraz (II) safra kanallar�, pankreatik kanallar, renal tübüler 

ve tükrük bezi kanallar�n�n epitelyum hücrelerinde bol miktarlarda sentezlenir. Canl�larda 

α , β , γ  olmak üzere 3 farkl� karbonik anhidraz karakterize edilmi�tir. Memelilerde α  

tipi vard�r. Doku da��l�mlar�, hücre içi yerle�imleri ve kinetik özellikleri farkl� olan 14 

karbonik anhidraz izoenzimi vard�r. Çe�itli hastal�klarla do�rudan ili�kilidir. Karbonik 

anhidraz izoenzimleri Tablo-1’de verilmi�tir. 

 

1.6.2. Karbonik Anhidraz �zoenzimleri 
 

Tablo 1. Karbonik anhidraz izoenzimleri 
 

�zoenzim Hidrataz Aktivitesi Hücre �çi Yerle�im 
CA-I Dü�ük Sitozol 
CA-II Yüksek Sitozol 
CA-III Çok Dü�ük Sitozol 
CA-IV Yüksek Plazma membran� 
CA-V Orta-Yüksek Mitokondri 
CA-VI Orta Tükrük 
CA-VII Yüksek Sitozol 
CARP-VIII Yok Sitozol 
CA-IX Yüksek Plazma membran� 
CARP-X Yok Sitozol 
CA-XI Yok Sitozol 
CA-XII Dü�ük Plazma membran� 
CA-XIII Dü�ük Sitozol 
CA-XIV Yüksek Plazma membran� 
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1.6.3. Enzim Aktivitesi ve �nhibisyonu 
 

Karbonik anhidraz enziminin literatür de iki aktivitesi mevcuttur. Bunlar, hidrataz ve 

esteraz aktiviteleridir. CA enzim aktiviteleri belirlenirken hidrataz ve esteraz aktivitesi 

ölçümleri yap�l�r. Bu çal��mada esteraz aktivitesi yöntemi uygulanm��t�r.  

 

1.6.3.1. Hidrataz Aktivitesi Tayini 
 

Bu metod Maren ve arkada�lar� taraf�ndan geli�tirilmi� ve zamanla üzerinde baz� 

de�i�iklikler yap�lm��t�r. Metodun temelinde ortamda substrat olarak bulunan CO2’in 

hidrasyonu sonucu aç��a ç�kan H+’un ortam�n pH’s�n� 10’dan 7,4’e dü�ürmesi için geçen 

sürenin ölçülmesi esas�na dayan�r.  

 

to tnEÜ
tn
−=

 
 

EÜ: Enzim ünitesi 

to: Enzimsiz denemede ölçülen süre 

tn: Numune mevcudiyetinde ölçülen süre 

 

 
 

1.6.3.2. Esteraz Aktivitesi Tayini 
 

Bu yönteme de, karbonik anhidraz p-nitrofenil asetat� hidroliz ederek olu�an p-

nitrofenol ve p-nitrofenolat iyonunun 348 nm’de verdi�i absorbans�n ölçülmesi ve buradan 

aktivitenin hesaplanmas� temel al�nm��t�r.  
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1.6.4. Karbonik Anhidraz �nhibitörleri 
 

Karbonik anhidraz inhibitörleri aromatik ve heterosiklik sülfonamidler, inorganik, 

metal kompleks anyonlar�d�r.  

 

1.6.5. Karbonik Anhidraz �nhibitörlerinin Klinik Önemi 
 

Karbonik anhidraz enzimi inhibitörleri t�pta antiglakom, antitiroid, ve antikanser 

özellikleriyle kullan�lmaktad�r. Günümüzde glakom hastal���nda göz tansiyonunun 

dü�ürülmesinde karbonik anhidraz inhibitörleri kullan�lmaktad�r. Bu bile�ikler dorzolamid 

ve brinzolamidtir. Karbonik anhidraz inhibitörleri ayr�ca epilepsi ve di�er baz� nörolojik 

hastal�klar, gastrit, yüksek seviyede idrar söktürücü özelli�iyle, osteoporozda ve tümör 

tedavisinde kullan�lmaktad�r. 

Karbonik anhidraz inhibitörleri ayn� zamanda PET ve MRI görüntüleme 

sistemlerinin geli�mesinde gelecek vadeden ve çal��ma konusu olan bile�iklerdir. 

Sülfonamidler birçok bakterinin geli�mesini durdurmaktad�r ve s�tma mikrobunun 

karbonik anhidraz aktivitelerini inhibe ederek öldürülmesinde kullan�lmas� 

amaçlanmaktad�r. 

 

1.7. Uçucu Ya�lar�n Tan�m� ve Özellikler 
 

Uçucu ya�lar, bitkilerden ya da bitkisel droglardan çe�itli yöntemlerle elde edilen, 

oda s�cakl���nda s�v� halde olan, su buhar� ile sürüklenebilen ve kolayl�kla kristalle�ebilen 

uçucu özellikte, kuvvetli kokulu ve ya��ms� kar���mlard�r. Uçucu ya�lar aç�kta 

b�rak�ld�klar�nda oda s�cakl���nda bile buharla�abildiklerinden bunlara uçucu ya� veya 

eterik ya� denilmektedir. Bunun yan� s�ra parfüm sanayisinde s�kça kullan�ld�klar� için 

esans olarakta adland�r�l�rlar. (Ceylan vd, 1987). Uçucu ya�lar bitkinin tüm organlar�nda 

veya bitkinin belirli bir organ�nda bazen de bir organ�n belirli dokular�nda da bulunabilir. 

Uçucu ya��n bitkide ya protoplazmada ya da hücre çeperinin özel bir tabakas�nda olu�tu�u 

ileri sürülmekle birlikte glikozitlerin hidrolizi yoluyla da meydana gelebildi�i 

belirlenmi�tir (Baytop, 1999; Baytop, 1972; Özyurt, 1992). Birçok sekonder metabolitler 

olan uçucu ya�lar� normal büyüme geli�im dönemlerinde ya da patojen sald�r�lara kar�� 
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veya strese tepki olarak üretmektedirler (Skocbusic, 2006). Uçucu ya�lar�n bitkilerde 

neden olu�tu�u tam olarak bilinmemektedir. Baz� ara�t�r�c�lara göre art�k ürün olarak kabul 

edilen uçucu ya�lar, koruyucu ajanlard�r ve bitkinin yaralanmas� sonucu meydana gelen 

reçinelerin çözünmesini sa�larlar. Uçucu ya�lar�n böcekleri kaç�rma ya da çekmek için 

olu�tu�unu dü�ünenlerde vard�r. Buna ba�l� olarak ya bitkiyi korurlar, ya da tozla�maya 

yard�mc� olurlar (Baytop, 1986). Uçucu ya�lar taze iken genellikle renksiz veya aç�k sar� 

renklidir. Fakat karanfil ya�� gibi sar�dan kahverengiye veya papatya ya�� gibi ye�ilden 

maviye kadar de�i�ik renkte olanlar� da vard�r. Uzun süre saklamada, ���k ve oksijenin 

etkisi ile oksitlenerek baz�lar� koyula��p reçinele�ebilir. Bu durumda genellikle bir koku 

de�i�imine ve ya��n kalitesinin azalmas�na sebep olur. Bu nedenle ya�lar serin bir yerde ve 

���ktan korunmak için koyu renkli �i�elerde saklanmal�d�rlar (Burt, 2004; Baytop, 1972; 

Özyurt, 1992; Tanker, 1990). Fiziksel özellikleri yönünden birbirlerine genellikle benzerler 

ve genel olarak k�r�lma indisleri yüksektir. Optikçe aktiftirler ve ya�lar�n polarize ����� 

spesifik olarak çevirmeleri ya�� tan�tmaya yarayan önemli özelliklerden birisidir, k�r�lma 

indisinde polarize ����� çevirmede meydana gelen de�i�meler, ya��n safl���n�n 

bozuldu�unu gösterir. Uçucu ya�lar su ile kar��mayan maddeler olduklar� halde, 

kokular�n�n suya geçmesine yetecek oranda suda çözünürler. Petrol eteri, benzen, eter, 

etanol, hegzan gibi organik çözücülerde çözünürler ( Özyurt, 1992; Tanker, 1990). Uçucu 

ya�lar� tan�mak için bitkisel doku kesitlerinde ve drog tozlar�nda Sudan III boyas� 

kullan�l�r. Bu boya uçucu ve sabit ya�lara turuncu bir renk vermektedir. Kesitler bir süre 

�s�t�ld���nda ya da sulu etanol ile y�kand���nda ya� damlac�klar� kaybolursa uçucu ya�, 

kaybolmuyorsa sabit ya� oldu�u anla��lmaktad�r. Bugüne kadar ara�t�r�lan 300 bitki 

familyas�ndan % 30 ’dan fazlas�n�n uçucu ya� içerdikleri anla��lm��t�r. Aromatik bitkilerde 

uçucu ya� oran� % 0,01 ile % 20 aras�nda de�i�kenlik göstermektedir (Baytop, 1972). 

 

1.7.1. Uçucu Ya�lar�n S�n�fland�r�lmas� 
  

1.7.1.1. Kimyasal Bile�imlerine Göre 
 

Uçucu ya�lar�n kompozisyonunu olu�turan kimyasal maddeleri, terpenik maddeler, 

aromatik maddeler, düz zincirli hidrokarbonlar ile azot ve kükürt ta��yan bile�ikler diye 

dört grup alt�nda toplayabiliriz. Günümüzde uçucu ya�lar�n yap�s�nda 2000’den fazla 

kimyasal bile�i�in bulundu�u gösterilmi� olup, bunlar�n % 90’� terpenik maddelerden 
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olu�mu�tur. Yap�lar�nda bugün 150 ’den fazla monoterpen, 1000 kadar seskiterpen ile 

diterdenler bulunmu�tur. Bunlar�n yan�nda 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, 

öjenol, saf rol), ve di�er bile�ikler (sülfür, nitrojen, kumarin) bulunmaktad�r. Uçucu 

ya�lar�n kendisine has kokusu ve tad�, tarpanlar�n oksitlenmesi ile olu�an oksijenli 

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

 

1.7.1.2. Aromatik Özelliklerine Göre 
 

Uçucu ya�lar koku ve tat özelliklerine göre de s�n�fland�r�labilirler. Buna göre uçucu 

ya�lar; “aromatik” (çok kokulu ve tad� iyi olanlar), “aromatik-aroma” (kokulu ve ac� tad� 

olanlar), “aromatik-acria” (kokulu ve tad� keskin olanlar) diye üçe ayr�l�r (Ceylan, 1987). 

 

1.7.1.3. Farmakolojik ve Terapötik Etkilerine Göre 
 

Uçucu ya�lar farmaside farmakolojik ve terapik etkilerine göre de grupland�r�l�r. 

Uçucu ya�lar�n sinir yat��t�r�c�, deriyi k�zartan, uyar�c�, balgam söktürücü, öksürü�ü kesen, 

idrar söktürücü,  midevi, safra sökücü,  solucan dü�ürücü ve antienflamatuar, antiseptik, 

antibiyotik, antifungal, antioksidan, sedatif etkilerine göre bir grupland�rmaya tabii 

tutulurlar (Zeybek, 2002; Bagci, 2005). Uçucu ya�lar�n ço�u toksak etki gösterir. 

Mukozay� tahri� eder, sinir sistemini uyu�turur. Toksak etki lipitlerde erimelerinden ve 

hücre içine girerek plazmay� bloke etmelerinden ileri gelir. Uçucu ya�lar�n birden fazla 

maddeden olu�tu�u dikkate al�n�rsa, ayn� uçucu ya��n de�i�ik amaçlarla kullan�lmas� da 

do�al say�l�r. Bugün uçucu ya�lar yerine, daha çok içindeki terpenik veya aromatik etken 

maddeler ilaç olarak kullan�lmaktad�r. 
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1.7.2. Uçucu Ya� Elde Etme Yöntemleri 
 

Uçucu ya�lar bitkilerden, miktarlar�na ve bile�enlerinin özelliklerine ba�l� olarak ve 

di�er bir yönden de uçucu ya� elde edilecek bitki k�sm�na göre de�i�ik �ekillerde elde 

edilir. 

 

1.7.2.1. Destilasyon Yöntemi 
 

Destilasyon yöntemi, bitki materyallerindeki bütün uçucu maddeleri buharla�t�rma ve 

yo�unla�t�rma yoluyla ay�rma yöntemidir. Bu yöntem ucuz ve kolay olup uçucu ya��n� 

kolayl�kla veren bitkiler için uygulan�r. Genellikle çiçekler do�rudan, yapraklar hafif 

ufaland�ktan sonra, kök vs. ise küçük parçalara ayr��t�r�ld�ktan sonra destile edilirler. 

Bitkiler çok ince toz haline getirilmemelidir. Portakal çiçe�i, gül, lavanta, anason, karanfil, 

nane, kekik, adaçay� gibi bitkilerde bu yöntem uygulan�r. Uçucu ya�lar�n elde edilmesinde 

be� tip destilasyon yönteminden faydalan�l�r. 

 

1.7.2.1.1. Su Destilasyonu 
 

Kuru bitki materyali destilasyon ayg�t� içinde s�cak su ile kaynat�l�r. Olu�an buhar ile 

sürüklenen uçucu ya� so�utucuda yo�unla�t�r�larak bir kapta toplan�r. Kapta su ve ya� 

tabakas� ayr�l�r ve uçucu ya� al�n�r. Geleneksel olarak uçucu ya� üretiminde kullan�lan 

imbikler ve laboratuar tipi Clevenger ayg�t� bu yöntem için kullan�l�r. 

 

1.7.2.1.2. Su ve Buhar Destilasyonu 
 

Hem kuru hem de taze bitkisel materyale uygulanabilir. Bu metotta bitki do�rudan 

do�ruya s�cak su ile de�il, buharla temas etmektedir. Maserasyona tabi tutulmu� 

materyalden su buhar� geçirilerek uçucu ya�lar ayr��t�r�l�r. Su buhar� ba�ka bir yerde elde 

edilir ve bir boru yard�m�yla maserat�n içine yöneltilir. Yüksek �s� ile parçalanma olas�l��� 

böylece ortadan kalkm�� olur. Su buhar� ile sürüklenerek so�utucu ünitesine gelen uçucu 

ya�lar yo�unla�arak toplama kab�nda birikir. 
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1.7.2.1.3. Buhar Destilasyonu 
 

Daha çok taze bitki materyallerine uyguland���ndan ve bu taze materyal yeterince su 

ta��d���ndan materyal Maserasyona tabi tutulmaz ve Destilasyon kazan�n�n �zgaras� üzerine 

konan materyalin içersinden do�rudan s�cak su buhar� geçirilir. Bas�nç ile taze bitki 

parçalar�na yöneltilen buhar, ya� damlac�klar�n� da beraber sürükleyerek toplama kab�na 

getirir ve toplama kab�nda biriktirilir. 

 

1.7.2.1.4. Kuru Destilasyon 
 

Baz� droglar kuru kuruya �s�t�ld�klar� zaman uçucu maddeler k�smen olduklar� gibi 

k�smen de parçalanarak distile olurlar. "Pirojenasyon" ad�n� alan bu i�lem özel çelikten 

yap�lm�� imbiklerde uygulan�r. Materyal odun ya da dal ise küçük parçalar halinde 

kazanlara doldurulur ve yüksek s�cakl�kta havas�z ortamda kuru kuruya destile edilir. 

Destilasyon ürünleri so�utucudan geçirilerek toplama kab�nda toplan�r. 

 

1.7.2.1.5. Hidrodifüzyon 
 

Bitkisel dokulardaki uçucu ya��n bir k�sm� yüzeyde bulunurken, bir k�sm� da iç 

k�s�mlarda bulunur. Yüzeye yak�n yerlerdeki uçucu ya�� buhar ile almak kolayd�r. Yüzeye 

yak�n olmayan bölgelerdeki uçucu ya� ise ancak difüzyon i�leminden sonra yüzeye ula��r. 

Hidrodifüzyon i�lemi endüstride normal buhar destilasyonunun aksine buhar�n bitkisel 

materyal dolu kazana üstten verilmesi ve alttan ç�kan buhar�n yo�unla�t�r�lmas� �eklinde 

uygulan�r. Hidrodifüzyonun getirdi�i birtak�m avantajlar vard�r. Özellikle kazan�n 

yüklenmesi ve bo�alt�lmas� i�lemleri dü�ünüldü�ünde kullan�m kolayl���na sahiptir. 

Sadece dü�ük bas�nçta �slak buhar kullan�l�r. Destilasyon süresi k�sad�r, daha az buhar 

harcand��� için daha az masrafl�d�r. Destilasyon süresinin k�sa olmas�ndan ve riflaks olay� 

gerçekle�medi�inden dolay� ya��n bile�ikleri hidrolize u�ramazlar. Üretilen ya�lar�n 

fiziksel özellikleri standart de�erlere uygunluk gösterir. 
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1.7.2.2. Mekanik Yöntem (Presleme Yolu) ile Uçucu Ya� Elde Edilmesi 
 

Baz� droglardan destilasyon yöntemi ile uçucu ya� elde edilmek istendi�inde 

droglardaki uçucu ya� bozulmaktad�r. Bu nedenle bu tip droglardan mekanik yöntemle ya� 

elde edilmektedir. Bu yolla genel olarak portakal, limon, bergamot ve mandalina gibi 

turunçgil meyve kabuklar�ndan uçucu ya� elde etmeye uygundur. Mekanik yöntemle 

uçucu ya� elde etmek için preslerde s�kma veya benzeri cihazlar kullan�l�r. Bu �ekilde elde 

edilen usareler genel olarak berrak de�ildir. Bunlar� berrakla�t�rmak için; uygun bir 

filtreden süzülür santrifüj yap�larak içindeki partiküllerden ayr�l�r, alkol ilave edilerek veya 

�s�t�larak bulan�kl�k yapan maddeler uzakla�t�r�l�r. Bu �ekilde so�uk presle uçucu ya� elde 

edilir. 

 

1.8. Ekstraksiyon 
 

Ekstraksiyon bir çözelti ya da süspansiyon içindeki organik maddeyi, çözen fakat 

çözelti ya da süspansiyondaki çözgen ile kar��mayan bir ba�ka organik çözgen yard�m�yla 

ay�rmakt�r. Kimyada bilinenin aksine bir safla�t�rma de�il ay�rma yöntemi olarak 

kullan�l�r. Asidik, bazik ve nötral organik bile�iklerin ay�lmas�nda ya da safla�t�r�lmas�nda 

kimyasal aktif ekstraksiyon yöntemi kullan�l�r. Buna göre asidik bir madde uygun bir baz 

ile, bazik maddede uygun bir asit ile tepkimeye sokularak tuz olu�turulur ve su faz�na 

çekilmesi sa�lan�r. Her ekstraksiyondan sonra nötral yap�daki bile�ik organik fazda 

kalacak ve sulu faz ay�rma hunisinin alt k�sm�nda yer alacakt�r (URL-1, 2006). 

 

1.8.1. Ekstraksiyon Çe�itleri 
       

1.8.1.1. S�v�-s�v� ekstraksiyon 
 

S�v�-s�v� ekstraksiyon'da ay�rma hunisi kullan�l�r. Bu yöntem iki s�v�n�n yo�unluk 

fark�ndan yararlan�larak uygulan�r. Kar���m ay�rma hunisine konuldu�unda yo�unlu�u 

küçük olan s�v� üstte, büyük olan ise altta toplan�r. Yo�unluklar� birbirine yak�n olan 

maddeler kolay ayr�lmaz. Bu durumda su faz�n�, NaCl gibi bir tuzla doyurup yo�unlu�unu 

artt�rmak gerekir ya da ay�rma hunisini çalkalayarak ayr�lma sa�lan�r. Su içindeki organik 

maddeyi, organik çözücü faz�na alabilmek için ay�rma hunisi çalkalan�rken çalkalad�kça 
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olu�an gaz�n ç�kmas� için musluk hafifçe aç�l�r. Gaz ç�k��� bitene kadar bu i�lem devam 

ettirilir. Daha sonra üstteki faz muslu�un hizas�na gelinceye kadar alt faz huniden 

bo�alt�l�r. Sonra üst faz üst kapaktan al�n�r. Çünkü bu faz da musluktan ak�t�l�rsa altta az da 

olsa kalm�� olan di�er madde üst faza kar���p safs�zl�k olu�turabilir. 

 

1.8.1.2. Kat�-S�v� Ekstraksiyon 
 

Kat�-s�v� ekstraksiyon ba�l�ca do�al ve biyolojik örneklerle ilgili uygulamalarda 

kullan�l�r. Kat�-s�v� ekstraksiyonunda kat�n�n içerdi�i maddelerden biri veya bir bölümü 

uygun bir çözgen ile ekstrakte edilir. Kat�lar�n ekstraksiyonu genellikle uzun zaman ald��� 

için sürekli ekstraksiyon yöntemleri tercih edilir. Maddenin kat� içinden diffüzlenmesi 

yava� bir i�lem oldu�u için kat� örnek ince toz haline dönü�türüldükten sonra ekstrakte 

edilmelidir. Böylece maddenin çözgenle daha fazla temas� sa�lan�r. Kat�-s�v� 

ekstraksiyonda ise Soxhlet Ekstraktörü denen bir cihaz kullan�l�r. 

 

1.8.2. Ekstraksiyon Yöntemi 
 

Bitkisel materyalden etken maddeleri elde etmek için çözücüler kullan�larak 

uygulanan bir yöntemdir. Ekstraksiyon yöntemi kullan�lan çözücü maddenin cinsine göre 

üç farkl� �ekilde yap�labilmektedir. 

 

1.8.2.1. Organik Çözücü ile Ekstraksiyon 
 

Bitkisel materyal, uçucu ya�� kolayl�kla çözebilen benzen, hegzan, petrol eteri, 

kloroform gibi kaynama noktas� dü�ük organik çözücülerle eritilir. Organik çözücünün 

alçak bas�nçta uçurulmas� ile bir miktar (sabit ya�, boya maddeleri, mum vs.) yabanc� 

madde içeren uçucu ya� elde edilir ki bu kar���ma konkrem denir. Konkrem, önce alkolle 

muamele edilir ve sonra vakum distilasyonu ile alkol uçurulur Böylelikle absolü (absolute) 

ad� verilen, pahal� ve kullan�lmas� kolay bir ya� elde edilmi� olur. 
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1.8.2.2. Sabit Ya� ile Ekstraksiyon 
 

Uçucu ya� miktar�n�n az oldu�u ve di�er distilasyon yöntemlerinin uygun olmad��� 

durumlarda kullan�l�r. Bu yöntemde bitkisel materyal bir sabit ya� ile belli bir süre temasta 

b�rak�l�r. Zamanla uçucu ya� sabit ya�a geçer. Bu i�lem so�uk ya� veya s�cak ya� ile 

yap�lmaktad�r. Özellikle parfümeri endüstrisinde kullan�lan bir yöntemdir. 

 

1.8.2.3. Süperkritik Ak��kan Ekstraksiyonu 
 

Son yirmi y�lda, süperkritik ak��kan ekstraksiyonu (SC) artan bir ilgi ile bilinen 

ekstraksiyon metotlar�na kar�� ilginç alternatif bir metot olarak dikkat çekmektedir. SC, 

destilasyon, Soxhlet, s�v� ekstraksiyon ve s�v� kromotografisi gibi di�er metotlarla 

ba�ar�lamayan üstünlükleri sa�layan yeni bir metottur. Bu metot da çözgen tüketimi ve 

basamak say�s� azalmakta, analiz süresi k�salmaktad�r. Çözgen tüketimi hacminin 

azalt�lmas� sadece yüksek fiyatlardan kaç�nmak aç�s�ndan de�il, çevreye verilme problemi 

bak�m�ndan da önemlidir. Süperkritik ak��kanlar�n önemli özelli�i çözme gücünün, 

yo�unluktaki de�i�meler yolu ile kontrol edilebilmesidir. Farkl� polarite ve molekül 

boyutlu bile�ikler tek bir süperkritik ak��kan kullan�m� ile ekstrakte edilebilmektedir. 

Ayr�ca SC ak��kan h�z�, süperkritik ak��kanda moleküllerin difüzyon katsay�lar� bir s�v� 

ortam�ndakinden daha fazla olmas� nedeni ile yüksektir. Bu metot kolayl�kla 

otomatikle�tirilebilmekte ve kromotografik ve spektrofotometrik tekniklerle 

birle�tirilebilmektedir (URL-2, 2004). G�da ve ilaç endüstrisinde, de�erli ve ortam 

ko�ullar�na duyarl� hammaddelerin SC kullan�lacak ak��kan�n seçimi son derece önemlidir. 

Bu seçimde, hammaddenin ak��kan içinde çözünürlü�ü; kimyasal kararl�l���; ekonomik ve 

kolay bulunabilen bir ak��kan olmas� ve ak��kan�n toksik, patlay�c� ve yan�c� olmamas� gibi 

sorunlar� göz önünde tutulmal�d�r. 

      

1.9. Do�al Bile�ik Çal��malar�nda Kullan�lan Kromatografik Yöntemler 
 

Kromatografi, bir kar���mda bulunan maddelerin, biri sabit di�eri harekerli faz olmak 

üzere birbiriyle kar��mayan iki fazl� bir sistemde ayr�lmas� ve safla�t�r�lmas�d�r. Tüm 

kromatografik ay�rmalarda numune bir gaz, s�v� ya da süperkritik ak��kan olabilen 
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hareketli bir fazda çözülür. Ard�ndan bu hareketli faz uygun bir sabit faz boyunca geçirilir. 

Bu iki faz öyle seçilir ki numunenin bile�enleri hareketli faz ve sabit faz aras�nda 

kendiliklerinden farkl� derecelerde da��l�rlar. Sabit faz taraf�ndan güçlü bir �ekilde tutulan 

bile�ikler hareketli faz�n ak���yla sadece yava�ça hareket ederler. Öte yandan sabit faz 

taraf�ndan zay�fça tutulan bile�ikler ise h�zl�ca hareket ederler. Hareketlilikteki bu 

farkl�l�klar�n bir sonucu olarak numunenin bile�enleri kalitatif ve/veya kantitatif olarak 

analiz edilebilen ayr� bantlar içinde ayr�l�rlar (Skoog vd., 1998). 

Ay�rma mekanizmalar�na göre ve ay�r�c� materyale göre çe�itli kromatografi 

teknikleri vard�r.  

Ay�rma mekanizmalar�na göre kromatografi çe�itleri �unlard�r:  

a) �yon de�i�tirme kromatografisi  

b) Jel filtrasyon kromatografisi  

c) Adsorpsiyon kromatografisi  

d) Partisyon kromatografisi  

e) Affinite kromatografisi  

Ay�r�c� materyale göre kromatografi çe�itleri �unlard�r:  

a) Düzeysel kromatografi:  

�nce tabaka kromatografisi  

Ka��t kromatografisi  

b) Kolon kromatografisi:  

Gaz kromatografisi (GC)  

Likit kromatografisi (LC)  

Yüksek performans likit kromatografisi (HPLC) 

       

1.9.1. Gaz Kromatografisi 
 

Gaz kromatografisi uçucu organik bile�ikleri ay�rmak için kullan�lan bir tekniktir.  

Tipik bir modern gaz kromatografi sistemi bir gaz hareketli faz kayna��, bir enjeksiyon 

portu, sabit faz içeren bir ay�rma kolonu, bir dedektör ve bir veri kay�t sisteminden 

olu�maktad�r (�ekil 8). 
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�ekil 8. Genel bir gaz kromatografi sistemi 
 

Kolon boyunca numuneyi ilerletmek için hareketli faz olarak genellikle hidrojen, 

helyum ya da azot gibi kimyaca inert gazlar ta��y�c� gaz olarak kullan�l�r. Gaz ak�� h�z�n� 

sabit tutmak için ak�� metreler ve bas�nçölçerler kullan�l�r. Kapiler gaz kromatografisi 

(CGC), günümüzde uygulanan en yayg�n gaz kromatografi (GC) formudur. CGC’de küçük 

iç çapl� (milimetrenin onda birkaç�) kapiler sabit faz ile kapl�d�r. Ço�u kapiler kolonlar d��� 

poliimidle kapl� eritilmi� silikadan yap�lm��t�r. Bu kolonlar esnektirler ve bu sayede çok 

uzun bir kolon küçük bir bobin halinde sar�labilir. Organik bile�ikler kolonda hareketli faz 

ve sabit faz aras�nda farkl� da��lma davran��lar�ndan dolay� ayr�l�rlar. GC kolonlar�nda en 

yayg�n sabit fazlar polisiloksanlard�r ki onlara faz�n polaritesini de�i�tirmek için çe�itli 

substütient gruplar eklenir. En apolar sabit faz polidimetilsiloksand�r, ki fenil ve/veya 

siyanopropil gruplar� polimerin üzerine eklenerek daha polar yap�labilir. Çok polar 

analitler için polietilen glikol (örne�in Carbowax 20M) yayg�n bir �ekilde sabit faz olarak 

kullan�l�r (URL-3, 2006). 

Kolon s�cakl��� h�zl� bir �ekilde art�p azalabilen bir f�r�n�n içinde tutulur. S�cakl�k 

artt�kça kaynama noktas� dü�ük olan bile�ikler yüksek olanlardan daha erken kolondan 

ayr�l�rlar. Bundan dolay� s�cakl�k ve önce de ifade edilmi� olan sabit faz etkile�imleri 

gerçekte iki ayr� ay�rma kuvvetleridir. Enjeksiyon sistemi için iki önemli gereksinim 

vard�r. Enjeksiyon kromatografik bant geni�lemesine neden olmamal� ve analiz edilecek 

numune kolonun içine kalitatif ve kantitatif de�i�ime u�ramadan ta��nmal�d�r (Sandra, 

2004). GC vas�tas�yla geni� çe�itlilikte bile�ikler ve numuneler analiz edilebildi�i için 

çe�itli enjektörler geli�tirilmi�tir. Enjektörler evrensel ve seçici olmak üzere ikiye 

bölünebilir. Evrensel enjektörler; a) direkt, b) split- splitless, c) kolonda so�uk ve e) 



31 
 

 

s�cakl�k programl� buharla�ma (PTV) enjektörleridir (Sandra, 2004). En yayg�n enjeksiyon 

sistemi split-splitless enjeksiyondur ve mevcut çal��mada da bu enjeksiyon kullan�ld��� için 

yaln�zca bu enjeksiyon metoduna özetle de�inilecektir. Kapiler gaz kromatografisinde 

kapiler kolonun dü�ük numune hacminden dolay� ve bant geni�lemesinden kaç�nmak için 

split enjeksiyon yayg�n �ekilde kullan�l�r. �ki enjeksiyon valfi sayesinde buharla�ma 

bölümünde hem ta��y�c� gaz hem de ta��y�c� gaz ile numune buharlar�n� içeren gaz 

kar���m�n�n ak��� düzenlenir. Buharla�ma bölümü 250–300 C’e kadar �s�t�lan bir cam veya 

kuartz tüp (6–12 cm uzunlu�unda, 3–4 mm i.d.)’den olu�maktad�r. Split enjeksiyonun en 

önemli dezavantaj� numunenin ço�u ayr�lma ve kaydetmeden önce sistemden ç�kt��� için 

duyarl�l���n�n s�n�rl� olmas�d�r. Bu yüzden gerekti�inde duyarl�l��� yüksek olan splitless 

enjeksiyon kullan�l�r. Bu durumda split valfi enjeksiyon esnas�nda kapat�l�r ve buharla�ma 

bölümünden kolona gönderilir (Sandra, 2004). Dedektörün amac� kolonda ayr�lmalar�ndan 

sonra hareketli fazdaki analitlerin varl���n� kaydetmektir. Dedektör bir bile�i�in varl��� 

tespit edildi�inde elektrik sinyali olu�turma kapasitesine sahiptir. Sinyal var olan analitin 

miktar�yla do�ru orant�l�d�r. Dedektörün en önemli özellikleri duyarl�l�k, dinamik aral�k ve 

seçiciliktir. Kromatografide ko�turma esnas�nda bilgisayar dedektör sinyalinden bir grafik 

üretir. Bu grafi�e kromatogram denir. Bir bile�ik GC kolonundan dedektöre elue 

edildi�inde kromatogramda olu�an pik, üretilen sinyali temsil eder. Kromatogramda x-

ekseni al�konma zaman�n�, y-ekseni sinyalin �iddetini (bolluk) gösterir.  GC’de kullan�lan 

pek çok dedektör tipleri içinde en önemlileri alev iyonla�ma dedektörü (FID), elektron 

yakalama dedektörü (ECD) ve kütle spektrometrik dedektördür (MS).  

      

1.9.1.1. Kütle Spektrometrik Dedektör 
 

Kütle spektrometresi yüklü moleküler iyon veya fragmentler olarak analitlerin 

kaydedilmelerine dayanan bir spektrometrik tekniktir. Kütle spektrometreleri temel olarak 

üç parçadan olu�urlar ki bunlar iyonla�ma kayna��, kütle analizci ve dedektördür. Kütle 

spektrometresinin iyonla�ma kayna��nda analit molekülleri iyon haline dönü�türülür. Bu 

genellikle elektron impakt (EI) veya kimyasal iyonla�t�rma (CI) sayesinde gerçekle�tirilir. 

Bile�ikler tek tek GC kolonundan elue edildikçe elektron iyonla�ma bölmesine girerler. 

Burada elektron ak���yla bombard�mana u�rat�l�rlar ki, bu onlar�n fragmentleri halinde 

bölünmelerine sebep olur. Bu fragmentler orijinal molekülün büyük ya da küçük parçalar� 

olabilir. Fragmentler gerçekte belli kütlelere sahip yüklü iyonlard�r. Fragmentin yüküne 
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bölünen kütlesi yük/kütle (m/z) oran� olarak adland�r�l�r. Ço�u fragmentler +1 yüküne 

sahip olduklar� için m/z genellikle fragmentin molekül a��rl���n� temsil eder (Baugh, 

1993). 

       

 
   

�ekil 9. Bir kuadrupol kütle analizörünün �ematik diyagram� 
 

GC’de en yayg�n kullan�lan analizörlerden biri de kuadrupoldur. Kuadrupol analizci 

(�ekil 9) bir kare tutucu içinde tutulan dört silindirik metal çubuktan ibarettir. Kar��l�kl� 

çubuklar elektriksel olarak birbirine ba�l�d�r; bir çift, de�i�ebilir do�ru ak�m kayna��n�n 

pozitif ucuna, di�er çift ise negatif ucuna ba�lan�r (Skoog vd., 1998). Çubuklar aras�ndaki 

bölgede elektrostatik alan üretilip sal�narak bir do�ru ak�m voltaj� (DC) ve bir radyo 

frekans� (RF) çubuklara uygulan�r (URL-4, 2006). �yonlar, çubuklar aras�ndaki 

kuadrupolden a�a��ya göç ederler. Do�ru ak�m voltaj�na radyo frekans� bollu�unun oran�na 

ba�l� olarak iyonlar elektrik alanda bir sal�n�m kazan�rlar. Do�ru kütle/yük oran�na sahip 

olmayan iyonlar (ya çok küçük ya da çok büyük) karars�z bir sal�n�ma maruz kal�rlar ve 

çubuklara sald�r�rlar. Do�ru kütle/yük oran�na sahip olan iyonlar ise sabit bollu�un kararl� 

sal�n�m�na maruz kal�rlar.  Bu iyonlar çubuklara çarpmadan analizci boyunca geçer ve 

dedektöre ula��rlar. Böylece özel iyonlar seçilebilir veya de�i�en voltajlarla taranabilirler.    

Kuadrupoller m/z’lerin bir oran� gözleninceye kadar di�er birinin ba�tan sona çevrimi için 

programlanabilir (Baugh, 1993). Bu saniyede pek çok defa gerçekle�ir. Oranlar�n her bir 

çevrimi bir tarama olarak ifade edilir. Günümüzde m/z 20 ve m/z 400 aras�ndaki iyonlar�n 

taranmas� 1-100 s içinde gerçekle�ebilir. Bilgisayar her bir tarama için bir grafik kaydeder. 

x-Ekseni m/z oran�n� ve y-ekseni tarama esnas�nda kaydedilen her bir fragment için �iddeti 
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(bolluk) temsil eder. Bu �ekilde olu�turulan grafi�e kütle spektrumu denir (Baugh, 1993). 

Sistemin kütle aral��� de�i�ken RF/DC oran�yla ayarlan�r. Operasyon kütle aral��� 

genellikle 1000’dir fakat bu tip kütle analizcileri ile 4000’in üstüne gayet makul olarak 

ç�kar�labilir. Pek çok bile�i�in kütle spektrumu bilinir ve bunlar GC-MS enstrüman� 

kütüphanesinde mevcuttur. Kütüphane, örne�in spektrumu ile mevcut spektrumlar� 

kar��la�t�rarak sonuçlar� benzerliklerin istatistiksel bir ifadesi olarak bildirir.  

 

1.9.1.2. Alev �yonla�ma Dedektörü (FID) 
 

Alev iyonla�ma dedektörü, gaz kromatografide en yayg�n biçimde kullan�lan 

dedektördür. Kolondan gelen gaz, hidrojen ve hava ile kar��t�r�l�p elektrik çakma�� ile 

tutu�turularak alev meydana getirilir. Hidrojen /hava alevinde yak�lan organik bile�iklerin 

birço�u iyon ve elektronlar meydana getirir. Bunlar alevden elektrik ak�m�n�n geçmesine 

yard�mc� olurlar. Bekin ucu ile üzerinde bulunan toplay�c� elektroda birkaç yüz voltluk 

potansiyel uygulan�rsa 10-12 amper kadar ak�m olu�ur. Bu ak�m bir i�lemsel yükselticiye 

ölçüm için gönderilir. Alev iyonla�ma dedektörü, dedektöre birim zamanda giren karbon 

say�s�na cevap verdi�i, yani dedektör sinyali, aleve giren maddenin deri�imiyle de�il 

verdi�i C atomlar� say�s� ile orant�l� oldu�u için, kütleduyarl� dedektördür.  

Karbonil, alkol, halojen ve amin gibi fonksiyonel gruplar alevde hiç iyon vermez, ya 

da çok az iyon verirler. Ayr�ca yanmayan H2O, CO2, SO2, ve NOx gibi gazlara da duyarl� 

de�ildir. Bu özellikler alev iyonla�ma dedektörünü, su ve azot veya kükürt gazlar� ile 

kirlenmi� birçok organik maddenin tayininde çok uygun bir dedektör haline getirmektedir. 

Alev iyonla�ma dedektörünün suya kar�� duyarl� olmay��� bu dedektörü özellikle do�al 

sulardaki kirleticilerin tayininde yararl� hale getirmektedir. Dedektörün duyarl��� çok 

yüksektir (10-13 g/s), do�rusal çal��ma aral��� geni�tir (~107) ve gürültüsü azd�r. 

Genellikle dayan�kl�d�r ve kolay kullan�labilirler. Alev iyonla�ma dedektörünün sak�ncas� 

ise numuneyi parçal�yor olmas�d�r. 

 

1.9.2. Yüksek-Performansl� S�v� Kromatografisi ( HPLC) 
 

Yüksek-performansl� s�v� kromatografisi (HPLC) özellikle biyolojik, farmakolojik, 

besinsel, çevresel ve endüstriyel v.b. numunelerde organik ve anorganik bile�iklerin 
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ayr�lma ve belirlenmesi için uygulanan analitiksel bir tekniktir. Numunelerdeki bile�ikler 

s�v� hareketli faz ve sabit faz aras�nda da��l�m davran��lar�ndaki farkl�l�klardan dolay� 

kolon boyunca farkl� h�zlarda göçerler. HPLC enstrümanlar� bir hareketli faz deposu, bir 

pompa, bir enjektör, bir ay�rma kolonu (seçimli ön-kolon), bir kolon �s�t�c�s�, bir dedektör 

ve bir integratör veya bilgisayarl� dijital sinyal al�c�s� içerirler. Tipik bir HPLC çal��mas� 

bir lineer de�i�im kullanarak kar��t�r�lan iki çözücü ve kolon boyunca belli bir ak�� h�z�n� 

içerir.  Çözücülerin de�i�ikli�i ve ilaveler ay�rman�n seçicili�ini optimize etmek için 

kullan�l�r. Çözücülerin bulundu�u hareketli faz depolar� kolonda ve dedektör sisteminde 

gaz olu�turarak bozucu etkilere sebep olan çözünmü� gazlar�n (genellikle oksijen ve azot) 

giderilmesi için bir cihazla donat�lm��t�r (Skoog vd., 1998). Pompa yüksek bas�nçta sabit 

serbest-vuru� ak��� sa�lar ve ay�rma esnas�nda çözücülerin çe�itli kompozisyonlar�na 

programlanabilir. Ak�� h�z� kolonun iç çap�na ba�l�d�r; kolonda küçük iç çap� küçük ak�� 

h�z� gerektirir. Analitik HPLC için tipik olarak 0,5–5 ml/dk ak�� h�z� 400 bar’a kadar 

çal��an pompalar taraf�ndan üretilebilir.  Genellikle modern LC için en faydal� ve yayg�n 

kullan�lan örnek verme düzene�i bir enjeksiyon valfinin kullan�m�na ba�l�d�r. Bu valfler 

ak���n önemli derecede bozulmaks�z�n bas�nçl� kolonun içinde numunenin tekrarlanabilir 

giri�i için kullan�l�r. Valfli enjeksiyon h�zl�, tekrarlanabilir ve özellikle 400 bar’a kadar 

%0.2’den daha az hata ile numune hacminin (60 ml’den birkaç mililitrelere kadar) geni� 

bir aral�kta operatör ba��ms�z olarak da��t�m�na müsaade eder (URL-5, 2006). HPLC ile 

ay�rmalar farkl� operasyon tipleri kullan�larak ba�ar�l�r. Özel bir uygulama için seçilen tip, 

ayr�lacak analit(ler)in özelliklerine ba�l� olacakt�r (Lindsay, 1987). Ço�u HPLC ay�rmalar 

da��lma tipinde çal���l�r. Da��lma kromatografisi hareketli ve sabit fazlar�n�n ba��l 

polarl���na ba�l� olarak iki temel forma ayr�labilir (Skoog, 1998). Normal faz (NP) 

durumunda, sabit faz hareketli fazdan daha polard�r ve en az polar analitler ilk elue 

edilirler. Analit tutunmas� hareketli faz�n polaritesi artt�kça azal�r. Ters faz kromatografide 

(RP), sabit faz hareketli fazdan daha az polard�r. En polar analitler ilk elue edilirler ve 

analitin tutunmas� hareketli faz�n hidrofobikli�i artt�kça azal�r. Yakla��k olarak tüm HPLC 

analizlerinin %80’i RP tipinde çal���l�r. Ters faz kolonlar silikondan modifiye edilirler. 

Silika jelde modifiye olan Oktil (C8) ve oktadesil (C18) en yayg�n kullan�lan fazlard�r.               

HPLC kolonlar (genelde 3-5  m) dar bir boyut da��l�m�na sahip küçük partiküllerden 

olu�ur ki bunlar apolar fonksiyonel gruplar�n kullan�m�yla modifiye edilirler. Mikro 

partiküllü materyaller yüksek bas�nçta kolon boyunca pompalanan hareketli faz� gerekli 

k�larlar. Kolonlar laboratuarda haz�rlanabilir fakat ço�u analistler ticari olarak haz�r 
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kolonlar sat�n al�rlar. Analitik kolonun bozulmalardan korunmas� için bir koruyucu kolon, 

kolon ile enjeksiyon aletinin aras�na kurulur. Farkl� boyutlardan kolonlar 

kullan�labilmesine ra�men, günümüzde 100–250 mm boyunda, 3–5 mm iç çapl� 5  m sabit 

faz materyaliyle paketlenmi� kolonlar ço�u uygulamalar için mant�kl� bir zamanda yeterli 

ay�r�m� sa�lamaktad�r. Son otuz y�l� a�k�nd�r pek çok LC detektörler çe�itli ilkelere 

dayand�r�larak geli�tirilmi�tir. Fakat yine de yaln�zca onlardan yakla��k on iki tanesi LC 

analizleri için etkin bir �ekilde kullan�l�r ve bunlar�n da yaln�zca dördü yayg�n 

kullan�mdad�r. LC analizinde kullan�lan bask�n detektörler UV detektör (sabit ve 

de�i�ebilen dalga boyu), refraktif indeks dedektörü, floresans dedektör ve kütle 

spektrometredir (URL-6, 2006).  Mevcut çal��mada yaln�zca UV ve MS detektörler 

kullan�ld��� için burada yaln�zca onlar tart���lacak.  

 

1.9.2.1. HPLC’de Kullan�lan Dedektörler 
 

HPLC donan�m�nda olan dedektörler, örnek bile�enlerini tayin ederken ölçtükleri 

fiziksel özelliklere göre sekiz çe�ittir (URL-7, 2006). 

A)  Ultraviole / Görünür Bölge Dedektörü (Ultraviolet / Visible dedector - UV/VIS): 

Lambert-Beer yasas� geçerlidir. Spektrum taramas� yapmak, farkl� dalga boyunda çal��mak 

veya dalga boyunu zamana kar�� programlamak mümkündür.     Pek çok organik molekül 

ve fonksiyonel grup 190 nm’den 800 nm’ye kadar olan ultraviyole (UV) ve/veya görünür 

(VIS) alanda elektromagnetik enerji absorplar. Çözeltiden sürekli olarak ���n geçerken 

analitler taraf�ndan ���n�n bir k�sm� absorbe edilebilir. Bu gerçekle�ti�inde geçen ���n bir 

prizman�n içinden geçti�inde bir spektrum üretilir ve bu absorpsiyon spektrumu olarak 

adland�r�l�r. Bir enerji absorpsiyonunun sonucu olarak atomlar ve moleküller dü�ük enerjili 

seviyeden (ba�lang�ç ya da temel hal) daha yüksek bir seviyeye (uyar�lm�� hal) geçer. 

Absorbe edilen elektromagnetik enerji uyar�lm�� ve temel haller aras�ndaki enerji fark�na 

e�ittir (Jaffé ve Orchin, 1964). Tipik UV-VIS spektrofotometre, bir ���k kayna��, bir 

monokromator, bir dedeksiyon hücresi ve bir dedektör içerir. I��k kayna�� genellikle 

spektrumun UV bölgesinde elektromagnetik enerjiyi yayan bir döteryum lambas�d�r. �kinci 

bir ���k kayna�� olan tungsten lamba ise spektrumun VIS bölgesindeki dalga boylar� için 

kullan�l�r.  

B) Fotodiyot Array Dedektörü (Photodiode array dedector: PDA veya DAD): uv/v�s 

dedektörden fark�, 512 elementden olu�an bir yüzeyde, her elementin ayr� bir dalga 
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buyundaki absorbans� e� zamanl� olarak ölçebilmesidir. Bu sayede 3 boyutlu 

kromatogramlar almak ve istenilen her pikin çok h�zl� spektrum taramas�n� görebilmek 

olas�d�r. Ayr�ca istenilen dalga boyu aral���nda çal���labilmesi bu dedektörün sa�lad��� bir 

di�er önemli avantajd�r. Kullan�lan ���k kayna�� döteryum veya tungsten lambad�r.  

 

 
     

�ekil 10. Diyot serili dedektörün (DAD) �ematik diyagram� 
 

C) Floresans Dedektörü (Fluorescence dedector-FLD): Organik maddelerin yakla��k 

%15’I fluoresans olu�turma yetene�ine sahiptir. Olu�an fluoresans ölçülmektedir. 

Kullan�lan ���k kayna�� ksenon lamba olup, duyarl�l��� uv/v�s dedektöre göre yakla��k 103 

kat fazlad�r.  

D) �letkenlik Dedektörü (Conductivity dedector-CDD): �letkenlik ölçülür. Daha çok 

anyon ve katyon analizlerinde kullan�l�r. S�cakl�k kontrolü çok önemlidir bu sebeple kolon 

f�r�n� içerisinde çal���lmal�d�r. Kullan�lan mobil faz�n iletkenli�i ne denli dü�ük olursa 

olu�an gürültü de o denli dü�ük olur.  

E) Refraktif �ndeks Dedektörü (Refreactive index dedector-RID): K�r�lma indisi 

ölçülür. S�cakl�ktan etkilenir. Örnek bile�enlerinin bulundu�u ortamda yo�unluk 

artaca��ndan gelen ���k k�r�larak hücreyi terkeder. I����n ölçülen k�r�lma oran�ndan (k�r�lma 

indisi) kantitatif tayin yap�l�r.  

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

maddeler analizlenebilir. Yani bile�enler, belirli potansiyel de�erlerinde yükseltgenebilir 
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veya indirgenebilir olmal�d�r. Ölçülen fiziksel özellik tayin s�ras�nda olu�an elektrik 

ak�m�d�r.  

G) Kütle Dedektörü (Mass dedector-MS): Yüksek-performansl� s�v� kromatografi-

kütle spektrometri (HPLC-MS) oldukça çok yönlü bir enstrümantal tekniktir. HPLC-MS’in 

GC-MS’e nispeten ba�l�ca avantaj� çok daha geni� bir yelpazede bile�iklerin analizini 

gerçekle�tirebilme kapasitesine sahip olmas�d�r. Yüksek polarite gösteren veya yüksek 

molekül a��rl�kl� termal olarak karars�z bile�ikler hatta proteinler bile rutin �ekilde HPLC-

MS kullan�larak tamamen analiz edilebilirler. Temel enstrüman örnek giri�i (bir s�v� 

kromatografisi), iyonla�ma bölümü, kütle analizci ve dedektör içerir eder. 

 

 
 

�ekil 11. Bir HPLC-MS enstrüman�n�n yap�s� 
 

H) Evaporatif I��k Da��t�c� Dedektör (Evaporative ligth scattering dedector-EL)  

       

1.10. Çal���lan Bitkilerin Özellikleri 
 

Ormangülü, fundagiller (Ericaceae) familyas�ndan Rhododendron  cinsinin 800 kadar 

türünü içeren çiçekli bitkilerin ortak ad�d�r. Rhododendron kelimesi yunanca kökenli olup, 

rhodo= gül ve dendron =a�aç kelimelerinden olu�an “Güla�ac�” anlam�na gelir (Genaust, 

1976; Mchoy, 1994). De�i�ik çiçek ve yaprak yap�lar�na sahip olan ormangülleri herdem 

ye�il olabildikleri gibi yaprak da dökebilirler. Karadeniz sahillerinde halk dilinde bu 

bitkileri içeren bala “Deli Bal”, ormangüllerine ise “A�u”, “Komar”ve “zifin” denilir 

(Kayac�k, 1966). Ormangülleri (Rhododendron) bat�dan do�uya do�ru artan bir 

yo�unlukla, Karadeniz sahilindeki ormanlarda ya da ormanlar aras�ndaki aç�kl�klarda 

yeti�mektedir. Ormangüllerinin yatay yöndeki da��l�� alanlar� d���nda, dikey yöndeki 

da��l�� alanlar� da son derece geni�tir. Ormangülleri deniz seviyesine yak�n alanlarda 
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yay�l�� gösterebildikleri gibi, deniz seviyesinden 5000 metrelik yüksekliklere kadar 

eri�ebilmektedir. Rhododendron’lar�n ana yay�l�� bölgesi ise, Kuzeydo�u Asya ve k�smen 

de Kuzey Amerika’d�r. Güney Amerika ve Afrika’da bulunmad��� gibi Avrupa’da türce 

çok fakirdir. Türkiye'de ki türler 

Ormangülleri Türkiye'de Karadeniz Bölgesinin bol ya��� alan da�l�k k�s�mlar�nda 

bulunur. Do�al olarak yeti�en 5 ormangülü türü vard�r. Ayr�ca birçok melez ormangülü 

taksonu tespit edilmi�tir. 

Sar� çiçekli ormangülü (Rhododendron luteum) Bat�, Orta ve Do�u Karadeniz 

Mor çiçekli ormangülü (Rhododendron ponticum) Bütün Karadeniz sahili boyunca 

Kafkas ormangülü (Rhododendron caucasicum) Rize, Trabzon, Artvin 

Pembe çiçekli ormangülü (Rhododendron smirnowii) Rize, Artvin 

Beyaz çiçekli ormangülü (Rhododendron ungernii) Artvin  

Ormangülleri hakk�nda pek çok çal��ma yap�lm��t�r. Bu çal��malar özellikle zehir 

etkileriyle ilgilidir. Bu etkiler daha çok ballar üzerinde gözlenmi�ir. Ara�t�rmalara göre 

ormangüllerini ziyaret eden ar�lar�n yapt��� ballarda Ericolin ve Andromedotoxin 

glikozitleri bulundu�undan, bu bal� yiyenlerde zehirlenmeler görülmü�tür. Ayr�ca ba�ka bir 

çal��mada Rhododendron ponticum nektar�ndan elde edilen bal�n zehirlenmeye yol açt��� 

tespit edilmi�tir. Benzer zehirlenme vakalar�na bitkiyi yiyen keçilerde (Frape ve Ward, 

1993). Ve koyunlarda rastlanm��t�r (Higgins, 1985; Black, 1991). Ormangüllerinin 

köklerinin sahadan temizlenmesi için birçok çal��ma yap�lm��t�r. Yap�lan mücadelelerin 

istenilen neticeler vermemesi üzerine bu bitkilerden yararlanma dü�üncesi ile birçok 

çal��ma yap�lm��t�r. Ormangülü odunlar�n�n Yonga Levha imalat� için teknolojik aç�dan 

uygun oldu�unu fakat hammadde temini ve haz�rlanmas� konusunda daha fazla ara�t�rma 

yap�lmas� gerekti�i sonucuna var�ld� (Karacal�o�lu, 1974; Öktem, 1982). Bitkinin 

yapraklar�ndaki furfural miktar�n� belirleyen bir çal��mada  Rhododendron ponticum 

yapra��n�n nem yüzdesinin yüksek, pentozan yüzdesinin dü�ük olmas� ve hammadde 

haz�rlama güçlükleri nedeniyle çözücü ve kimyasal ara madde olarak kullan�lan furfural 

üretimi için uygun olmad��� sonucuna var�lm�� (Demeli ve Küçük, 1987). 

 

1.10.1. Rhododendron ponticum Bitkisinin Özellikleri 
 

3-4 m'ye kadar boylanabilen herdem ye�il bir çal�d�r. Yapraklar deri gibi sert, tam 

kenarl�, geni� �erit veya eliptik, ender olarak da uzun yumurta biçimindedir ve sapa do�ru 
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daral�r. 8-12 cm.uzunlu�unda, 2.5-4 cm geni�li�inde olup üst yüzü parlak koyu ye�il, alt 

yüzü soluk ye�il renkli ve tüysüzdür. May�s-haziran aylar�nda açan çiçekler sürgünlerin 

ucunda bile�ik salk�m halindedir. Çiçekler mor renkli olup, yukar� taraflar�nda kahverengi 

lekeleri vard�r. Lübnan, �spanya, Kafkasya ve Türkiye'de do�al olarak yeti�ir. Herdem 

ye�il yapraklar� ve gösteri�li çiçekleri dolay�s�yla park ve bahçelerde yeti�tirilen pek çok 

kültivar� vard�r. 

 
 

 
 

 
�ekil 12. Rhododendron ponticum görünümü 

  

1.10.2. Rhododendron luteum Bitkisinin Özellikleri 
 

4 m'ye kadar boy yapan, k���n yapra��n� döken, s�k dall� bir çal�d�r. Sürgünlere çok 

s�ral� sarmal dizilmi� olan yapraklar yumurtams�, geni� ters m�zrak biçimde olup ayan�n 

kenar� kirpikli ve ince di�li, her iki yüzü de tüylüdür. Yapraklanmadan önce açan sar� 

renkli çiçekler keskin kokulu olup 5 cm çap�ndad�r. Bile�ik salk�m halindeki çiçek 

kurullar� sürgün uçlar�nda yer al�r. Orta ve Do�u Avrupa, Türkiye ve Kafkasya'da yay�l�� 

gösterir. Çiçekleri ve sonbaharda k�rm�z� renk alan yapraklar�ndan dolay� parklarla 

bahçelerde yeti�tirilir. 
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�ekil 13. Rhododendron lluteum görünümü 
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2. YAPILAN ÇALI�MALAR 
    

2.1. Kullan�lan Cihazlar 
 

Denemelerde kullan�lan madde ve malzemeler KTÜ Fen-Edebiyat Fakültesi Kimya 

Bölümü laboratuvarlar�ndan temin edildi. Kullan�lan cihazlar ve sat�n al�nd�klar� firmalar� 

gösteren bilgiler Tablo 2’de verilmi�tir. 

 

Tablo 2. Denemelerde kullan�lan cihazlar 
 

Cihaz Ad� Markas� 
Mikropipet Isotherm 
Ö�ütücü (Blender) Waring Commercial Blendor /New 

hartford, conn. USA. 
UV spertrofotometre UV-Vis LaboMed ve LKB Ultraopec 

K4053 
Rotary evaporatör (Döner 
vakum buharla�t�r�c�s�) 

Bibby R100 

Su banyosu Bibby R 100B 
Gömlekli �s�t�c� Barnstead-Electrothermal veClaude lyons 

Hoddesdon Hertzs 
Is�t�c�l� magnetik 
kar��t�r�c� 

Heidolph MR 3001 K 

Liyofilizatör Christ (alpha 1-4 LD plus) 
Kurutma makinesi Fantom 
Derin dondurucu Bosch 
Vorteks kar��t�r�c� Heidof 
Santrifüj Universal 320 R Hettich/Zentrifugen 
Filtre RC 0,45 �m 
So�utucu Polyscience (temperature controller) 
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2.2. Kullan�lan Çözeltiler ve Kimyasallar  
 

Denemelerde kullan�lan çözeltiler ve haz�rlan��lar� Tablo 3’de verilmi�tir. 

       

Tablo 3. Çözeltiler ve haz�rlan��lar� 
 
Çözelti Haz�rlan��� 
0.2 N Folin-Ciocalteu 
Reaktifi 

2N’lik haz�r sat�n al�nan çözeltiden saf su ile 1:10 
oran�nda seyreltilerek haz�rlan�r. 

%7,5’lik Na2CO3 
çözeltisi 

7,5g Na2CO3 100 mL saf suda çözülerek haz�rlan�r. 

Stok Kate�in 10 mg kate�in 10 ml saf suda çözülür (1mg/ml). 
Stok Gallik asit 10 mg gallik asit 10 ml metanolde çözülür (1mg/ml). 
100 μM DPPH 
çözeltisi 

0,0029 mg DPPH 100 ml metanolde çözülür. 

Stok Troloks® 10 mg trolox 10 ml etanolde çözülür (1 mg/ml). 
Stok Askorbik asit (C 
vitamini) 

10mg askorbik asit 10 ml saf suda çözülür (1mg/ml). 

2M HCI 605 ml al�n�r ve saf su ile 1000 ml’ye tamamlan�r. 
3mM p-
nitrofenolasetat 

108 mg PNFA tart�l�p, 4 ml asetonda çözülür. 
Manyetik kar��t�r�c�da h�zla kar��an 196 ml saf su 
üzerine yava�ça damlat�l�r. 

50 Mm pH:7,4 Tris-
SO4 tamponu 

1,5138 g tris(hidroksimetil)-aminometan tart�l�p 200 
ml suda çözülüp, 1 N H2SO4 ile pH: 7,4 ‘e ayarlan�r. 
Çözelti 250 ml’ye seyreltilir. 

10 mM sulfanilamid 
çözeltisi 

0,0035 g tart�l�p 2 ml asetonitrilde çözülür. Daha sonra 
40 �M`a asetonitril ile seyreltilir. (10 mM çözeltiden 
100 �L � 1000 �L; bu çözeltiden 100 �L � 2500 
�L) 

10 mM asetazolamid 
çözeltisi 

0,0045 g tart�l�p 2 ml asetonitrilde çözülür. Daha sonra 
40 �M`a asetonitril ile seyreltilir. (10 mM çözeltiden 
100 �L � 1000 �L; bu çözeltiden 100 �L � 2500 
�L) 

0,1 M NaOH (A) 0,100 g NaOH 25 ml saf suda çözülür (0,1 M). 
10 mM  TPTZ (B) 0,0468 g TPTZ, 40 mM 25 mL HCl’de çözülür. 
20 mM Fe3Cl3.6H2O 
(C) 

0,0811 g Fe3Cl3.6H2O 15 mL saf suda çözülür. 

FRAP reaktifi  
A, B ve C çözeltileri s�ras�yla; 10:1:1 oran�nda 
kar��t�r�l�r. (FRAP reaktifi taze haz�rlanmal� ve 
kullan�mdan önce 37 °C`ye �s�t�lmal�d�r.) 
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Denemelerde kullan�lan kimyasallar ve sat�n al�nd�klar� firmalar�n ticari adlar� Tablo 

4’te verilmi�tir. 

 

Tablo 4. Kimyasallar ve sat�n al�nd�klar� firmalar 
 

Madde Ad� Firmas� 
Asetik asit Merck 
Benzoik asit Sigma 
BHT Merck 
Kafeik asit Sigma 
Klorogenik asit Sigma 
DPPH Calbiochem 
Etanol  Merck 
Fe3Cl3.6H2O Sigma 
Ferulik asit Fluka 
Folin-Ciocalteu Reaktifi Fluka 
Gallik asit Sigma 
Gentisik asit Sigma 
HCl Merck 
Kate�in Sigma 
Metanol  Merck 
Na2CO3 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 Toplanmas� ve Ekstraktlar�n Haz�rlanmas� 
 

Bu çal��malarda kullan�lan Rhododendron luteum ve Rhododendron ponticum 

2009’un bahar�nda Trabzon’dan topland�. Bu bitkilerin her birinin çiçek ve yaprak 

k�s�mlar� özenle birbirinden ayr�ld�. Ayr�lan bu yaprak k�s�mlar�ndan yakla��k 13’er gram 

tart�ld�.  
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Numunelerin tart�m�: Tart�mlar plastik bir beher yard�m�yla Ohaus Explorer Pro EP 

214C adl� terazide yap�ld�. Tart�lan numuneler arada bölmesi olan temiz plastik kaplara 

konularak donduruldu. 

Liyofilize i�lemi: Buzluktaki numuneleri al�p suyunu uçurmak için Liyafilizatöre 

konuldu ve 10 gün sürede liyofilize edildi. 

Parçalama ��lemi:  Liyofilize edilen bu numuneler önce küçük parçalara parçaland�. 

sonra havan yard�m�yla mümkün oldu�u kadar toz haline getirildi. Her birinden birer gram 

tart�l�p, tüplere aktar�ld�.  

Ekstraksiyon ��lemi: Tüplerin her birine 10 ml asetonitril ilave edildi, a��zlar� 

parafilm ile dikkatlice kapat�ld� ve 60 C°’de 30 dakikada bir vortexleyerek 3 saat boyunca 

shakerda eksraksiyon yap�ld�. 

Çözeltilerin Eldesi: Ekstraksiyonu biten numuneler iyice vortexlendikten sonra 

��r�nga yard�m�yla s�v� k�s�m çekildi ve ayr� ayr� 0,45 �m’l�k Minisart RC 25 filtresinden 

geçirilerek berrak çözeltiler elde edildi. Elde edilen çözeltiler tüplere al�narak oda 

s�cakl���nda muhafaza edildi. 

GC �çin Numune Haz�rl���: GC’ de sadece Rhododendron luteumun çiçek k�sm� 

çal���ld� ve bu çal��ma hidrolizli ve hidrolizsiz olmak üzere iki �ekilde yap�ld�. Öncelikle 

500’�er gram olarak iki tart�m al�nd�. Bu numuneler ayr� ayr� iki balona konuldu. 

Balonlar�n birine 1lt su di�erine 1lt 2M’l�k HCL ilave edildi. Özellikle asitli olan balon bir 

magnetik kar��t�r�c� yard�m�yla iyice kar��t�r�ld�ktan sonra balonlar clevenger düzene�ine 

konuldu. Bu i�lem 5 saat sürdü ve bu ya�lar düzenekteki hegzanlara birikti. Elde edilen 

uçucu ya�lar�n bir k�sm� GC’ye verildi. Geri kalan� azot gaz�ndan geçerilip 

konsantrasyonlar� belirlendi sonuçta da antioksidan ve antimikrobiyal testlerde kullan�ld�. 

HPLC �çin Numune Haz�rl���: HPLC için kulland���m�z numuneler ekstraksiyon 

sonucu elde etti�imiz numunelerden al�nm��t�r.   

 

2.4. Antioksidan Aktiviteler 
 

2.4.1. Asetonitril Ekstraktlar�nda Toplam Fenolik Madde Miktarlar� 
 

Yöntem, suda ve organik çözücülerde çözünmü� olan fenolik bile�iklerin folin 

reaktifleri ile alkali ortamda renkli kompleks olu�turmas� esas�na dayan�r. Olu�an mor–
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menek�e renkli kompleks 765 nm’de maksimum absorbans olu�turur (Slinkart ve 

Singleton, 1977). 

Asetonitrilli ekstraktlar içindeki toplam fenol miktarlar�, a�a��daki yöntem 

uygulanarak kolorimetrik olarak tayin edildi. Bunun için;  öncelikle standartlardan gallik 

asit ve kate�in 1mg/ml konsantrasyonunda ve bunlardan 5 farkl� konsantrasyonda  (1- 0,5 – 

0,25 – 0,125 – 0,625 mg/mL) haz�rland�. Numunelerde ise iki (stok ve 1/10 seyreltilmi�) 

konsantrasyonla haz�rland�. Di�er gerekli reaktifler de  �u �ekilde haz�rland�. 

 

Yöntem 

50 �L numune, (¼ seyreltilen) (veya standart, her biri 3 paralel) 
 

Bütün tüplere 2.5 mL saf su çözeltisi ilave edildi. 
 

250 �L Folin-Ciocalteu reaktifi ilave edildi (3. s�ra numune körüne su) 
 

Kar��t�r�ld� ve 3 dk. oda s�cakl���nda bekletildi. 
 

750 �L %7.5’lik Na2CO3 ilave edildi. 
 

Kar��t�r�l�p, oda s�cakl���nda 2 saat bekletildi. 
 

765 nm’de absorbans okundu. 
 

Yukardaki �emada da gösterildi�i gibi öncelikle 50 μL ‘lik her bir numune/standart 

belirtilen tüplere s�ras�yla pipetlendi sonra her bir tüpü 2.5 mL saf su ilave edildi ve Folin-

Ciocaltaeu reaktifi eklendi, vortekslendi, oda s�cakl���nda 3 dakika inkübasyona b�rak�ld�. 

Ard�ndan, 750 μL (%7,5’lik) Na2CO3 eklenerek tekrar vortekslendi ve oda s�cakl���nda 2 

saat inkübasyona b�rak�ld�. Süre sonunda 765 nm’de absorbanslar spektrofotometrede 

okundu.  

Toplam fenolik madde miktar� gram ya da mL numune ba��na �g olarak ifade edilir 

(Örne�in : �g Gallik asit e�de�eri / gram kuru ekstrakt, �g GAE/g, veya �g kate�in 

e�de�eri / 100 g orjinal kuru numune, �G CE/100 g kuru numune). 
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2.4.2. Asetonitril Ekstraktlar�nda ve Uçucu Ya�lar�nda DPPH  Radikal 
Temizleme Aktivitesi 

 

Bu yöntemle kararl� bir radikal olan DPPH• (2,2-difenil-1-pikrilhidrazil)’�n numune 

ortam�ndaki davran��lar� incelendi. Elde edilen ekstraktlar (numuneler) ve standartlar (BHT, 

Troloks, Askorbik asit) de�i�ik konsantrasyonlarda haz�rland�. Standartlar 0,5 - 0,25 - 0,125 

mg/ml’lik; numuneler ½ ve ¼  seyreltik konsantrasyonda haz�rland�. Öncelikle gerekli 

tüplere numuneler pipetlendi sonra numune çözeltileri üzerine e�it hacimde (750 μL) DPPH• 

çözeltisi, eklenerek vortekslendi ve oda s�cakl���nda 50 dakika inkübasyona b�rak�ld�. Süre 

sonunda DPPH•’�n maksimum absorbans verdi�i 517 nm’de absorbanslar okundu. 

Hesaplamalarda paralellerin ortalamas� al�narak kör de�erleri bu ortalamadan ç�kar�ld�. 

Bulunan absorbanslara kar��l�k gelen konsantrasyonlar grafi�e geçirilerek IC50 de�erleri 

mg/mL cinsinden hesapland�. 

      Uçucu ya�larda da ayn� prosedür uyguland�. Konsantre çözücü (hegzan) tekrar 

çözülerek 500 μg/ml stok haz�rland�. Stok ve 1/1 seyrelterek 5 farkl� konsantrasyonda 

çal���ld�. 

  

2.4.2.1. IC50 De�erlerinin Bulunmas� 
 

IC50 radikal miktar�n� yar�ya indiren numune konsantrasyonudur. IC50 de�erinin 

bulunmas� için farkl� konsantrasyonlarda çal��mak gerekir. Bu nedenle çal��malarda 3 

farkl� konsantrasyonda ölçüm yap�ld�. Numunelerin yeterli miktarda farkl� konsantrasyonu 

haz�rlan�p absorbans ölçümleri yap�ld� ve absorbanslar konsantrasyona kar�� grafi�e 

geçirildi. Maksimum absorbans�n yar�s�na kar��l�k gelen yani absorbans� yar�ya dü�üren 

konsantrasyon miktar� IC50 de�erini vermektedir. IC50 de�eri mg/mL veya mM gibi 

birimlerle ifade edilmektedir. 

 

2.4.3. Asetonitril Ekstraktlar�nda FRAP Yöntemi 
 

Oyaizu (1986) taraf�ndan geli�tirilen yönteme göre indirgeme kuvveti, numunelerin 

dolayl� olarak toplam indirgeme potansiyelini göstermekte olup Fe+3   Fe+2 indirgenmesi 

ile meydana gelen Fe+2, 595 nm'de absorbans veren K3(Fe)CN6 renkli kompleksini 

olu�turur. Bu yöntem  için önce ekstraktlar�n ve standartlar�n (Askorbik asit [C vitamini], 
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Troloks) belli konsantrasyonlardaki çözeltileri haz�rland�. Sonra C vitamini ve Troloks 

ad�m ad�m seyreltilerek 3 farkl� konsantrasyon (1000- 500- 250 μM) elde edildi. 

Numuneler de 1/1 seyreltilerek 2 konsantrasyonda haz�rland�. 

Metodun Uygulan���: 

 

Tablo 5. FRAP testi için haz�rlanan tüpler 
 

 Kalibrasyon Standartlar� Referans 
Standart Numuneler 

Test 
Çözeltileri C1 C2 C3 C4 C5 T 1 2 3 4 5 6 

Reaktif körü C1R C2R C3R C4R C5R TR 1R 2R 3R 4R 5R 6R 
Numune 
körü C1K C2K C3K C4K C5K TK 1K 2K 3K 4K 5K 6K 

Test3 C13 C23 C33 C43 C53 T3 13 23 33 43 53 63 

Test 2 C12 C22 C32 C42 C52 T2 12 22 32 42 52 62 

Test 1 C11 C21 C31 C41 C51 T1 11 21 31 41 51 61 
 

K: Numune körü, FRAP reaktifi yerine 3.0 mL asetonitril kullan�ld�. 
R: Reaktif körü, numune yerine 100 �L numune çözücüsü (numuneler için 

asetonitril) kullan�ld�. 
C: C vitamini (Askorbik asit),  1000, 500, 250 �M. Stok Askorbik asit çöz. için 176 

mg/L ya da 17.6 mg/100 mL (0.0176 g/100 mL) 1000 �M’a e�de�er sudaki 
çözeltisi. 

T: Trolox, 500 �M, 0.0125 g / 100 mL (=125 �g/mL).  
 

Abs595nm [Askorbik asit]`e kar�� grafi�e geçildi. FRAP de�eri a�a��daki gibi 

hesapland�: 

FRAP de�eri = (Numune absorbans�n�n kar��l�k geldi�i [Askorbik asit] x 2) �M 

��lemler: 

 FRAP reaktifi taze haz�rland�. 

 Test çözeltileri haz�rland�. 

 Spektrofotometre çal��t�r�ld�, dalga boyu 595 nm`ye ayarland�. 

 Test 1, Test 2 ve Test 3 Reaktif körü s�ralar�na tek tek 3.0 mL FRAP reaktifi 

aktar�ld�. 

 Numune körü s�ras�na (12 tüp) 3.0 mL  asetonitril aktar�ld�. 

 Test 1, Test 2 ve Test3 ve Numune körü s�ralar�na 100 �L test çözeltileri ve 

Reaktif körü s�ras�na 100 �L  asetonitril 30 saniyede bir pipetlendi ve 

vortekslendi. 
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 �lk pipetlenen tüpten ba�lanarak 20. dakikas� dolan tüp al�n�p,  plastik küvete 

aktar�ld� ve absorbans 595 nm`de okundu. Tüpler aras� süre 20 saniyeye ayarland�. 

Reaktif körü s�ras� pipetlemede oldu�u gibi en sona b�rak�ld�. 

Reaktiflerin Haz�rlanmas�: 

 FRAP çal��ma reaktifi: A, B ve C çözeltileri ayr� ayr� haz�rlanarak kar��t�r�ld� . 

 A: 150 mL 300 mM asetat tamponu, pH=3.6, pH ayarlamas� asetik asitle yap�ld�. 

Bunun için 2.586 mL deri�ik (%99.5) asetik asit al�n�p, hacim saf suyla 40 mL`ye 

tamamlan�p, 0.1 M NaOH (0.100 g/25 mL) ile pH=3.6`ya ayarland�, hacim suyla 

45 mL`ye tamamlanarak üzerine 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 HCl deki çözeltisi haz�rland�. Bunun için  0.0468 g TPTZ / 5.5 

mL 40 mM HCl haz�rland�, sonra üzerine 10.5 mL etanol ilave edildi. 

 C: 15 mL 20 mM FeCl3.6H2O cözeltisi; 0.0811 g FeCl3.6H2O / 5.5 mL saf suda 

çözülürek, üzerine 10.5 mL etanol ilave edildi.   

 Toplam hacim = A+B+C = 180 mL (20 numune için) 

 M HCl: 82 �L der. (%37) HCl / 25 mL saf suda   

 [der. HCl: 12.2 M (%37); der. HAc: 17.4 M (%99.5)] 

 

2.5. Asetonitril Ekstraktlar�nda ve Uçucu Ya�lar�nda Antimikrobiyal Aktivite 
 

Numunelerin antibakterital ve antifungal kapasitelerini belirlemek amac�yla iki 

yöntem uygulanm��t�r. Agar kuyucuk difüzyon yöntemi kloroform ekstraktlar�n�n 

antimikrobiyal aktivitelerini belirlemede kullan�l�rken, minimum inhibisyon konsatrasyonu 

(MIC) tayin yöntemi ise metanol ve su ekstraktlar�n�n antimikrobiyal aktivitelerini 

belirlemek üzere kullan�lm��t�r. 

 

2.5.1. Agar Kuyucuk Difüzyon Yöntemi 
 

Bütün test mikroorgnazimalar� Refik Saydam H�fz�s�hha Enstitüsü’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 ekstraktlar�nda çözücü olarak 

kloroform kullan�larak haz�rlanan 500 �g/mL konsantrasyondaki test çözeltileri kullan�ld�. 

Bu testte her bir mikroorganizma Mueller Hilton (MH) (Difco, Detroit, MI) broth’da 

süspanse hale getirilip yakla��k mL’de 106 koloni olu�turan birime kadar seyreltilmi�tir. 

Haz�rlanan süspansiyonlar MH agar ve Sabouraud Dextrose Agar (SDA) (Difco, Detriot, 

MI) üzerine serilmi� ve kurutulmu�tur. Maya benzeri mantarlar olan C. albicans ve C. 

tropicalis için SDA kullan�lm��t�r. Agar üzerinde steril bir mantar delici ile 5 mm çap�nda 

kuyucuklar delinmi� ve bu kuyucuklara 100 �L numune aktar�lm��t�r. 35 °C’de 18 saat 

inkübasyonu takiben antimikrobiyal aktivite test organizmalara kar�� meydana gelen 

inhibisyon alanlar� ölçülerek belirlenmi�tir. Ceftazidime (Fortum) (10�g) standart 

antibakteriyel olarak ve Triflucan (5�g) standart antifungal referans olarak kullan�lm��t�r. 

Testler çift paralel çal���lm�� ve sonuçlar inhibisyon alan�n�n çap� cinsinden ifade 

edilmi�tir: (-): < 5.5 mm; (+): 5.5-10 mm; (++): 11-15 mm; (+++): >16 mm. 

 

2.5.2. Minimum �nhibisyon Konsantrasyonu (MIC) Yöntemi 
 

Bütün test mikroorgnazimalar� Refik Saydam H�fz�s�hha Enstitüsünden 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 kullan�lan ekstraktlar�n 1 mg/mL 

konsantrasyonda stok çözeltilerini haz�rlanmak için dimetil sülfoksitte (DMSO) çözüldü. 

Seyreltmeler de ayn� çözücü ile yap�ld�. 

Antimikrobiyal aktivite seyreltmeler yap�larak inhibisyonu sa�layan minimum 

numune konsantrasyonunu (MIC, �g/mL) belirleyerek de�erlendirildi. Antibakteriyel test 

Mueller-Hinton broth’da (MH) (Difco, Detroit, MI) pH 7.3’te, antifungal test 

tamponlanm�� Yeast Nitrogen Base’de (Difco, Detroit, MI) pH 7.0’de gerçekle�tirildi. 

MIC de�eri büyümenin olmad��� en dü�ük numune konsantrasyonu olarak 

tan�mlanmaktad�r. Testler çift paralel çal���lm��t�r. Ampicillin standart antibakteriyel, 

fluconazole standart antifungal referans olarak kullan�lm��t�r. Çal��mada dimetil sülfoksit 

(DMSO) çözücü kontrolü olarak test edilmi�tir. 
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2.6. Uçucu Ya�lar�n GC-MS Analizleri 
 

Toplanan Rhododendron luteum  çiçekleri bir so�utucu yard�m�yla  Clevenger 

aparatlar�nda saf suyla ve asitle ekstrakte edildi. Sistemde biriken ya�lar, (0,5 mL) HPLC 

n-hegzan’da çözülerek al�nd� ve küçük  cam �i�elere aktar�ld�. �i�elerin a�z� s�k�ca 

kapat�l�p bantland� ve +4 °C’de sakland�. Analiz s�ras�nda, bir mikrolitre (1μL) ekstrakt 

do�rudan GC-MS cihaz�na enjekte edildi. 

GC-MS analizleri Agilent-5973 MS sistemiyle donat�lm�� Agilent-6890 GC sistemi 

kullan�larak gerçekle�tirildi. �yon tuza�� dedektörlü kütle spektrometresi, elektron 

çarp��ma iyonizasyonu alt�nda (70 eV) tüm durumu taramak için kullan�ld�. Analizler için 

HP-5 kapiler (30mx0.32mm i.d. film kal�nl���nda 0.25 mm) kromatografik kolonu 

kullan�ld�. 1mL/min ak�� oran�nda Helyum ta��y�c� gaz olarak kullan�ld�. Enjeksiyonlar, 

230°C’de bölünmemi� durumda gerçekle�tirildi. Hegzandaki (HPLC derecede) bir 

mikrolitre (1μL) esansiyel ya� çözeltisi; ba�lang�çta 60 °C’de 2 dakika ve sonra 

artt�r�larak 260°C’de 5 °C/ dakika �s�tma rampas�nda, daha sonra da 260°C’de 20 dakika 

tutulan kolonla enjekte ve analiz edildi. Ayr�lm�� bile�enlerin ba��l yüzde miktarlar�, 

bilgisayar donan�ml� entegratörle toplam iyon kromatogramlar�ndan hesapland�. Ya� 

bile�enleri, kendi kütle spektrumlar�yla kütle spektrum kütüphanelerinin (NIST, Wiley 

and HPCH)  bile�enleri kar��la�t�r�larak tan�mland�. 

 

2.7. Bitki Ekstraktlar�nda Fenolik Bile�iklerin 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 kullan�ld�. LC-DAD deneylerinde ve numune haz�rlamada kullan�lan HPLC derecede 

asetonitril, metanol ve asetik asit Sigma-Aldrich’den sat�n al�nd�. HPLC ��r�nga filtreleri 

(13 mm, 0.2  m, PVDF) Whatman (Clifton, NJ, USA)’dan sat�n al�nd�. 
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2.7.2. Standartlar ve Kalibrasyon 
 

Tüm stok çözeltiler %40’l�k metanolde 1 mg/mL konsantrasyonda haz�rland�. 

A�a��daki Tablo-6 fenolik bile�iklerin çal���ld��� dalga boylar�n� göstermektedir. 

  

Tablo 6. Fenolik bile�iklerin çal���ld��� dalga boylar� 
      
Bile�en Formül Çal���lan dalga boyu( nm) 
Benzoik asit 

 

240 

Protokatekhu aldehit 280 

p-OH Benzoik asit 260 

Vanilik asit 260 
 

Gentisik asit (2,5-
dihidroxy benzoik asit) 

324 

Protokatekuhik Asit 260 

Siringik asit 274 
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Tablo 6’n�n devam� 
 

Bile�en Formül Çal���lan dalga boyu( nm) 
p-koumarik asit 308 

Gallik asit 274 

Ferulik asit 324 

Kafeik asit 324 

Sinapik asit 324 

Klorogenik asit 324 

  

 2.7.3. HPLC-UV-DAD Ko�ullar� 
 

RP-HPLC-UV-DAD analizleri Agilent (Waldbronn, Almanya)’den bir diyot serili 

dedektör ile donan�ml� 1100 seri ve DAD 1200 seridir. Enstrüman Chemstation program� 

ile (Agilent) kontrol edildi. Tüm analizler için bir C18 kolon (250 mm × 4.6 mm i.d., 5  m 

partikül; waters spherisorp ODS2 ) kullan�ld�. Hareketli faz (A) %2 asetik asitin sudaki 

çözeltisi ve (B) 50/50 asetonitril/su içindeki %0,5 asetik asitin çözeltilerinden 
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olu�maktayd�. Enjeksiyon hacmi 20  L olarak kullan�ld�.  Ak�� h�z� 1/2 ml.dk-1 idi ve 

dedektör 240, 260, 274, 280, 308,nm’lerde ve bunlara ek olarak UV spektrum 200-400 nm 

aral���nda kaydedildi. Elüsyonda takip edilen gradient Tablo 7’da verilmi�tir. 

 

Tablo 7. HPLC elüsyon gradient program� 
 

Zaman 
(dk ) B (%) C (%) D (%) Ak�� 

(mL/dk) Bas�nç 

0,00 5,0 95,0 0,0 1,200 275 
5,00 17,0 83,0 0,0 1,200 275 
14,00 17,0 83,0 0,0 1,200 275 
17,00 30,0 70,0 0,0 1,200 275 
18,00 15,0 85,0 0,0 1,200 275 
20,00 5,0 95,0 0,0 1,200 275 
22,00 5,0 95,0 0,0 1,200 275 
23,00 95,0 5,0 0,0 1,200 275 
25,00 95,0 5,0 0,0 1,200 275 
26,00 10,0 0,0 90,0 1,200 275 
30,00 10,0 0,0 90,0 1,200 275 
33,00 5,0 95,0 0,0 1,200 275 
35,00 5,0 95,0 0,0 1,200 275 

 

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

 

2.8. Karbonik Anhidraz �nhibisyon Etkileri 
 

Bu çal��mada sülfanilamid ve asetozolamid olmak üzere iki standart haz�rland� ve 

gerekli seyreltmeler yap�larak üç konsantrasyonda çal���ld�. Numunelerin her biri ise 

1/20000, 1/40000 ve 1/80000 oranlar�nda seyreltilerek haz�rland�. Substrat pipetlemesi 20 

sn. arayla yap�ld�. Pipetlemelerin nas�l yap�ld��� Tablo-8’de verilmi�tir. 
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Tablo 8. Dört numunenin ve iki standard�n BCA aktivitesine etkileri 
 

 A B C D E F G N1 N2 
Tampon 

(μL) - 1000 - - 1000 1000 1000 1000 1000 

Su (μL) 1000 - 1000 1000 - - - - - 
Numune 

(μL) - - - 200 200 - 200 200 200 

Numune 
Çözcüsü 

(μL) 
- - - - - 200 - - - 

Su (μL) 200 200 200 - - - - - - 
Vortex ile kar��t�rma 

Enzim 
(μL) 300 - - - 300 300 - 300 300 

Su (μL) - 300 300 300 - - - - - 
Tampon 

(μL) - - - - - - 300 - - 

Vortex ile kar��t�rma 
5 dakika inkübasyon 

Substrat 
(μL) - - 1500 - - 1500 1500 1500 1500 

Su(μL) 1500 1500 - 1500 1500 - - - - 
Son 

Hacim 
(μL) 

3000 3000 3000 3000 3000 3000 3000 3000 3000 

Vortex ile kar��t�rma 
 

A: Enzimden kaynaklanan absorbans 
B: Tampondan kaynaklanan absorbans 
C: Substrattan kaynaklanan absorbans 
D: Numuneden kaynaklanan absorbans 
E: Substrat körü. 
F: Numune körü. 
G: Enzim körü. 
N1 ve N2: Paraleller 

Pipetlemeye ba�lad�ktan 25 dakika sonra da bir taraftan 348 nm’de absorbanslar� 

okundu. 
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3. BULGULAR VE TARTI�MALAR 
 

Çal��mada Rhododendron ponticum ve Rhododendron luteum bitkisinin çiçek ve 

yaprak k�s�mlar�n�n asetonitril ekstraktlar� ve R. luteum`un çiçeklerinin sulu ve asitli 

ortamda Clevenger sistemiyle elde edilen uçucu ya�lar� elde edilmi�, numunelerde 

antioksidan, antimikrobiyal ve karbonik anhidraz enzim inhibisyonu aktiviteleri 

ara�t�r�lm��t�r. Ayr�ca haz�rlanan ekstrakt ve uçucu ya�lar�n kimyasal kompozisyonu 

HPLC-UV ve GC-MS kromatografik yöntemleriyle çal���lm��t�r. Normal ve asitli ortamda 

(Asit hidrolitik/katalitik: AHC) elde edilen uçucu ya�larda i�lemlerin verim üzerine 

etkisini belirlemek üzere verim hesab� yap�lm��t�r (�ekil 14). 
 

 
 

         

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

 

�ekil 14. Normal Clevenger ve AHC Clevenger yöntemiyle elde edilen uçucu 
verimi 

 

3.1. Antioksidan Aktiviteler 
 

�ki bitkinin çiçek ve yaprak k�s�mlar�ndan elde edilen numunelerin antioksidan 

potansiyelini belirlemek üzere numunelerde DPPH radikal temizleme aktivitesi, Folin-
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Ciocalteu yöntemine göre toplam fenolik madde miktar� ve demir (III) indirgeme / 

antioksidan güç (FRAP) aktivitesi standart antioksidanlar butillenmi� hidroksi toluen 

(BHT), C vitamini ve Trolox kar��la�t�rma amaçl� kullan�lmak suretiyle çal���lm��t�r. 

  

3.1.1. Asetonitril Ekstraktlar�nda Toplam Fenolik Madde Miktarlar� 
 

Ormangülü çiçek ve yapraklar�n�n asetonitril ekstraktlar�n�n antioksidan 

aktivitelerinin belirlenmesinde Folin-Ciocalteu toplam fenolik madde tayin yöntemi 

kullan�ld�. Bu yöntemde standart olarak gallik asit ve kate�inin de�i�en konsantrasyonlar� 

kullan�larak absorbans ölçümlerine dayal� kalibrasyon grafikleri elde edildi (�ekil 15 ve 

18). 
 
 

 

   

 

 

 

 

 

 

                             

 
 
 
�ekil 15. Folin-Ciocalteu yöntemine göre gallik asit konsantrasyonu–absorbans 

grafi�i 
  

Gallik asit standart grafi�inde elde edilen do�runun fonksiyonu kullan�larak 

numunelerdeki fenolik bile�ik miktarlar� gallik asit e�de�eri (GAE) olarak �g/mL 

cinsinden ifade edildi (�ekil 16). 
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�ekil 16. Folin-Ciocalteu yöntemine göre ekstraktlar�n gallik asit e�de�eri   
(GAE,�g/mL) 

 

 Numunelerin fenolik içeriklerine GAE cinsinden bak�ld���nda çiçek ekstraktlar�n�n 

yaprak ekstraktlar�na göre daha yüksek aktivite gösterdi�i görülmektedir. Numuneler aras� 

kar��la�t�rma ayn� zamanda mor ormangülünün (komar) sar�s�na (zifin) göre daha yüksek 

fenolik bile�ik içerdi�i görülmektedir. Yap�lan bu çal��mada iki farkl� ekstrakt 

konsantrasyonunda deneme yap�lm��, sonuçlar konsantrasyonun etkisinin görülmesi için 

seyrelme oran� – GAE olarak grafi�e geçilmi�tir (�ekil 17). Konsantrasyondaki art��a 

fenolik bile�imin e�lik etti�i görülmektedir. 

 

 
 

�ekil 17. Numunelerin GAE (�g/mL) de�erlerinin numune konsantrasyonu ile 
ili�kisi 
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Fenolik asit tayininde gallik asitin yan�nda literatür verileriyle ve daha sonraki 

çal��malarda kullan�labilmesi için kate�in standart olarak kullan�ld� ve benzer özellikler 

kate�in standart grafi�ine dayal� haz�rlanan CAE–numune grafiklerinde de gözlendi (�ekil 

18 ve 19).  

 

 
 

�ekil 18. Folin-Ciocalteu yöntemine göre kate�in konsantrasyonu–absorbans 
grafi�i 

 

 

 
 

�ekil 19. Folin-Ciocalteu yöntemine göre ekstraktlar�n kate�in e�de�eri          
(CAE, �g/mL) 
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�ekil 20. Numunelerin CAE (�g/mL) de�erlerinin numune konsantrasyonu ile 
ili�kisi 

 

3.1.2. Asetonitril Ekstraktlar�nda ve Uçucu Ya�larda DPPH  Radikal 
Temizleme Aktivitesi  

 

Ormangülü çiçek ve yapraklar�n�n asetonitril ekstraktlar�n�n ve sadece sar� çiçekli 

ormangülünden elde edilen uçucu ya�lar�n antioksidan aktivitelerinin belirlenmesinde 

DPPH temizleme aktivitesi tayin yöntemi kullan�ld�. Bu yöntemde e�it hacimdeki numune 

çözeltileri ve DPPH çözeltisi kar��t�r�l�p inkübasyon sonras� 517 nm de yap�lan absorbans 

ölçümleri aktivitenin belirlenmesinde kullan�lm��t�r (�ekil 21, 22, 23 ve 24). Kar��la�t�rma 

amac�yla standart olarak BHT, C vitamini ve Trolox kullan�ld�. 
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�ekil 21. R. ponticum çiçek asetonitril ekstrakt�n�n seyrelme oran�–absorbans 
grafi�i 

 

  
 

�ekil 22. R. ponticum yaprak asetonitril ekstrakt�n�n seyrelme oran� – absorbans 
grafi�i 
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�ekil 23. R. luteum çiçek asetonitril ekstrakt�n�n seyrelme oran�–absorbans grafi�i 
 

 
 

�ekil 24. R. luteum yaprak asetonitril ekstrakt�n�n seyrelme oran�–absorbans 
grafi�i 

 

Çal���lan numune seyrelme oranlar�nda DPPH miktarlar� çok dü�tü�ü için IC50 

de�erlerine dayal� bir kar��la�t�rma yerine seyreltik çal���lan numunelerin meydana 

getirdi�i %temizleme de�erleri hesaplanm�� ve kar��la�t�rmalarda kullan�lm��t�r (�ekil 25). 
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�ekil 25. Asetonitril ekstraktlar�n�n ¼ seyreltilen numunelerinin %DPPH 
temizleme de�erleri 

 

 Ekstraktlarda yap�lan DPPH testi sonuçlar� yaprak ekstraktlar�n�n daha yüksek 

performans sergiledi�ini göstermektedir. DPPH temizleme aktivitesi ayr�ca sar� ormangülü 

çiçeklerinden normal ve asitli Clevenger uygulamas�yla elde edilen uçucu ya�larda da 

belirlenmi�tir. Bu amaçla hekzan çözeltilerindeki hekzan uzakla�t�r�l�p miktar tayini 

yap�lan uçucu ya�lar tekrar hekzanda bilinen konsantrasyonlarda çözülüp seri seyreltme 

yap�larak haz�rlanan numunelerde DPPH temizleme aktivitesi ölçülmü�tür.  Sonuçlar 

konsantrasyon – absorbans grafiklerine dönü�türülmü� (�ekil 26 ve 27) ve bu grafiklerden 

elde edilen IC50 de�erleri kar��la�t�rma amac�yla sütun grafi�i olarak �ekil 28`de 

gösterilmi�tir. 
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�ekil 26. R. luteum çiçek normal uçucu ya��n�n konsantrasyon–absorbans grafi�i 
 

 
 

�ekil 27. R. luteum çiçek AHC (asitli) uçucu ya��n�n konsantrasyon–absorbans 
grafi�i 
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�ekil 28. R. luteum çiçek normal ve AHC (asitli) uçucu ya�lar�n�n IC50 de�erleri 
 

Uçucu ya�lar�n DPPH aktivitelerine bak�ld���nda normal Clevenger yöntemle elde 

edilen ürünün daha dü�ük IC50, dolay�s�yla da daha yüksek antioksidan aktivite gösterdi�i 

görülmektedir. 

 

3.1.3. Asetonitril Ekstraktlar�nda Demir (III) �ndirgeme/Antioksidan Kuvveti 
  

Ormangülü asetonitril ekstraktlar�n�n antioksidan aktivitelerinin belirlenmesinde 

demir (III) indirgeme / antioksidan güç (FRAP) yöntemi de kullan�ld�. Bu yöntemde 

standart olarak C vitamini ve Trolox de�i�en konsantrasyonlar� kullan�larak absorbans 

ölçümlerine dayal� kalibrasyon grafikleri elde edildi (�ekil 29 ve 32). Bu grafikler 

kullan�larak antioksidan aktiviteler ya C vitamini grafi�ine dayal� FRAP (�M) (�ekil 30) 

ya da Trolox e�de�eri antioksidan kapasite (TEAC, �M) olarak ifade edildi (�ekil 33). 

FRAP (�M) ifade �eklinde grafikten numunelere kar��l�k gelen C vitamini 

konsantrasyonlar� reaksiyon stokiometrisinden dolay� 2 ile çarp�ld�. Ayr�ca çal��ma iki 

farkl� numune seyrelme oran�nda yap�ld� ve aktivitenin konsantrasyonla do�ru orant�l� 

olarak artt��� gösterildi (�ekil 31 ve 34). 

  

 

 

0,351

0,964

0

0,2

0,4

0,6

0,8

1

1,2

Rl-Çiçek Rl-Çiçek-AHC

IC
50

(m
g/

m
L)

Numune



65 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

 

�ekil 29. FRAP yöntemine göre C vitamini konsantrasyonu–absorbans grafi�i 
 

 
      

�ekil 30. Ekstraktlar�n FRAP de�erleri (�M) 
 

  

637

3333

545

3116

99

779

84

738

0

500

1000

1500

2000

2500

3000

3500

Rp-Çiçek-0,25 Rp-Çiçek-0,50 Rp-Yaprak-
0,25

Rp-Yaprak-
0,50

Rl-Çiçek-0,25 Rl-Çiçek-0,50 Rl-Yaprak-
0,25

Rl-Yaprak-
0,50

FR
A

P(
m

ik
ro

M
))

Numuneler

y = 0,0012x
R² = 0,9749

0,000

0,200

0,400

0,600

0,800

1,000

1,200

1,400

0 200 400 600 800 1000 1200

Ab
s(

59
5 

nm
)

C Vit. konst. (mikromolar)



66 
 

 

 
 

�ekil 31. Ekstrakt konsantrasyonu–FRAP de�eri ili�kisi 
 

   
         

�ekil 32. FRAP yöntemine göre Trolox konsantrasyonu–absorbans grafi�i 
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�ekil 33. Ekstraktlar�n TEAC de�erleri (�M) 
 

 
      

�ekil 34. Ekstrakt konsantrasyonu–TEAC de�eri ili�kisi 
 

Numunelerin toplam fenolik madde miktarlar� ile FRAP metoduna dayal� TEAC 

de�erleri aras�ndaki ili�kinin gösterilmesi için TEAC (�M) ve GAE �g/mL) verileri grafi�e 

geçirildi (�ekil 35). Bu iki yöntemle belirlenen antioksidan aktiviteler aras�nda iyi bir 

korelasyon oldu�u görüldü. 
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�ekil 35. Asetonitril ekstraktlar�nda TEAC–TF (GAE) ili�kisi 
 

3.2. Asetonitril Ekstraktlar�nda ve Uçucu Ya�lar�nda Antimikrobiyal Aktivite 
 

Haz�rlanan asetonitril ekstraktlar� ve uçucu ya�lar�n antimikrobiyal aktiviteleri 

difüzyon yöntemiyle, ve bu testte yüksek aktivite gösteren asetonitril ekstraktlar�n�n 

antimikrobiyal aktiviteleri minimum inhibisyon konsantrasyonlar�n� (MIC, seyrelme oran�) 

belirlemek üzere dilusyon yöntemiyle çal���ld�. 

Ekstraktlarda yap�lan difüzyon çal��mas�nda sonuçlar inhibisyon çap� (mm) olarak 

ifade edildi. Bütün ekstraktlar�n testte kullan�lan 3 Gram negatif, 3 Gram pozitif bakteri ve 

2 mantar mikroorganizmalar�n hepsini belirli seviyelerde inhibe etti�i görüldü (Tablo 9). 

 

Tablo 9. Asetonitril ekstraktlar�nda antimikrobiyal aktivite (disk difüzyon testi) 
 

 
Microorganizmalar ve �nhibisyon Çaplar� (mm) Toplam

Etki Gram (-) Gram (+) Mantar 
Numune E.c. P.v. S.t. S.a B.c. L.m. C.a. A.n. 

Rp-Çiçek 22 21 18 15 15 16 17 15 139 
Rp-Yaprak 24 20 18 15 16 18 14 13 138 
Rl-Çiçek 23 25 16 16 15 15 11 13 134 
Rl-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 gözlenmedi. Testlerde numuneler 15 �L kullan�ld�. 

Toplamda en yüksek aktiviteyi gösteren ekstrakt�n belirlenmesi amac�yla elde edilen 

inhibisyon çap de�erleri toplanarak (Tablo 9) sütun grafik haz�rland� (�ekil 36). Bu 

garfikten R. luteum çiçek ekstrakt�n�n en dü�ük aktivite gösterdi�i görülmektedir. 

 

 
 

�ekil 36. Asetonitril ekstraktlar�nda antimikrobiyal aktivite (disk difüzyon testi) 
aç�s�ndan en çok etki gösteren ekstraktlar 

 

Benzer �ekilde ekstraktlardan en fazla etkilenen, yüksek hassasiyet gösteren 

mikroorganizmalar� belirlemek için inhibisyon çaplar� mikroorganizma baz�nda topland� 

(Tablo 9) ve sütun grafik olarak çizildi (�ekil 37). Ekstraktlardan bakteriler aras�nda Gram 

negatif organizmalar�n daha fazla etkilendi�i, mantarlarda daha az etki gözlendi�i tespit 

edildi. 
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�ekil 37. Asetonitril ekstraktlar�nda antimikrobiyal aktivite (disk difüzyon testi) 
aç�s�ndan en çok 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 yüksek antimikrobiyal aktivite görülmesi nedeniyle MIC de�erleri 

çal���ld�. Sonuçlar inhibisyonun görüldü�ü minimum seyrelme oran� (yani en fazla 

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

oranlar�nda bile inhibisyon yapabildi�i görüldü. 

 

  

93
88

69
63 63 65

56 58

0
10
20
30
40
50
60
70
80
90

100

E.c. P.v. S.t. S.a. B.c. L.m. C.a. A.n.

To
pl

am
 E

tk
i

Mikroorganizma



71 
 

 

Tablo 10. Asetonitril ekstraktlar�nda antimikrobiyal aktivite (minimum inhibisyon 
konsantrasyonu, MIC) 

 
 Minimum �nhibisyon Seyrelme Oran� 

Microorganizmalar 
Gram (-) 

Numune E.c. P.v. S.t. 
Rp-Çiçek 
0,00125 
0,00125 
0,00125 
Rp-Yaprak 
0,00125 
0,00125 
0,00125 
Rl-Çiçek 
0,00125 
0,00125 
0,00250 
Rl-Yaprak 
0,00125 
0,00125 
0,00250 
 Gram (+) 
 S.a B.c. L.m. 
Rp-Çiçek 
0,00250 
0,00500 
0,00250 
Rp-Yaprak 
0,00250 
0,00250 
0,00250 
Rl-Çiçek 
0,00250 
0,00250 
0,00500 
Rl-Yaprak 
0,00250 
0,00250 
0,00250 
 Mantar  
 C.a. A.n.  
Rp-Çiçek 
0,00250 
0,00500  
Rp-Yaprak 
0,00500 
0,00500  
Rl-Çiçek 
0,01000 
0,00500  
Rl-Yaprak 
0,00500 
0,00250  

  

0,00125 seyrelme oran� ekstrakt�n 1,25/1000 oran�nda seyreltildi�ini göstermektedir. 

 

 Ekstraktlar�n MIC de�erlerine dayal� antimikrobiyal aktivitelerinin toplamda 

de�erlendirilmesi için MIC de�erleri toplanarak sütun grafik haz�rland� (�ekil 38).            

R. luteum ekstrakt�n�n en yüksek toplam MIC de�erine sahip oldu�u, dolay�s�yla da 

numuneler aras�nda en dü�ük aktiviteye sahip oldu�u görüldü. 
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�ekil 38. Asetonitril ekstraktlar�nda antimikrobiyal aktivite (MIC) aç�s�ndan en 
çok etki gösteren ekstraktlar 

 

Mikroorganizmalar�n hassasiyetini belirlemek için mikroorganizma baz�nda MIC 

de�erleri toplanarak sütun grafikler elde edildi (�ekil 39). Difüzyon testindekine benzer 

�ekilde Gram negatiflerin en yüksek hassasiyete sahip oldu�u, en az hassasiyetin ise 

mantarlar taraf�ndan gösterildi�i görüldü. 

 

 
 

�ekil 39. Asetonitril ekstraktlar�nda antimikrobiyal aktivite (MIC) aç�s�ndan en 
çok 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 çiçeklerinin uçucu ya�lar�nda difüzyon yöntemiyle yap�lan antimikrobiyal 

test sonuçlar� inhibisyon alan� çap� �eklinde ifade edildi (Tablo 11). Normal yöntemle elde 

edilen uçucu ya��n AHC ile elde edilene göre daha yüksek etki gösterdi�i görüldü. 

 

Tablo 11. R. luteum çiçeklerinin normal ve asitli Clevenger destilasyonu ürünü uçucu 
ya�lar�n�n antimikrobiyal aktiviteleri 

 

Numune 

Mikroorganizmalar ve inhibisyon çaplar� (mm) 
Gram (-) Gram (+) Mantar 

E.c. Y.p. P.a. B.c. L.i. S.a. E.f. C.a. C.t. 
Rl-Çiçek-Normal 8 10 6 8 6 9 - 6 7 
Rl-Çiçek-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 gözlenmedi Testlerde numuneler 75 
�g/50�L, Standard antimikrobiyaller ise 10 �g/50 �L olarak kullan�ld�. 

 

3.3. Uçucu Ya�lar�n GC-MS Analizleri 
 

R. luteum çiçeklerinden iki yöntemle elde edilen uçucu ya�lar�n kimyasal 

kompozisyonlar�n� belirlemek amac�yla gaz kromatografisi – kütle spektrometrisi analizleri 

yap�ld�. Elde edilen kromatogramlar �ekil 40 ve �ekil 41`de verilmi�tir. Clevenger 

sisteminde asit hidrolizi / katalizi uygulanmas�n�n uçucu ya� kompozisyonuna önemli 

etkiler yapt��� görülmektedir. Birçok bile�enin pik alanlar�nda azalmalar olmu�, baz� 

bile�enler tamamen kaybolmu�, ayr�ca ilave yeni piklerin ortaya ç�kt��� görülmü�tür. 
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�ekil 40. R. luteum çiçeklerinin normal Clevenger destilasyonu ürünü uçucu 
ya��n�n GC-MS kromatogram� 

 

 
 

�ekil 41. R. luteum çiçeklerinin asitli (AHC) Clevenger destilasyonu ürünü uçucu 
ya��n�n GC-MS kromatogram� 

 

R. luteum çiçeklerinin normal ve asitli (AHC) Clevenger destilasyonu ürünü uçucu 

ya�lar��n�n GC-MS pik integrasyon analizi sonuçlar� Tablo 12 ve Tablo 13`de verilmi�tir. 
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Tablo 12. R. luteum çiçeklerinin normal Clevenger destilasyonu ürünü uçucu 
ya��n�n GC-MS analizi sonuçlar� 

 
Pik No RT %Alan Bile�ik Ad� Q 

1 3,77 0,64 2e- Hexenal 90 
2 4,77 0,38 Bilinmeyen 53 
3 5,53 9,22 �- Pinene 95 
4 6,85 1,69 	- 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- Terp�neol 80 
13 21,80 0,70 Delta- Elemene  99 
14 24,76 1,70 �- Gurjunene 99 
15 25,39 15,41 E- Caryophyllene 99 
16 25,99 0,84 Germacrene B                     95 
17 26,95 1,43 �-Humulene  96 
18 27,56 0,42 Gamma-Gurjunene 99 
19 28,02 2,55 Germacrene D                     98 
20 28,68 1,92 �-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 V�ridiflorol 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 �-Cadinol  98 
29 38,47 1,83 �-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 zaman� (retention time); Q: kütle spektrometrik verilerin numune ve 
kütüphane de�erleri aras�ndaki uyum oran� 
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Tablo 13. R. luteum çiçeklerinin asitli (AHC) Clevenger destilasyonu ürünü uçucu 
ya��n�n GC-MS analizi sonuçlar� 

 
Pik No RT %Alan Bile�ik 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 �-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-	-Caryophyllane 98 
20 26,16 0,66 �- 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 zaman� (retention time); Q: kütle spektrometrik verilerin numune ve 
kütüphane de�erleri aras�ndaki uyum oran� 
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3.4. Bitki Ekstraktlarinda Fenolik Bile�iklerin Analizi 
 

Rhododendron (ormangülü) mor ve sar� türlerinin çiçek ve yaprak ekstraktlar�n�n 

kimyasal kompozisyonunun ayd�nlat�lmas�na katk� sa�lamak amac�yla ekstraktlarda 

fenolik asit belirlenmesi HPLC-UV yöntemine göre yap�lm��t�r. Bu amaçla ekstraktlar SPE 

kartu�lar kullan�larak iyon de�i�imi kromatografisini takiben RP-HPLC-UV sisteminde 

standartlarla geli�tirilen gradient programa göre analiz edilmi�tir. Çal��mada kullan�lan 

standartlar�n uygulanan yöntemle elde edilen kromatogramlar� �ekil 42 ve 43`de 

görülmektedir. Ayn� yöntemin numunelere uygulanmas�yla elde edilen kromatogramlar da 

�ekil 44, 45, 46 ve 47`de verilmi�tir.  

 

 
 

�ekil 42. Standart olarak kullan�lan 8 fenolik asitin HPLC-UV kromatogram� 
 

(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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�ekil 43. Standart olarak kullan�lan 7 fenolik asitin HPLC-UV kromatogram� 
 

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

 

 
 

�ekil 44. R. ponticum çiçeklerinin asetonitril ekstraktlar�n�n HPLC-UV 
kromatogram� 
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�ekil 45. R. ponticum yapraklar�n�n asetonitril ekstraktlar�n�n HPLC-UV 
kromatogram� 

 

 
 

�ekil 46. R. luteum çiçeklerinin asetonitril ekstraktlar�n�n HPLC-UV 
kromatogram� 
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�ekil 47. R. luteum yapraklar�n�n asetonitril ekstraktlar�n�n HPLC-UV 
kromatogram� 

 

Uygulanan SPE-RP-HPLC-UV yöntemiyle elde edilen verilerin Chemstation 

program� kullan�larak yap�lan integrasyon ve RT ve pik alan� analizi sonucunda çal��mada 

kullan�lan standartlardan numunelerde hangilerinin ve hangi miktarlarda bulundu�u pik 

alanlar�na dayal� yar�-kantitatif olarak belirlenmi�tir (Tablo 14). Çiçek ekstraktlar�n�n 

fenolik asitler aç�s�ndan yapraklara göre daha zengin oldu�u görülmektedir. Numunelerde 

görülen standart fenolik asitlerden gallik asit, protokatekuik asit, protokatekaldehit, p-OH 

benzoik asit, klorojenik asit, kaffeik asit p-kumarik asit, ferulik asit, sinapik asit 

görülmü�tür. 
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Tablo 14. Fenolik bile�enlerin tutulma zaman� ve numunelerin pik alanlar� 
 

Bile�en Tutunma Zaman� 
(RT, dak) 

Pik Alanlar� 
Rp-Çiçek Rp-Yaprak RL-Çiçek RL-Yaprak 

Gallik asit 5,10 141,5 124 - - 
Protokatekuik asit 7,53 13,9  14,5 16,7 
Protokatekaldehit 9,60 67,3  213,2 - 
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 �nhibisyon Etkileri 
 

Haz�rlanm�� olan ormangülü ekstraktlar�n�n karbonik anhidraz enzim aktivitesine 

etkilerini belirlemek amac�yla ekstraktlardan seri seyreltmeler yap�lm�� ve aktiviteye olan 

etkilerinin göstermek için enzimin hidrataz aktivitesi ekstrakt yokken ve varken 

ölçülmü�tür. Bu çal��mada hem insan karbonik anhidraz I (CA-I) hem de insan karbonik 

anhidraz II (CA-II) izoenzimleri kullan�lm��t�r. Bu ölçümlerden ekstrakt bulundu�u 

durumda enzimin %kalan aktivitesi numune seyrelme oran�na kar�� grafi�e geçilmi�tir 

(CA-I inhibisyonu için �ekil 49, 50, 51 ve 52, CA-II inhibisyonu için �ekil 54, 55, 56 ve 

57). Kar��la�t�rma amac�yla ayn� yöntem literatür de Standard olarak yayg�n kullan�lan 

asetazolamit için de uygulanm�� ve sonuç ayn� �ekilde grafiksel olarak ifade edilmi�tir 

(CA-I için �ekil 48 ve CA-II için �ekil 53).  
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�ekil 48. Standart olarak kullan�lan asetazolamidin konsantrasyon–CA-I  %kalan 
aktivite grafi�i 

 

 
 

�ekil 49. R. ponticum çiçeklerinin asetonitril ekstraktlar�n�n seyrelme oran�–CA-I  
% kalan aktivite grafi�i 
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�ekil 50. R. ponticum yapraklar�n�n asetonitril ekstraktlar�n�n seyrelme oran�–CA-
I  % kalan aktivite grafi�i 

 

 
 

�ekil 51. R. luteum çiçeklerinin asetonitril ekstraktlar�n�n seyrelme oran�–CA-I  % 
kalan aktivite grafi�i 
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�ekil 52. R. luteum yapraklar�n�n asetonitril ekstraktlar�n�n seyrelme oran�–CA-I  
% kalan aktivite grafi�i 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

        

�ekil 53. Standart olarak kullanilan asetazolamidin konsantrasyon–CA-II  
%kalan aktivite grafi�i 
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�ekil 54. R. ponticum çiçeklerinin asetonitril ekstraktlar�n�n seyrelme oran�–CA-II  
% kalan aktivite grafi�i 

 

 
 

�ekil 55. R. ponticum yapraklar�n�n asetonitril ekstraktlar�n�n seyrelme oran� – 
CA-II  %kalan aktivite grafi�i 
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�ekil 56. R. luteum çiçeklerinin asetonitril ekstraktlar�n�n seyrelme oran�–CA-II  % 
kalan aktivite grafi�i 

 

 
 

�ekil 57. R. luteum yapraklar�n�n asetonitril ekstraktlar�n�n seyrelme oran�–CA-II  
% kalan aktivite grafi�i 
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�ekil 58. Rhododendron asetonitril ekstraktlar�n�n insan karbonik anhidraz I 
enzimine kar�i IC50 de�erleri 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

              

 

 
 

�ekil 59. Rhododendron asetonitril ekstraktlar�n�n insan karbonik anhidraz II 
enzimine kar�i IC50 de�erleri 
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4. SONUÇLAR VE ÖNER�LER 
 

Karadeniz bölgesinde yayg�n olarak yeti�en ormangülü türlerinden R. ponticum ve R. 

luteum asetonitril ekstraktlar�nda ve uçucu ya�lar�nda kimyasal kompozisyonu ve biyolojik 

aktiviteyi belirlemek için yap�lan bu çal��mada numunelerde antioksidan ve antimikrobiyal 

aktiviteler ara�t�r�lm��, kimyasal kompozisyon belirlenmesinde HPLC ve GC 

kromatografik analiz yöntemleri uygulanm��t�r.  

Gerçekle�tirilen çal��malar neticesinde asetonitril ekstraktlar�n�n yüksek derecede 

antioksidan ve antimikrobiyal aktiviteye sahip oldu�u görülmü�tür. Bu aktiviteden sorumlu 

bile�enlerin belirlenmesi önemlidir. Bu anlamda bu çal��ma kapsam�nda sadece fenolik asit 

kompozisyonu belirlemeye çal���lm��, ekstraktlarda gallik asit, protokatekuik asit, 

protokatekaldehit, p-OH benzoik asit, klorojenik asit, kaffeik asit p-kumarik asit, ferulik 

asit, sinapik asit bile�iklerinin varl��� tespit edilmi�tir. 

Çal��mada kullan�lan ekstraktlar�n biyoaktivitesi çal��malar�nda literatürde de pek 

çal���lmam�� olan karbonik anhidraz aktivitesine etkileri ara�t�r�lm��t�r. �nsan eritrosit 

karbonik anhidraz I ve II izoenzimlerinin her ikisinin de elde edilen tüm ekstraktlar 

taraf�ndan inhibe edildi�i görülmü�tür. Bu enzimin inhibitörlerinin glakom, kanser, 

diyabet, epilepsi dahil bir çok hastal�kta kullan�m potansiyelinin olmas�, bu bitkilerin 

bile�enleri ve CA inhibisyonundan sorumlu olanlar�n�n belirlenmesi çal��malar�n� de�erli 

yapmaktad�r. 

Sar� ormangülü (zifin) çiçekleri ile yap�lan uçucu ya� eldesinde klasik ve asitli 

(AHC) uygulama sonucu elde edilen ürünlerde antioksidan ve antimikrobiyal çal��malar 

yap�lm��, AHC uygulamas�n�n biyoaktiviteye önemli etkisinin oldu�u görülmü�tür. Bu 

etkiden sorumlu bile�iklerin ayd�nlat�lmas� amac�yla uçucu ya�larda GC-MS analizi 

yap�lm�� ve bile�enler MS kütüphane verileri ve RT de�erleri literatür verileriyle 

kar��la�t�r�larak belirlenmi�tir. AHC uygulamas� neticesinde baz� bile�iklerin miktarlar�n�n 

azald���, baz�lar�n�n tamamen kayboldu�u, bunun yan�nda baz� yeni bile�iklerin de 

olu�tu�u görülmü�tür. AHC uygulamas�nda asit katalitik dönü�ümlerinin çe�itlili�i göze 

çarpmaktad�r. Bu yöntem bitkilerde yap�lacak kemotaksonomik ara�t�rmalar için iyi bir 

araç olma kapasitesindedir. 
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Sonuç olarak çal��ma bulgular� R. ponticum ve R. luteum çiçek ve yapraklar�nda 

biyoaktivite ve bundan sorumlu bile�enlerin belirlenmesinin hem bilimsel hem de 

endüstriyel aç�dan de�erli olaca��n� göstermektedir. 
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