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ONSOZ
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Ayirca doktora 6grenimim sirasinda burs destegiyle sahsimi destekleyen TUBITAK-
BIDEB’e tesekkiirlerimi sunarim.

Son olarak dostlugun kendisinde tam anlamini buldugu, ayn1 ana-babadan olmasak
da kardeslik kelamiyla hayatimda 6nemli yeri olan biricik dostum Saymn Cem COLAK’a,
canim anneme, babama ve kardeslerim Perihan ve Kiibra’ya tesekkiirii bir borg bilirim.

Hiiseyin SAHIN
Trabzon 2014



TEZ BEYANNAMESI

Doktora Tezi olarak sundugum “Orman Giilii Bali ve Bitkisindeki Grayanotoksin-1II
(GTX-111) Izoformunun LC-MS/MS ile Analizi” baslikli bu ¢alismay bastan sona kadar
danigsmanim Prof. Dr. Sevgi KOLAYLI’'nin sorumlulugunda tamamladigimi, verileri ve
ornekleri kendim topladigimi, deneyleri ve analizleri ilgili laboratuarlarda yaptigimi, baska
kaynaklardan aldigim bilgileri metinde ve kaynak¢ada eksiksiz olarak gosterdigimi,
calisma siirecinde bilimsel arastirma ve etik kurallara uygun olarak davrandigimi ve

aksinin ortaya ¢ikmasi durumunda her tiirlii yasal sonucu kabul ettigimi beyan ederim.
03/02/2014

Hiiseyin SAHIN



ICINDEKILER

Sayfa No
ONSOZ ...t I
TEZ BEYANNAMESI .....ocoiititiieee ettt v
ICINDEKILER ... oottt ettt ettt ettt ettt sttt et st e e Vv
@ 725 SO VI
SUMMARY ettt bttt b et bt e et Re e bt re e be et e IX
SEKILLER DIZINI ..ottt X
TABLOLAR DIZINI ..ottt Xl
SEMBOLLER DIZINT .....cocviviiiiiicc e X1
1. GENEL BILGILER ..ottt 1
1.1. TOKSINIET ... 1
1.2. Grayanotoksin (GTX) Neir?.......cccveiveeiieceee e 1
1.3. Tiirkiye’de Sik Goriilen Toksik Rhododendronlar-Orman Giilii .............c.cc...... 3
14. Bal V& BIlESIMI ..oociviiiiiciiic e 4
1.5. Orman Giilii Balt (Deli Bal) .....cccoiiiiiiiiiiiicee e 5
1.6. Orman Giilii Bali (Deli Bal) Tarihgesi......couvvvvviiiiiiiiiiiiiiiie e 6
1.7. Orman Giilii Bali igerigindeki Toksinin Viicuda EtKisi.........cccoceveriveriirererennns 7
1.8. Alternatif Tipta Balin Onemi-ApPiterapi ........cccoeveveeeeeeeeseeeeeeee e, 7
1.9. Antioksidan BileSenler ...........ccoiiiiiiiiiiiiii e 8
1.10. Fenolik BIleSIKIOT .......ccoiviiiiiiiiiec e e e 9
1.10.1. FENOITK ASITIET ... e 9
1.10.2. FIAVONOIAIET ..o 11
1.10.2.1.  ANtOSIYANTAINIEE ..o 12
1.10.2.2.  Flavonlar ve FIavonollar.............ccoccoviiiiiiiiiicee s 12
1.10.2.3. FIAVANONIAT ..o 13
1.10.2.4. Katesinler ve Loykoantosiyanidinler..........ccccovvvvviiieriiiiniiies e siee e 14
1.10.2.5.  Proantosiyanidinler (Kondense Tanenler) ..o, 14
1.11. Antioksidan Tayin YONtemMIETT ........cccvvviiiriiiieiiiie e 15
1.11.1. Toplam Fenolik Madde MIKtart .........cccoeviiiiiiiiiiiiiceseeeceee e 15
1.11.2. Demir (1) indirgeme/Antioksidan GUig-FRAP ..........cccecevvveveeireerireeceeenns 16
1.11.3. Serbest Radikal Temizleme Antioksidan Tayinleri.........ccccoovnniiiinininn, 16
1.11.3.1. DPPH- Radikal Temizleme AKLIVILEST ......ccvveerieriiieiiieiieeniee e 16



1.11.3.2.
1.12.
1.12.1.
1.12.1.1.
1.12.1.2.

2.1.
2.1.1.
2.1.2.
2.1.3.
2.2.
2.3.
2.4.
2.5.
2.5.1.
2.6.
2.6.1.
2.6.2.
2.7.
2.7.1.
2.7.2.
2.7.3.
2.7.4.
2.7.5.

2.8.

2.8.1.
2.8.2.
2.8.3.
2.8.4.

3.1.
3.1.1.
3.1.2.
3.1.2.1.

ABTSe Radikal Temizleme AKHVITEST ...ccvvervreiierreieiierieesee e 17
Kromatografi ........ccveiieicic e 17
Yiiksek Performansli Sivi Kromatografisi (HPLC).......cccccoeoiiiiiiiiiiiciece, 18
Ultraviyole (UV) DedeKtOr. ......cccuiiiiiiiiiiieiie et 20
Kiitle Spektrometrik (MS) Dedektor ..........coovvviiiiiiiierice e 20
YAPILAN CALISMALAR .....ooiiiieeee e 24
Calismada Kullanilan Materyaller...........cocooiiiiiiiiiiiiiie e 24
CINAZIAT ..o 24
Kimyasal Madde ve Malzemeler..........ccoviiiiiiiiiiineceee e 24
(010 7/<] 111 (< (TR 25
Numunelerin Temini, Saklama YONtemi.......ccocvveeeeeiiiiiiiieieeeee e e 27
Ballarin Palinolojik TeSti.........ccovveiiiiiiiiiiiicc s 30
Orneklemlerin Ekstraksiyon Sartlart ..........c.cccooeceveririiccuereinieeneeessseesenas 30
LC-MS/MS ANGNIZIE ..o 31
Cihaz Parametreleri ..... ... 31
HPLC-UV ile Fenolik Bilesiklerin Tayini........c.cccooveiiiiiiiiiiiniciicicee 32
RP-HPLC-UV KOSUIAIT ....utiiiiiiiiieiiie it 32
Standartlar ve Kalibrasyon ... 33
ANtIOKSIAAN ANAIZIET ... 34
Toplam Fenolik Madde Tayini.......ccccvveiieiiiiiiic e 34
Demir (1) indirgeme/Antioksidan Giig-FRAP TayiNi.........ccccevevvvriiverernnn. 34
DPPH- Radikal Temizleme Aktivitesi Tayini.......ccccoerivieniiiiiiiiieiiieniennene 35
ABTSe Radikal Temizleme AKEIVItEST TAYINI ....ccvivirveiiiirciiieceeeceee, 36
DPPHe ve ABTSe Radikal Temizleme Aktivitesi SCsp Degerlerinin

BUIUNMAST ... 36
Deneysel Hayvan Caligmalart ..........c.ccooviiiiiiiiiiiiieeee 37
Deney Hayvanlart ..o 37
Deney Gruplart ve Uygulamalar.............ccooviiiiiiiiiiiicieee 37
Viicut AGIrIiZ1 Takibi .oo.eviiiiiic e 38
Dekapitasyon, Materyallerin Almmas1 ve On Islemler.............c..cocvuevernnnnene, 38
BULGULAR ...ttt sttt e e nee s 39
LC-MS/MS ile GTX-T ANANZI.....cccooiiiiiiiiiiiee e 39
MS-MS Tarama Parametreleri...........ccoooiiiiiiiiiicce e 39
Metod Validasyon Parametreleri........ccoovvviiieiie i 39
Lineer OlgHM ATAlISL.....c.cvoviviviveieiiceeiee e 39



3.1.2.2.  Tayin Limiti (LOD)/Olgiim Limiti (LOQ) ..ccceevieirerereriiecreeieieeeeveeieneeee, 40
31230 KESINIK. .o 41
3.1.2.3.1. TekrarlanabilirliK ..........cooooeiiiiiie s 41
3.1.2.3.2. Geri KAZanImM.......ooviiiiiiiiieiic et 41
3.2. Orneklemlerin GTX-IIT MIKtarlart .........cceueeeueeeueeeeeeeecececceeeceeeeeeeesececesseseees 42
3.3. RP-HPLC-UV ile Fenolik Bilesen Analizi Validasyon Parametreleri ve

Kromatogramlart ..........cccooviiiiiiiiiic e 46
3.4. Bazi Orneklerimlerin Fenolik Bilesen SONUGIAri.........cccovvvvcvericecsceceeenns 49
3.4.1. Baz1 Bal Orneklemlerinin Fenolik Bilesen SOnuGlart .........cccocovvvvercecerennnee. 49
3.4.2. Baz1 Bitki Orneklemlerinin Fenolik Bilesen SONuUGIart.........c.ccvovvvvvecerernnnen. 50
3.4.2.1. Bazi Mor Cicekli Orman Giilii Bitkilerinin Fenolik Bilesen Sonuglari ........... 50
3.4.2.2. Bazi Sar1 Cigekli Orman Giilii Bitkilerinin Fenolik Bilesen Sonuglari............ 51
3.5. Orneklemlerin Antioksidan SONUGIATT .........ceuevevrueeceeececececceeeceeeeeeceeeeeeeeeeeeees 52
3.5.1. Bal Orneklemlerinin Toplam Polifenol ve FRAP Testi Sonuglari................... 52
3.5.2. Bal Orneklemlerinin DPPH ve ABTS Testi SCso Testi Sonuglari.................... 53
3.5.3. Orman Giilii Bitkileri Toplam Polifenol ve FRAP Testi Sonuglart.................. 55
3.5.4. Orman Giilii Bitkileri DPPH ve ABTS Testi SCsp Sonuglart...........ccceeevnneen.. 56
3.6. Deney Hayvanlariyla Yapilan Biyokimyasal Denemeler.............cccooveninnnen. 57
4, TARTISMA VE SONUC ...ttt sttt 60
5. ONERILER ...ttt 73
6. KAYNAKLAR ...ttt sttt nbe e b e nnee s 76
7. EKLER et 88
OZGECMIS

VII
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OZET

ORMAN GULU BALI VE BITKiSINDEKI GRAYANOTOKSIN-III (GTX-I11)
[ZOFORMUNUN LC-MS/MS ILE ANALIZI

Hiiseyin SAHIN

Karadeniz Teknik Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisii
Kimya Anabilim Dal1
Danisman: Prof. Dr. Sevgi KOLAYLI
2014, 87 Sayfa, 48 Sayfa Ek

Deli bal, Rhododendron ¢iceklerinin kaynaklik ettigi, igeriginde grayanotoksinler
(GTX) denilen oldukga aktif toksinleri barindirir ve tiikketimi bir¢ok toksikolojik semptoma
sebep olabilir. Orman giilii bal ve bitkilerinin (R. ponticum ve R. luteum) karakterize
amaciyla planlanan calisma ii¢ basamaktan olugmaktadir; i) GTX tiirlerinin bir izomeri
olan GTX-III izomerinin LC-MS/MS ile tayin edilmesi i¢in metod gelistirmesi, 1) fenolik
bilesenlerinin ve antioksidan kapasitelerinin belirlenmesi, iii) deli bal ile beslenen sigan
kan serumlarindaki biyokimyasal parametrelerinin degisimlerinin incelenmesi. Sonuglara
gore; GTX-III miktari, bal orneklerinde 0,193-68,754 pg GTX/g numune, bitki
orneklerinde ise tespit edilemeyen (TE) diizeyden-760.435 pg GTX/g numune araliginda
tespit edildi. Fenolik bilesen agisindan p-OH benzoik asit ve katesin major bilesen olarak
bulundu. Ayn1 zamanda ballar ve bitki 6rneklerinin tiimiinde, toplam fenolik madde (TP):
0,095-44,109 mg GAE/g numune, demir (I11) indirgeme/antioksidan gii¢ (FRAP): 0.491-
558.403 pmol Troloks/g numune, % 50 oranda DPPH radikalini temizleyen etkin
konsantrasyon: 0.036-131.002 mg/mL ve % 50 oranda ABTS radikalini temizleyen etkin
konsantrasyon: 1.182- 1146.011 mg/mL olarak bulundu. Sigan kan serumlarinda analizi
yapilan biyokimyasal parametreler (AST, ALT, LDH, ALP, CK, CK-MB), kullanilan balin

konsantrasyonundaki artis ile gruplar arasinda anlamli degisiklik gosterdi.

Anahtar Kelimeler: Deli bal, Grayanotoksin-I1l, LC-MS/MS, R. ponticum, R. luteum
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PhD. Thesis
SUMMARY

ANALYSIS OF GRAYANOTOXIN-IT (GTX-111) ISOFORM IN RHODODENDRON
HONEYS AND ITS PLANTS BY LC-MS/MS

Hiiseyin SAHIN

Karadeniz Technical University
The Graduate School of Natural and Applied Sciences
Chemistry Graduate Program
Supervisor: Prof. Dr. Sevgi KOLAYLI
2014, 87 Pages, 48 Pages Appendix

Mad honey, which is produced from the Rhododendron flowers, contains highly
active toxins, called grayanotoxins (GTXs) and it can cause a wide spectrum of toxication
symptoms. With the aim of characterizing of Rhododendron honey and its plants (R.
ponticum and R. Luteum), this study consists of three steps: i) improving a method for
analyzing of GTX-IlIl by LC-MS/MS, ii) determining of phenolic compounds and
antioxidant activity, iii) examination of dynamic changes of certain biochemical
parameters in blood serum of rats consumed with mad honey. According results, different
quantity of GTX-I1l1 was determined ranging from 0.193 to 68.754 ng GTX/g sample for
honey, from not detected (ND) to 760.435 pug GTX/g sample for plants. In terms of
phenolic compounds, p-OH benzoic acid and catechin were also detected as major
phenolics. Furthermore, in honeys and plant samples, the antioxidant activities were found
as follows: total phenolic content (TPC) ranging from 0.095 to 44.109 mg GAE/g sample,
ferric reducing antioxidant power (FRAP) ranging from 0.491 to 558.403 pumol Trolox/g
sample, the scavenging DPPH radical by 50% ranging from 0.036 to 131.002 mg/mL, and
the scavenging ABTS radical by 50% ranging from 1.182 to 1146.011 mg/mL. In rat
serum, biochemical analysis of tested parameters (AST, ALT, LDH, ALP, CK, CK-MB)
were showed a significant elevation between increasing the concentration of honey and

groups.

Key Words: Mad Honey, Grayanotoxin-111, LC-MS/MS, R. ponticum, R. luteum
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1. GENEL BiLGILER

1.1. Toksinler

Toksin, insanlarda hastaliga neden olan, biyolojik olmayan maddeler grubudur. Bu
maddeler belirli bir dozda agiz, solunum veya deri yoluyla alindiginda biyolojik sistemlere
zarar verebilen 6zelliktedirler. Bir¢ok toksin gida kaynakli ve dogal kokenlidir. Gidalarda
bulunan toksik maddeler; dogal besin kaynakli toksinler, mikrobiyal toksinler ve kimyasal
kirleticiler olmak tizere ii¢ baglikta toplanmaktadir.

Dogal besin kaynakli toksinler, bitki, hayvan ve mantar kaynakli; mikrobiyal
toksinler bakteriyal ve mikotoksinler; kimyasal kirleticiler ise pestisit, metaller, ilag,
deterjan ve dezenfektan kalintilari, radyoaktif madde kalintilar1 vb. seklinde

degerlendirilmektedir.

1.2. Grayanotoksin (GTX) Nedir?

Grayanotoksin bir diterpen olup, azotsuz polihidroksile siklikhidrokarbonlardan
olusur (Lampe, 2009). Rhododendron L. (Ericaceae familyasi) gibi baz: bitkilerin nektar,
polen ve yaprak kisimlarinda bu toksin grubu goériilmektedir (Stevens, 1978).

Tiirkiye’de sik goriilen toksik Rhododendronlar; R. luteum ve R. ponticum’dur
(Gunduz vd., 2008). Amerika’nin batisindaki toksik rhododendronlar bati agelyast (R.
occidentale), Kaliforniya giili (R. macrophyllum) ve R. albiflorum’dur. Kuzey
Amerika’nin dogusunda dag defnesi (Kalmia latifolia) ve koyun defnesi (Kalmia
angustifolia) de grayanotoksin igerirler. Tallent vd. (1957) ve Adler (2000) Ericaceae
familyasindaki tiirlerin grayanotoksini az veya c¢ok bulundurma durumuna gore

spektroskopik veriler nazarinda 6zetlemis ve bu 6zet Tablo 1’de verilmistir.

Tablo 1. Ericaceae familyasindaki tiirlerin grayanotoksin bulundurma orani

Tiir Grayanotoksin Bulunma Oram®
Agauria spp. (DC.) Hooker *
Andromeda (Pieris) L.




Tablo 1’in devami

Pieris japonica (Thunb.) D. Don Fkk
Rhododendron L.

R. luteum Sweet **x

R. ponticum L. fake

R. occidentale *

R. macrophyllum *

R. albiflorum *

R. maximum L. *x

R. japonicum (Gray) Suringar *

R. catawbiense Michx. folelad
Kalmia L.

Kalmia latifolia L. *

K. angustifolia L. falea
Pernettya Gaud.

P. coriaceae Klotzsch *x

# Bulunma oran1 (spektroskopik veri); “*, az”, “**_ orta” ve “*** cok”

En son 60 farkli grayanotoksin ¢esidi belirlenmis olup bunlardan I, II, Il ve IV
izoformlar1 siklikla karsilagilan toksik ajanlardir (Gunduz vd., 2011). Grayanotoksin I,
andromedotoksin; grayanotoksin 1l, desasetilanhidromedotoksin; grayanotoksin Il ise
desasetilandromedotoksin olarak tarif edilir (Kurtoglu, 1992).
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Sekil 1. Grayanotoksin formlari

Tablo 2. Grayanotoksin izofromlarinin R gruplar

Grayanotoksin -R? -R? -R®
Grayanotoksin | -OH -CHjs -H
Grayanotoksin 11 -CH,- -H
Grayanotoksin 111~ -OH -CHj3 -Ac

Grayanotoksin 1V -CH,- -Ac




Rhododendronda ana toksik izomer grayanotoksin III olmasina ragmen,

grayanotoksin | ve grayanotoksin Il az miktarlarda bulunmaktadir.

1.3. Tiirkiye’de Sik Goriilen Toksik Rhododendronlar-Orman Giilii

Tiirkiye basta olmak iizere Ispanya, Portekiz, Japonya, Brezilya, Amerika Birlesik
Devletleri (ABD), Nepal ve Ingiliz Kolombiyasi’nda Rhododendron familyasinin 750°den
fazla tiirli bulunur ama her tiirlinde grayanotoksin yoktur (Viccellio, 1993; Milne ve
Abbott, 2000). Toksin ihtiva eden tiirler arasinda Tiirkiye’de 6zellikle Dogu Karadeniz’in
daglik kesiminde mor ¢igekli (Rhododendron ponticum) ve sari ¢igekli (Rhododendron
luteum) fazlasiyla yayilim gostermistir (Sekil 2-5) (Terzioglu vd., 2001).
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Sekil 4. R. luteum Tiirkiye’deki dagilimi
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Sekil 5. R. ponticum Tiirkiye’deki dagilimi

Bu tiirler, siyah zehir ve sar1 zehir olarak bilinmektedir. Kuzey Karadeniz sahil kiyis1
boyunca uzanan daglarda bulunan bu iki Rhododendron tiiriiniin ¢igekleri grayanotoksin
icerdikleri i¢in, bu ¢igeklerden iiretilen ballar toksik etki tasiyabilmektedirler.

Halk arasinda “egrici¢egi”, “zifin” ya da “sar1 agu” gibi isimlerle de bilinen, R.
luteum, Tirkiye’de yayilist bilinen diger orman giilii tiirlerinden farkli olarak, kisin
yapraklarin1 doken bir ¢ali tliridiir. Yaklasik 4 metreye kadar boylanabilir ve sar1 renkteki
cigeklerinin 5-15 tanesi siirgiin ucunda bir arada bulunur.

R. ponticum her dem yesil, mor ¢igekli Karadeniz Bolgesi’nde invaziv olarak gelisen
bitkilerdendir, yan1 sira pek ¢ok Akdeniz tilkesinde ve Britanya adalarinda orman yasamini
tehdit etmektedir. R. ponticum’ un toksin miktar1 yiiksektir. Fakat R. ponticum Kuzey
Anadolu’da romatizmal ya da dis agrisi, yaygin soguk alginligi ve 6dem tedavisinde dahili

ve harici analjezik olarak kullanilir.

1.4. Bal ve Bilesimi

Bal, eski caglardan giiniimiize kadar sekerin konsantre hali olarak viskoz ve aromatik
ozellik tasiyan ve terapoOtik onemi giderek artan bir besin maddesidir. Bal arilar1 (Apis
mellifera) tarafindan dogadan toplanir ve igeriginde yaklagik 200 bilesene yer verdigi
bilinir (FAO, 1996; Weston, 2000). Tiirk Gida Kodeksine gore ise bal, bitki nektarlarinin,
bitkilerin canli kisimlarin, salgilarinin veya bitkilerin canli kisimlar iizerinde yasayan
bitki emici boceklerin salgilarinin bal arisi tarafindan toplandiktan sonra kendine 6zgii
maddelerle birlestirerek degisiklige ugrattigi, su igerigini diisiirdiigli ve petekte

depolayarak olgunlastirdigi dogal bir tiriin olarak tanimlanmaktadir (Tirk Gida Kodeksi,



Bal Tebligi, 2012/58). Ayrica gerek Tiirk Gida Kodeksi ve gerekse Codex Alimenterius ile
European Commission kriterlerine gore balin herhangi bir katki maddesi kabul etmeyecegi
vurgulanmaktadir (Codex STAN, 2001; European Commission, 2002).

Balin bilesimi bulundugu floraya, ¢evre kosullarina, koloninin durumuna ve iklim
sartlaria gore degisiklik gostermektedir (Anklam, 1998; White, 1979). Bal, ana bilesen
olarak karbohidrat ve suyun yaninda organik asitler, aminoasitler, proteinler, ugucu
bilesenler, enzimler ve fenolik bilesenler de icermektedir. Balin bilesimi ¢esitlilik
gostermekle birlikte tipik bir bal ortalama % 76 seker, % 20 su, % 0,18 kiil, % 1 toplam
polifenol, protein gibi bilesenlerin yani sira koruyucu olarak a-tokoferol, askorbik asit,
flavonoidler ve diger fenolikler, glukoz oksidaz, katalaz ve peroksidaz gibi enzimleri de

icermektedir (White, 1979).

1.5. Orman Giilii Bah (Deli Bal)

Orman giilii bali, yiiksek oranda grayanotoksin igeren Sapindaceae familyas: ve
Ericaceae familyasinin Rhododendron ponticum ve Rhododendron luteum tiirlerinin
nektarinin bal arilar1 tarafindan toplanmasi, dehidre edilip, olgunlagsmast sonucu
olusturulan dogal bir triindir (Boliikkbas1 2010; Ceter ve Giiney, 2011). Bu bal, amber
renginde ve berrak goriiniimlii olup kendine has tadi kokusu olan ve kolay kristallenmeyen
bir besindir. Kaynatilirsa ve uzun siire bekletilirse toksisitesi kaybolur. Bu nedenle
zehirlenmeler taze balla ortaya ¢ikmaktadir. Halk arasinda bu tiir ballarin siitle kaynatilip
koptigli alinmak suretiyle zehirsiz hale gelecegi yaygin bir inanistir (Calangu, 1995). Bu
bal iilkemizde, halk arasinda deli bal, tutar bal veya aci bal olarak bilinir (Pamir, 1969;
Kurtoglu 1992). Yapilan bilimsel ¢calismalarda orman giilii balinin nem, kiil, seker, mineral
madde yoniinden diger ballardan farkli olmadigi bildirilmektedir (Silici vd., 2010). Yapilan
bilimsel ¢alismalarda bu balin yiiksek fenolik madde igerigine sahip oldugu ve bundan
dolay1 ytiksek antioksidan, antimikrobiyal aktiviteye sahip oldugu bildirilmektedir (Silici
vd., 2010). Dolayisiyla bu bal her ne kadar toksik etkiye sahip ajanlar barindirsa da o6te
yandan azimsanmayacak derecede biyoaktif 6zellige de sahip oldugu vurgulanmaktadir

(Silici vd., 2010).



1.6. Orman Giilii Bah (Deli Bal) Tarihgesi

Bal zehirlenmesi Rhododendron tiirii bitkilerin ¢i¢eklerinden beslenen arilar
tarafindan olusturulan balin yenmesiyle meydana gelir. Rhododendron zehirlenmesi, deli
bal zehirlenmesi veya grayanotoksin zehirlenmesi gibi isimler alir.

Tarihsel siirecte ilk defa deli bal, M.O. 67°de Kuzeydogu Anadolu’da Kral
Mithradates IV. tarafindan Pompeyin ordularina karsi taktiksel manada kullanilmistir.
Kralin bagdanigmani ve tabibi olan Kateus’un taktigi dogrultusunda kendi topraklarina
ilerleyen Romalilarin yolu {izerine i¢i orman giilii bali ile dolu petekler konulmustur. Bu
baldan tiilketen Romal1 askerler kisa siirede zehirlenerek etkisiz hale getirilmistir (Eraydin,
2011).

M.O. 401 yilinda gergeklesen bir olay1 betimleyen ve literatiire kazandiran Yunan
tarih¢i ve komutan Xenephon, deli bal zehirlemesi olayina “Sirus’un Sevki” giinliigiinde su
sekilde yer vermigstir: “Colchianlarin dagina ¢ikip yerlilerini bozguna ugrattiktan sonra,
Yunanlilar onlarin kdylerinde kamp kurdular. Orada onlara garip gelen bir sey yoktu, ama
ar1 kovanlarinin ¢oklugu alisilmisin disindaydi ve bu bal peteklerinden yiyen askerlerin
hepsi suurlarin1 kaybettiler, kustular ve ishal oldular. Ayrica hig birisi ayakta duramiyordu;
sadece biraz yiyenler asir1 sarhos, fazla yiyenler ¢ildirma noktasinda, bazilar1 ise 6liim
derecesindeydi. Baldan yiyen askerlerin hepsi yere y18ilip kaldilar. Orada sanki biiyiik bir
yenilgi olmustu ve genel bir hiiziin ve ¢okiintii hali vardi. Ertesi giin onlardan higbiri 6lii
bulunmadi ve suurlarini asag1 yukari bir 6nceki giin kaybettikleri zamanla es degerli olarak
geri kazandilar, ligiincii ve dordiincii giinde ise sanki bir beden egitimi yapmiggasina ayaga
kalktilar.” (Gokeel, 1984; Eraydin, 2011). Tarihte kendisini yer verilen bu iki olay
anlasildigina gore orman giilii bali biyolojik silah olarak kullanilmistir.

1794 yilinda orman giilii bali zehirlenmesinin etkileri ABD’de ilk defa Amerikali
botanik uzmani Barton tarafindan Amerikan Filozoflar Toplulugunda sunmus, 1802 yilinda
ise bu bulgular bir dergide yaymlamistir (Tutkun, 1993).

Ondokuzuncu yiizyillda Avrupa ve Kuzey Amerika’da karsilasilan deli bal
zehirlenme olgular1 kayit altina alinmig, bu dogrultuda Colema, 1853 yilindaki
calismasinda New Jersey’den 14 ve Branchville’den ise 23 orman giilii balindan zehirlenen

hastaya ait semptomlar1 diinya literatiiriine kazandirmistir (Kebler, 1896).



1896°’da Amerikan eczacilar birliginin yillik toplantisinda konusan Kebler,
ABD’deki orman giilii bali zehirlenmesi vakalarin1 Princeton ve New Jersey’de goriilen 8
adet zehirlenmeyle 6rneklendirmistir (Kebler, 1896).
Gegmise dayanan bu drneklemlerin yani sira halen giiniimiizde yilin belirli donemlerinde

orman giilii bali kaynakli zehirlenme vakalari rapor edilir durumdadir (Durmus vd., 2007).

1.7. Orman Giilii Bah I¢erigindeki Toksinin Viicuda Etkisi

Hiicre membranlarindaki sodyum kanallarina baglanarak toksik etki olusturdugu
bildirilen GTX, hiicre membranlarda sodyum iyonlarinin permeabilitesini artirmaktadir
(Basgiil, 2003). Hiicreler bdylece depolarize durumda kalir. Iskelet kasina, kalp kasina ve
santral sinir sistemine etkileri buna baglidir. Cogunlukla O&ldiirici olmayan GTX
zehirlenmelerinde belirtiler; cilt ve bogazda yanma hissi, agiz ve burunda kasinma, deride
ve gozlerde kizariklik, vertigo ve bas agrisi, bulanti, kusma, salivasyon, kramp tarzi karin
agrisi, idrar ve gaita kagirma, gastroenterit, halsizlik, gorme bulaniklig1 veya gegici korliik,
ates nobetleri, derin bradikardi, hipotansiyon veya kollaps, hipereksitabilite, konviilzyon,
delirium ve hatta koma ortaya ¢ikabilir (Basgiil, 2003; Gunduz vd., 2008; Dilber vd.,
2002). Ayrica her tiir ritm bozuklugu bildirilmistir (Onat vd., 2001; Gunduz vd., 2006).
Toksik dozu bilinmemekte olup, zehirlenme doza bagl olarak (5-30 g) birkac¢ dakikadan 2
veya daha fazla saatlik latent periyot sonrasi ortaya ¢ikar (Siitliipinar ve Mat, 1993). En sik
goriilen bulgular olan hipotansiyon, bradikardi ve diger disritmiler, solunum sistemine olan

etkilerinin yaninda, pek sik goriillmeyen bir etki olan konviilzyondur (Gunduz vd., 2008a).

1.8. Alternatif Tipta Balin Onemi-Apiterapi

Apiterapi ar1 tirlinleri ile yapilan tedavi yontemlerine verilen genel bir isimdir. Basta
bal olmak {iizere ar1 {irlinleri gegmisten giiniimiize degin halk arasinda bircok hastaligin
tedavisinde kullanilmaktadir. Geleneksel bu kullanim tarzi bilim diinyasinin ilgisi ¢ekmis,
ar1 lirtinleri ve de 6zellikle bal, bilimsel arastirmalar i¢in 6nemli bir parametre olmustur.

Biinyesinde barindirdigi birgok yararli tibbi etkiden otiirii bal, ¢ok yiiksek
potansiyelli bir besindir. Bu potansiyelin énemli bir merhalesini olusturan antimikrobiyal

0zelligi onun dogal bir besin oldugunu ortaya koymustur (Mundo vd., 2004). Bu 6zellik



balin dogasinda bulunan glukoz oksidaz tarafindan iiretilen hidrojen peroksitle ve fenolik
bilesiklerle iligkilidir (Ulusoy, 2012; Silici vd., 2010; Alvarez-Suarez vd., 2010; Al-Waili
vd., 2011).

Ayrica bal, yara ve yaniklarin tedavisinde, cilt rahatsizliklarinda ve mide
rahatsizliklarinda yogun olarak kullanilmaktadir (Ulusoy, 2012). Tibbi destekli yapilan
calismalara gore balin, mide ve bagirsakla ilgili bozukluklarda (Haffeejee vd., 1985; Ladas
vd., 1995), yara ve yaniklarin iyilesmesinde (Efem, 1988; Subrahmanyam, 1991; Syazana
vd., 2011), akut ve kronik mide lezyonlarina kars1 gastrik koruma saglamasinda 6nemli bir
dayanak oldugu gosterilmistir (Ali, 1991; Ali, 1995; Biglari vd., 2012).

Baska bir arastirmada da AIDS hastalarinin oral kavitesinden izole edilen Candida
tiirlerine kars1 balin antifungal aktivite gosterdigi ve boylece oral lezyonlari tedavi etmede
kullanilabilecegi ongoriilmiistiir (Mulu vd., 2010; Ulusoy, 2012).

Balin antioksidan 6zelligi yapisinda bulunan fenolik bilesenler, askorbik asit, a-
tokoferoller, B-karotenler gibi bilesiklerden kaynaklanmaktadir. Bu kimyevi igerik botanik
orjinin farklilagsmasi nedeniyle balin tiiriinden tiiriine degismektedir (Frankel vd., 1998).
Biinyesinde sakli tuttugu bu 06zellik viicutta siirekli olusum halinde olan radikalik

maddelerin etkilerini azaltmak veya yok etmek i¢in kullanilmaktadir (Kiigiik vd., 2007).

1.9. Antioksidan Bilesenler

Oksijen hem aerobik yasamin kaynagi hem de enerji metabolizmasi i¢in gerekli bir
elementtir. Ancak bu faydali elementin yasam boyunca bir¢ok olumsuz etkiye de sebep
oldugu bilinmektedir (Diplock, 1998). Ciinkii biyolojik sistemlerdeki en onemli serbest
radikaller, oksijen igeren serbest radikaller olup bunlara serbest oksijen radikalleri (SOR)
ad1 verilmektedir. SOR’lar oksijenin suya indirgenmesi sirasinda ve farkli oksidatif stres
mekanizmalartyla olusmaktadirlar. Oksijenin eksik indirgenmesi sonucu olusan siiperoksit,
hidrojen peroksit, hidroksil radikalleri en iyi bilinen radikallerdir (Saral, 2013; Akkus,
1995). Ortaklanmamis elektron ciftine sahip olan bu radikallerin kimyasal reaktiviteleri
oldukga yiiksektir. Dolayisiyla protein, lipid ve DNA gibi bir¢ok biyolojik materyale zarar
vermektedirler.

Antioksidanlar, bu ve bunun gibi radikallerin etkisiyle meydana gelen oksidasyonu
yavaglatan veya durduran ya da olugsmasini engelleyen her tiirlii molekiile denilmektedir

(Young ve Woodside, 2001). Endojen (organizma tarafindan sentezlenen) ve eksojen



(disaridan besinlerle alinan) kaynakli olmak tizere baslica iki ana gruba ayrilirlar (Halliwell
vd., 1992).

Endojen antioksidanlar; hem enzimatik yapida hem de nonenzimatik yapida
olabilirler (Jerry vd., 2000). Enzimatik antioksidanlara; siiperoksit dismutaz (SOD), katalaz
(CAT), glutatyon peroksidaz (GPX), glutatyon rediiktaz (GR), glutatyon S-transferaz
(GST) ve mitokondriyal sitokrom oksidaz enzimatik olmayan antioksidanlara rediikte
glutatyon (GSH), bilirubin, ferritin, aloumin, seruloplazmin, melatonin, sistein, metiyonin,
laktoferrin, transferrin, haptoglobiilin ve tirik asit verilebilir (Saral, 2013; Young ve
Woodside, 2001; Fang vd., 2002; Mantle ve Preedy, 1999).

Eksojen antioksidan ise daha ¢ok bitkiler tarafindan sentezlenen ¢esitli vitamin ve
fenolik maddeler olup disaridan organizmaya almip etkinlik gostermektedirler (Saral,

2013; Kolayli ve Keha, 1999).

1.10. Fenolik Bilesikler

Sekonder metabolitler olarak da ifadelendirilen fenolik bilesikler, bitkiler aleminde
olduk¢a 6nem arz eden temel bilesenlerdir (Burns vd., 2001). Besinsel ve organoleptik
acidan onemli olan bu bilesikler, alt1 iiyeli aromatik halkaya (benzen) direkt bagl bir
hidroksil grubu (-OH) igeren aromatik bilesenlerdir (Fang vd., 2007). Genel olarak basit
fenoller ve polifenoller olmak iizere iki grup altinda toplanmaktadir. En basit fenolik
bilesik bir tane hidroksil grubu igeren benzendir ve fenol olarak adlandirilmaktadir. Birden
fazla hidroksil kokii iceren fenolik maddelere ise polifenoller denir. Ozetle bilinen tiim
fenolik bilesikler, basit fenollerdeki benzen halkasina farkli radikal gruplarin baglanmasi
ile olusmuslardir (Hallag Tiirk, 2009; Karagali, 2002). Baslik bazinda fenolik bilesikler;
fenolik asitler ve flavonoidler olmak {izere 2 grup altinda toplanmaktadirlar (Khoddami
vd., 2013).

1.10.1. Fenolik Asitler

Serbest halde bulunmayan, sinnamik ve benzoik asitten hidroksillenerek tiirevlenen
ve boylece ayrimi yapilan fenolik asitler, bitkilerin major iyelerindendir. Fenolik asitlerin

fonksiyonel gruplarindan karboksil gruplari, karbohidratlar, glikozidler, aminoasitler veya



proteinlerle reaksiyona girebilirler ve alkollerle fenol esterler, amino bilesikleriyle de

amidleri olustururlar. Fenolik asitlerin, fenol halkasina bagl hidroksil gruplari da ¢ok aktif

olup, sekerlerle birleserek glikozitleri olustururlar (Harborne, 1998; Akyiiz vd., 2013).

Grubun iiye basliklari, hidroksisinamik asitler (Cs-Cs), hidroksibenzoik asitler (Cs-C;) ve

hidroksisinamik asit tiirevleridir. Tablo 3’de bu basliklara 6rnekler sunulmustur.

Tablo 3. Bazi fenolik asitlerin yapisal gosterimleri

Fenolik Asitler

Hidroksisinamik Asitler (C¢-Cs)

-R; -R; -Rs3 -R4 -Rs
Kafeik Asit -H -H -H -OH -OH
® Ferulik Asit H -H  -H .OH  -OCHj,
R .
: N c’) [zoferulik Asit -H -H -H -OCHj; -OH
. . R p-Kumarik Asit -H -H -H -OH -H
4 2
| o-Kumarik Asit -H -OH -H -H -H
3
Sinapik Asit -H -H -OCHjs; -OH -OCHjs
Hidroksibenzoik Asitler (Cs-Cy)
-R; -R, -R;
Gallik Asit -OH -OH -OH
o] OH
Protokatekuik Asit -OH -OH -H
p-OH Benzoik Asit -H -OH -H
m-OH Benzoik Asit -OH -H -H
R; R, Vanilik Asit -OCH3 -OH -H
R, Siringik Asit -OCH; -OH -OCHj3;
Hidroksisinamik Asit Tirevleri
-R; -R, -R3 -R4 -Rs
Klorojenik Asit Kuinik -H -H -OH -OH
Asit
0 Izoklorojenik Asit Kuinik -H -OH -OH -H
R N\ Asit
0 Kaftarik Asit Tartarik -H -H -OH -OH
||z Asit
R, R, ' Kutarik Asit Tartarik -H -H  -OH -H
Asit
Ry Fertarik Asit Tartarik -H -H -OH -OCHj

Asit
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1.10.2. Flavonoidler

Flavanoidler, bitkilerin dogal yapilarinda bulunan polifenolik antioksidanlardir. Bu
bilesikler bitkinin biiylime ve gelismesini etkiledikleri gibi, hastalik etmenlerine karsi
savunma sisteminin de bir pargasini olustururlar ve bitki pigmentleri olarak bilinmektedir.
Bu etmenlerin yaninda genel manada farmokolojik, antimikrobiyal, antioksidan,
antifungal, antiinflamatuar, antialerjik, antikanserojen ozelliklerinin oldugu da
bilinmektedir (Havsteen, 2002; Hallag Tiirk, 2009; Havsteen, 2002).

Flavonoidlerin karbon iskeleti, iki fenil halkasinin propan zinciri ile birlesmesinden

olusan ve 15 karbon atomu i¢eren, difenilpropan (Cs-C3-Cs) yapisindadir (Sekil 6).

Sekil 6. Flavonoidlerin genel yapisi

Yapilarindaki -OH gruplari, reaktif 6zelliklerinden dolayr kolaylikla glikozitlenir
(Bilaloglu ve Harmandar, 1999; Nizamlioglu ve Nas, 2010). Bu bilesikler bitkide hastalik
etmenlerine karsit savunma mekanizmasinda ve gelisme faktorleri iizerinde biiyiik rol
oynar. Bitkilerde ¢ogunlukla glikozit formunda ve hiicre 6z suyunda ¢oziinen pigmentler
olarak vakuollerde ve idioplastlarda bulunurlar (Sefer, 2000). Yaklasik 6500 farkli
flavonoid tiiri yapisal olarak 5 farkli baslikta toplanmaktadir ve Tablo 4’te verilmistir
(Saldamli, 2007). Bu gruplar flavonoidlerin yapisinda bulundurdugu heterosiklik halkanin
oksidasyon derecesine gore farklilik arz etmektedir (Halag Tiirk, 2009).

Tablo 4. Flavonoid gruplari

Grup Ismi

Antosiyanidinler

Flavonlar ve Flavonollar

Flavanonlar

Katesinler ve Loykoantosiyanidinler
Proantosiyanidinler (Kondense Tanenler)

g~ wN PR
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1.10.2.1. Antosiyanidinler

Antosiyanidinler, dogada serbest halde bulunmazlar, sekerlere glikozit olarak
baglanmis halde bulunurlar ve sekerlere baglanma pozisyonlarina gore gruplandirilirlar
(Shahidi ve Naczk, 1995). Antosiyaninler, bitkilerde pembe, kirmizi, mavi, turuncu ve mor
tondaki gesitli renklerini veren Ve suda ¢6ziinebilir nitelikteki renk pigmentleridir (Hulme,
1971). Sekil 7’de antosiyanidinlerin genel yapilart ve Tablo 5’de bazi iyelerinin
fonksiyonel gruplarina yer verilmistir (Belitz ve Grosch, 1999).

Sekil 7. Antosiyanidinlerin genel yapisi

Tablo 5. Baz1 antosiyanidinlerin fonksiyonel gruplar1 ve barindirdig: renklilikleri

Antosiyanidinler Kisaltmasi -Ry -R, Renkliligi
Delfinidin Dp -OH -OH Koyu Mavi
Malvinidin Mv -OCHs -OCHs Mor
Pelargonidin Pg -H -H Turuncu
Peonidin Pn -OCHjs -H Acik Kirmizi
Petunidin Pt -OCHj3 -OH Mavi-Mor
Siyanidin Cy -OH -H Kirmizi

1.10.2.2. Flavonlar ve Flavonollar

Flavon ve flavonollarin kimyasal yapi farkliklari, orta halkanin 3. pozisyonundaki
karbon atomuna bagli grubun —H veya —OH grubu olmasindan kaynaklanmaktadir
(Cemeroglu vd., 2001). Yapisal olarak antosiyanidinler gibi sekerlerle glikozit halinde
baglanmis olarak bulunurlar (Saldamli, 2007). Sekil 8’de flavonlar ve flavonollarin genel

yapilart ve Tablo 6’da bazi iiyelerinin fonksiyonel gruplarina yer verilmistir (Cemeroglu,
2004).
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Sekil 8. Flavonollar ve flavonlarin genel yapisi

Tablo 6. Baz1 flavonol ve flavon fonksiyonel gruplari

Flavonollar Flavonlar
X=-OH X=-H
-R1 -R, -R1 -R,
Isoramnetin -OCHjs -H Apigenin -H -H
Kamferol -H -H Krisoeriol -OCHjs -H
Kuersetin -OH -H Luteolin -OH -H
Mirisetin -OH OH Trisin - OCHj3 -OCHs3

1.10.2.3. Flavanonlar

Flavanonlar da dogada genellikle glikozid formda bulunurlar. Yapisal olarak
flavonlardan farki Cs halkasinda ¢ift bag bulundurmaz. Sekil 9°’da flavononlarin genel

yapilar1 ve Tablo 7°de bazi liyelerinin fonksiyonel gruplarina yer verilmistir (Nibbs ve
Scheidt, 2012).

OH o

Sekil 9. Flavanonlarin genel yapisi
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Tablo 7. Bazi flavanonlarin fonksiyonel gruplari

-R; -R>
Naringenin -H -OH
Eriodictyol -OH -OH
Hesperetin -OH -OCHj;

1.10.2.4. Katesinler ve Loykoantosiyanidinler

Hidroksil grubu ve fgiincli karbon atomunda doymus bag iceren flavonoidler,
flavonoller olarak bilinirler ve renksiz bilesiklerdir. Gidalarda en yaygin olarak bulunan
flavonoid grubunu olustururlar. Sekil 10°da katesinlerin genel yapilar1 ve Tablo 8’de baz1

tiyelerinin fonksiyonel gruplarina yer verilmistir (Shahidi ve Naczk, 1995).

Sekil 10. Katesinlerin genel yapilari

Tablo 8. Bazi katesinlerin fonksiyonel gruplari

Form A Form B
-R -R
(-)-Epikatesin -H (-)-Epigallokatesin -H
(-)-Epigallokatesin -OH (+)-Gallokatesin -OH

1.10.2.5. Proantosiyanidinler (Kondense Tanenler)

Proantosiyanidinler, katesinlerden veya ldykoantosiyanidinlerden olusan polimerik
yapilardir. Sekil 11°deki gibi sayet epikatesin ve katesin kondensasyonu ile olusuyorsa
prosiyanidin, katesin ve gallokatesin kondensasyonu ile olusuyorsa prodelfinidin denir
Nizamlioglu ve Nas, 2010).
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Sekil 11. Proantosiyanidinlerin kimyasal yapis;; R=H: Prosiyanidin,
R=OH: Prodelfinidin

1.11. Antioksidan Tayin Yontemleri

In vitro ve in vivo olarak gelistirilmis pek ¢ok antioksidan aktivite dlgme yontemi
literatiirde mevcuttur. Bu yoOntemlerin dayandigi prensipler genel olarak oksidasyon
olusumunu o6nlemek, olusan oksidan ajanlarin temizlenmesini veya indirgenmesini
saglamak, oksidasyon iriinlerinin etkilerinden koruyan ve olusan radikalik zincir
reaksiyonlarin1 durdurmaktir.

In vitro olarak toplam antioksidan aktivitenin 6l¢iilmesinde ise iki temel prensibe
dayanan yontemler kullanilmaktadir. Bunlar; hidrojen atomunun transferine dayanan
yontemler (ORAC, TRAP, LDL-oksidasyonu vb.) ve elektron transferine dayanan
yontemlerdir (Toplan fenolik madde miktarimin 6l¢iildiigii folin yontemi, FRAP, TEAC,
CUPRAC, DPPH, B-Karoten vb.) (Biiyiiktuncel E., 2013; Albayrak vd., 2010).

1.11.1. Toplam Fenolik Madde Miktar1

Yontem dogal iiriinlerde ve ballarda bulunan fenolik maddelerin Folin Ciocalteu
reaktifi ile renkli kompleks olusturmasi esasina dayanan Folin (Singleton ve Rossi, 1965;
Singleton vd., 1999) metodu ile renk dogal iiriinlerde toplam fenolik madde 6lgiimii igin en
cok kullanilmaktadir. Olusan mor menekse renkli kompleks 765 nm’de maksimum

absorbans olusturur.



16

1.11.2. Demir (111) indirgeme/Antioksidan Giic-FRAP

FRAP yontemi, dogal iiriinlerin antioksidan kapasitelerinin tayininde en sik
kullanilan yontem olup antioksidan maddelerin Fe (l11)- TPTZ kompleksinde bulunan
demir (IIT) iyonunun indirgenmesi esasina dayanan ve hidrojen transferi ne dayanan bir
yontemdir (Sekil 12). Metodu ilk olarak Oyaizu (1986) tarafindan gelistirilmis ve sonra
Benzie ve Strain (1999) tarafindan modifiye edilmistir. Cozeltide bulunan antioksidan
maddeler tarafindan indirgenen demir (III) 760 nm’de absorbas verir, absorbans ne kadar
ylksek olursa antioksidan aktivite o kadar yiiksektir. Sonuglar Troloks degeri cinsinden

ifade edilir.

7z
% \

[ VAN
N~ N
(III)Fe/ (")Fe
N
eS-TPTZ + 1nd1rgen antioksidan » Fe'2- TPTZ (595 nm'de koyu mavi)

Sekil 12. Demir (I1I)’iin indirgenme reaksiyonu

1.11.3. Serbest Radikal Temizleme Antioksidan Tayinleri

1.11.3.1. DPPHe Radikal Temizleme Aktivitesi

DPPHe (2,2- difenil-1-pikrilhidrazil) sentetik olarak iiretilen bir radikal olup 517
nm’de maksimum absorbans olusturur (Cuendet vd., 1997) (Sekil 13). Antioksidan madde
veya maddelerle muamele edildiginde DPPH¢’tan kaynaklanan mor rengin siddeti azalarak
absorbansin diisiistine sebep olmaktadir. Gerek standartlarla gerekse numunelerle
reaksiyona giren DPPHe reaktifinin olusturdugu absorbans degisimi 517 nm’de 6l¢iiliip

absorbanslara karsilik gelen konsantrasyonlar grafige gegirilir.
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N——N NO,

Sekil 13. DPPHe (2,2- difenil-1-pikrilhidrazil) geometrik gdosterimi

1.11.3.2. ABTSe Radikal Temizleme Aktivitesi

Hem biyolojik sivilara hem de gidalara uygulanabilen (Villano vd., 2004) ABTS
yontemi, ¢ok kullanilan basit ve giivenilir bir antioksidan aktivite 6l¢iim metotlarindan
birisidir. Yontem, ABTS’nin (2,2’-azinobis-(3- etilbenzotiazolin-6-silfonik  asit))
oksidasyonu sonucu olusan ABTS+" radikalinin etkisinin antioksidan maddece giderilmesi
ve olusan renkliligin 600—750 nm dalga boyunda belirlenmesi ilkesine dayanmaktadir
(Sekil 14). Reaksiyon sonucunda ekstraktlar (numuneler)’in etkin konstrasyonlari SCsg
cinsinden hesaplanmakta ve troloks standardi karsiliginca ifade edilmektedir (Garcia-
Alonso vd., 2004).

-K,$,0
CHs 28 CH:
C,Hs C2Hs

S S0y S S0
. < Antioksidan -
- S N= :O e L S /N=<
/ - — N
=N N —N
10 / N /
N \
\

ABTSe' ABTS (renksiz)

Sekil 14. ABTS<’nin persiilfatla oksidasyonu
1.12. Kromatografi

[k kez Rus botanik¢i Mikhail Tsvett (1903) tarafindan bitki pigmentlerinin ayrimimi
yaparak gelistirilen, bir karisimda bulunan maddelerin, biri sabit digeri hareketli faz olmak
tizere birbirleriyle karismayan iki fazli bir sistemde ayrilmasi ve saflastirilmasi yontemidir.

Tiim kromatografik ayirmalarda numune bir gaz, sivi ya da siiperkritik akigskan olabilen
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hareketli bir fazda ¢oziiliir. Ardindan bu hareketli faz uygun sabit faz boyunca gegirilir.
Numune igerisindeki farkli bilesenler sabit faz arasindan degisik hizlarda hareket
etmeleriyle eliisyon saglanmis olur. Hareketlilikteki bu farkliliklarin bir sonucu olarak
bilesenler kalitatif ve/veya kantitatif olarak analiz edilebilen ayr1 bantlar i¢inde ayrilirlar
(Skoog vd., 1998; Akyliz, 2011). Hareketli fazin 06zelliginin degisimi ile birlikte
kromatografik 6zellik de degismektedir. Bunlar, gaz (GC), siv1i (LC) ve siiper akiskan
(SFC) kromatografisi olmak iizere {i¢ baglik altinda toplanabilir. S1v1 ve gaz kromatografisi
baglig1 dort farkli prensip esas alinarak uygulanan bir tekniktir (Akytiz, 2011).

Bunlar:

e Adsorpsiyon kromatografisi (LC ve GC’de kullanilir.)

o Partitisyon kromatografisi (LC ve GC’de kullanilir.)

e Iyon degisimi kromatografisi (LC’de kullanilir.)

o Jel filtrasyon kromatografisi (LC’de kullanilir.)

1.12.1. Yiiksek Performansh Sivi Kromatografisi (HPLC)

Yiiksek performansl sivi kromatografisi (HPLC) 6zellikle biyolojik, farmakolojik,
gida, cevre ve endiistriyel orneklerindeki organik ve inorganik bilesenlerin ayrimini
saglayan analitiksel bir tekniktir (Erdik vd., 2000). Bilesen karisimlardan her biri mobil
(hareketli) fazin degisik akis oranlarinda kolon denilen sabit bir faz {izerinde farkl
stirelerde alikonarak ayrimi saglanir. Basit bir HPLC cihazi; mobil faz rezervuari, pompa,
enjektor, kolon, duruma gore oOncii kolon, kolon firini, dedektér ve kayit tutucudan
(bilgisayar) olusmaktadir (Akyiiz, 2011).

HPLC uygulamalar1 genelde tek bir ¢oziicii veya gradient denilen birden fazla
¢oziict sisteminin karistirilmasiyla gergeklestirilir. Karigimdaki polarite ayarlamasi ayrimi
yapilacak olan maddenin polarite degerine gore farklilik arz etmektedir. Burada hareketli
fazin akis hizi ayirma siiresince ayn1 olmali ve ¢oziicli sisteminde herhangi bir hava
kabarci1g1 kalmamasina dikkat edilmelidir. Ileri hassasiyet i¢in mobil faz icerigindeki olasi
hava kabarciklarinin veya ¢ozlinmiis gazlarin giderilmesi adina HPLC cihazlarinda pompa
tinitesinden once degaz tiniteleri de mevcuttur (Skoog vd., 1998). Yiiksek basingli mobil
faz akis hizim1 saglayan pompalar kromatografik ayrimin gergeklestigi analitiksel

kolonlarin oncesinde kendisine yer bulur. Diizenli akis hiz1 kolonun i¢ capina baghdir;
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kolonda kii¢iik i¢ ¢ap1 biiyiik akis hiz1 gerektirir ve gliniimiizde HPLC cihazlari i¢in 0,5-5
mL/dk akis hiz1 ve 400 bar ‘a kadar ¢ikabilen pompalar iiretilmistir (Akyiiz, 2011).

Analitiksel bir HPLC’de numune enjeksiyon sistemi otomatik veya manuel olmak
tizere iki farkli sekilde olabilmektedir. Manuel olan bir sistemde ornek enjeksiyonu
isleminin kolaylikla yapilabilmesi ve ¢o6ziicii akisinin enjeksiyondan etkilenmemesi igin
analiz edilecek ornek ¢ok uclu bir valfe gonderilir. Bu valf yardimiyla 6rnegin bulundugu
hareketli fazin kolana dogru taginmasi saglanir (Dursun, 2011).

HPLC’de bilesen ayrimi farkli kromatografik teknikler iizerine kurgulanmis ve bu
Kurgu analitlerin Ozelliklerine gore farklilik gosterir (Lindsay, 1987). Cogu HPLC
ayrimlar1 dagilma tipinde; hareketli ve sabit fazlarin bagil polarligina dayali olarak iki
temel prensip esasinda calisir (Akyiiz, 2011). Normal faz kromatografisinde (NPC), sabit
faz hareketli fazdan daha polardir. Dolayisiyla apolar karakteri yliksek olan
bilesen/bilesenler kolondan 6nce ayrilir. Ters faz kromatografisi (RPC) en kullanigh sivi
kromatografisidir. Burada sabit faz apolar, hareketli faz polardir. Analitler ylizeye
modifiye edilmis apolar fonksiyon gruplariyla baglanirlar. Bu baglamda en fazla kullanilan
ters faz kolonlar1 oktil (Cg) ve oktadesil (C1g) modifiye kolonlaridir. Bu ayrim tekniginde
en polar bilesen/bilesenler kolondan ilk dnce ¢ikar ve boylece ayrim farklilagir.

HPLC’nin kendini olusturan parca tnitelerin her biri ayr1 bir 6zenle korunmasi
gerekmektedir. Nitel ve nicel bazda hassas ayrim saglayan analitiksel kolonlarin korunmasi
da bu baglamda olduk¢a 6nemlidir. Kolonla enjeksiyon aletinin arasina opsiyonel olarak
kurulan koruyucu kolonlar bu gorevi yeterince saglamaktadir.

Dedektorler, kolondan eliie olan 6rnek bileseninden alinan cevap dogrultusunda
sinyallerin kromatogram tiizerinde pik olarak ifade edilmesini saglayan iinitedir ve kolon
sonrasina monte edilir. HPLC sistemlerinin kurulusunda bu yana ¢ok farkli &lgiim
ilkelerine dayanan dedektorler gelistirilmis veya gelistirilmektedir. Yaklasik on iki tane
dedektor LC sistemlerinde kullanilmasina ragmen bunlarin sadece dordii yaygin olarak
kullanilmaktadir. Bu dort dedektér; UV dedektor (sabit ve degisebilen dalga boyu),
refraktif indeks dedektorli, floresans dedektor ve kiitle spektrometresidir (Skoog vd.,
2007). Ancak ¢alisma kapsaminda sadece UV ve MS dedektorler kullanilmasindan 6tiirii

bu iki dedektorden soz edilecektir.
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1.12.1.1. Ultraviyole (UV) Dedektor

HPLC i¢in ideal bir dedektdr; genis konsantrasyon araligina, yliksek duyarliliga,
diistik giiriiltii seviyesine, istenen segicilige sahip olmali ve kromatografik ayrima kotii etki
yapmaksizin kolon akintisindaki bilesiklere duyarli olmalidir. Boyle bir dedektor sicaklik
ve basingtaki degismelere de duyarsiz olmalidir ve analizi yapilacak numunenin cinsine
uygun olmalidir (Hisil, 1999; Var vd., 2004). Bu sayilan 6zellikleri bir biitiin halinde
biinyesinde barindiran dedektor tiirlerinden biri de ultraviyole dedektorlerdir.

Pek ¢ok organik molekiil ve fonksiyonel grup 190-800 nm araliginda ultraviyole
(UV) ve/veya goriiniir (Vis) alanda elektromagnetik enerji absorplar. Kullanilan
sistemlerde siirekli ¢oziicii ile muamele altinda olan bilesenlerin molekiillerindeki bag
elektronlarinin uyarilmasiyla absorpsiyon denilen bilesene spesifik etki meydana gelir.
Boylece aranan bilesenin kalitatif ve kantitatif tayini gerceklesmis olur (Harwey, 2000).

LC sistemlere duyarli UV dedektorlerin, hem organik hem de inorganik sistemlere
uygun, 10%-10° M araliginda tipik duyarlilik degerine sahip ve bilimsel c¢aligmalarda
oldukca tercih edilen dedektor tipi oldugu bilinmektedir. Ancak bu geleneksel LC sistemler
tizerinde yapilan gelistirme calismalar1 neticesinde, doteryum veya tungsten lambali 151k
kaynakli diyot serili spektrofotometreler (DAD) kullanilmaya baslanmustir.

Bu sistemin UV/Vis dedektorden farki, 512 diyottan olusan bir yiizeyde, her diyodun
ayr1 bir dalga boyundaki absorbansi es zamanli olarak &lgebilmesidir. Olgiim verileri
istenilen dalga boyu araliginda alinir ve {i¢ boyutlu kromatogramlarla desteklenebilir. Es
zamanl alinabilen spektrumlar sayesinde eliie edilen ve sinyal veren bilesenlerin dogru

taninmas1 miimkiin hale gelir (Akyiiz, 2011).

1.12.1.2. Kiitle Spektrometrik (MS) Dedektor

Kiitle spektrometrik dedektorleri kalitatif ve kantitatif ayrimda siklikla kullanilan
dedektorlerdir. Burada, gerek sivi halde gerekse ucucu olmayan karisimlar1 6nce LC
sistemden gegirip bilesenlerine ayrildiktan ve ayrilan bilesenin iyon haline getirdikten
sonra kiitle/yiik (m/z) oranlar1 Onciiliglinde ayrim sonucuna erisilebilinir. Bu birleske
sistemlerde oncelikli ayrimin gergeklestigi LC kismindan gelen hareketli faz alternatif
yontemlerle uzaklastirilmalidir. Burada mobil faz, siirekli dairesel sekilde dénen ve 1sitilan

yiizeye puskiirtilerek vakumla uzaklastirilabilinecegi gibi elektrosprey ve termosprey
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yontemlerini  kullanarak da uzaklastirilabilinir. Ancak piskiirtme veya spreyleme
isleminden sonra mevcut bilesenin iyonlarina ayrigsmasi i¢in bilindik bazi iyon kaynagina
girmeleri gerekmektedir. Elektron bombardimani (EB), kimyasal iyonlastirma (CI) ve
elektrosprey iyonlastirma (ESI) {initeleri LC sistemlerde kullanilan iyonlagtirma
kaynaklaridir (Ersoz, 2010).

Elektron bombardimaninda buharlasan analit {izerine 50-80 eV’luk bir enerjiye sahip
elektron demeti hizli bir sekilde gonderilir ve ¢arpistirilir. Carpigsma neticesinde molekiiler
iyonlar elde edilir.

Kimyasal iyonlastirmada ise; reaktif bir gazin kullanildig: ikili iyonlagtirma olgusu
mevcuttur. Oncelikle reaktif gaz elektron bombardimani ile iyonlastirilir akabinde elde
edilen reaktif iyonlari ugucu formdaki analit iizerine gonderilir ve bir kimyasal tepkime
meydana gelir. Tepkime neticesinde molekiiler iyonlar elde edilir (Ersoz, 2010).

Ugucu ve polar 6zellikteki bir ¢oziiciide ¢6ziilen numune, oldukga dar ve non-reaktif
materyalden yapilmis kapilerden yaklasik 20-500 pL/dk akis hizinda kaynaga gonderilir
(Sekil 15).

Ekstraktor Konisi

Sekil 15. Kapilerden ekstraktdre numune gegisi (Www.waters.com).

Kapiler ucunda ¢ikan eluat, 2,5-4 kV’luk alanda zit elektroda karsi yiiksek bir
potansiyel farkina sahip elektrosprey igneden gecer. Kapilerden eluat c¢ikisinin
tamamlandig1 yerde buharlagtirma ya da sislestirici (nebulizer) olarak bilinen genellikle
azot gaz1 gecirilir. Gazin yaninda kuvvetli elektrik alan1 ve yliksek sicaklikla birlikte

kapilerden ¢ikan eluatlardan yiiklii damlaciklar (aerosol) olusturulur. Bu yiiklii damlaciklar
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koniye benzer kaynak kismina piuskiirtilir. Damlalarin eluatin ¢iktigi yer ile huni
arasindaki mesafede capraz gecirilmesi saglanir. Boylelikle gegis yolu kismi uzatilir ve
¢Oziiclinlin buharlagmasi saglanir. Bu olay sirasinda damlalarin yiizey gerilimi yiike
dayanamayacak kadar kiiciiliir ve damlalarin pargalanmasin1 saglayan, protonlagmis
molekiiller olusturan Kulomb patlamasi denilen olgu ile karsilasilir (Sekil 16) (Akyiiz,
2011; Ersoz, 2010).
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Sekil 16. Elektrosprey iyon kaynagi (ESI) sematik gosterimi (www.lamondlab.com).

LC-MS’de yaygin olarak kullanilan kiitle analizorleri kuadrupol, iyon tuzakli (Ion
Trap; IT) ve ugus zamanli (Time of Flight, TOF) kiitle analizorleridir. Calisma
muhteviyatinda kuadrupol kiitle analizorii kullanilmasi hasebiyle sadece bu basliktan s6z
edilecektir.

Kuadrupol tipi analizorlerde, iyon demeti yolunda birbirine paralel 0,1-0,3 m
uzunlugundaki dort silindirik ¢ubuktan olusan sistem kullanilir. Karsilikli ¢ubuklar ayni
polariteye sahipken komsu cubuklar zit polaritededirler. Ornek kapiler kolonundan
ciktiktan sonra, kiitle spektrometrenin girisinde bulunan transfer hattina ardindan
iyonlastirma iinitesine gegerek iyonlagarak pargalanir. Cubuklara hem dogru akim (DC)
hem de radyofrekans (RF) gerilimi uygulanir. Kiitle analizériinde uygulanan gerilim
altinda sadece belirli m/z oranina sahip olan iyonlar c¢ubuklarin arasindan gecerek
dedektore ulasir (Ersoz 2010) (Sekil 17).
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Sekil 17. Kuadrupol tipi kiitle analizérii sematik gosterimi (www.turkbiyokimya
dernegi.org.tr).



2. YAPILAN CALISMALAR

2.1. Cahsmada Kullanilan Materyaller

2.1.1. Cihazlar

Mevcut ¢alismada kullanilan cihazlar marka/model olarak Tablo 9’da verildi.

Tablo 9. Kullanilan cihazlar ve marka/modelleri

Cihaz Adx Marka/Model
LC-MS/MS TSQ Quantum Discovery MAX, San Jose, CA, USA
LC-UVv Thermo Scientific Surveyor™, San Jose, CA, USA

UV-vis spektrofotometre

pH metre
Hassas Terazi
Saf Su Cihazi
Santrifiij

Dondurucu
Otoanalizor

Vorteks karistirict
Etiv

Magnetik karistirici
Rotary evaporator
Vakum Pompasi

SPE Vakum Manifold

Si¢an terazisi

Yar1 otomatik pipetler

Spectro UV-Vis Double Beam PC LaboMed Inc., Los
Angeles, CA, USA
Mettler Toledo, Schwerzenbach, Switzerland

Presica LX 320 A, Dietikon, Switzerland
Human, Zeneer Navi UP, Song Pa-Ku, Seoul, Korea

Hettich, 1406 Type, Universal 320R, Tuttlingen,
Germany
Joun sa Deep Freezer VXE490, Jouan, Czech Republic

Roche Cobas Integra 800, Roche, Switzerland

Labnet VX100, MO BIO Laboratories, Inc., NJ, USA
Niive, EN 400, Ankara, Tiirkiye

Heidolph MR HEI-Standard, Schwabach, Germany
IKA®-Werke, RV 05 Basic, Staufen, Germany
Buchi Vacuum Pump V-700, Flawil, Switzerland

CHROMABOND® SPE Vacuum Manifold, Macherey-
Nagel, Diiren, Germany
Kern-Sohn-GmbH, PCB-800-1, Balingen, Germany

Eppendorf Research® Plus Hamburg, Germany

2.1.2. Kimyasal Madde ve Malzemeler

Mevcut ¢alismada kullanilan temel kimyasal madde ve malzemeler Tablo 10’da

verildi.
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Tablo 10. Kullanilan kimyasallar ve satin alinan firma bilgileri

Kullamlan Kimyasal Satin Alindig1 Firma

Grayanotoxin 111 Hemi (etil asetat) Sigma-Aldrich Chemie, Munich, Germany
Gallik asit Sigma-Aldrich Chemie, Munich, Germany
Protokatekuik asit Sigma-Aldrich Chemie, Munich, Germany
p-OH benzoik asit Sigma-Aldrich Chemie, Munich, Germany
Katesin Sigma-Aldrich Chemie, Munich, Germany
Klorogenik asit Sigma-Aldrich Chemie, Munich, Germany
Vanilik asit Sigma-Aldrich Chemie, Munich, Germany
Kafeik asit Sigma-Aldrich Chemie, Munich, Germany
Siringik asit Sigma-Aldrich Chemie, Munich, Germany
Epikatesin Sigma-Aldrich Chemie, Munich, Germany
p-kumarik asit Sigma-Aldrich Chemie, Munich, Germany
Ferulik asit Sigma-Aldrich Chemie, Munich, Germany
Rutin Sigma-Aldrich Chemie, Munich, Germany
o-kumarik asit Sigma-Aldrich Chemie, Munich, Germany
Myrisetin Sigma-Aldrich Chemie, Munich, Germany
Fisetin Sigma-Aldrich Chemie, Munich, Germany
Kuersetin Sigma-Aldrich Chemie, Munich, Germany
Apigenin Sigma-Aldrich Chemie, Munich, Germany
NaOH Merck, Darmstadt, Germany

NaHPO, Merck, Darmstadt, Germany

NaH,PO4 Merck, Darmstadt, Germany

Na,COs3 Merck, Darmstadt, Germany
CH3CO,Na.3H,0 Merck, Darmstadt, Germany

TPTZ Merck, Darmstadt, Germany

FeCls; Merck, Darmstadt, Germany

DPPH Sigma-Aldrich Chemie, Munich, Germany
ABTS Sigma-Aldrich Chemie, Munich, Germany
KZSZO% Bio-Rad Laboratories, Hercules, CA, USA
Trolox Applichem, Darmstadt, Germany
Asetonitril-LC saflikta Merck, Darmstadt, Germany

Metanol-LC saflikta Sigma-Aldrich Chemie, Munich, Germany
Metanol-LC/MS saflikta Sigma-Aldrich Chemie, Munich, Germany
Asetik asit Merck, Darmstadt, Germany

HCI Merck, Darmstadt, Germany
Folin-Ciocalteu’s phenol reaktifi Sigma-Aldrich Chemie, Munich, Germany

2.1.3. Cozeltiler

Caligsmalarimizda kullanilan kimyasal ¢o6zeltiler ve hazirlaniglart Tablo 11°de

ayrintilartyla verildi.
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Tablo 11. Calismalarda kullanilan baz1 ¢6zeltiler ve hazirlaniglar

Cozelti

Hazirlamis1

LC/MS-MS ile GTX-III izofromunun Belirlenmesi i¢in

GTX-I11 (1000 ppm)

1 mg Grayanotoksin-IIT hemi etil asetat 1 mL MS safliktaki
metanol ¢oziiliir.

Asetik Asit (%1 v/v)

1 mL asetik asit 10 mL saf su igerisine ilave edilir. Son
hacmi saf su ile 100 mL’ye tamamlanir.

Metanol (%1 v/v)

1 mL metanol 10 mL saf su igerisine ilave edilir. Son hacmi
saf su ile 100 mL’ye tamamlanir.

HPLC-UYV lle Fenolik Bilesen Analizleri i¢in

Gallik asit

Protokatekuik asit
p-OH benzoik asit

Klorojenik asit
Vanilik asit
Kaffeik asit
Siringik asit
p-Kumarik asit
Ferulik asit
0-Kumarik asit

%50-50 metanol-saf suda hazirlanan 1000 ppm’lik stok
cozeltiden, 1- 2- 5- 10- 20- 30 ppm olacak sekilde
¢oziciistiyle (%50-50 metanol-saf su) seyreltilir.

Katesin
Epikatesin
Rutin
Myrisetin
Fisetin
Kuersetin
Apigenin

%100 metanolle hazirlanan 1000 ppm’lik stok ¢6zeltiden, 1-
2- 5- 10- 20- 30 ppm olacak sekilde ¢oziiciisiiyle (%100
metanol) seyreltilir.

Propilparaben

% 100 metanolle 1000 ppm’lik stok ¢6zelti hazirlanir.

% 2’lik Asetik Asit

20 mL glasiyel asetik asit balon jojede saf su ile 1000 mL’ye
tamamlanir.

%70-30 Asetonitril-Saf

Su

700 mL asetonitril balon jojede saf su ile 1000 mL’ye
tamamlanir.

Toplam Fenolik Madde Miktar1 I¢in

0,2 N Folin-Ciocalteu

2 N Folinden 1:10 oraninda saf suyla seyreltilerek kullanilir.

% 10’luk NagC03

10 g Na,CO3 90 mL suda ¢oziiliir, 100 mL’ye tamamlanir.

Gallik Asit (1 mg/mL)

Metanolle hazirlanan stok ¢ozeltiden, 0,5- 0,25- 0,125-
0,0625- 0,03125 mg/mL olacak sekilde metanolle
seyreltilerek hazirlanir.

Demir (I1T) Indirgeme/ Antioksidan Giic -FRAP icin

HCI (40 mM)

Yaklagik 20 mL saf suyun tizerine % 37’lik HCI’den 340 uL
ilave edilir ve saf suyla 100 mL’ye tamamlanir.
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TPTZ (10 mM)

234,249 mg TPTZ stok maddeden tartildi, 75 mL 40 mM’lik
HCl i¢inde ¢o6ziildii.

FeCl; (20 mM) 324,4 mg FeCl3 destile suyla 100 mL’ye tamamlandi.
Asetat Tamponu (300 2,325 g NaCH3COO.3H,0 iizerine 12 mL glasiyel asetik asit
mM, pH 3,6) ilave edildi.750 mL’ye saf suyla tamamlandi.

FRAP Reaktifi

300 mM pH 3,6 asetat tamponu: 10 mM TPTZ: 20 mM
FeCl; (10:1:1) oraninda karigirilarak taze hazirlanir.

®
Troloks (1000 uM)

25,31 mg troloks metanolle 100 mL tamamlanir. 500- 250-
125- 62,25- 31,125- 15,5625 uM’lik  konstrasyonlari
metanolle seyreltilerek kullanilir.

DPPH Radikal Temizleme Aktivitesi I¢in

DPPH Reaktifi (0,1 mM)

100 mL’si i¢in; 3,94 mg DPPH tartilir, 90 mL metanolle
¢oziiliir ve 100 mL’ye tamamlanur.

Troloks® (0,02 mg/mL)

10 mg troloks 10 mL metanolde ¢oziiliirek stok ¢ozeltisi
hazirlanir. 0,02 mg/mL’lik ara stok ¢ozelti metanolle
seyreltilerek kullanilir.

ABTS Radikal Temizleme Aktivitesi I¢in

ABTS Reaktifi (7 mM)

10 mL’si i¢in; 38,41 mg ABTS tartilir, 10 mL saf suda
¢Ozllir.

KzSzOg (2,45 m M)

10 mL’si i¢in; 6,62 mg potasyum persiilfat tartilir, 10 mL saf
suda ¢oOziliir.

Fosfat Tamponu (5 mM,
pH 7,4)

500 mL’si i¢in; 0,215 g Na,HPO, ve 0,152 ¢
NaH;PO,4.2H,0 tartilarak ayni reaktif kabinda yaklasik 400
mL saf suda ¢oziiliir. Seyreltik kuvvetli asit ya da baz ile pH
ayarlamasi yaptiktan sonra yine saf suyla hacmi 500 mL’ye
tamamlanir.

2.2. Numunelerin Temini, Saklama Yontemi

Orman giilii ballar1 ve bu ballarin kaynagi olan gerek sar1 ¢igekli gerekse mor ¢icekli

orman giilii bitkileri Karadeniz Bolgesinin farkli lokalitelerinden temin edildi. Temin

edilen numunelerin etiket bilgileri; numune kodu, toplandigi lokalite, toplanma yili ve

calisma boyunca hangi numunelerin hangi analizlere tabii tutuldugu (LC-MS/MS ile GTX-

I1l, RP-HPLC-UV ile fenolik bilesen ve spektrofotometrik yolla in vitro antioksidan

analizleri) Tablo 12°de verildi. Kodlama prosediiriinde bal 6rneklemlerinde bas harf

kisaltmas1 (Deli Bal-DB), bitki orneklemlerinde ise lokalite ve bitki tiirli kaynakli

kisaltmalara (Yomra Mor Cicek-YoMC) yer verildi.
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Tablo 12. Numune etiket bilgisi ve numunelere yapilan analizler

Kod  Lokalitesi Yil Yapilan Analizler
GTX-111 Fenolik Antioksidan
Bilesen
Orman Giilii Bali Orneklemleri
DB1 Diizce 2011 . .
DB2 Trabzon/Vakfikebir 2010 . .
DB3 Rize 2010 . .
DB4 Rize 2009 . .
DB5 Trabzon/Salpazari 2010 . .
DB6 Kastamonu 2012 . .
DB7 Bartin 2011 . . .
DB8 Trabzon/Salpazari 2011 . . .
DB9 Giresun/Sis Dagi-Gorele 2011 . . .
DB10  Kastamonu 2011 . . .
DB11  Artvin 2012 . . .
DB12 Rize 2011 . . .
DB13  Zonguldak 2011 . .
DB14  Zonguldak 2010 . .
DB15  Zonguldak 2009 . .
DB16  Trabzon/Agasar 2010 . .
2013 Taze Sagim Orman Giilii Ballan
DB17  Artvin 2013 . .
DB18  Artvin 2013 . .
DB19  Artvin 2013 . .
DB20  Artvin 2013 . .
DB21  Artvin 2013 . .
DB22  Artvin 2013 . .
DB23  Artvin 2013 . .
DB24  Artvin 2013 . .
Vaka Ballan
DB25  Artvin/Hopa 2007 . .
DB26  Trabzon - . .
DB27  Trabzon - . .
DB28  Trabzon - . .
DB29  Trabzon - . .
DB30  Trabzon - . .
Kestane Bah
KB1 Zonguldak 2012 .
Orman Giilii Bitkileri
Mor Cicekli Bitkiler

YoMC Yomra Mor Cigek 2013 . .
YoMY  Yomra Mor Yaprak 2013 . .
AKMC  Akgaabat Mor Cicek 2013 . .
AKMY  Akgaabat Mor Yaprak 2013 . .
MaM(C Magcka Mor Cigek 2013 . .
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Tablo 12’nin devami

MaMY Macka Mor Yaprak 2013 . .
KoMC  Kopriibast Mor Cicek 2013 . .
KoMY  Kopriibast Mor Yaprak 2013 . .
VaMC  Vakfikebir Mor Cicek 2013 . .
VaMY  Vakfikebir Mor Yaprak 2013 . .
SaMC  Salpazar1 Mor Cigek 2013 . .
SaMY  Salpazar1 Mor Yaprak 2013 . .
CaMC  Caykara Mor Cigek 2013 . .
CaMY  Caykara Mor Yaprak 2013 . .
ToMC  Tonya Mor Cicek 2013 . . .
ToMY  Tonya Mor Yaprak 2013 . . .
KeMC Kesap Mor Cigek 2013 . . .
KeMY  Kesap Mor Yaprak 2013 . . .
OMC  Ordu Mor Cigek 2013 . .
OMY  Ordu Mor Yaprak 2013 . .
HeMC Hemsin Mor Cigek 2013 . . .
HeMY  Hemsin Mor Yaprak 2013 . . .
AMC Artvin Mor Cigcek 2013 . .
AMY  Artvin Mor Yaprak 2013 . .
San Cicekli Bitkiler
AKSC  Akgcaabat Sar1 Cigek 2013 . .
AKSY  Akgaabat Sar1 Yaprak 2013 . .
MaSC  Macgka Sar Cicek 2013 . .
MaSY  Magka Sar1 Yaprak 2013 . .
K6SC  Kopriibasi Sar1 Cigek 2013 . . .
Ko6SY  Kopriibasi Sar1 Yaprak 2013 . . .
VaSC  Vakfikebir Sar1 Cigek 2013 . .
SaSC Salpazar1 Sar1 Cigek 2013 . . .
CaSC Caykara Sar1 Cigek 2013 . .
CaSY  Caykara Sar1 Yaprak 2013 . .
ToSC Tonya Sar1 Cigek 2013 . . .
ToSY  Tonya Sar1 Yaprak 2013 . . .
OSC Ordu Sar1 Cigek 2013 . .
oSy Ordu Sar1 Yaprak 2013 . .

Bitkilerin yaprak ve ¢icek kisimlari birbirinden ayrilarak giinese maruz birakilmadan
hava sirkiilasyonu mevcut olan ortamda kendiliginden kurumasi saglandi. Kuruma takibi
giinliik hassas Ol¢timlerle ~ 0,001 g duyarlilik olacak sekilde gergeklestirildi. Gerekli
analizler bu kuru numunelerden yapildi.

Calismada kullanilan bal 6rneklemleri ise analiz 6ncesinde +4 °C’de ve karanlikta
muhafaza altina alindi. Analizler i¢in gerekli olan miktarlar bu muhafaza ortamindan

gerektigi kadar alinarak tekrar mevcut saklama kosullarina tabi tutuldu.
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2.3. Ballarin Palinolojik Testi

Ballarin polen analizleri Dog. Dr. Elsevar Asadov tarafindan Nakhchivan State
University Medical Faculty, Nakhchivan/Azerbaijan (Nahgivan Devlet Universitesi, Tip
Fakiiltesi Nah¢ivan/Azerbaycan)’da yapildi. Bal polenleri mikroskobik olarak tespit edildi.
Saymm sonucuna goére bala kaynak olusturan bitkilerin polen oranlar1 % 45 ve iizerinde
olanlar orman giilii bali olarak kabul edildi. Calismada kullanilan bal 6rneklemleri bu oran
dikkate alinarak secildi.

Bu baglamda palinolojik test i¢in her bir numuneden 10 g bal 6rnegi alindi. Alinan
bu ornekler tizerine 20 mL saf su ilave edilerek tamamen homojen hale getirildi ve 3000—
4000 RPM’de 30-40 dakika stire ile santrifiij edildi. Elde edilen pellet bir kurutma kagidi
lizerine ters c¢evrilip tiipteki suyun iyice siiziilmesi saglandi. Bir diseksiyon ignesi ile
gliserin jelatinden bir parga alinarak tiipiin dibine ¢oken kisma degdirilip ¢okelti ile bulagik
gliserin jelatin lam tizerine konulacak ve iizerine lamel kapatildi. Mikroskop altinda polen

incelemesi yapildi.

2.4. Orneklemlerin Ekstraksiyon Sartlari

Gerek bitki gerekse ballardaki analizler igin 24 saat siireyle oda sicakliginda
metanolik ekstraktlar magnetik karistirict kullanarak hazirlandi, mevcut olasi kati
partikiillerden, safsizliklardan kurtulma ve ileri homojenlik saglama adina ¢ozeltiler mavi
bant siizge¢ kagidi yardimiyla siiziildii. Elde edilen ekstraktlarin nihai konsantrasyonunu
belirledikten sonra 10 mL’lik kisim antioksidan analizlerine ayrildi. Geri kalan ekstrakt
¢oziiciisii 60 °C’deki doner buharlastiricida uzaklastirildi ve kalinti 10 mL saf suda
¢Oziildii. Tamamiyla suda ¢oziinen bu kalintilar, SPE kartustan vakum altinda gecirilerek
zenginlestirilme iglemine gidildi. Bu baglamda kartuslar oncelikle ikiser tekrarli olmak
tizere 3 mL’lik metanolle sartlandirildi ardindan yine ikiser tekrarli 3 mL saf suyla yikandi.
GTX-I1I izoformunca ve fenolik bilesence zengin olan SPE kartuslari ii¢ tekrarli olmak
tizere 3 mL metanolle eliie edildi. Eliisyon islemi sonunda elde edilen ekstraktlar
evoparatdr balonlar1 alindi ve ¢oziiciileri 60 °C’deki doner buharlastiricida uzaklastirilds.
Balon igerigi 2 mL MS safliktaki metanolle ¢oziilerek LC-MS/MS analizine gidildi. Son
asamada 2 mL metanolle ¢6ziilen ekstraklarin bazilarinda RP-HPLC-UYV ile fenolik bilesen

analizleri yapildi.
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2.5. LC-MS/MS Analizi

1 mg’lik hemi etil asetat formuyla satin alinan Grayanotoksin-11l izoformu 1 mL MS
safliktaki metanolle kendi kabinda ¢oziilerek 1000 ppm’lik stok ¢ozeltisi hazirlandi. Stok
¢ozelti +4 °C’de muhafaza altina alindi. Kullanim sirasinda gerekli seyreltik
konsantrasyonlar bu stok ¢ozeltiden yararlanilarak hazirlandi. LC-MS optimizasyonu i¢in 5
ppm’lik ara stok ¢ozelti hazirland1. Oncelikle LC-Cyg kolonundan ayrim yapilmaksizin 5
ppm’lik ara stok ¢6zelti MS cihazina dogrudan enjekte edildi. “Full scan” tarama moduyla
negatif moddaki GTX-IIl izorformu fragmentasyona ugramadan, en ideal sinyal
seviyesiyle tespit edildi (Sekil 18). Kalitatif analiz dogrultusunda ideallestirilen analiz

sartlar1 dogrultusunda LC’deki kolon ayrimiyla kantitatif analize gecildi.
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Sekil 18. Grayanotoksin-I11 izoformunun LC-MS/MS ile identifikasyonu

2.5.1. Cihaz Parametreleri

e Cihaz: TSQ Quantum Discover
e Mod: Negatif ESI
e Iyon Spray Voltaj: 2700 V
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e Buharlastirma Sicakligi: 250 °C

o Sheath/Auxiliary Gaz: Nitrojen

e Sheath gaz basinc1: 35 (arbitrary units)

e Auxiliary gaz basinct: 10 (arbitrary units)

e Iyon transfer kapilar sicakligi: 300 °C

e Tarama Tipi: SRM

e Tarama Siiresi: 0,2 sn

e Kolon Basinci: 112 bar

e Kolon Ozelligi: Cis (15 cm x 3 mm x Sum)

e Mobil Faz: A: %1 Asetik asit (Suda), B: %1 Asetik asit (Metanolde)

e Mobil Fazin Sistemdeki Uygulamasi: Izokratik

e Mobil Faz Akis Hizi: 0,3 mL/dk

e Analiz Siiresi: 8 dk

e Numune ve Standart Enjeksiyon Hacmi: 10 puL

Maddeler halinde verilen optimizasyon degerleri onciiliiglinde ana molekiiliin (GTX-
III) fragmentasyon {irlinleri ve validasyon (lineer 6l¢iim araligi, tayin limiti /6l¢tim limiti,

kesinlik ve geri kazanim kriterleri) parametreleri belirlendi.

2.6. HPLC-UYV ile Fenolik Bilesiklerin Tayini

2.6.1. RP-HPLC-UV Kosullar1

RP-HPLC-UV analizleri iki dalga boyunda (280 ve 315 nm) ayni anda cevap
alimabilen UV-Vis dedektor ile donanimli Thermo Finnigan Surveyor HPLC sisteminde
yapildi. Analizler ters faz Cig kolonu (150 mm x4.6 mm, 5Su; Fortis) kullanarak ve
asetonitril, su ve asetik asitle gradient program uygulanarak gergeklestirildi (De Villers vd.,
2004). A rezervuarinda % 2 asetik asit (saf suda) ve B rezervuarinda % 70-30 asetonitril-
saf su bulunan gradient program Tablo 13’de verildi. Ayrica numune ve standartlarin
enjeksiyon hacmi 25 pL’ye, mobil faz akis hiz1 1,2 mL/dk’ya ve kolon sicakligi kolon
firminda 30 °C’ye ayarlanarak ¢alisma optimizasyonu saglandi (Oztiirk vd., 2007).
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Tablo 13. RP-HPLC-UV gradient programi

A B
Zaman (dk) % 2 asetik asit (saf suda) % 70-30 asetonitril-saf su
0,01 95,00 5,00
3,00 95,00 5,00
8,00 85,00 15,00
10,00 80,00 20,00
12,00 75,00 25,00
20,00 60,00 40,00
30,00 20,00 80,00
35,00 95,00 5,00
50,00 95,00 5,00

2.6.2. Standartlar ve Kalibrasyon

Benzoik asit tiirevlerinden; gallik asit, protokatekuik asit, p-OH benzoik asit, vanilik
asit, siringik asit, flavanollardan; katesin, epikatesin ve hidroksinamik asit {iyesi olan o-
kumarik asit 280 nm’de, sinamik asit tiirevlerinden; klorojenik asit, kaffeik asit, p-kumarik
asit, ferulik asit ve flavonollardan; rutin, myrisetin, fisetin, kuersetin, apigenin 315 nm’de
analiz edildi. Ayrica 280 nm’de normal kalibrasyon metodu dnciiliigiide propil paraben i¢
standart (“Internal Standard”-1S) olarak kullanildu.

Kullanilan 17 standartin 10 tanesi; gallik asit, protakatekuik asit, p-OH benzoik asit,
Klorojenik asit, vanilik asit, kaffeik asit, siringik asit, p-kumarik asit, ferulik sait ve o-
kumarik asitin %50-50 metanol-saf suda hazirlanan 1000 ppm’lik stok ¢ozeltisinden 1- 2-
5- 10- 20- 30 ppm’lik, diger kalan 7 tanesi; katesin, epikatesin, rutin, myrisetin, fisetin,
kuersetin ve apigenin %100 metanolle hazirlanan 1000 ppm’lik stok ¢ozeltiden, 1- 2- 5-
10- 20- 30 ppm’lik ara stok ¢ozeltileri kalibrasyon egrilerileri i¢in kullanildi.

Propil parabenin stok c¢ozeltisinden her bir kalibrasyon c¢ozeltisine son
konsantrasyonu 10 ppm olacak sekilde eklendi.

Calisilan her bir standardin konsantrasyonuna karsi, olusan pik alanlari i¢ standardin

pik alinina boliiniip hesaplanan oran tizerinden kalibrasyon egrileri elde edildi.
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2.7. Antioksidan Analizler

2.7.1. Toplam Fenolik Madde Tayini

Analiz Slinkard vd. (1977) gore yapilmistir. Toplam fenolik madde tayininin esasi
fenolik bilesiklerin bazik ortamda Folin-Ciocalteu ayracini indirgeyip kendilerinin
oksitlenmis forma donistiigii bir redoks reaksiyonuna dayanmaktadir. Folin-Ciocalteu
ayraci burada oksitleyici bilesik olarak rol almaktadir. Reaksiyon sonucunda indirgenmis
ayracin olusturdugu mavi rengin fotometrik olarak ol¢iilmesiyle, analizi yapilan 6rnekteki
fenolik bilesiklerin toplam miktarlarinin hesaplanmasi mimkiin olmaktadir. Olusan
kompleksin renk siddeti fenolik maddelerin konsantrasyonu ile dogru orantili olup, 760
nm’de absorbans verir.

Calismada, standart grafigin hazirlanmasinda, fenolik bir madde olan gallik asit
standardi kullanildi (Slinkard vd., 1977; Singleton ve Rossi 1965). Gallik asitin farkli
konsantrasyonlar1 (0,500, 0,250, 0,125, 0,062, 0,031 ve 0,015 mg/mL) hazirlanip,
absorbanslart okundu. Konsantrasyona karsilik bulunan absorbans degerleri ile grafik
cizildi. Cizilen grafige gore numunelerin toplam fenolik madde miktar1 bulunarak, mg
GAE (Gallik asit esdegeri)/g numune olarak fenolik madde miktar1 verildi. Calisma
pipetleme prosediirii Tablo 14’de toplu olarak verildi.

Tablo 14. Toplam Polifenolik madde tayininde yapilan pipetleme islemleri

Kor Standart Test
Saf su 700 uL 680 uL 680 uL
Standart (Gallik Asit) - 20 uL -
Numune - - 20 uL
0,2 N Folin Reaktifi 400 puL 400 pLL 400 pL
Tiipler vorteks ile karistirilir ve 3 dakika sonra
% 10 Na,CO3 400 pL 400 pL 400 uL

760 nm'de kore karsi absorbans okunur

2.7.2. Demir (I11) indirgeme/Antioksidan Gii¢-FRAP Tayini

FRAP metodu (Fe(lll)-TPTZ- 2,4,6-tris (2-pyridly)-S-triazin) kompleksinin
antioksidanlar varliginda indirgenerek mavi renkli kompleks Fe(l1)-TPTZ olusmasi ve bu

kompleksin 593 nm’de maksimum absorbans vermesi esasina dayanmaktadir (Benzie and
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Strain, 1999). FRAP yoOntemi nispeten basit bir yontem olup, kolaylikla standardize
edilebilmektedir. Bitkisel ekstraklardaki antioksidan kapasitenin Ol¢lilmesinde FRAP
metodu gegerli bir yontem olarak kabul edilmektedir (Benzie and Strain, 1996).
Kalibrasyon icin Troloks®’un degisen konsantrasyonlar1 (31,250 - 62,500 — 125 —
250 — 500 - 1000 uM) kullanilarak ¢alisma egrisi hazirlandi. Devaminda 3 mL FRAP
reaktifi ile 100 uL numune karistirildi. 4 dakika sonrasinda 593 nm’de absorbanslar
okundu. Calisma egrisi i¢in de numune yerine Troloks®’un degisen konsantrasyonlari
kullanilarak absorbanslar okundu. Sonuglar pM Troloks®” esdegeri antioksidan gii¢ olarak

ifade edildi (TEAP). Calisma pipetleme prosediirii Tablo 15°de toplu olarak verildi.

Tablo 15. FRAP tayinindeki deney sartlari

Test Renk

Kormeon (Numune) Koriiveor Troloks
FRAP Reaktifi 3mL 3mL - 3mL
Numune - 100 puL 100 uL -
Troloks (Degisen kons.) - - - 100 uL
Saf Su - - - -
Metanol 100 puL - 3mL -

4. dakikada 593 nm’de absorbans okunur.

Renk Koriitest(met) : Metanolde ¢6ziinen numune i¢in renk korii
Renk Kortest(su) : Suda ¢6ziinen numune i¢in renk kori

2.7.3. DPPHe Radikal Temizleme Aktivitesi Tayini

DPPHe radikali (2,2-difenil-1-pikrilhidrazil) ticari olarak satin alinabilen bir radikal
olup denemelerde satin alinan bu radikalin 100 pM’lik metanolik ¢6zeltisi kullanildi.
Numunelerin  metanolik  ekstraktlart  kendi ¢ozileri ile seyreltilerek  degisik
konsantrasyonlarda hazirlandi. Esit hacimde (750 uL) DPPHe c¢ozeltisi ve numune
cozeltileri kanstirilip oda sicakliginda 50 dakika bekletildi. Siire sonunda DPPHe<’in
maksimum absorbans verdigi 517 nm’de absorbanslar okundu. Tanik olarak DPPHe
¢Ozeltisi ve numunenin ¢6ziildiigl ¢oziicii kullanildi. Bulunan absorbanslara karsilik gelen
konsantrasyonlar grafige gecirilerek SCso degerleri hesaplandi. Calisma pipetleme

prosediirii Tablo 16°da toplu olarak verildi.
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Tablo 16. DPPH yontemi i¢in deney sartlari

Numune Tamik  Reaktif Tamk Numune
Tiipii Tiipii Tiipii
Numune (Degisik konsantrasyon) 750 uL - 750 uL
Metanol 750 uL 750 uL -
DPPHe (100 uM) - 750 uL 750 pL

50 dk. sonra 517 nm’de absorbans okunur.

2.7.4. ABTSe Radikal Temizleme Aktivitesi Tayini

ABTSe radikali (2,2'-azino-bis(3-etilbenzotiazolin-6-siilfonik asit)), DPPHe radikali
gibi ticari olarak satin alinabilen bir kimyasaldir. Bu reaktifin 7 mM konsantrasyonu 2,45
mM potasyum persiilfat ¢Ozeltisi igerisinde (2:1) ¢oziilerek deney Oncesi 12-16 saat
karanlikta, oda sicakliginda tutuldu. Hazirlanan bu reaktifin optik yogunlugu 734 nm’de
0,7 absorbans olacak sekilde 5 mM pH 7,4 fosfat tamponunda seyreltildi. Seyreltilen
reaktifin 2 mL’si ile 20 uL numune ekstrakt: karistirilir, 5 dk sonrasinda 734 nm’de saf

suya kars1 okundu. Calisma pipetleme prosediirii Tablo 17°de toplu olarak verildi.

Tablo 17. ABTS yontemi i¢in deney sartlari

Numune Tamik Reaktif Tamk Numune
Tiipii Tiipii Tiipii
Numune (Degisik konsantrasyon) 20 uL. - 20 uLb
Metanol 2mL 20 uL -
ABTSe - 2mL 2mL

5 dk. sonra 474 nm’de absorbans okunur.

2.75. DPPHe ve ABTSe Radikal Temizleme Aktivitesi SCsp Degerlerinin
Bulunmasi

SCso radikal miktarini yariya indiren numune konsantrasyonudur. SCso degerinin
bulunmasi i¢in farkli konsantrasyonlarda calismak gerekir. Bu nedenle ¢alismalarda 6
farkli konsantrasyonda 6l¢lim yapildi. Numunelerin yeterli miktarda farkli konsantrasyonu

hazirlanip absorbans Ol¢limleri yapildi ve absorbanslar konsantrasyona karsi grafige
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gecirildi. Maksimum absorbansin yarisina karsilik gelen konsantrasyon miktar1 SCsy

degerini vermektedir. Sonuglar mg/mL ya da g/mL cinsinden hesaplandi.

2.8. Deneysel Hayvan Calismalari

2.8.1. Deney Hayvanlari

Calisma, Karadeniz Teknik Universitesi, Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurulunun
29.01.2013 toplant1 tarihli, 2013/02 toplant1 ve 2012/46 dosya nolu etik kurul karari
dogrultusunda izin verilen “Streptozotosin ile Diyabet Gelistirilmis Siganlarda Orman
Gili ve Kestane Balinin Diyabetik Etkilerinin Arastirilmasi” adli tez ¢alismasinin bir
boliimii olarak gerceklestirildi. Bu amagla yukarida ismi belirtilen ¢calisma igin talep edilen
77 adet 200-250 g agirlikli Spraque Dawley tipi disi sicanlardan 20 tanesinin biyokimyasal
verileri kullanildi. Diger ¢aligmalar devam etmektedir.

Sicanlar, tel kapakli plastik standart kafeslerde, 22+2 °C’da, 12 saat karanlk ve 12
saat aydinlik ortamda barindirildi. Siganlar standart sican yemi ve ¢esme suyuyla

beslenmis olup yem ve su alimi serbest birakildi.

2.8.2. Deney Gruplari ve Uygulamalar

Deneylerde kullanilacak siganlar toplamda 5 gruba ayrildi. Her bir grubun belirlenen
stire dahilinde bal ile beslenme sartlar1 farklilastirildi. Buna gore;

Grup | (4 sican) : (Serum fizyolojik kontrol grubu) Siganlara gavaj yolla, yedi giin
boyunca 0,8 mL serum fizyolojik (SF) verildi.

Grup Il (4 sigan) : (Orman gilii bal 6rnegi-75 mg/mL) 0,8 mL gavaj yoluyla
siganlara verildi.

Grup Il (4 sigan) : (Orman giilii bal 6rnegi-150 mg/mL) 0,8 mL gavaj yoluyla
siganlara verildi.

Grup IV (4 sigan) : (Orman giilii bal 6rnegi-300 mg/mL) 0,8 mL gavaj yoluyla
siganlara verildi.

Grup V (4 sigan) : (Orman giilii bal 6rnegi-600 mg/mL) 0,8 mL gavaj yoluyla

sicanlara verildi.
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2.8.3. Viicut Agirhg Takibi

Siganlar sekiz giin boyunca tek hali elektronik tarti ile her giin ayn1 saatlerde giinliik
olarak tartild1. Sicanlardaki % agirlik degisimleri oranlari, ¢alismanin ilk giini tespit edilen
baslangi¢ degerlerine gore, asagidaki formiil kullanilarak hesaplandi:

%Agirhik degisim orant = 100 x (Agirlikg — Agirliky) / (Agirliks)

Agirlikg: 8. giindeki agirlik dlgiimii (g)

Agirliks: 1. giindeki 6lgiilen agirlik (g)

2.8.4. Dekapitasyon, Materyallerin Alinmasi ve On islemler

Sekiz giinliik deney siiresi sonunda biitliin sicanlarin dekapitasyon yontemi ile
yasamlar1 sonlandirildi ve kanlar1 hizlica santrifiij tiiplerine alindi.

Kanlar 2500 RPM’de 15 dakika santrifiij edilip serumlar1 pastor pipeti ile ependorf
tiiplere alindi. Elde edilen serunlar aligotlar halinde -80°C’daki dondurucuda saklandi.
Biyokimyasal analizler (AST, ALT, LDH, ALP, CK, CK-MB, Na’, K*, CI") kan serum

stvisinda gergeklestirildi.



3. BULGULAR

3.1. LC-MS/MS ile GTX-I11 Analizi

3.1.1. MS-MS Tarama Parametreleri

Optimizasyon verileri onciiliigii dogrultusunda molekiil agirligi 370,48 g/mol olan

GTX-1I izoformunun negatif modtaki MS/MS analizinin fragmentasyon iyon verileri

Tablo 18’de ozetlenerek verildi.

Tablo 18. GTX-1Il MS-MS tarama parametreleri

MS/MS Tarama Parametreleri

Iyon
Kapiler Sicakhk MS MS/MS; MS/MS, MS/MS; Parg:al_a_n_la Tarama
o Enerjisi .
O (m/z) (m/z) (m/z) (m/z) (&V) Siiresi
(s)
300 369,48 279 297 315 38 0,2

3.1.2. Metod Validasyon Parametreleri

Olgiim prosediiriiniin belirlenen amagclarla uygunlugu validasyon denilen islemler
biitlinii ile saglanir ve boylelikle secilen metodun rutin analizlerce tekrart miimkiin kilinir.
Bu metodun validasyon yapilirken lineer dl¢tim araligi, tayin limiti /6l¢tim limiti, kesinlik

ve geri kazanim kriterleri incelendi.

3.1.2.1. Lineer Ol¢iim Aralig

Lineer Ol¢tim araligini test etmek icin 5 farkli konsantrasyonda 6’sar tekrarli standart
hazirlanarak enjeksiyon yapildi. Olgiim araliginin belirlenmesinde kullanilan sonuglar

Tablo 19°da ve bu verilere dayanarak ¢izilen kalibrasyon grafigi Sekil 19°da verildi.
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Tablo 19. Lineer 6l¢iim araliklar1 ve R? degerleri

Lineer Olciim Arahig Degerleri

R?
mg/L 0,031 0,062 0,125 0,250 0,500 1,000 0,997
y = 101436,543x - 5320,532
R?=0,997
120000
90000 -
Alan
60000 |
30000 |
£ d
O * T T T T T
0 0,2 0,4 0,6 0,8 1 1,2

GTX-I11 (mg/L)

Sekil 19. GTX-III analizi LC/MS-MS standart kalibrasyon grafigi

3.1.2.2. Tayin Limiti (LOD)/Ol¢iim Limiti (LOQ)

LOD; analitin istatistiksel olarak tayin edilen en diisiik konsantrasyon diizeyi, LOQ);

kesinlik ve gerceklik validasyon parametrelerinin destekledigi Olciilen en diisik analit

konsantrasyonudur.

Lineer ol¢iim araliinda olusturulan kalibrasyon grafigin denklem verisinden ve

asagidaki formiilden yararlanarak LOD ve LOQ hesaplandi. Hesaplanan bu verilere Tablo

20’de verildi.

Tayin Limiti (LOD) = 3,3x(£)
m

Omannmﬁ(LOQ)=1ox(%?)

SD = Kalibrasyon egrisinin en diisiik seviyesindeki standart sapma

m= Kalibrasyon egrisinin egimi
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Tablo 20. GTX-III’e ait tayin limiti (LOD) ve 6lgtim limiti (LOQ) degerleri

Tayin/Ol¢iim Limiti Degerleri

LOD LOQ
(mg/L) (mg/L)
0,013 0,039
3.1.2.3. Kesinlik

Kesinlik, analizin kendine has kosullar1 altinda elde edilen bagimsiz analitik sonuglar
arasindaki iligkinin bir gostergesidir. Bu parametre analiz sonuglarinin tekrarlanabilirligi ve

geri kazanimi verileriyle desteklenmektedir.

3.1.2.3.1. Tekrarlanabilirlik

Olgiim sonuglari arasindaki uyumun bir gdstergesi olan tekrarlanabilirlik galigmasi,
ti¢ farkli seviyede enjekte edilmis Ornekle, her seviye icin 6 tekrar yapilarak

gerceklestirildi. Tekrarlanabilirlik sonuglar1 Tablo 21°de verildi.

Tablo 21. Tekrar edilebilirlik ¢alismasinda elde edilen ortalama, standart sapma ve
varyasyon katsayisi (CV) degerleri

Tekrarlanabilirlik Degerleri
GTX-11l

Standart
Konsantrasyon 0,250 0,500 1,000 0,250 0,500 1,000 0,250 0,500 1,000
(mg/L)

Varyasyon

Ortalama Standart Sapma Katsayisi

Hesaplanan
Konsantrasyon 0,251 0,509 1,080 0,004 0,007 0,018 1,667 1,375 1,594
(mg/L)

3.1.2.3.2. Geri Kazanim

Geri kazanim, numune igerisindeki analitin tayini ile elde edilen miktarin, saf analitin

cozeltisine gore ne kadar geri kazanildiginin yiizde (%) sonucudur.



42

Geri kazanim g¢alismasi ti¢ farkli seviyede enjekte edilmis 6rnekle, her seviye igin 6
tekrar yapildi. Geri kazanim sonuglar1 Tablo 22°de verildi. Geri kazanim her seviye igin

hazirlanan matriks standart kalibrasyon egrisine gore hesaplandi.

Tablo 22. Geri kazanim ¢alismasinda 3 farkli konsantrasyon da elde edilen % geri kazanim

degerleri
Geri Kazanim Degerleri
GTX-111
Konsantrasyon mg/L 0,250 0,500 1,00
% Geri Kazanim 86,814 92,500 103,450

3.2. Orneklemlerin GTX-111 Miktarlar:

LC-MS/MS ile GTX-III analizi yapilan 6rneklem tiirleri 6ncelikle bal ve bitki grubu
ad1 altinda derlenerek kategorize edildi. Bal o6rneklemine dair ana baglik; orman giilii
ballar1, 2013 taze sagim orman giilii ballari, vaka ballar1 ve 6lglimiin kontrolii agisindan
kestane bali olmak iizere alt basliklara ayrildi. Ayn1 ayrim prosediirii bitki 6rneklemlerinde
de; mor cigekli ve sar1 ¢icekli orman giilii bitkileri olarak gerceklestirildi. Ug tekrarli
olmak iizere yapilan kromatografik analiz sonucunda numunelerdeki GTX-IIl miktar1 pg
GTX-111/ g numune olarak tayin edildi.

Tablo 23’de ki 6lgiim sonuglarina gére DB1 kodu ile analiz edilen Diizce menseili
bal 6rnegi 39,949+0,020 ug GTX-IIl/ g numune 6lgiim degeri ile kendi grubundaki 16
orneklem arasinda en yiiksek GTX-IIl oranina sahip oldugu goriildii. Artvin yoresinden
edinilen 2013 y1li taze sagim bal 6rneklemlerindeki GTX-III miktar1 0,377-7,729 ng GTX-
I11/ g numune araliginda tespit edilmis olup diger kategori gruplariyla mukayese
edildiginde orta seviye toksik etken barindirdigi yorumu yapildi.

Vaka ballar1 baghigi altinda toplanan ve daha once tiikketimi ile zehirlenme etkisi
gostermis 6 adet bal ornekleminden DB25 kodlu Artvin-Hopa kaynakli numune,
68,754+0,032 pg GTX-11l/ g numune sonucu ile en yiiksek toksik etkiye sahip olan bal
ornegi olarak kendisine yer buldugu goriildii. Edinilen bu sonu¢ 1s1§inda DB25 nolu
numune, gerek kendi kategorisinde gerekse tiim bal Grneklemi kategorisinde en yiiksek
toksik bilesene sahip oldugu yorumlandi (Tablo 23, Sekil 20).
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Sekil 20. Bal 6érneklemlerinin GTX-III miktarinin grafiksel gosterimi

Olgiim sonuglarmnin giivenirligi acisindan farkli floral kaynakli bir adet bal 6rnegi

analize tabii tutulmus ancak iceriginde kalitatif ve kantitatif olarak GTX-IIIl izoformunun

varligina rastlanilmadi (Tablo 23).

Tablo 23. Bal 6rneklemlerin GTX-I11 miktar1

Kod Lokalitesi ng GTX-111/ g numune?
Orman Giilii Bah Orneklemleri

DB1  Diizce 39,949+0,020
DB2  Trabzon/Vakfikebir 1,167+0,009
DB3 Rize 3,119+0,012
DB4 Rize 11,230+0,011
DB5  Trabzon/Salpazari 5,905+0,013
DB6  Kastamonu 0,632+0,001
DB7 Bartin 11,371+0,008
DB8  Trabzon/Salpazari 2,114+0,010
DB9  Giresun/Sis Dagi-Gorele 3,416+0,011
DB10 Kastamonu 9,534+0,014
DB11 Artvin 0,701+0,001
DB12 Rize 5,192+0,012
DB13 Zonguldak 17,048+0,016
DB14 Zonguldak 1,570+0,009
DB15 Zonguldak 3,273+0,008
DB16 Trabzon/Agasar 3,921+0,012
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Tablo 23’iin devami

2013 Taze Sagim Orman Giilii Ballan

DB17 Artvin 0,377+0,001
DB18 Artvin 0,813+0,002
DB19 Artvin 6,892+0,014
DB20 Artvin 0,193+0,000
DB21 Artvin 1,295+0,009
DB22 Artvin 7,279+0,014
DB23 Artvin 1,065+0,009
DB24 Artvin 1,000+0,008
Vaka Ballan
DB25 Artvin/Hopa 68,754+0,032
DB26 Trabzon 20,869+0,016
DB27 Trabzon 22,705+0,018
DB28 Trabzon 12,200+0,012
DB29 Trabzon 10,583+0,014
DB30 Trabzon 16,325+0,016
Kestane Bah
KB1  Zonguldak TE"

& Olgiim sonuglart ii¢ tekrarli ve = standart sapma olarak verilmistir.
b Tespit edilemedi.

Ballarin floral kaynagi olan bitki analizlerindeki ayrim sar1 ve mor ¢igekli olmanin
Otesinde ¢igek ve yaprak olarakta ileri safhaya tasindi. Bu ayrim neticesinde mor ¢igekli
bitkilerin yaprak kisimlarinda, sar1 ¢igekli bitkilerin de salt ¢i¢cek kisminda yiiksek oranda
GTX-11I tespit edildi. Ayn1 zamanda 6zellikle mor ¢icekli bitkilerin bazilarinda (MaMC-
MaMY-VaMY-OMC-OMY-HeMC-HeMY) toksik izomer tespit edilemedi.

Bulgulara gore bir karsilastirma yapildiginda; sar1 ¢igekli orman giilii bitkilerinin
mor ¢icekli orman giilii bitkilerine nazaran daha fazla toksik izomer barindirdig:
goriiliirken, 6zellikle ToSC kodlu Tonya menseili sar1 orman giilii ¢igegi 760,435+0,104
ug GTX-I/ g numune degeri ile tayin edildi. Bu analiz neticesiyle mevcut bulunan ve
analizi yapilan bal 6rneklemlerinin en yiiksek degerinden yaklasik 11 kat daha fazla oldugu

sonucuna varildi (Tablo 24).
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Tablo 24. Bitki orneklemlerin GTX-111 miktar1

Kod Lokalitesi ng GTX-I11/ g numune®
Orman Giilii Bitkileri

Mor Cicekli Bitkiler
YoMC Yomra Mor Cigek 22,891+0,018
YoMY  Yomra Mor Yaprak 26,431+0,019
AKMC  Akgaabat Mor Cigek 5,029+0,009
AKMY  Akgaabat Mor Yaprak 22,707+0,017
MaMC Magka Mor Cicek TE."
MaMY Magka Mor Yaprak TE."
KoMC  Kopriibasi Mor Cigek 1,753+0,008
K6MY  Kopriibast Mor Yaprak 1,799+0,004
VaMC  Vakfikebir Mor Cigek 1,917+0,004
VaMY  Vakfikebir Mor Yaprak TE."
SaMC  Salpazar1 Mor Cigek 2,084+0,009
SaMY  Salpazari Mor Yaprak 40,476+0,020
CaMC  Caykara Mor Cigek 1,740+0,005
CaMY  Caykara Mor Yaprak 9,207+0,015
ToMC  Tonya Mor Cicek 1,825+0,006
ToMY  Tonya Mor Yaprak 4,344+0,012
KeMC Kesap Mor Cigek 7,288+0,018
KeMY  Kesap Mor Yaprak 9,860+0,016
OMC Ordu Mor Cigek TE."
OMY  Ordu Mor Yaprak TE."
HeMC Hemsin Mor Cigek TE."
HeMY  Hemsin Mor Yaprak T.E."
AMC  Artvin Mor Cicek 10,604+0,016
AMY  Artvin Mor Yaprak 36,306+0,028

Sar Cicekli Bitkiler
AKSC  Akgaabat Sar1 Cicek 543,079+0,099
AKSY  Akgaabat Sar1 Yaprak 154,220+0,087
MaSC  Magka Sar1 Cigek 60,490+0,032
MaSY  Magka Sar1 Yaprak 3,350+0,007
K6SC  Kopriibast Sar1 Cigek 651,448+0,101
Ko6SY  Kopriibasi Sar1 Yaprak 65,635+0,034
VaSC  Vakfikebir Sar1 Cigek 137,956+0,041
SaSC Salpazar Sar Cicek 190,444+0,091
CaSC Caykara Sar1 Cicek 1,740+0,004
CaSY  Caykara Sar Yaprak 9,207+0,012
ToSC  Tonya San Cicek 760,435+0,104
ToSY  Tonya Sar1 Yaprak 55,842+0,027
OSC Ordu Sar1 Cicek 233,348+0,062
oSy Ordu Sar1 Yaprak 61,850+0,031

& Numuneler ii¢ tekrarli olacak sekilde yiiriitiildii.

b Tespit edilemedi.
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Gerek lokalitenin farklilagsmasi gerekse bitkideki analiz edilen kisminin (yaprak ve
cicek) farklilagsmasi analiz sonuglarinda degisen genis araliklar meydana getirmis olup
grafiksel bazda 6l¢iim araligindaki bu degisim ozetlenerek Sekil 21’de sunuldu. Madde
miktar1 agisindan kabaca kendi igerisindeki GTX-III izomerince toksik siralama: Sari

Cigek-Cigek> Sar1 Cigek-Yaprak> Mor Cicek-Yaprak> Mor Cigek-Cigek seklindedir.

800
<
=
E 600
o
=
=400
4
&
o0 200

0 — 4-...,.

m Mor Cicek-Cicek
B Mor Cigek-Yaprak
Sart Cicek-Cligek

m Sari Cicel-Yaprak

Sekil 21. Bitki 6rneklemlerinin GTX-III miktarin grafiksel gosterimi

3.3. RP-HPLC-UV ile Fenolik Bilesen Analizi Validasyon Parametreleri ve
Kromatogramlari

RP-HPLC-UYV ile tespit edilen 17 standart bilesenin (gallik asit, protokatekuik asit,
p-OH benzoik asit, katesin, klorojenik asit, vanilik asit, kaffeik asit, siringik asit,
epikatesin, p-kumarik asit, ferulik asit, rutin, o-kumarik asit, myrisetin, fisetin, kuersetin ve
apigenin) ve i¢ standart olarak kullanilan propilparabenin validasyon parametreleri Tablo
25’de verildi. Boylelikle 6l¢iim sonuglarindaki gerek kalitatif gerekse kantitatif sonuglar

dogrulandu.
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Tablo 25. RP-HPLC-UV validasyon parametreleri

%RSD

No RTox Bilesen m°® c R? (Ahkonma Zﬁiﬁ? LoODY LOQ*
Zamam)
1 278  Gallik Asit 0,137 0011 0998 0,241 4479 0135 0,449
2 516 Protokatekuik Asit 0,098 0,341 0,998 0,239 2,506 0,086 0,285
3 856 p-OH Benzoik Asit 0,092 0,047 0,995 0,657 3,164 0,124 0,414
4 964  Katesin 0023 0008 0998 0,580 3966 0,325 1,083
5 10.29 Klorojenik Asit 61,187 1,323 0,998 0,087 1,516 0,089 0,267
6 10.69 Vanilik Asit 0,109 0,050 0,997 0,354 1,808 0,483 1,609
7 1116 Kaffeik Asit 120,93 7,158 0,999 0,079 2,312 0,211 0,632
8 11.83  Siringik Asit 0,184 0,080 0,997 0,361 1,693 0,065 0,217
9 1246 Epikatesin 0,027 0,021 0,997 0,385 1,675 0,091 0,302
10 14.17 p-Kumarik Asit 172,550 21,797 0,999 0,077 1,342 0,299 0,896
11 15.42 Ferulik Asit 115,110 11,597 0,999 0,081 1,628 0,331 0,994
12 15.85 Rutin 39,478 39151 0,999 0,085 2,152 0,282 0,847
13 17.36 o-Kumarik Asit 180,560 8,1254 0,999 0,055 1,425 0,301 0,899
14 1890 Myrisetin 56,886  -16,300 0,999 0,060 2,801 0,237 0,711
15 19.36 Fisetin 99,511  -79,95 0,997 0,104 3,147 0,193 0,579
16 2253 Kuersetin 77,745 -22,523 0,999 0,137 2,607 0,315 0,946
17 25,52  Apigenin 61,404 -14,844 0,999 0,086 0,858 0,190 0,570
IS 26.48 Propilparaben 0,069 4,107 0,179 0,596

& Zaman birimi dakika cinsindendir.

® Egim

‘. Egim Cizgisi Kesim Noktas1

d: Degerler mg/L cinsinden verilmistir.

Iki farkli dalga boyu ile yapilan standart pik ayrimlari Sekil 22 ve 23’teki

kromatogramlarda verildi.
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Surveyor UV/VIS-280 nm

10
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t Dakika)

Sekil 22. Fenolik bilesenler 280 nm’deki kromatogrami. (1) Gallik asit, (2) Protokatekuik
asit, (3) p-OH benzoik asit, (4) Katesin, (5) Klorojenik asit, (6) Vanilik asit, (7)
Kaffeik asit, (8) Siringik asit, (9) Epikatesin, (10) p-Kumarik asit, (11) Ferulik
asit, (12) Rutin, (13) o-Kumarik asit, (14) Myrisetin, (15) Fisetin, (16)
Kuersetin, (17) Apigenin, (IS) I¢ standart-Propilparaben.

10

Swrveyor UV/VIS-315nm

11

[ M.

| (Dakika)

Sekil 23. Fenolik bilesenler 315 nm’deki kromatogrami. (5) Klorojenik asit, (7) Kaffeik
asit, (10) p-Kumarik asit, (11) Ferulik asit, (12) Rutin, (14) Myrisetin, (15)
Fisetin, (16) Kuersetin ve (17) Apigenin.
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3.4. Baz1 Orneklerimlerin Fenolik Bilesen Sonuclar:

LC-MS/MS ile GTX-III analizi yapilan bazi érneklemlerde RP-HPLC-UV ile fenolik
bilesen analizi yapildi. Bu baglamda bal 6rneklemlerinden 6 (DB7, DB8, DB9, DBI10,
DB11, DB12); mor ¢igekli orman giilii bitkilerinden 6 (KeMC, KeMY, ToMC, ToMY,
HeMC, HeMY); sar1 ¢igekli orman giilii bitkilerinden ise 5 adet (K6SC, K6SY, SaSC,

ToSC, ToSY) analiz numunesi secildi. Se¢imler rastgele olmak iizere gergeklestirildi.

3.4.1. Bazi Bal Orneklemlerinin Fenolik Bilesen Sonuclari

17 fenolik bilesenle gerceklestirilen bazi bal 6rneklemlerinin analizlerinde genel
manastyla farkli oranlarda 9 adet fenolik bilesene rastlanildi. Geriye kalan 8 fenolik bilesen
ise ya tayin siirinin altinda olmasi ya da herhangi bir dedeksiyon sinyali alinamamasindan

otiirii gézlemlenemedi (Tablo 26).

Tablo 26. RP-HPLC-UV ile bal 6rneklemleri fenolik bilesen sonuglari

Numune Kodlar

Standartlar ug (Fenolik Bilesen)/ g¢ numune

DB7 DB8 DB9 DB10 DB11 DB12
Gallik Asit 0,032 0,123 0,007 0,071 0,102 0,233
Protokatekuik Asit  T.E.? 1,500 4,201 TE? 1,841 0,242
p-OH Benzoik Asit 9,062 11,731 18,992 10,751 12,690 2,351
Katesin TE? TE? TE? TE? TEZ? T.E?
Klorojenik Asit TE? TE? TE? TE? T.E® T.E?
Vanilik Asit 0,304 TE? 1,230 1,411 2,641 T.E?
Kaffeik Asit 4,341 5971 3,904 4,190 1,874 0,304
Siringik Asit TE? TE? TE? TE? TEZ? T.E?
Epikatesin TE? TE? TE? TE? T.E® T.E?
p-kumarik Asit 3,991 5,482 3,903 4,843 6,422 3,081
Ferulik Asit 0,895 2,614 0,272 0,454 2,413 0,880
Rutin TE? TE? TE? TE? TEZ? T.E?
o-kumarik Asit TE? T.E? TE? T.E? TE? T.E?
Myrisetin TE? TE? TE? TE? TEZ? T.E?
Fisetin TE? TE? TE? TE? T.E® T.E?
Kuersetin TE? 3,482 TE? 3,253 4,294 3,510
Apigenin TE? 0,613 TE? TE? 0,443 T.E?

& Tespit edilemedi.



50

Orneklem grubunda ortak gdzlemlenen ve major bilesen olarak tanimlanan p-OH
benzoik asit 2,351-18,992 ug/g numune deger araligi ile tayin edildi. Bu bilesenin yaninda
gallik asit 0,032-0,233 pg/g numune; kaffeik asit 0,304-5,971 pg/g numune; p-kumarik asit
3,081-6,422 ng/g numune ve ferulik asit 0,272-2,614 pug/g numune araliginda tayin edildi.
Bilesen zenginligi acisindan numuneler irdelendiginde; DB11 etiket koduyla isimlendirilen
bal numunesi iceriginde barindirdig1 9 fenolik bilesen 6ne ¢iktigr goriildii. Ayn1 zamanda
DB11 nolu bal, tespit edilen fenolik bilesenlerin toplam madde miktar1 (32,720 pg/g

numune) agisindan 6ncii oldugu sonucuna varildi (Tablo 26).

3.4.2. Baz1 Bitki Orneklemlerinin Fenolik Bilesen Sonuclar:

3.4.2.1. Bazi1 Mor Cicekli Orman Giilii Bitkilerinin Fenolik Bilesen Sonuclari

Baz1 mor ¢igekli orman giilii bitkilerinin fenolik bilesen sonuglar1 Tablo 27°de

verildi.

Tablo 27. RP-HPLC-UV ile mor ¢igekli orman giilii bitkileri fenolik bilesen sonuglari

Numune Kodlar1 pg (Fenolik Bilesen)/g numune

Standartlar KeMC KeMY  ToMC ToMY HeMC HeMY
Gallik Asit TE? TEZ? TE? TE? 0,246 0,240
Protokatekuik Asit  T.E.? T.E? TE? 3,393 TE? T.E?
p-OH Benzoik Asit T.E.? T.E? TE? TE? TE? T.E?
Katesin 13,989 74,871 16,460 7,217 21,735 52,069
Klorojenik Asit 0526 T.EZ? 5,353 2,363 1,241 TEP
Vanilik Asit TE? T.E? T.E? T.E? T.E? T.E?
Kaffeik Asit TE? TEZ? T.E? T.E? T.E? TEZ?
Siringik Asit T.E? TEZ? T.E? T.E? T.E? TEZ?
Epikatesin 4,408 70,069 T.E? T.E? TEZ2 TEZ?
p-kumarik Asit 0,152 136,835 T.E? T.E? 0,147 T.E?
Ferulik Asit TE? TEZ? TE? TE? TE? 188,094
Rutin TE? TEZ? TE? TE? TE? TEZ?
o-kumarik Asit TE? T.E? TE? TE? TE? T.E?
Myrisetin TE? T.E? TE? TE? TE? T.E?
Fisetin TE? TEZ? T.E? T.E? T.E? TEZ?
Kuersetin TE? 13,710 1,726 4,170 0,544 TEZ?
Apigenin TE? TEZ? TE? TE? TE? TEZ?

& Tespit edilemedi.
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Bitkinin ¢icek ve yaprak kisimli fenolik bilesen analizlerinde katesin bilesigi en
ylksek oranda ve ortak olarak tespit edildi. KeMY kodlu Kesap menseiili mor ¢icekli
yaprakta bu deger 74,871 ng/g numune ile ilk siradadir (Tablo 27).

Genel manasiyla madde miktar1 agisindan yaprak kisimlarinin barindirdigi fenolik
bilesenler ¢i¢ek kisimlarindan bir hayli fazla olarak tespit edildigi gézlemlendi (Tablo 27).
Tablo 27 verilerine gore degisen oranlarda olmakla birlikte numunelerde katesinin
yaninda; gallik asit, klorojenik asit, epikatesin, p-kumarik asit, ferulik asit ve kuersetinin
varligida tespit edildi. Ozellikle KeMY kodlu Kesap mor ¢icekli orman giilii yapraginda p-
kumarik asit, 136,835 pg/g numune; HeMY kodlu Hemsin mor ¢igekli orman giilii
yapraginda ferulik asit, 188,094 pg/g numune ile madde miktar1 agisindan en fazla

gozlemlenlenen bilesenler oldugu sonucuna varildi (Tablo 27).

3.4.2.2. Baz1 San Cic¢ekli Orman Giilii Bitkilerinin Fenolik Bilesen Sonuclari

Tablo 28 verileri 1s1ginda analizleri gerceklestirilen sar1 gicekli orman giilii bitki
numunelerindeki fenolik bilesen ¢esitliligi mor ¢igekli orman giilii bitkisiyle korelasyon
gosterecek kadar yakin oldugu ve bu ifadenin 0,571-10,548 pg/g numune deger araligiyla
katesin ile giiclendigi tespit edildi. Ancak korelasyonu bozan oOrneklegin varligi da
mevcuttur. Bu Ornege li¢ numunede gozlemlenen o-kumarik asit (0,155-6,230 pg/g

numune) varlig: verilere gosterildi (Tablo 28).

Tablo 28. RP-HPLC-UV ile sar1 ¢igekli orman giilii bitkileri fenolik bilesen sonuglari

Numune Kodlar

Standartlar ng (Fenolik Bilesen)/ g numune

KoSC KoSY SaSC ToSC ToSY
Gallik Asit T.EZ2 TEZ2 TE:2 TEZ? TEZ?
Protokatekuik Asit ~ T.E.? TE? 0,596 TEZ? TEZ?
p-OH Benzoik Asit T.EZ2 TEZ2 TE:2 TEZ? TEZ?
Katesin 8,542 10,548 3,932 0,571 4,296
Klorojenik Asit T.E? 2,448 4,259 T.E? T.E?
Vanilik Asit TEZ? TEZ? TE? TEZ? TEZ?
Kaffeik Asit T.EZ2 TEZ2 TE:2 TEZ? TEZ?
Siringik Asit TEZ? TEZ? TE? TEZ? TEZ?
Epikatesin 4,501 TEZ2 1,282 TEZ? 3,431
p-kumarik Asit 0,196 0,246 1,583 0,306 TEZ?
Ferulik Asit 11,825 TEZ2 TE:2 TEZ? TEZ?

Rutin T.E? T.E? T.E? T.E*® T.E*®
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Tablo 28’in devami

o-kumarik Asit T.E? 1,799 3,201 0,155 6,230
Myrisetin TEZ2 TEZ2 TE:2 TEZ? TEZ?
Fisetin T.E? T.E? T.E? T.E? T.E?
Kuersetin TE? TE? 10,339 0,946 2,717
Apigenin TE® TE® TE? T.E? T.E?

& Tespit edilemedi.

3.5. Orneklemlerin Antioksidan Sonuclar:

Tablo 12 (Numune etiket bilgisi ve numunelere yapilan analizler)’de 6zetlendigi gibi
calisma kapsaminda toplanan tiim numunelere in vitro spektrofotometrik antioksidan

testler yapilmis olup kismi alt bagliklarda derlenerek yorumlandi.

3.5.1. Bal Orneklemlerinin Toplam Polifenol ve FRAP Testi Sonuclari

Bal orneklemlerinde gergeklestirilen gallik asidin referans standart olarak alindig:
“Toplam Polifenol” ve troloksun referans standart olarak alindigi “FRAP” ol¢iim
sonuclarina gore, DB9, DB17 ve DB28 kodlu 6rneklemler kendi gruplarinda en yiiksek
degerlere sahip olan numuneler olarak yorumlandi (Tablo 29). Genel manasiyla toplam
polifenol 6l¢iim sonuglari; 0,095-0,513 mg GAE/g numune ve FRAP ol¢iim sonuglari;
0,491-1,859 umol Troloks/g numune olarak tespit edildi.

Tablo 29. Bal 6rneklemleri toplam Polifenol ve FRAP testleri sonuglari

TP? FRAP?
(mgGAE/g numune)  (umol Troloks/g numune)
Orman Giilii Bali Orneklemleri

Kod Lokalitesi

DB1 Diizce 0,450+0,004 1,506+0,027
DB2 Trabzon/Vakfikebir 0,134+0,005 0,842+0,005
DB3 Rize 0,311+0,003 0,773+0,009
DB4 Rize 0,100+0,008 0,592+0,005
DB5 Trabzon/Salpazari 0,175+0,004 1,361+0,002
DB6 Kastamonu 0,336+0,019 1,620+0,007
DB7 Bartin 0,314+0,005 0,853+0,003
DB8 Trabzon/Salpazari 0,185+0,001 0,619+0,002
DB9 Giresun/Sis Dagi-Gorele 0,457+0,007 1,728+0,035
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DB10 Kastamonu 0,310+0,006 0,845+0,005
DB11 Artvin 0,220+0,000 0,879+0,013
DB12 Rize 0,209+0,001 0,674+0,007
DB13 Zonguldak 0,160+0,009 0,49140,011
DB14 Zonguldak 0,300+0,002 1,616+0,003
DB15 Zonguldak 0,346=+0,005 1,692+0,009
DB16 Trabzon/Agasar 0,095+0,000 0,494-+0,000
2013 Taze Sagim Orman Giilii Ballar:
DB17 Artvin 0,346+0,006 0,912+0,020
DB18 Artvin 0,276+0,004 0,563+0,019
DB19 Artvin 0,133+0,012 0,640+0,017
DB20 Artvin 0,325+0,325 1,077+0,039
DB21 Artvin 0,300+0,008 0,898+0,008
DB22 Artvin 0,131+0,007 0,723+0,039
DB23 Artvin 0,174+0,006 0,780+0,005
DB24 Artvin 0,184+0,011 0,812+0,004
Vaka Ballan
DB25 Artvin/Hopa 0,390+0,006 0,987+0,008
DB26 Trabzon 0,108+0,004 0,747+0,014
DB27 Trabzon 0,137+0,006 0,939+0,015
DB28 Trabzon 0,513+0,002 1,859+0,070
DB29 Trabzon 0,292+0,006 0,93140,039
DB30 Trabzon 0,175+0,011 0,747+0,004

2 Olgiim sonuglart ii¢ tekrarl ve £ standart sapma olarak verilmistir.

3.5.2. Bal Orneklemlerinin DPPH ve ABTS Testi SCs; Testi Sonugclari

Numunelerin barindirdigi toplam antioksidan bilesenlerin ortamdaki herhangi bir
radikalik tlirle savagmasi1 ve bu radikalik etkiyi yok etmesi esasina dayanan DPPH ve
ABTS radikal temizleme aktivitesi tayinleri onciliigiinde edinilen sonuglarin bal
orneklemlerine dair kismi Tablo 30°da derlenerek verildi. Bu 6l¢iim sonuglar1 radikalik
etkinin % 50’sini temizleme konsantrasyonu tanimiyla ve g/mL birimiyle hesaplandi.
Ayrica 0l¢lim sonuglarini standart bir referansla karsilastirma adina troloks kullanildi.

Numunelerin Toplam Polifenol ile FRAP arasindaki uyumlu korelasyona nazaran bu
iki testin sonuglarindaki tepe degerlerinde kiigiik sapmalar goriildii. Kendi 6rneklem grubu
igerisinde, DB15 kodlu bal 6rnegi DPPH testinde 0,024+0,001 g/mL SCso degeriyle en
yiiksek sonuca ulasirken, ABTS testinde ayni 6rneklem grubundaki DB9 kodlu bal 6rnegi
0,303+0,003 g/mL degeriyle en yiiksek degere sahip oldugu sonucuna varildi (Tablo 29).

Toplam Polifenol ve FRAP sonuglarinda (Tablo 29) oldugu gibi 2013 taze sagim
orman giilii ballardaki DB17 (DPPH-SCso 0,044+0,001 g/mL; ABTS-SCso 0,504+0,022
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g/mL) ve vaka ballarindaki DB28 (DPPH-SCs, 0,024+0,000 g¢g/mL; ABTS-SCs

0,333+0,009 g/mL) kodlu numunelerinin aktivitesinin kendi gruplar1 igerisinde en yiiksek

degerde oldugu bu iki testle de teyit edildi (Tablo 30).

Tablo 30. Bal 6rneklemleri DPPH ve ABTS testleri SCsy sonuglari

DPPH? ABTS?
Kod Lokalitesi SCso-g/mL SCso-g/mL
Orman Giilii Bali Orneklemleri
DB1 Diizce 0,044+0,000 0,544+0,025
DB2 Trabzon/Vakfikebir 0,078+0,001 0,709+0,000
DB3 Rize 0,073+0,000 0,825+0,015
DB4 Rize 0,077+0,000 1,146-+0,000
DB5 Trabzon/Salpazari 0,031+0,001 0,629+0,057
DB6 Kastamonu 0,050+0,000 0,328+0,016
DB7 Bartin 0,053+0,000 0,599+0,023
DB8 Trabzon/Salpazari 0,079+0,000 0,931+0,042
DB9 Giresun/Sis Dagi-Gorele 0,030+0,000 0,303+0,003
DB10 Kastamonu 0,069+0,000 0,618+0,012
DB11  Artvin 0,054+0,000 0,614+0,016
DB12 Rize 0,055+0,000 0,874+0,006
DB13  Zonguldak 0,096+0,002 0,704+0,004
DB14  Zonguldak 0,035+0,003 0,504+0,022
DB15  Zonguldak 0,024+0,001 0,313+0,014
DB16  Trabzon/Agasar 0,119+0,002 1,719+0,000
2013 Taze Sagim Orman Giilii Ballan
DB17  Artvin 0,044+0,001 0,504+0,022
DB18  Artvin 0,102+0,002 0,713+0,044
DB19  Artvin 0,079+0,004 0,860+0,000
DB20  Artvin 0,044+0,001 0,469+0,019
DB21  Artvin 0,068+0,001 0,590+0,030
DB22  Artvin 0,068+0,001 0,764+0,000
DB23  Artvin 0,093+0,007 0,739+0,044
DB24  Artvin 0,131+0,001 0,667+0,036
Vaka Ballar
DB25  Artvin/Hopa 0,055+0,000 0,588+0,005
DB26  Trabzon 0,065+0,002 0,982+0,000
DB27  Trabzon 0,059+0,003 0,796+0,055
DB28  Trabzon 0,024+0,000 0,333+0,009
DB29  Trabzon 0,049+0,001 0,625+0,000
DB30  Trabzon 0,066=+0,000 0,982+0,000
Std. Troloks® 0,001+0,000 0,199+0,005

2 Olgiim sonuglart ii¢ tekrarl ve = standart sapma olarak verilmistir.

®: mg/mL
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3.5.3. Orman Giilii Bitkileri Toplam Polifenol ve FRAP Testi Sonuclari

Toplanan bitkilerin metanolik ekstraktlariyla yapilan “Toplam Polifenol” ve “FRAP”
testleri neticesinde elde edilen verilere gore deger araliklar1 bal 6rneklemlerinin sahip
oldugu degerlerden ~70-190 kat fazla oldugu gorildi (Tablo 31). Test sonuglar

Ozetlenerek “Orman giilii bitkileri Toplam Polifenol ve FRAP testleri sonuglar1” basligi

altinda Tablo 31°de verildi.

Tablo 31. Orman giilii bitkileri Toplam Polifenol ve FRAP testleri sonuglari

TP? FRAP?
Kod Lokalitesi (mg GAE/g numune) (umol Troloks/g numune)
Orman Giilii Bitkileri
Mor Cicekli Bitkiler
YoMC Yomra Mor Cicek 16,529+0,112 245,540+1,142
YoMY Yomra Mor Yaprak 17,502+0,043 203,742+1,671
AKMC Akcaabat Mor Cicek 24,532+0,144 364,929+1,147
AKMY  Akgaabat Mor Yaprak 31,671+£0,157 414,631+0,879
MaMC Magka Mor Cigek 17,497+0,177 299,694+1,399
MaMY Magka Mor Yaprak 23,034+0,074 313,669+1,001
KoMC  Kopriibast Mor Cigek 24,798+0,031 403,431+0,346
K6MY  Kopriibasi Mor Yaprak 34,208+0,063 440,142+1,130
VaM(C Vakfikebir Mor Cigek 28,315+0,150 394,827+1,864
VaMY  Vakfikebir Mor Yaprak 40,284+0,132 476,555+1,715
SaMC  Salpazar1 Mor Cigek 15,396+0,019 215,314+0,858
SaMY  Salpazari Mor Yaprak 18,997+0,062 249,863+0,650
CaMC Caykara Mor Cicek 17,076+0,009 249,549+0,408
CaMY Caykara Mor Yaprak 19,244+0,085 273,490+0,634
ToMC Tonya Mor Cigek 20,659+0,099 266,741+1,107
ToMY  Tonya Mor Yaprak 40,262+0,134 404,051+1,601
KeMC Kesap Mor Cicek 21,524+0,038 357,858+1,408
KeMY Kesap Mor Yaprak 26,636+0,274 345,091+1,635
OMC Ordu Mor Cigek 26,807+0,099 410,955+1,514
OMY  Ordu Mor Yaprak 44,109+0,121 558,403+1,929
HeMC Hemsin Mor Cicek 26,574+0,230 338,752+1,625
HeMY Hemsin Mor Yaprak 26,519+0,124 383,412+0,886
AMC  Artvin Mor Cigek 14,538+0,016 262,432+1,522
AMY  Artvin Mor Yaprak 25,781+0,159 339,539+0,708
San Cicekli Bitkiler
AkKSC  Akcaabat Sar1 Cicek 17,844+0,017 172,481+1,951
AKSY  Akgaabat Sar1 Yaprak 14,891+0,070 176,941+0,314
MaSC  Magka Sar1 Cigek 8,769+0,064 93,711+0,289
MaSY  Macka Sar1 Yaprak 29,045+0,095 402,882+1,423
K6SC  Kopriibasi Sar1 Cigek 6,643+0,021 68,203+0,829
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KoSY  Kopriibasi Sar1 Yaprak 20,142+0,094 269,190+0,699
VaSC  Vakfikebir Sar1 Cigek 9,753+0,007 89,177+1,004
SaSC Salpazari Sar1 Cigek 13,378+0,211 123,863+1,578
¢CaSC  Caykara Sar1 Cigek 12,103+0,140 104,694+1,884
CaSY  Caykara Sar1 Yaprak 22,977+0,083 203,845+0,335
ToSC  Tonya Sar1 Cicek 4,551+0,072 51,512+0,432
ToSY  Tonya Sar1 Yaprak 35,526+0,118 500,704+1,648
OSC Ordu Sar1 Cigek 17,185+0,009 188,492+0,402
oSy Ordu Sar1 Yaprak 29,677+0,088 400,944+1,601

% Olgiim sonuglart {i¢ tekrarli ve = standart sapma olarak verilmistir.

3.5.4. Orman Giilii Bitkileri DPPH ve ABTS Testi SCsy Sonuclar:

Toplanan bitkilerin metanolik esktreleriyle yapilan DPPH ve ABTS radikal
temizleme aktivitesi sonuglar1 bal 6rneklem sonuglarinda farkli verildi. Hesaplamalar
neticesinde edinilen SCsy degerleri g/mL’den mg/mL mertebesine kadar diiserken
sonuglarin bal drneklemlerine gore ~ 1000 kat daha etkin oldugu kanaatine varildi. Bu
DPPH ve ABTS testleri
sonuglari”derlemesi g6z 6niinde bulundurularak DPPH SCsp, 0,036-0,439 mg/mL; ABTS

baglamda Tablo 32

“Orman gili  bitkileri

SCsp, 1,185-18,826 mg/mL deger araliklariyla kendisine yer buldugu gézlemlendi.

Tablo 32. Orman giilii bitkileri DPPH ve ABTS testleri SCsq sonuglari

DPPH? ABTS?

Kod Lokalitesi SCso-mg/mL SCso-mg/mL

Orman Giilii Bitkileri

Mor Cicekli Bitkiler
YoMC Yomra Mor Cigek 0,159+0,001 4,452+0,146
YoMY Yomra Mor Yaprak 0,142+0,000 3,990+0,098
AKMC Akcaabat Mor Cicek 0,097+0,000 3,609+0,019
AKMY  Akgaabat Mor Yaprak 0,056+0,001 1,957+0,036
MaM(C Macgka Mor Cicek 0,110=+0,000 3,032+0,009
MaMY Macka Mor Yaprak 0,093+0,000 2,468+0,481
KOoMC Kopriibagi Mor Cigek 0,109+0,000 2,134+0,110
K6MY Kopriibast Mor Yaprak 0,052+0,000 1,417+0,022
VaM(C Vakfikebir Mor Cigek 0,077+0,000 1,981+0,054
VaMY Vakfikebir Mor Yaprak 0,036=+0,000 1,338+0,019
SaMC  Salpazar1t Mor Cigek 0,181+0,000 5,277+0,192
SaMY  Salpazar1t Mor Yaprak 0,082+0,000 2,884+0,190
CaMC Caykara Mor Cigek 0,130+0,000 4,166+0,466
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CaMY Caykara Mor Yaprak 0,085+0,000 3,234+0,123
ToMC Tonya Mor Cigek 0,115+0,002 3,637+0,017
ToMY Tonya Mor Yaprak 0,050+0,000 1,750+0,005
KeMC Kesap Mor Cigek 0,090+0,001 2,532+0,043
KeMY Kesap Mor Yaprak 0,071+0,002 2,362+0,017
OMC  Ordu Mor Cicek 0,073+0,000 2,079+0,041
OMY  Ordu Mor Yaprak 0,042+0,000 1,185+0,014
HeM(C Hemsin Mor Cigek 0,062+0,000 2,009+0,025
HeMY Hemsin Mor Yaprak 0,057+0,001 1,919+0,051
AMC  Artvin Mor Cigek 0,107+0,000 4,926+0,242
AMY  Artvin Mor Yaprak 0,078+0,000 3,254+0,077
Sar1 Cicekli Bitkiler
AKSC  Akcaabat Sar1 Cigek 0,151+0,001 4,126+0,054
AKSY  Akgaabat Sar1 Yaprak 0,145+0,002 5,294+0,391
MaSC Macka Sar1 Cigek 0,351+0,001 5,885+0,038
MaSY Macgka San Yaprak 0,043+0,000 1,675+0,003
Ko6SC  Kopriibast Sar1 Cigek 0,439+0,012 10,116+0,699
Ko6SY  Kopriibast Sar1 Yaprak 0,099+0,000 3,295+0,037
VaSC  Vakfikebir Sar1 Cigek 0,367+0,002 7,003+0,057
SaSC  Salpazar1 Sar1 Cigek 0,208+0,003 5,145+0,115
¢CaSC  Caykara Sar1 Cigek 0,263+0,004 6,490+0,153
CaSY  Caykara Sar1 Yaprak 0,084+0,000 2,792+0,011
ToSC  Tonya Sar1 Cigek 0,797+0,009 18,826+0,232
ToSY  Tonya Sar1 Yaprak 0,056+0,000 1,620+0,047
OSC Ordu Sar1 Cigek 0,135+0,001 3,326+0,079
oSy Ordu Sar1 Yaprak 0,092+0,001 2,027+0,035
Std. Troloks 0,001+0,000 0,199+0,005

2 Olgiim sonuglart ii¢ tekrarl ve £ standart sapma olarak verilmistir.

3.6. Deney Hayvanlariyla Yapilan Biyokimyasal Denemeler

Kardiyovaskiiler sistem hiicrelere ihtiyaglar1 olan oksijen ve besin maddelerini ileten
ve hiicrelerde olusan metabolik artiklari da akcigerler ve bobrekler araciliiyla viicuttan
atilmak tlizere gotiiren sistemdir. Bu Sistem {izerindeki organ kasilmasini saglayan
elektriksel algi iyonlarinin (sodyum, potasyum, kalsiyum ve Kklor) hiicresel difiizyonu ile
gerceklesir.

Orman giili ballarinin doz asim ile tliketimi neticesinde bu sistem iizerinde
fonksiyonel bozukluklar meydana gelmektedir. Bu bozuklugun ana sebebi Na-K

kanallarinin ~ modifikasyonu olarak  gdosterilmektedir. Modifikasyon neticesinde
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kardiyotoksisite denilen fonksiyonel bozukluk, AST, ALT, LDH, CK, CK-MB, troponin T,
troponin I, ANP, BNP gibi biyomarkirlarin diizeylerdeki degisimle belirlenir.

Mevcut tez c¢alismasinda biri kontrol olmak iizere 5 farkli gruba farkh
konstrasyonlardaki (75-600 mg/mL) orman giilii bali ekstraktlart verildi. Sekiz giinliik
besleme sonucunda dekapte edilen siganlarin kan plazma sivisinda AST, ALT, LDH, ALP,
CK, CK-MB, Na’, K*, CI" analizleri ger¢eklestirildi. Tablo 33’de biyokimyasal analizi
yapilan parametrelerin dlgiim sonucu verildi. Iyon diizeyleri haricinde analizi yapilan tiim
enzimlerin degerleri kontrol grubuna gore bal ekstrakt konstrasyonuyla lineer artis

gosterdi.
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4. TARTISMA VE SONUC

Bal, eksi ¢aglardan beri bircok medeniyette ve hala glinlimiizde alternatif tip kaynagi
olarak kullanilmaktadir (Allen vd., 1991). Gastirit, ilser, yaralar, yanik, yatak yaralari,
diyabet ve istahsizlik gibi bircok hastaligin tedavisinde 6n plana ¢ikmaktadir (Jeddar vd.,
1985; Kandil vd., 1987; Allen vd., 1991; Al-Waili, 2004; Larson-Meyer vd., 2010).

Bal aris1 (Apis mellifera L.) tarafindan tiretilen bu yararli besin maddesinin ve ona
kaynaklik eden floranin kimyasal igerigi, tiretim merkezindeki cografik alaninin (toprak,
iklim ve topolojik 0Ozellik) farklilagmasiyla degismektedir (Izhar-ul-Haq vd., 2010).
Ornegin, bitkinin nektar olgusundaki farklilasmada toprak tipi faktdrii en onemli faktordiir.
Crafts ve Crisp’in (1971) calismasi bu ifadeyi desteklemektedir. Calisma, “Kalkerli
topraklarda nektar salgis1 dogal topraklara nazaran bir hayli fazladir.” yargisiyla
sonuclanmustir (Crafts ve Crisp 1971). Yine bir baska ornekte, toprak degisimiyle birlikte
balin mineral kompozisyonundaki farklilasma Cimino vd. (1984) tarafindan arastirilmistir.
Bu c¢alismada volkanik ve volkanik olmayan toprak lokasyonundaki ballarin mineral
bilesimi ¢alisilmis ve volkanik toprakli bolgeden toplanan baldaki kiil ve mineral miktar
fazla bulmustur (Cimino vd., 1984).

Ozetle, aym tiirde olsa bile bitkideki ve bu bitkilerin kaynaklik ettigi ballarin
icerigindeki kompozisyon c¢esitli etmenlerle degismekte ve farkli tamamlayict tip
ozellikleriyle 6n plana ¢ikmaktadir (Linder vd., 1996).

Tamamlayici tip alaninda siklikla karsilagilan ve zengin diinya florasinin bir {iyesi
olan Rhododendron tiirleri, astim ve bronsit rahatsizliginda, bagirsak gastritinde, soguk
alginhigr tedavisinde, deri hastaliklariin tedavisinde ve iltihap gideriminde vb.
kullanilmaktadir (Duke ve Ayensu, 1985; Tang ve Eisenbrand, 1992; Keys, 1993; Kim vd.,
1998; Iwata vd., 2004; Li vd., 2011; Wu ve Li, 2011; Zhou vd., 2011; Fu vd., 2012;
Popescu ve Kopp, 2013). Ciinkii, yapilarmin sahip oldugu antibakteriyal, antioksidan,
antiprotozoal, antiviral, antiinflamatuar gibi biyoaktif etkileri bilinmektedir (Johnson,
1999; Erdemoglu vd., 2003; Orhan vd., 2003; Tasdemir vd., 2005; Alan vd., 2010;
Iskefiyeli, 2010; Usta vd., 2012; Popescu ve Kopp, 2013). Bu tiirler her ne kadar boylesi
zengin biyoaktif Ozelliklere sahip olsada, igeriginde grayanotoksin 0©zel ismiyle

barindirdiklart oldukga etkili toksinlere de sahiptirler (Hikino, 1979).
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Bu bitkilerin toksik etkisi bilinsede diinyanin mubhtelif yerlerinde kullanimi hala
devam etmektedir. Ornegin, Hindistan’in Himalaya bolgesinde R. arboreum tiiriiniin
geleneksel tipta kullanimi fazlasiyla yaygindir. Ancak kullanim dozu belirli seviyenin
lizerinde olmasi halinde oldukca ciddi toksin kaynakli semptomlara neden olacagi da
bildirilmistir (Bhattacharyya, 2011; Paul vd., 2005). Yine ayni1 bolgede, R. campanulatum
ve R. cinnabarinum tiirlerini tiiketen hayvanlarin toksik etkiye maruz kaldiklar1 rapor
edilmistir (Popescu ve Kopp, 2013). Lama vd., (2001)’de, tibbi tedavi i¢in Nepal’de
Rhododendron campanulatum tiirii kullanilmadan once sulu ekstraktinin yiiksek
sicakliklara degin kaynatilarak grayanotoksinlerce detoksifiye edidigini vurgulamistir.
Ayrica Hindistan’da R. barbatum ve R. falconeri tiirlerinin yapraklar1 balik zehiri ve R.
thomsonii  bocek zehiri olarak kullanilmaktadir (Bahuguna ve Jangwan, 1987;
Bhattacharyya, 2011). Bunun yaninda R. aureum Sibirya’da, R. caucasicum Kafkasya’da
ve R. dauricum da Asya’nin mubhtelif yerlerinde balik zehiri olarak kullanilmaktadir
(Dragendorff, 1898).

Rhododendron tiirlerinin barindirdigi toksik bilesenler R. luteum ve R. ponticumda da
fazlasiyla goriilmektedir. Toksiditesi yiiksek bu bitkilerin nektarlar1 bal arilari tarafindan
islenmekte ve iilkemizde orman giilii bali olarak iiretilmektedir. Uretimi neticesiyle
bolgedeki tiiketimi fazla olan bu ballar, hiicre iizerinde sodyum kanallarinda olumsuz
etkiler meydana getirmektedir (Giindiiz vd., 2008b). Maejima vd. (2003) tarafindan
literatiire kazandirilan g¢aligmaya gore toksinin sodyum kanallarina etkisi kademeli
olmaktadir. Ik asamada grayanotoksin, voltaj bagimli kanallarn agilma fazinda kanallara
baglanir. Modifikasyona ugrayan kanallar inaktivasyonunu engeller. Son asamada
modifiye olmus sodyum kanallarmmn aktivasyon potansiyeli, sodyum kanalinin
hiperpolarizasyonuna (iyonlarinin hiicre iginden hiicre disina fazla ¢ikisi) neden olur.
Dolayli olarak hiperpolarizasyonun neden oldugu zehirlenme semptomlari, halsizlik,
bulanti, kusma, bas donmesi, salivasyon, asir1 terleme ve oOzellikle agiz ¢evresi ve
ekstremitelerde uyusmadir (Akin vd., 2013; Yilmaz vd., 2006). Kismen bu hafif
semptomlar1 hipotansiyon, bradikardi, intoksikasyonlarda koordinasyon bozuklugu ve
biling kayb1 gibi ciddi semptomlar takip edebilir (Akin vd., 2013; Yilmaz vd., 2006).

Orman giilii balinin zehirlemesi olgusu balin tiiketim dozuna bagli olarak ortaya
¢ikmaktadir (Dursunoglu vd., 2007). Akin vd. (2013) “Deli bal herkeste toksik etki
meydana getirmeyebilir. Insanlarda grayanotoksinin etkisi doza bagldir. Zehirlenmeler 5-

30 mg kadar miktarlarla ortaya ¢ikar.” ifadesiyle bilimsel camiaya katki yapmistir. Ancak
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bu yargi letal dozun belirlendigi in vivo ¢alismalarla desteklenmemis ve sadece klinik
vakalarin ifadelerine dayandirilarak ortaya konmustur.

Grayanotoksin letal dozunu belirleyebilmenin ilk adimini olusturma adma gerek
Rhododendron tiirlerindeki gerekse bu bitkinin kaynaklik ettigi orman giili balindaki
mevcut ana toksik izomerini (GTX-III) kalitatif ve kantitatif olarak tespit etmek
gerekmektedir. Hassas, gilivenilir ve genis 0l¢lim araligina sahip analitiksel metodolojinin
uygun goriildigii bir yontem ile bu islem gergeklestirilmelidir.

Bu mevcut durumdan ve durumun ortaya koydugu literatiir eksikliginden yola
cikilarak kurgulanan mevcut calismada yiiksek hassasiyetli dedeksiyon saglayan LC-
MS/MS metadolojisi segildi. Ciinkii Kang’a (2012) gore sivi kromatografisine kombine
edilmis kiitle spektroskopisi, mevcut analitiksel yontemler icerisinde gerek ilag
metabolizmasi, gerekse farmakinetik ve biyokimyasal toksikoloji ¢alismalarinda kullanilan
en Onemli ve ajantajli 6l¢lim cihazidir. Ayn1 zamanda cihazin MS boéliimiindeki tiglii-
kuadrupol veya iyon tuzakli kiitle analizorleri bu c¢alismalardaki duyarliligi ve segiciligi
artirdigini da bildirmistir. Clarke vd. (2001) ve Schwartz vd. (1990)’ne gore ise, birgok
calismada tgli-kuadrupol (QQQ) ve onlarin MS/MS tarama tipleri metabolitlerin
identifikasyonunu belirlemede avantajli bir yol ortaya koymaktadir. Analizérdeki
duyarliligin ve hassasiyetin en onemli parametresi fragment iyon olarak adlandirilan
iyonlarin her birininin bagil bollugunun ayri ayri1 hesaplanmasindan ileri gelmektedir.
(Kang, 2012).

[fadelendirilen bu avantajli metodolojiden faydalanarak, 370,48 g/mol molekiil
agirhigma sahip GTX-IIl izoformu, MS/MS analizlerinde 38 eV pargalanma enerjisiyle
bagil bollugu en fazla olan 279, 297 ve 315 g/mol molekiil agirliklarina sahip ii¢ ana parca
frangmentte ayrildi ve fragment iyonlar {izerinden toplam iyon dedeksiyon degerleri takip
edildi (Tablo 18). Elde edilen bu bilgiler 1s1ginda GTX-III izoformunun MS/MS’de
validasyon parametrelerine gegildi. Her bir validasyon parametresi, “3.1.2. Metod
Validasyon Parametreleri” ana bagliginda ve bu basliga bagh alt basliklarda 6zetlendi
(Tablo 19-22). Optimizasyon kosullar1 netlestirildikten sonra numunelerdeki GTX-III
izoformunun kromatografik ayrimina gegildi. Ancak LC-MS/MS’te biyolojik materyallerin
direkt enjeksiyonla cihaz analizleri uygun degildir. Dolayisiyla materyal, enjeksiyon islemi
oncesinde protein ¢oktlirme, sivi-sivi ekstraksiyonu ya da kati1 faz ekstraksiyonu (SPE) gibi
bazi tekniklerle analize hazirlanmalidir (Kang, 2012). Bilimsel bu verilerin 1s18inda analizi

yapilacak olan gerek bitkilerin gerekse bal numunelerinin metanolik esktraktlarinda “2.4.”
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baslik numarasiyla verilen “Orneklemlerin  Ekstraksiyon Sartlari”  bdliimiinde
ifadelendirildigi tizere kati faz ckstraksiyonu yapildi. Kati ekstraksiyonu ile GTX-III
acisindan zenginlestirme yapilarak tekrarli analizlere gecildi. Calisma kapsaminda yapilan
tiim analizler bal ve bitki numune grubu acisindan irdelenerek sonuglandirildi.

30 adet orman giilii balindaki ve 1 adet kontrol grubu olarak degerlendirilen kestane
balindaki GTX-IIl analizleri, 68,754-0,377 pg GTX-III/ g numune deger araligi ile
sonuglandirildi (Tablo 23). Olgiimiin kontrolii ve yapilan analizlerin dogrulugunu teyit
etme adina monofloral 6zellikli KB1 kodu ile verilen Zonguldak mengeili kestane bali
referans numunesi olarak kullanildi. Bu numunede GTX-III’in tespit edilememesi
caligmadaki diger bal numunelerinin 6l¢iim neticelerinin giivenirliligini artirdi.

GTX-III agisindan tepe noktasindaki degerler vaka ballari bashigi altinda
degerlendirilen bal 6rneklemlerinde gozlemlendi (68,754-10,583 pug GTX-11l/ g numune)
(Tablo 23). Bu basliktaki numunler, zehirlenme semptomu ile hastaneye basvuran kisilerin
tiikkettigi ballardan temin edilerek olusturuldu. Vaka ballar1 gruplandirmasinin tiiketici
ifadesine dayandirildigi icin analiz edilen diger ballarin zehirleme etkisi gosterip
gostermedigi bilinmemektedir. Ornegin, DB1 kodu ile ifadelendirilen Diizce menseili ve
DB13 kodluyla ifadelendirilen Zonguldak meseili ballar vaka ballari bagligi altinda
degerlendirilmesede barindirdiklar1 yiiksek GTX-III miktarlariyla olasi tiiketimlerinde
zehirlenme semptomlariyla sonuglanacak toksik etki gosterebilecegi yorumu yapilabilir.

Ayn1 bolge etiketiyle analizi yapilan ve “2013 Taze Sagim Orman Giilii Ballar1”
kategorisinde degerlendirilen 8 adet (DB17-24) Artvin ili teminli orman giilii balinda
GTX-III agisindan genel manasiyla en diisiik 6lglim seviyeleri gozlemlendi. Edinilen bu
sonuclara gore, “Bu ilden temin edilen ballarin barindirdiklar1t GTX-III izoformu oldukca
diistiktiir.” ifadesini on plana ciksa da vaka ballar1 baglhiginda degerlendirilen DB25 nolu
balin da yine Artvin ili sinirlarindan temin edildigi ve analiz edilen ballar arasinda en
yiiksek degere eristigi de goriildii. Dolayisiyla numune igerik degisikliginin salt lokalite
kaynakli olmadig1 yorumu yapildi.

Bitki orneklem grubundaki GTX-III analizleri iki bashk altinda degerlendirildi.
Tablo 24’de 6zetlenen verilerde, 12’si ¢icek ve 12’s1 yaprak kismi olmak {izere toplam 24
adet mor ¢igekli orman giilii numunesi analiz edildi. 40,476-1,740 pg GTX-I11/ g numune
deger aralifiyla Olciilen numunelerin bazilarinda (MaMC-MaMY-VaMY-OMC-OMY -
HeMC-HeMY) GTX-III toksik izomerine rastlanmadig: goriildii (Tablo 24).
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8 adet ¢igek ve 7 adet yaprak kisminin GTX-III izoformu agisindan irdelendigi sar1
cigekli orman giilii bitkilerinde, 760,435-1,740 pg GTX-III/ g numune deger araligi
sonuglar tespit edildi (Tablo 24). Analiz edilen sar1 ¢i¢ekli bitki numunelerinin tiimiinde
GTX-III izoformunun gozlemlendigi ve elde edilen sonuglarin mor ¢igekli bitki
orneklemlerine nazaran bir hayli yiiksek oldugu sonucuna varildi. Gerek farkli bitki
tirlerinde (R. luteum ve ponticum) gerekse aymi tiirlerin kendi igerisinde edilen 6l¢iim
degerlerinin farkli olmasinin sebebi birgok nedene dayandirilabilinir. Ancak en etkin olanm
Linder vd. (1996) ifade ettigi gibi bitkinin yetistigi lokalitenin, toprak tipinin ve iklimsel
etkinin farklilasmasi sonucunda bitkinin kimyevi igeriginin de farklilasmasi sonucudur.

LC-MS/MS’te kalitatif ve kantitatif GTX-III analiz i¢in hazirlanan numunelerde ayn1
zamanda RP-HPLC-UYV ile fenolik bilesen analizler gerceklestirildi. Fenolik bilesen analizi
icin secilen numunelerin kategorizasyonu, Tablo 12’de “Numune etiket bilgisi ve
numunelere yapilan analizler” bashigi ile verildi.

280 ve 315 nm dedeksiyonunda 17 standardin kalitatif ve kantitatif ayrimi
gerceklestirildi (Sekil 22-23). Ozellikle tayin sinir1 ve dedeksiyon smirinin yer aldig
validasyon parametreleri belirlenerek numune analizlerine gegildi (Tablo 25).

Fenolik bilesenleri en genis manada iki alt grupta derlemek miimkiindiir. Bunlar;
fenolik asitler ve flavonidlerdir (Silici vd., 2013). Metabolik faaliyette ¢ok dnemli yer tutan
bu bilesikler, normal hiicre metabolizmalar1 tarafindan tiretilen reaktif oksijen ve nitrojen
tirleri (ROS ve RNS) kaynakli serbest radikallere karsi savasmaktadir (Miniati, 2007).
Cogunlukla bitki ve mikroorganizma kaynakli bu yararli bilesenlerin ekstraksiyonu ve
izolasyonu miimkiindiir (Santos-Buelga vd., 2012).

Bilimsel arastirmalara gore Rhododendron tiirlerinden aglikon veya glikozid
formunda olan 65’den fazla flavanoid elde edilmistir (Popescu ve Kopp, 2013). Hu ve
Xiao’nun (1989) ve De Loose’un (1974) yaptigi ¢alismalar bu ifadeye 6rnek olarak
verilebilir. Hu ve Xiao (1989) 166 farkli Rhododendron yapragindan basta kaemferol
olmak tizere kuersetin, kuersitrin, hiperozid, farrerol ve polistakozid sentezlerken; De
Loose (1974) bitkilerin c¢iceklerinden siyanidin, peonidin ve azaleatin gibi bazi
antosiyanidin ve flavonolleri sentezlemistir.

Yapilan calismanin bitki analizi kisminda 7 numunede (KeMY-ToMC-ToMY-
HeMC-SaSC-ToSC-ToSY) 0,544-13,710 pg/ g numune deger araligi ile kuersetinin tespiti,
Hu ve Xiao (1989) ¢alismasina kismi pararlellik gosterdigi goriildi (Tablo 27-28). Ancak

R. pontium ve luteum 6rneklerindeki analizlerde major bilesen olarak flavanoidlerin bir
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baska {liyesi olarak katesin goriildii (0,571-74,871 pg/ g numune) (Tablo 27-28). Bu
bilesenin birgok Rhododendron tiiriinde varhigi bilimsel ¢alismalarla ortaya koyulmustur.
Jaiswal vd. (2012) 16 Rhododendron iiyesinde (Rhododendron ‘Catawbiense
Grandiflorum’, Rhododendron 'Cunningham's White', Rhododendron smirnowii Trautv.,
Rhododendron calophytum Franch., Rhododendron dichroanthum ssp. scyphocalyx (Balf.
f. & Forrest) Cowan, Rhododendron micranthum Turcz., Rhododendron praevernum
Hutch., Rhododendron ungernii Trautv., Rhododendron kaempferi Planch., Rhododendron
degronianum ssp. heptamerum var. hondoense (Nakai) H. Hara, Rhododendron fortunei
Lindl., Rhododendron ponticum L., Rhododendron galactinum Balf. f. ex Tagg.,
Rhododendron oreotrephes W. W. Sm., Rhododendron brachycarpum ssp. brachycarpum
D. Don ex G. Don ve Rhododendron insigne Hemsl. & E. H. Wilson) LC-MS ile katesin,
epikatesin, gallokatesin ve epigallokatesin taramasini yapmis ve Ozellikle tiirlerdeki
katesinin varligini ortaya koymustur.

Gerek mor cicekli gerekse sar1 ¢icekli orman giilii tiirinde, bu flavanoidlerin yam
sira farkli oranlarda fenolik asitler de tespit edildi. Tespit edilen gallik asit (0,240-0,246
ug/ g numune) ve protakatekuik asit (0,596-3,393 pg/ g numune) (Tablo 27-28) sonucu Li
vd. (2013)’nin yaptig1 ¢alisma ile paralellik gostermis ve bu ¢alismada da Rhododendron
tiirlerinde bu iki bilesenin varligi ortaya konulmustur. Mevcut tez calismasinda bu iki
asidin yani sira; klorojenik asit (0,526-5,353 pg/g numune), p-kumarik asit (0,147-136,835
ug/g numune), ferulik asit (11,825-188,094 pg/g numune) ve o-kumarik asidin (0,155-
6,230 pg/g numune) varhigi da ortaya konularak komponentler agisindan fenolik asit
zenginligi vurgulandi (Tablo 27-28).

Bitkilerin analize hazirlanma prosediirii ile ayn1 es olan bal ekstraktlarin RP-HPLC-
UV ile fenolik bilesen analizinde, degisen oranlarda 9 farkli bilesen tespit edildi. DB7-
DBI12 araligindaki numunelerin analizlerinde p-OH benzoik asit ve p-kumarik asit major
bilesen olarak goriildii (Tablo 26). Silici vd. (2013) Rhododendron ballarinda fenolik
bilesen analiz yapmis ve kumarik asitleri major bilesenler olarak tespit etmistir. Yine ayni
calismada gallik asidin ve ferulik asidin tim numunelerde ortak gézlemlenen fenolik
bilesen olarak belirtmistir. Mevcut tez ¢calismasinda da major bilesenin yani sira gallik asit,
kaffeik asit ve ferulik asit ortak fenolik bilesen olarak tespit edildi (Tablo 26).

Salt metanolik ekstraktlarin kullanildigi spektrofotometrik in vitro antioksidan
analizleri i¢in Toplam Polifenol, FRAP, DPPH radikal temizleme ve ABTS radikal

temizleme aktivite testleri uygulandi.
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Bal numune ekstraktlarinin, Toplam Polifenol ile FRAP testlerindeki uyumlu artis-
azalist Tablo 34’deki korelasyon tablosuyla ve Sekil 24’deki analizlerin korelasyonu

gorseli ile desteklenerek ortaya konuldu.

O m m ) b e R
mmmmgﬁg%éﬂgaéﬁgg‘ﬂo
B TP ((img GAE/g numune)*10) Numune Kodu 2 ag A % % % &
[}

B FRAP (unolTroloks/gnumune)

Sekil 24. Bal 6rneklemlerinin Toplam Polifenol ve FRAP testi sonuglar1 korelasyonu

Metanolik bal ekstraktlarindaki Toplam Polifenol ve FRAP arasindaki giiclii bir
korelasyonu (R?=0,8) olusturan sonuglar literatiirdeki calismalarla desteklendi.

Silici vd. (2010) 50 adet orman giilii balinin biyoaktivite 6zelliklerini ¢calismis ve
numunelerin toplam polifenol degerlerini 0,24-141,83 mg GAE/100 g numune (0,002-1,41
mg GAE/ g numune) olarak ortaya koymustur. Ayrica, Kiigiik vd. (2007) Karadeniz
bolgesinden ve Erzincan’dan topladiklart bal numunelerinin toplam polifenol 6zelliklerini
¢alismig Ve numune grubu arasinda Rhododendron balinin da buldugu ¢alismadaki sonug,
132 mg Katesin/100 g numune olarak verilmistir. Neticede 6rnegi verilen ¢alismadaki
sonuglar Katesin standardi cinsinden verilse de bu sonucun mevcut ¢alismadaki var olan
deger araligina (0,095-0,513 mg GAE/g numune) referans oldugu goriildii.

Bal orneklerine dair antioksidan igerikli bir¢ok bilimsel calismada FRAP metodu
kullanilmistir. Ancak orman giilii ballar1 acisindan FRAP’1n troloks esdegerince verildigi
caligmaya rastlanilmamigtir. Chua vd. (2013) orman giilii bali gibi Malezya’nin otantik
ballarindan olan tuluang balinin biyaoaktif 6zelligini c¢alismig ve numunenin FRAP
degerini 2,09 umol Troloks/g numune olarak belirlemistir. Yayinlamis oldugu bu bilimsel

veri, mevcut tez ¢calismasinin FRAP degerlerine oldukca yakin oldugu goriilmiistiir.
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Bal orneklerinin DPPH ve ABTS radikal temizleme aktivitesinde ise kiiciik olasi
sapmalarin disinda artisin artisla, azalisinda azalisla cevap buldugu gézlemlendi. Her bir
orneklem grubu nazarindaki uyum, gerek korelasyon tablosuyla Tablo 34’de gerekse
gorsel destekle Sekil 25°de verilerek sonuglar desteklendi.

EZ225 5 o
0 o [SUE S s S ot
a o Qa ' e p=
SEREEAEZEL G a3
= DPPH-8C50-((2/ml.)*10) Numune Kodu /a8 3 a8

= ABTS-SC50-(z/mL)

Sekil 25. Bal 6rneklemlerinin DPPH ve ABTS testi sonuglar1 korelasyonu

Tablo 34. Bal 6rneklemleri antioksidan korelasyon tablosu

TP FRAP DPPH ABTS
TP 1,0 0,8 -0,7 -0,8
FRAP 0,8 1,0 -0,7 -0,7
DPPH -0,7 -0,7 1,0 0,7
ABTS -0,8 -0,7 0,7 1,0

DPPH ve ABTS radikal temizleme testlerinde numunelerin %50 oraninda var olan
radikallik etkiyi temizledigi konsantrasyon araliklar1 sirasiyla; 0,024-0,102 ve 0,303-1,179
g/mL olarak tespit edildi. Sonuglar standart bir kimyasal olan troloks ile desteklendi ve
kiyaslandi. DPPH testinde bu standart 0,001 mg/mL, ABTS testinde ise 0,199 mg/mL
sonucla kendisine yer buldugu goriildii.

Tezcan vd. (2011) baz1 yoresel ballarin DPPH radikal temizleme aktivitesini ¢aligmis
ve orneklem grubu icerisinde Rhododendron balina da yer vermistir. Bu ¢alismada SCsp
degerleri 224,86-770,5 mg/mL (0,224-0,770 g/mL) olarak bulunarak yaymlanmustir. Bir
baska bilimsel ¢alismada her ne kadar Rhododendron balina yer verilmese de bazi bal
orneklemlerinin ABTS radikal temizleme aktivitesiyle aktivitesi Ol¢lilmiistiir ve SCsp

degeri 43,25-202,26 mg/mL (0,043-0,202 g/mL) olarak bulunmustur (Alzahrani vd., 2012).
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Verilen bilimsel 6rneklerde edinilen sonuglar ile mevcut ¢alisma sonuglari kiyaslandiginda
var olan kii¢iik farkliligin, numunelerin toplanildig1 orijinin ve kimyevi igeriginin farkl
olmasindan kaynaklandig1 sonucuna varildi.

Bal orneklerinde ¢alisilan antioksidan test parametreleri orman giilii bitkilerinin (R.
luteum ve R. ponticum) metanolik ekstraktlarinda da ¢alisildi. Bal ekstraktlarindan elde
edilen antioksidan sonuglarinda gézlemlenen giiglii korelasyonun bir diger yansimasi bitki
ekstraktlarinin “Toplam Polifenol ve FRAP” testlerinde de goriildii (Sekil 26, Tablo 35).
OMY kisa ismiyle verilen numune, mor ¢igekli bitkiler kategorisinde gerek toplam
polifenolde (44,109+0,121 mg GAE/g numune) gerekse FRAP testinde (558,403+1,929
umol Troloks/g numune) en yiiksek degere erisirken ayni durum Tonya meseili sari
yaprakli bitkide de gozlemlendi (TP: 35,526+0,118 mg GAE/g numune; FRAP
500,704+1,648 umol Troloks/g numune) (Tablo 31).

m TP ((img GAE/c numune)*10) Numune Kodu

m FRAP (LunolTroloks/gnumune)

Sekil 26. Bitki 6rneklemlerinin Toplam Polifenol ve FRAP testi sonuglari korelasyonu

Rafig vd., (2013) Rhododendron schlippenbachii maxim. bitkisinin kabuklarini
kullanarak yaptigi ¢alismada bitki ekstraktin toplam polifenol igerigini 76,39+2,04 mg
GAE/g numune olarak bulmustur. Li vd. (2013) Cin’den topladiklar1 51 adet yenilebir ve
yabani tiir bitkinin biyoaktivite ozellikleri karsilastirarak calismistir. Orneklem grubu
acisindan Rhododendron tiiriine de yer verilen ¢alismada, FRAP degerleri umol Fe(Il)/g
cinsince verilmistir. Bu ¢alismada FRAP yontemini sonuglandiran standartin mevcut tez
calismasinda kullanilan standartla farkliligi goriilmektedir. Mevcut tez c¢alismasinda
Rhododendron bitki tiirleri 558,403-51,512 umol Troloks/g numune deger araligiyla son
derece yiiksek antioksidan 6zellik gostermistir (Tablo 31). Bu yiiksek deger Li vd. (2013)
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calismasinda da ortaya konulmus ve Rhododendron tiirii, c¢alisilan tiirler arasinda
64,87+3,04 pmol Fe(II)/g numune sonug degeriyle yiiksek biyoaktivite gdsteren numuneler
arasinda girmistir.

DPPH ve ABTS radikal temizleme aktivitesi testinin calisilan bitki ekstraktlari
acisindan degerlendirilmesinde yine test sonuglarinin birbirine gore uyumu dikkate alindi.
Uygulanan bu iki testteki gozlemlenen iist diizey pozitif korelasyon, R?=1 degeri ile
kendisine yer bulurken tepe nokta degerlerinde kiiglik sapmalar gézlemlendi. Bu ayrinti,
mor c¢icekli bitkiler arasinda “Vakfikebir Mor Yaprak” DPPH testinde en yiiksek aktiviteye
sahip iken “Ordu Mor Yaprak” ABTS testinde en yiiksek aktiviteye sahip; sar1 cigekli
bitkiler arasinda ‘“Magka Sar1 Yaprak” DPPH testinde en yiiksek aktiviteye sahip iken
“Tonya Sar1 Yaprak” ABTS testinde en yliksek aktiviteye sahip oldugu olgusuyla
desteklendi (Tablo 32, 35). Genel manasiyla bahsedilen bu uyumsal takibat “Bitki
orneklemlerinin DPPH ve ABTS testi sonuclar1 korelasyonu” bagligi altindaki gorsel

destekle Sekil 27°de verildi.

® DPPH-SC350-((mg/mL)*10) Numune Kodu
® ABTS-SC50-(mg/mL)

Sekil 27. Bitki 6rneklemlerinin DPPH ve ABTS testi sonuglar1 korelasyonu

Tablo 35. Orman giilii bitkileri antioksidan korelasyon tablosu

TP FRAP DPPH ABTS
TP 1,0 0,9 -0,7 -0,7
FRAP 0,9 1,0 -0,7 -0,7
DPPH -0,7 -0,7 1,0 1,0

ABTS -0,7 -0,7 -0,7 1,0
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Farkli bir Rhododendron tirii olan R. arboreum Sm’nin biyoaktivesinin
degerlendirilip % 50 inhibisyon konsantrasyonu (ICsp) birimiyle sonug¢landirilan bilimsel
calismada sonuglar; DPPH testinde 19,91+1,73 pg/mL ve ABTS testinde 9,50+0,50 pg/mL
olarak bulunmustur (Mani vd., 2008). Ayni sonug ifadesinin (ICsp) yer aldigi bir diger
calismada, Prakash vd. (2007) 21 adet farkli Himalaya Rhododendronlarini -R. baileyii, R.
camellie-florum, R. campanulatum, R. cilliatum, R. cinnabarinum, R. griffithianum, R.
lepidotum, R. niveum, R. sallignum ve R. Virgatum- c¢alismis ve ekstraktlarinin %50
inhibisyon konsantrasyonu 0,07-0,19 mg/mL olarak bulmustur. Bu sonug araliginin mevcut
calismanin DPPH sonuglarini destekledigi goriildii.

Na®, K' ve CI elektrolitlerinde kontrol grubuna gore anlamli bir degisim
gozlenmezken, karaciger enzimleri AST (172,750-266,750 U/L) ve ALT (53,250-71,750
U/L) de anlamli derecede artis gézlemlendi. Bu artig bal konsantrasyonu ile dogru orantili
olarak bulundu (Tablo 33). Nitekim istatistiki olarak korelasyon katsayisi AST icin -R*
0,961, p<0,05- ALT icin - R*; 0,907, p<0,05 olarak tespit edildi (Tablo 36-37). Cetin vd.
(2009) “Deli Bal ile Hepatotoksisite” adli ¢alismasinda yiiksek dozda orman giilii bali
zehirlenmesine maruz kalan vakanin AST ve ALT degerlerini kayit altina almig. Normalde
10-40 U/L olmasi gereken AST degeri 1175 U/L olarak, 10-35 U/L olmas1 gereken ALT
degeri 479 U/L olarak olgmiistiir. Edinilen bu sonu¢ orman giilii balinin bu iki enzim
degerini artirdigini teyit etmistir.

Alkalen fosfataz enzim (ALP) enzim aktiviteside bal konsantrasyonuna bagli olarak
artis gostermistir (120,750-215,250 U/L) (R2:0,974, p<0,05) (Tablo 33, 36-37). ALP
enzimi bir fosfataz olup artan kas kasilmalarina paralel olarak kemik dokudan fosfat
salinmasini tetiklemis olabilir (Ersoy, 2012).

Kardiyak enzimlerden olan total CK ve CK-MB izoenzimi de orman giilii bal
konsantrasyonun bagli olarak degisim gosterdigi ve bal ekstresi konsantrasyonu arttik¢a
CK (2197,500-3819,00 U/L) ve CK-MB (1307,00-2460,250 U/L) aktivitesinin de arttigi
goriildii (Tablo 33). Yapilan istatistiki degerlendirme ile bal konsatrasyonu ile CK
aktivitesi arasindaki iliski (R%0,984, p<0,05) olarak tespit edildi (Tablo 36-37). Yaylaci
vd. (2011) “Hipotansiyon ve bradikardi etiyolojisinde deli bal zehirlenmesi” adh
calismasinda orman giilii bali zehirlenmesi Oykiisiine sahip olan hastanin, hastaneye
basvurusu sirasinda ve tedavisi sonrast CK ve CK-MB degerleri dlgiilerek yayinlanmaistir.

Calisma sonuglara goére balin tiikketimi neticesinde CK ve CK-MB degerleri, normal
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degerlerden yaklasik iki kat fazla ¢iktigi gozlemlenmistir. Degerlerdeki bu misli artis
mevcut tez ¢alismasina da paralellik gostermistir.

CK enzimine benzer sekilde bir kas ve kalp dokusuna spesifik olan LDH enzim
aktivitesininde bal konsantrasyonuna bagl olarak arttig1 gézlemlendi (1365,250-2276,750
U/L) (R%0,853, p<0,05) (Tablo 33, 36-37). CK ve LDH kas ve kalp dokularinda var olan
enzimler olup herhangi bir hipoksi durumunda artan anaerobik glikolize paralel olarak
enzim aktivitelerinde artis oldugu bilinmektedir (Kaaja ve Are, 1996). Sonug olarak, orman
gillii bali konsantrasyonuna (veya GTX miktarina) bagli olarak kardiyak enzimlerin

artmasina neden olmustur.

Tablo 36. Paired samples testi korelasyonu

Korelasyon Korelasyon

Gruplan N® Katsayis1  Sig.”
Grup & AST 20 0,961 0,000
Grup & ALT 20 0,907 0,000
Grup & LDH 20 0,853 0,000
Grup & ALP 20 0,974 0,000
Grup & CK 20 0,984 0,000
Grup & CK-MB 20 0,979 0,000
Grup & Na* 20 -0,261 0,266
Grup & K* 20 -0,163 0,492
Grup & CI 20 -0,409 0,063

% Ornek say1si
b istatistiksel olarak 1. derecede anlamlilik 6lgiisii
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5. ONERILER

Bu ¢alismada, orman giilii bali ve bitkisindeki GTX-11I izoformunun LC-MS/MS ile
aydinlatilmasi1 arastirildi. Ancak arastirmanin kapsami salt GTX-1II’in ol¢timii ile
simirlandirilmadi. LC-MS/MS i¢in hazirlanan numune ekstraktlarinin bazilarinda RP-
HPLC-UV ile fenolik bilesen analizi, metanolik ekstraktlarin tiimiinde ise in vitro
spektrofotometrik antioksidan analizlerine yer verildi.

Orman giilii bali, orman giilii bitkisinin kaynaklik ettigi, lilkemizde Karadeniz
Bolgesinde oldukga fazla tiretilen ve iiretimi derecesinde tiiketimi gerceklestirilen bir besin
maddesidir. Ancak belirli bir miktar iizerinde tiiketimi sonucunda metabolik faaliyetleri
zora sokan; bulanti, kusma, halsizlik, tansiyon degisikligi, nefes alamama ve biling kayb1
gibi semptomlara neden olmaktadir. Bu gergeklikten yola ¢ikarak, mevcut tez ¢alismasinda
toplanan orman giilii bitkilerinin ve kaynag bu bitkiler olan orman giilii ballarinin GTX-111
analizi gerceklestirilerek elde edilen bulgular 1s1ginda numunelerin bu bilesence zengin
Olup olmadig1 yorumlamasi yapildi.

Toksik etkisi bilinen bu bal, diinyanin muhtelif cografyalarinda alternatif tip trtinii
olarak da kullanilmaktadir. Ancak “Bu besin maddesi ne siklikla tiiketilmelidir?” ve
“Metabolizma i¢in letal doz nedir?” gibi klinik bazli problemlerin ¢dziimii rutin analizlerce
tam olarak ¢oziime kavusturulmamistir. Dolayistyla bu calisma, drneklemlerin durum
tespitini ortaya koymanin yani sira rutin bir 6l¢iim yontemi gelistirme adina da 6nem arz
etmektedir. GTX-III analizinin Sl¢iimii ile birinci basamagin tamamlandigi bu ¢alisma,
multi-disipliner perspektif ile zengilestirilebilir ve letal doz belirlenmesi gibi es ¢alismalar
yapilabilir.

LC-MS/MS disinda GTX formlarinin tayin edilmesine imkan saglayacak
biyosensorler gibi yeni analitiksel metotlarin gelistirilmesi saglanabilir.

Durum tespiti yapildiktan sonra bal numunelerinde GTX-III izoformunun cesitli
yontemler denenerek giderimine bakilabilir. Ozellikle farmakolojik sahada, bu toksit
maddeye savas agan ajan biyomolekiillerin {iretilmesi ve bdylece in vivo ortamda viicuttan
uzaklastirilmasi saglanabilir.

In vitro ortamda ise, numunenin ekstraksiyonu asamasinda sicaklik, ultrasonik etki,
UV 51k etkisi ve ¢esitli absorbanlarla numunenin muamelesi denendikten sonra LC-

MS/MS ile numune icerigindeki GTX-1II’lin varlik tespiti ve miktar analizi yapilabilir.
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Sayilan bu parametre degisikliginden herhangi biri ya da birileri yapilarak GTX-III
miktarindaki azalma ya da kaybolma gibi olas1 miispet sonuglar degerlendirilebilir ve MS
dedektor yardimiyla GTX-III"tin hangi kimyasal forma doniistiigii analiz edilebilir.

GTX’in diger izoformlarinin standartlar1 tedarik edilerek LC-MS/MS’te aydinlatip
tim orneklem gruplarinda karsilastirmali  yorumlar yapilabilir. Ozellikle vaka
durumlarinda bu etkiyi asil sebep olan ana toksik izomer daha net bir sekilde
aydinlatilabilir.

GTX-III bilesenini aydinlatma islemi kromatografik yontemlerle cesitlendirilebilinir.
Ancak bu yine MS dedektor gibi yiiksek hassasiyetli dedektorler kullanilmalidir. Bu
ozellige sahip kromatografi cihaz gaz kromatografisidir. Ancak GC-MS kullanilarak
gerceklestirilen analizlerde numunenin ugucu hale getirilmesi gibi ekstra islem basamaklari
analiz siiresini uzatirken numune igeriginde de madde kaybina neden olabilir. Her ne kadar
dezavantaj gibi goriinse de bu islem prosediirii uygunarak kromatografik yontemlerin
mukayesesi yapilabilir.

Calismanin diger bir kisminda GTX-1II analizi yapilmis farkli konsantrasyonlardaki
bal ekstraktlar1 ile beslenen siganlarin serumlarinda biyokimyasal analizler yapilmis ve
bircok biyokimyasal parametrenin bal konstrasyonuyla degistigi gozlenmistir. Letal doz
belirlemesinde bu parametrelerin degiskenligini kontrol etmek 6nemli bir unsurdur. Ancak
bu 6nemli unsuru destekleyecek farkli metabolik parametreleri de takip ederek preklinik ve
klinik caligsmalara gidilmelidir.

Orman giilii ballar1 ve bitkilerinin LC-MS/MS ile GTX-III analizi igin hazirlanan
numunelerde fenolik bisenler i¢in kismi durum tespiti yapma adina RP-HPLC-UV ile
analizleri de gergeklestirildi. Ancak belirlenen bilesenlerden olasi daha fazla bilesen
gbzlemek igin cihaz analizi 6ncesinde numune hazirlama isi farklilastirilabilir ve sivi-sivi
ektraksiyon yontemi gibi literatiirce sik kullanilan isleme tabii tutulabilir. Ozellikle
bitkideki major bilesenleri kiitle spektroskosi ile aydinlatilabilir ve preparatif
kromatografik yontemlerle bu komponentler izole edilebilir.

HPLC kullanilanarak bal veya bitki igerigindeki antioksidan etkileri bilinen
antosiyaninler de baklilabilir. Boylece farkli lokaliteden toplanmis bu numunelerin
igerdikleri antosiyaninlerin genel perspektifleri ¢ikartilabilir ve 6zellikle yoresel teminli bu
tibbi balda antosiyaninlerce marker bir ajan tespit edilebilir.

Calisgmada kullanilan bitki Orneklem gruplarinin toplanildigi yerlerden ve bu

bitkilerin kaynaklik ettigi ballardan miiteakip donemlerde tekrarli numune alinarak tez
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calismasinda kullanilan analizler yapilarak donemsel veriler toplanabilir. Boylelikle
mevsimsel farkliliklarin ve lokalite farkliligi daha aydinlatic1 sekilde ortaya ¢ikarilmis ve

istatiski veriler elde edilmis olabilir.
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7. EKLER
Ek 1. Bal Orneklemlerinden Bazilarimin GTX-III Kromatogramlari
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Ek 2. Bitki Orneklemlerinden Bazilarinin GTX-111 Kromatogramlari
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Ek 2’in devami
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Ek 2’in devami
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Ek 3. Baz1 Bal Orneklemlerinin HPLC-UV Kromatogramlari
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Ek 4. Baz1 Bitki Orneklemlerinin HPLC-UV Kromatogramlari

Mor Cicekli Bitkiler
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Ek 4’tin devamu

e ToMY-Tonya Mor Yaprak

] Surveyor UV/VIS-280nm
2000 ToMY

1200
mAU]

800

400

26 28 30 32 34

Surveyor UV/VIS-315nm
ToMY
800
600
mAUj
400
200
5
16

0 2 4 6 8 0 12 14 16 18 20 22 24 26 28 30 32 34
t (Dakika)




111

FEk 4’iin devami
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FEk 4’iin devami

Sarn Cicekli Bitkiler
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Ek 5. Bal Orneklemlerinin DPPH-SCs, Grafikleri

DB1SC, Grafigi

53060y = 05315600y =0 5204 L0
09980 R°=09997

1] 10 20 30 40 50 60
Konsantrasyon (mgmL)

(317 nm) DB2SCs, Grafigi
y=05276c0085  y=05235¢ 008 y=() 5317100

! R*=0,9987 R*=0,9993 R*=0,9965

0 20 40 60 80 100 120
Konsantrasyon (ng/mL)

(317 nm) DB3 SCx, Grafigi
Y0523 y=0.5244 0004 y=0,5224 0005

[ " Ri=09085 =0.9984 RE=0.9984

0 20 40 60 80 100 120 140 160
Konsantrasyon (mg/mL})

(517nm) DB4 SCs, Grafigi

i y=05672e 000 =0 37026000 = () 564] 000

| R=09999 R=09994  Re=00994

0 20 40 60 80 100 120 140 160 180

Konsantrasyon (mgmL)

Abs. (317 nm) DB3SCs, Grafigi
06
[ y= g‘jgﬁze—ﬂ‘ﬂlﬂx y= 0,5664¢ 0017 y= 0.5661 L0l
05 4 R=09991 R*=0,9993 R*=09934
04 4
03 4
02 4
014
0 T T T T T T T T
0 10 20 30 40 50 60 T0 80 90 100
Konsantrasyon (mg/mL})
Abs. (517 nm) DB6SCy, Grafigi
06
IL y=043070005 y=04345¢ 0% y= (4447t
05 R*=0.8133 R*=0.8029 R*=0.8266
04 4
03 4 .
02 4
L} '}
01 4
0 T T T T
1} 20 40 60 80 100 120

Abs. (517 nm)

Konsantrasyon (mgmL)

DB7SC<, Grafigi

06 l

5
04
03
0.2

0.1

y=0 3230 L0030
R==0.9987

Abs. (517 nm)

0.6

2 40 60 80 100 140

Konsantrasyon (mg'mL)

DBSSCs, Grafidi

0.5

04

0.3

0.2

0.1

y=0.5175e 0087 y=05220et08  y=05130¢005=
© Re=09901 R2=0,98938 R°=10.9899

20 40 60 80 100 120 140 160 180

Konsntrasvon (mg/mL)



Ek 5’in devami
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DB175C5, Grafii
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Ek 6. Bal Orneklemlerinin ABTS-SCsy Grafikleri
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Ek 6’nin devami

 Crafisi
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Ek 6’nin devami

Abs. (734nm) DB25SCy, Grafigi
07
y=06381eMME  y=0 63710 6300 L0
R*=09999 R:=09998 R*=0.9995
06
05
04
03 T T T T T T 1
0 50 100 150 200 250 300 350 400 450
Konsantrasyon (mg'mL)
26 SC,, igi
Abs. (") DB26 8C, Grafigi
06
y=0.3371eb0E =537 000 y=0,537] 200
R*=0.9946 R*=09953 RE=09921
05 4
04
03 T T T T T T T T

0 20 40 60 80 100 120 140 160 180 200

Konsantrasyon (mg'mL)

Abs. (734 nm) DB278Cs, Grafigi

0§

Y=053] 70 =0 534160000 y= () §20 20000
R=09478

R=09711 R=09147

03 T T T T T
0 50 100 150 200 250 00 350
Konsantrasyon (ing'mL)
DB28 SCs, Grafigi
Abs. (734 1m) so GTAlIE
06
y= 0.5336e 0002 y= ).5350g 00020 y= 0.5322¢ 00021
R*=0.9951 R*=09978 R*=09914
05 4
04
03 4
02 T T T T T T T

] 20 40 60 80 100 120 140 160 180 200

Konsantrasyon (mgmL)

125

Abs. (734nm)
08
y=0,5298¢ 0001 y=035307et0t: y =()5280¢ 000l 1x
R=09921 R?=09919 R*=09904
05
04
03 T T T T
0 50 100 150 200 250 300
Konsantrasyon (ngmL)
Abs. (734nm) DB30SCy, Grafigi
0700007
09937
03 T T T
0 100 200 300 400 500 600
Konsantrasyon (mg/mL}
Abs. (734nm) KB SCs, Grafigi

y= ().5350¢ .02z y= 00,5353 00027 y= 00,5348 000252
R°=09994 R*=0.9999 R*=0.9983

50

100 150 200 250

Konsantrasvon (mg'mL)



126

Ek 7. Orman Giilii Bitkileri DPPH SCso Grafikleri-Mor Cigcekli Bitkiler
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Ek 7’nin devami
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Ek 7’nin devami
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05 0.9967 R=09941

04

03

02

01

0 T T T 1
0 0,02 0.04 0.06 0,08 01 0.12

Konsantrasyon (mg/mL)



Abs. (517 nm)

0.7

08

05

04

03

0.2

01

Abs. (517 nm)

0.7

06

05

04

0.3

0.2

01

Abs. (517 nm)

07

06

5

04

03

02

a1

Abs. (517 nm)

08
07
06
05
04

03

Ek 8. Orman Giilii Bitkileri DPPH SCsy Grafikleri-Sar1 Cicekli Bitkiler

AkeaabatSan Cicek 5C5, Grafigi

35t 00
0,9986

T7edTE y=

0,02 0,04 0.0 008 01 0.12
Konsantrasyon (mgmL)

AkeaabatSar Yaprak SCs, Grafigi

y=0.35724etBlls ¢ 330000 y =() §7]4et 800
Re=0.9983 R°=0.9988 R#=09980

0,02 0.04 0.08 0.08 0.1 0.12 0.14
Konsantrasyon (mgmL)

Macka San Cicek SCs, Grafigi

y=0.5760e1 582 y=05768e M5 y=( 5752
R*=09991 R*=0,9990 R*=0.9992

0,05 01 0.15 02 025 03 035 04 045 05

Konsantrasyon (ingmL)

Macka San Yaprak SCs, Grafigi

y=0,7090e167  ¥=0T076e 8y = g 71 g3 183005
R°=0.9767 R=09775 Ro=0.9730

002 0,04 0,06 0,08 01 012 0,14 0.16 018
Konsantrasyon (mgmL)

Abs. (517 nm) Kopriibasi Sar Cicek SCs, Grafigi
06
Y=0M463e197E y=0,5463el y=05464e1910%
R°=09949 R R=09%46
|
05 1
04 | -
03 . - . : . : - - 1

] 0,02 0.04 0.06 008 0.1 0.12 0.14 0.16 0.18

Konsantrasyon (mg'mL)

Abs. (517 nm) KopriibasiSar1 Yaprak SCs, Grafigi

06
y=05614e550 y=0 56346855 y=() 5593588
R*=0.9989 R*=0.9984 R*=09992
05
04
03 T T T 1
0 0,01 0.02 0.03 0.04 005 0.06
Konsantrasyon (mgmL)
Abs. (517 nm) Vakfikebir San Cicek SCs, Grafigi
05 ¥ ’63ge—t,xiiﬁs y= 0.56436’1'3'5353 ¥ 5634?['3'?”3
R*=0.9961 R*=09963 R*=09957
05
04
03 T T T T

] 0,05 0.1 0.15 0.2 025

Konsantrasyon (mgmL)

Abs. (317nm) Salpazar1Sar Cicek SCs, Grafigi

0.7

y=035818¢3 MM y=(,5832¢ 3500y =0 3805¢ 357
06 R°=0.9892 R=0.9883 R*=0.9897

05 B

04

03

02

0.1

0 T T
0 0,05 0.1 015 0.2 0.25
Konsantrasyon (mgmL)




Abs. (517 nm)

07

Ek 8’in devami

Caykara San Cicek SCy, Grafigi

08

05

04

03

3 0,581 e 26001x
R=0.9990

1]

Abs. (517 nm)

08

0.02 0.04 0.06 008 0.1 012 0.14 0.16 0.18

Konsantrasyon (mg'mL)

Caykara Sar Yaprak SCs, Grafigi

05

04

03

0.2

01

Abs. (517 nm)

07

0.02 0.04 0.06 008 0.1 012

Konsantrasyon (ing'mL)

Tonya San Cicek SCs, Grafigi

y=058126L85E y=0,5820e083 y=0,5805e L
DR=09937 R=0995 RES09%7

005 01 0.15 02 0.25

Konsantrasyon (ingmL)
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Abs. (517m) Tonya Sar Yaprak SCs, Grafigi

07

}':U.G(]]-'E'B‘}];nx 3‘:0.60:9{]13”35 y= 6003122
05 2 R*=0.9936 R*=0.9957 R=09933

0 T T T T T T T T
0 L] 0.02 0.03 0.04 005 0,06 0.07 008 008 01

Konsantrasyon (mg'mL)

Abs. (517 nm) Ordu San Cicek SCs, Grafigi

y= ,]‘696[]9'5 1128 y= 0.6057e3.0508 ¥ 20‘606563 1674z
R=09901

06 R=09899 R-=0.9897

0 T T T T 1
] 0,05 01 0.15 02 0.25

Konsantrasyon (mg'mL)

Abs. (517 nm) Ordu Sar1 Yaprak SCs, Grafigi

y 337 4T y=
08 R*=0.9986 R*=09991 2= (9979

’"4§e—ﬁ,iéﬂts

0 T T 1
0 0.02 0,04 0.08 0,08 01 0.12
Konsantrasyon (mg'mL)
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Ek 9. Orman Giilii Bitkileri ABTS SCsy Grafikleri-Mor Cigekli Bitkiler

Abs. (734nm) Yomra Mor Cicek SCs, Grafigi
07
y= Q_ﬂgﬁe—u..fdﬁx y= 0.64'1:"”"‘55" y= 630015982
R*=0,9992 R=09976 =0,9945

06 4

05 4

04 T T T T T

0 0.2 04 0.6 08 1 12 14 16
Konsantrasyon (mg'mL)

Abs. (734nm) Yomra Mor Yaprak SCs, Grafigi

07

y= 6408017 _\—:Q@l“e—ﬂ.t'lﬂ.’z: j’:(IMSOE'""mg
R*=0.9979

R==0.9991 R*=09952

04 T T T T T
0 0.2 04 0.6 0.8 1 12
Konsantrasyon (mgmL)
Abs. (734 nm) Akeaabat Mor Cicek SCs, Grafigi
07

y=0,6488¢01905
R*=109983

640801016 y=() 64770180
R*=0.9963 R*=09977

04 T T T T T T T

1} 02 04 08 08 1 12 14 18 18 2
Konsatrasyon (mg/mL)
Abs. (734 nm) Akeaabat Mor Yaprak SCs, Grafigi
07
y=065T1e Bk ¥=0.6611e7#5 y=0 633105
Re=0996)  R°=09956  Re=09968
06 4
05 1
04
03 T T T T T T T
a 02 04 06 08 1 12 14 16 18 2

Konsantrasyon (mgmL)

Abs. (734 nm)
07

Macka Mor Cicek 5C5, Grafigi

y=0631 1e0268 ¥
R*=109960

6200¢ 1152 y = () 632302260
R=09940

R=09973

Abs. (734 nm)

1 15 2 25 3 35 4
Konsantrasyon (mg L)

Macka Mor Yaprak SCs, Grafigi

0.7

0.6

0.5

04

0.3

0.2

0.1

y=0,6277el i :‘-:0.6319‘3—051103
" R=0.9980 R*=0.9962

y= 0,6235¢03110e
R°=09992

Abs. (734 nm)

0.5 1 15 2 25
Konsantrasyon (ng'mL)

Kipriibasi Mor Cicek SCs, Grafigi

y=06472e030 y
R*=0.9937

(4470 y = () 6408130
R°=0.9939 R>=0,0809

Abs. (734nm)
0.7

04 06 08 1 12 14 16 18 2

Konsantrasyon (mg'mL)

Kipriibasi Mor Yaprak SCs, Grafigi

0.3

0.2

01

y=0.6522e04 y= 651 Qe Tane _\':‘3.652.‘9{392&
BZ=09911 R=0989¢9 Re=09920

05 1 15 2 25
Konsantrasyon (mg'mL)



Ek 9’un devami

Abs. (7341m) Vakftkebir Mor Cicek $Ce, Grafigi

07
¥=0,6393¢537  y=0,6578eb7E = q Go08et s

06 | Re=09983 R=08952  R=09085

05 1

04 1

031

02 1

014

0 T T
0 05 1 15 2 25

Konsantrasyon (mg'mL)

Abs. (734 nm) Vakfikebir Mor Yaprak SCs, Grafigi

07 -
v = 064526051 ¥= 06486605715y =0,6418¢7705F

06 " Re=09964 R*=09958 R*=09963

05 1 0

04 4

03 4

02 4

01 4

0 T . . T . T
0 02 04 08 08 1 12 14

Konsantrasyon (mg'mL)

Abs. (734nm) Salpazan Mor Cicek SCs, Grafigi

07

v=0,6401e 0130 v=0,6399¢ 127 y=0.6404¢ 255
R=09860

R*=09868 R*=0.9846

04 ‘ ‘ ‘ .
0 02 04 06 0.8 1 12 14 156
Konsantrasyon (ing'mL)
Abs. (734 nm) Salpazar1 Mor Yaprak SCs, Grafigi
o = 0.6650e05% y=066176025 y=( oS4l i
07 R=0.9915 R*=09876 R =099335

01

0 T T T T T
] 0.5 1 15 2 25 3 35 4 45

Konsantrasyon (mg'mL)
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Abs. (734 . -

s (734 nm) Caykara Mor Cigek SC5, Grafigi
07 = =

¥ =0,6410¢0066x y= 00,6443 01858 y =()6396¢ 014302
R2=09964 R*=0,9807 R*=09965
06 -
0.5
04 T T T T T T
0 02 04 08 0.8 1 12 14 16 18
Konsantrasyon (mg'mL)

Abs. (7341nm)

Caykara Mor Yaprak SCs, Grafigi

0.7
649202128 y= 0,6—193?’0‘2210" y =), 6492020482
=0,9932 R2=09940 R*=0.9962

06

05

04

03 T T

0 05 1 15 2 25

Abs. (734nm)
07

Konsantrasyon (mgmL)

Tonya Mor Cicek SCs, Grafigi

y=0.6481e 0Bl y= 6ROty = 064726050
R'=0,9993

R*=0.9908 R=09817

04 - : - :
1] 02 04 0.6 08 1 12 14 16
Konsantrasyon (mg/mL)
. L G (rafic
Abs.(734um) Tonya Mor Yaprak SCs, Grafigi
07 I

3030380
09979

y =()65]0¢ 0301 y=
R==09986

¥=0,6511e29%s
R*=0,9991

0.2

04

06 08 1 12 14 18 18

Konsantrasyon (mg'mL)



Abs. (734 nm)
07

Ek 9’un devam

Kesap Mor Cicek SCs, Grafigi

¥ 6537eldM6 y= 0,651 20267 y= 0,656 07783
R*=0.9975 R°=0.9966 R2=0.9980
06 4
05 4
04
03 T T T T T T T
0 0.2 04 06 08 1 12 14 16 18 2
Konsantrasyon (mg'mL)
Abs. (734nm) Kesap Mor Yaprak SCs, Grafigi
07
v=0653 gl y= 0.653] 02800 y=06331 el203k
R=0.9984 R=09979 R*=0.9988
0.8
0.5
04
03 T T T T T T
] 02 04 06 0.8 1 12 14 18 18
Konsantrasyon (ng/mL)

Abs. (734 nm)

Ordu Mor Cicek SCz, Grafigi

y=0653el80= y=( 5479¢03%4 y= 065666034

R=0.9892 R*=0.9906 R*=09834
06
05
04
03

0 032 04 06 08 1 12 14 16 18
Konsantrasyon (mg'mL)
Abs. (734nm) Ordu Mor Yaprak SCs, Grafigi
08 .
y =(,6692¢05803k y=0671 10587z y= 0.6674eL50%=

07 R=09851 R*=09828 R*=0.9872

02 04 0.6 08 1 12 14 16 18
Konsantrasyon (mg/'mL)
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Abs. (7341m)

Hemsin Mor Cicek SCs, Grafigi

0.7
Y= 06569605 y= 65566l Mix y=0 6582el M5

06 *=0.9961 RE=09975 Re=0,904

05

04

03

0.2

0.1

0 T T T T
0 05 1 15 2 25

Konsantrasvon (mgmL)

Abs. (734 m) Hemgin Mor Yaprak SCs, Grafigi

08 .
¥=0,6700¢13555= y=06751e080 ¥ =0,6651e34%

0.7 B=09916 R=09874 R=09951

0.6

0.5

04 ~

03

0.2

0.1

0 T T T T T
0 05 1 15 2 25 3

Konsantrasyon (ing'mL)

Abs. ("34nm) Artvin Mor Cicek SCs, Grafigi

07

y=06517eBE y=06502¢ L8 y=
R*=09934

0,6532046%
Re=0,9972

R*=0.9902

05 4
04 T T
0 02 04 0.6 08 1 12
Konsantrasyon (mg/mL)
Abs. (734nm) Artvin Mor Yaprak SCx, Grafigi
0.7
y= 0651100 y= 0.6525¢02164 y= 00,6498e0.2084
09989 R*=09977 R2=0,9992
0.8
05
04
03 T T T T T T T

02 04 08 08 1 12 14 18 18 2

Konsantrasyon (ngmL)



Abs. (734 nm)

07
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Ek 10. Orman Giilii Bitkileri ABTS SCsq Grafikleri-Sar1 Cigekli Bitkiler

AkeaabatSan Cicek SCs, Grafigi

y=0.6306e0167 ¥ =0,6407elIBm o
" R=0998 2= 09965

04 T T T T T
0 02 04 06 08 1 12 14 18 18
Konsantrasyon (mgmL)
Abs. (734nm) AkeaabatSar Yaprak SCs, Grafigi
0.7
y =(),6443¢ 01305 y= 0644400208 y=0 (44301400
R*=109984 R*=0,9979 R*=0.9084
0.6
05
04 T T T 1
0 0.5 1 15 2 25
Konsantrasyon (ing'mL)

Abs, (7341m) Macka Sar1 Cicek SCy, Grafigi

07

) y=06605eL1% y=( g5 5ed1l6l y=06595¢ 1176

08 R=09935 R=09931 R=09939

05

04

03

02

0.1

] T T 1
0 2 4 [ 8 10 12

Abs. (734 nm)

07

06

05

04

03

0.2

01

Konsantrasyon (mg'mL)

Macka Sart Yaprak SC, Grafigi

1'20.64618']“05 \‘:0.6—1938’”1&‘: }-=0_645:E-]4HD.);
R==10,9986 R==0,9973 R*=0,9995

02 04 06 08 1 12 14 186 18
Konsantrasyon (mg/mL)

Abs. (734 nm)

Kapriibagi Sar1 Cicek SCs, Grafigi

y= 00,633 700835 y= 0,6428¢0072
Re=0.9887 R=0.9933

R=09073

04 1
03 : : : : : !
] 05 15 2 25 3 35
Konsantrasyon (mg/mL)
Abs. (7341m) Képriibagi Sarn Yaprak SCs, Grafigi
0.7

y=0636162D7 y=0,6301 008 y= 633060211
R*=0,99%0

R*=09984 R=0.9991

04 T T T T T T 1
0 01 02 03 04 05 06 07 08 09 1
Konsantrasyon (mgmL)
Abs. (734nm) Vakfikebir Sar Cicek SCs, Grafigi
07
y=006 0058 y= 0.6462 00502 y= 0.6436e0.0974=
R*=0.9988 R*=09976 R=0.9993
06 4
05 4
04 4
03 T T T T T T T
0 05 1 15 2 25 3 35 4 45 5

Abs. (734 nm)

Konsantrasyon (mg'mL)

Salpazan San Cigek SCs, Grafigi

07

y= 00,6446 115772 y= 0,644 L1307 y=0 6430g 11367

Re=0.9975 R=09970 RE=0.9978
06 1
05 1
04 1
03 - ‘ ‘ ‘ - i
] 05 15 2 25 3 35 4 45

Konsantrasyon (mg'mL)



Ek 10’un devami

Abs. (734nm) Caykara San Cicek SCs, Grafigi
07 "
‘ y=0,6499¢ 2060 y= 0,6525e 01085 y=0 547201055
R2=0.9962 R*=0.9936 R*=09978
06 1
05 4
04 1
034
02 T T T T r
0 05 1 15 2 25 3 35
Konsantrasvon (mg/mL)
Abs. (734 nm) Caykara Sar1 Yaprak SCx, Grafigi
0.7
y=06431e036x  y=(6431e025% y=0,6430e07x
R*=09978 R*=0,9920 R*=0,9993
0.8
0.5
04
0.3 T T T T
0 05 1 15 2 25
Konsantrasyon (ng/mL)
Abs. (734um) Tonya Sar1 Cicek SCs, Grafigi
0.7

Y= 0647100 y=0,6470g 00 y=0.6472¢ 00
T R=0.9986 R2=09974 R*=0.9933

05

04 T T T T T T
0 05 1 15 2 25 3 35 4 45 5
Konsantrasyon (mg/mL)
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Abs. (734nm) Tonya Sar Yaprak SCs, Grafigi
0.7
v=06363¢LW  y=0,6503eD4¥ y=0,6613¢ 047
06 R*=09954 R*=09074 R*=09010
0.5
04
0.3 a
0.2
0.1
0 T T T T T T T
0 0.2 04 06 08 1 12 14 16 18 2
Konstrasvon (mg mL)
Abs. (734nm) Ordu San Cicek SCs, Grafigi
07
y=06381 el 106 y= 0,661 TelAex y= 0,6545¢0.1000
06 R*=0,9902 R*=09838 R*=0.9951
05
04
03
02
0.1
a 05 1 15 2 25 3 35 4 45
Konsantrasyon (ng'mL)
Abs. ("341m) Ordu Sar Yaprak 5Cx, Grafigi
07
y=0,6402ee y=0,6483¢ "M% y=06500¢ 775
06 R2=09979 R*=09973 R*=109981
05
04
03
02
01
0 T T

04 08 1.2 16

Konsantrasvon (mg/mL)



OZGECMIS

11.09.1984 tarihinde Sivas’ta dogdu. Ilk ve orta dgretimini Ankara’da tamamladi.
2003 yilinda K.T.U., O.F.M.AE. Béliimii, Kimya Ogretmenligi programmi kazandi ve
2008 yilinda ayni boliimden tezsiz yiiksek lisans derecesi alarak ikincilik payesiyle
tamamladi. 2008 yili giiz déneminde K.T.U., Kimya Anabilim Dali, Biyokimya
kiirsiisiinde dogrudan doktora egitimine basladi. Doktora egitimi siiresince TUBITAK-
BIDEB kapsaminda yurt i¢i doktora burs programiyla desteklendi. 2009 yilinda ayni
kiirsiide arastirma gorevlisi olarak akademik caligma hayatina atildi. Doktora akademik
hayat1 boyunca, 16’st SCI indeks kapsamina giren toplam 20 bilimsel makale
calismasinda, 35 ulusal ve 2 uluslararasi sempozyum ya da kongre bildirisinde ve
uluslararas1 camiada yayinlanan iki farkli kitabin 3 farkli boliimiinde ismine yer vermistir.

Yabanci dili Ingilizce’dir.
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