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OZET

KIZILCAM KABUGUNDAN ELDE EDILEN EKSTRE iLE
TEKSTIL ESASLI YARA ORTULERI TASARLANMASI VE
KARAKTERIZASYONU

SECIM KARAKAYA, Pelin

Doktora Tezi, Tekstil Miithendisligi Anabilim Dal1
Tez Damigmani: Prof. Dr. Necdet SEVENTEKIN
Ikinci Danisman: Dog. Dr. Ozlem YESIL CELIKTAS

Ekim 2018, 97 sayfa

Yara ortiileri, teknik tekstiller igerisinde biiyiik bir paya sahip
alanlarindan birisi olan medikal tekstillerin bir alt dalidir. Yara iyilestirme
amaciyla yapilan caligmalar ¢ok eski yillara dayanmaktadir ve bu konuda ilk
olarak bitkilerden yararlanilmistir. Cam kabugu yillardan beri bir¢cok alanda
kullanilmasia ragmen son zamanlarda saglik ve medikal alaninda genis bir

uygulama alanina sahiptir.

Bu tez ¢alismasinda, Tiirk Cami olarak bilinen, fenolik bilesikler i¢eren
kizilgam (Pinus brutia) ekstreleri kullanilarak, yara ortiileri tasarlanmig ve yara
iyilestirme performanslari tespit edilmistir. Calismada sokslet ekstraksiyonundan
farkl1 olarak mikrodalga ve ultrasonik ekstraksiyon gibi modern ekstraksiyon
teknikleri kullanilarak, Pinus brutia ekstreleri elde edilmistir. Optimum
ekstraksiyon kosullari, Box-Bhenken tasarimi kullanilarak, su-etil asetat ile
mikrodalga ekstraksiyonu i¢in 70° C, 10 dk., 900 W olarak belirlenmis ve bu
kosullarda fenol miktar1 987.32 mg gallik asit esdegeri (GAE), flavonoid miktari



23.7 mg quercetin /g ekstre, serbest radikal siipiirme kapasitesi % 86.2 olarak
bulunmustur. Ultrasonik destekli ekstraksiyonda ise optimum kosullar 70° C, 20
dk. ve % 50 gii¢ olarak belirlenmis ve 811.84 mg gallik asit esdegeri (GAE)
fenol igerigi, 30.1 mg quercetin / g ekstre flavonoid ve % 90.8 serbest radikal
stiplirme kapasitesi elde edilmistir. Mikrodalga etanol (1083.5 mg / g ekstre),
ultrasonik etanol (1014.8 mg / g ekstre) ve sokslet etanol ekstreleri (813.9 mg /g
ekstre) toplam fenol miktar1 agisindan su-etilasetat ekstrelerine gére daha iyi
sonu¢ vermistir. Ayrica, toplam flavonoid konsantrasyonunda, en yiiksek deger
(99.4 mg kersetin/g ekstre) mikrodalga ekstraksiyonu ile etanol kullanildiginda

elde edilmistir.

Belirlenen optimum kosullar ile elde edilen ekstreler ve aljinat jel
kullanilarak kumas tizerinde jellestirme yontemi ile yara ortiileri hazirlanmistir.
Ekstreler iceren yara ortiilerinin yara iyilestirme performanslar siganlar tizerinde
denenmistir. Birinci haftanin sonunda kizilgam ekstre icerikli yara Ortiisii
uygulanan hayvan grubunun yaralarinda % 75.7 oraninda iyilesme goriiliirken,
kontrol grubu hayvanlarin yaralarinda ise % 48.6 oraninda iyilesme goriilmuistiir.
Sonug olarak hazirlanan yara ortiilerinin uygulandig1 siganlarda kendi kendine

tyilesen sigan grubuna gore daha hizli iyilesme goriilmiistiir.

Anahtar sozciikler: Medikal tekstil, Kizilgam, ekstraksiyon,

antioksidan, yara Ortiisi.
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ABSTRACT

DESIGN AND CHARACTERIZATION OF TEXTILE BASED
WOUND DRESS WITH PINUS BRUTIA EXTRACT

SECIM KARAKAYA, Pelin

PhD in Textile Engineering
Supervisor: Prof. Dr. Necdet SEVENTEKIN

Supervisor: Dog. Dr. Ozlem YESIL CELIKTAS
October 2018, 97 pages

Wound dress which has largest share of medical textiles, is one of the
significant applications. Studies carried out for wound healing purposes date
back to ancient years. Firstly, plants were used and synthetic antioxidants
replaced those. Although it has been used for many years, Pine bark has recently
a wide area of application in nutrition health and medicine.

The aim of this thesis is to design wound dressings using the extracts of
Pinus brutia known as Turkish Pine, and to determine the wound healing
performances of the obtained products in vivo experiments. In the study, Pinus
brutia extracts were obtained using modern extraction techniques such as
microwave and ultrasonic extraction apart from the traditional soxhlet extraction
method. Optimum extraction conditions obtained using with Box-Bhenken
design were elicited as 70°C, 10 min., 900 W which yielded 987.32 mg gallic
acid equivalent (GAE), 23.7 mg quercetin/g extract and 86.2% free radical
scavenging capacity for microwave-assisted water/ethylacetate extraction; while
70 °C, 20 min. and %50 power which yielded 811.84 mg gallic acid equivalent
(GAE), 30.1 mg quercetin/g extract and 90.8% free radical scavenging capacity
for ultrasonically-assisted water-ethylacetate extraction. Total phenol result of

microwave ethanol extract (1083.5 mg/g extract), ultrasound ethanol extract



xii

(1014.8 mg/g extract) and soxhlet ethanol extract (813.9 mg/g extract)
performed better than water/ethylacetate extract. Moreover, total flavonoid
concentration showed that the highest value was attained with microwave (99.4

mg quercetin/g extract) while ethanol was used as solvent.

After the extraction, the sodium alginate solution was prepared using
Pinus Brutia extract and the gel was formed on the fabric by treatment CaCl,
solution to obtain wound dress. Wound healing performances of the wound
dressings obtained using with extracts were tested on rats. At the end of the first
week, 75.7 percent wound area of rats which treated with wound dress
containing Pinus brutia gel, was healed, while in control group rats 48.6 percent

wound area was healed.

Keywords: Medical textile, Pinus brutia, extraction, antioxidant, wound

dress.
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1. GIRIS

Yasamsal beklentilerin her gegen giin yilikselmesi, niifus artis1 ve yaslanan
niifus yoniinde degisen niifus dagilimi, medikal tekstil iiriinlerinin gelistirilmesine
duyulan ihtiyaci da arttirmaktadir. Medikal tekstiller, teknik tekstillerin 6nemli ve
hizla biiyiiyen alanlarindan biridir. Belirli ihtiyaglara yonelik fonksiyonel 6zellik
kazandirilmig tekstil materyalleri medikal ve cerrahi uygulamalarda genis
kullanim alanina sahiptir. Medikal tekstiller yara ortiileri, sargilar, yapay bobrek,
karaciger ve akciger, ameliyat iplikleri, saglik bakim-hijyen tiriinleri gibi bir ¢ok
farkli materyal kullanilmaktadir. Bunlarin iginden yara ortiileri, insan sagligi

acisindan énemli olan yara tedavilerinde cok dnemli bir role sahiptir.

Viicudumuzun en Onemli organlarindan biri olarak bilinen deri,
organizmanin canliligimi devam ettirebilmesi i¢in gerekli ¢ok sayida fonksiyonu
yerine getirmektedir. Cesitli dis ve i¢ faktorlerin meydana getirdigi deri
biitiinliigindeki bozulma sonucu farkli gesitlerde yaralar olusmaktadir. Viicut bu
yaralari en hizli ve etkin sekilde kapatma egilimindedir bu yiizden de yara
iyilesmesi denilen kompleks siireci baglatmaktadir. Bu siiregte, organizmanin
yetersiz oldugu durumlarda yara iyilesmesi icin farkli 6zelliklere sahip pek ¢ok
materyal kullanilmaktadir. Bu ihtiyac1 karsilamak igin medikal tekstillerden
yararlanilmaktadir. Medikal tekstiller kapsaminda yer alan yara Ortiileri, yara
bdlgesinin lizerini Orterek, zararli bakteri gecisine izin vermeyerek, zarar gérmiis
dokuyu dis etkilerden koruyup ve fonksiyonel o6zelligine gdre uygunsa hiicre

iiretimini saglayarak iyilesme siirecine katkida bulunmaktadir.

Yara iyilesmesi amaciyla yapilan ¢alismalar M.O. 3000-2500 yillarinda
baslamis ve ilk olarak bitkilerden yararlanilmis ve daha sonra bunlarin yerini
sentetik antioksidanlar almistir. Giiniimiizde ise, sentetik antioksidanlarin insan
saghigim etkileyebilecek zararlarindan dolay1 bir ¢ok bitkisel materyalden dogal
antioksidanlarin elde edilmesi {lizerine caligmalar tekrar yogunlasmistir. Bu
durum, dogal antioksidan oOzellikleri bulunan aromatik bitkilerin kullaniminin
giderek daha da artmasina neden olmustur. Literatiirde kizilgam antioksidan

Ozelligi yiiksek ve yara iyilestirme etkisi olan dogal bir kaynak olarak



belirtilmektedir. Kizilgam o6ziitii polifenoller agisindan zengin olup, yapisinda
katesin, epikatesin, taxifolin, prosiyadinin ve proantisiyadinin gibi Onemli
flavonoid bilesikleri bulunmaktadir. Etkili antioksidan 6zelligi olan flavonoidler
bag dokusunun ana proteini olan kollajeni dokuya baglayarak bag dokusunun
korunmasini, biitinliginii ve esnekligini korumasini saglamaktadirlar. Yara
iyilesmesinin biitlin asamalarinda kollajen sentezi Onemli rol oynamaktadir
(Zbigniew and Schwartz, 2000). Ayn1 zamanda flavonoidlerin yara iyilesmesini
hizlandirma, alerjik reaksiyonlar1 Onleme, kirisik olusumunu azaltma gibi

Ozelliklere de bulunmaktadir.

Doktora tez ¢aligmasi kapsaminda, antioksidan ve yara iyilestirici 6zelligi
oldugu bilinen kizilgamin teleflerinden elde edilen ekstre kullanilarak tekstil
yiizeyinde jel olusumu ile yara bakim itriinleri hazirlanmistir. Gegmiste yara
ortiicli olarak degisik absorpsiyon kapasitesinde olan dogal ve sentetik bandajlar,
yumusak tutumundan dolayi hidrofil pamuk, sargi bezi ve gazli bez gibi klasik
trtinler kullanilmaktaydi (Altay ve Basal, 2010). Giiniimiizde yapilan g¢alismalar
sonucunda, degisen yara iyilesme anlayisi ile yaranin nemli ve 1lik bir ortamda
daha hizli ve basarili sekilde iyilestigi bilinmektedir (Kumar, 2004). Yapilan
aragtirmalar sonucunda kullanilan gazli bezin yaradan tiim nemi uzaklastirdigi,
yaray1 kuruttugu ve pansuman sirasinda yaraya yapisarak travmaya neden oldugu
ayrica bakteri lremesini engelleyemedigi i¢in yaranin enfeksiyonuna neden
olabilecegi goriilmiistiir. Bu dezavantajlar1 gidermek amaciyla farkli yara
ortiilerine ihtiyag duyulmaktadir. Literatiir c¢alismalar1 incelendiginde, yara
ortiilerinde destek materyali olarak cesitli vitamin ve minerallere ilave olarak
dogal {irtinler, antioksidanlar hatta biyopolimerler gibi (kitosan, kolajen vb.) ¢ok
cesitli maddelerin  kullanildig1  goriilmektedir. Ancak bu kapsamda yara
ortilerinde kizilgam Ozitiiniin kullanimina rastlanilmamistir. Kizilgam (Pinus
brutia) literatiirde krem formiilasyonu olarak ¢alisilmig, yarali cilt yiizeylerine
dogrudan uygulanmistir. Fakat yaranin hizla iyilesmesi i¢in nemli bir ortam
gereklidir ve ayni zamanda yara sivisinin emilerek bakterilerin ¢ogalmasi
engellenmelidir. Topikal uygulamalarda bu tiir liriinler yara lizerinde kuruma gibi
problemler yaratabilmektedir. Bu c¢alismada da yara ortiileri hazirlanmasinda,
nemli yara ortaminin saglanilmasi ve akut yara iyilesmesinin hizlandirilmasi

amaclanarak ekstre igerikli alginat jel tekstil yiizeyleri tasarlanmistir. Bu



calismada elde edilen yara ortiileri ile diga bagimliligin ortadan kaldirilmasina
yonelik katkilar elde edilmesi planmaktadir. Diger iilkelere gore Tiirkiye’deki
medikal sanayi sektorii olduk¢a geng bir sektordiir. Tez kapsaminda tiretilen yara
bakim iirlinii ile iilkemizin sarf malzeme agisindan yurt disina bagimliliginin bir

miktar azalmasina katkida bulunacag diisiiniilmektedir.

Ayrica medikal sektdriinde hammaddenin kisith olmasit da diger 6nemli bir
sorunu teskil etmektedir. Fonksiyonel yara oOrtiilerine yonelik kullanilan
hammaddeler genellikle ithaldir. Tez calismasi kapsaminda kullanilan dogal 6ziit
kizilgam kabuklarindan elde edilmistir. Kizilgamin diinyada en verimli ve genis
yayilis sahalar1 Tirkiye topraklarinda bulunmakta olup, bundan dolay1 da
makalelerde son donemde Tirk kizilgami (Turkish red pine) olarak
adlandirilmaktadir. Orman genel midiirliiglinlin orman atlasina gore; kizilcam
Tiirkiye’de 3.207.914 hektar1 verimli, 2.646.759 hektar1 verimsiz orman olmak
lizere toplam 5.854.673 hektara ulasan dogal yayilisi bulunmaktadir. (OGM -
Tiirkiye Orman Varligr -2012). Tez calismasinda lretilen ve yara Ortiilerinin
eldesinde kullanilan dogal 6ziitiin, lilkemiz topraklarinda bolca yetismekte olan
bir agactan elde ediliyor olmas1 hammadde sikintisini ortadan kaldirmaktadir. Tez
kapsaminda tretilen yara ortililerinde beklenen basarinin elde edilmesi durumunda,
tilkemizin sahip oldugu dogal kaynaklardan kizilgam teleflerinin  medikal
sektoriinde liretime katilmasi saglanacaktir. Bu durumda ithal olarak temin edilen
hammadde kullaniminin azalmas1 hedeflenerek milli ekonomiye 6nemli bir katki
olusturulmasi ve kizilgam kabuklarmin kullanimiyla da ayn1 zamanda dogada

bulunan aga¢ kabugu atiklarinin degerlendirilmesi saglanmis olacaktir.



2. LITERATUR OZETI

2.1 Medikal Tekstillerin Tarihgesi, Tiirkiye’deki ve Diinyadaki
Durumu

Tekstilin saglik alaninda kullanimi ¢ok eskilere dayanmaktadir. Tekstil
materyallerinin lif ve filament halde ameliyat ipligi ve yaralar icin dikis ipligi
seklinde ilk olarak Hintliler ve Eski Misirhlar tarafindan kullanildig
bilinmektedir (MO 3500). Ayrica Hintliler pamuk ve ince deri seritleri yara
kapatmak igin kullanmiglardir (MO 600). 2. yy’da bagirsak seritleri ile 11. yy’da
ise ipek seritler ile yara kapatma yontemleri uygulanmistir. 18.yy’da ise karbolik
asit ile sterilizasyon ile medikal tekstiller alanindaki gelismeler hizlanmistir
(Ureyen vd., 2000). 20. yy’da medikal tekstillerin gelisimi, bircok asamadan
geemistir. 1930”lu yillarda viicut sivilar1 ve kan kirlerinden dolay1 yara bolgesinin
etrafinda havlar bulunan ¢ok kath ortiiler kullanilmaya baglanmigtir (Sahin, 2011).
Giintimiizde tekstil endiistrisinde farkli fonksiyonel o6zelliklere sahip tekstil
iiriinleri elde etmek amaciyla ¢caligmalar devam etmektedir. Bu kapsamda medikal
tekstiller biiyiik ilgi gérmiistiir (Basal and Karagonlii, 2013). Diinyada, gelismekte
olan iilkelerdeki niifus artis1 ve bu ilkelerdeki yashi niifusun 6nemli derecede
artmasi, yasam standartlarindaki gelismeler, insanlarin saglik konusunda daha
bilingli olmalar1 ve saglik bakim {iriinlerine olan talebin artmasi gibi faktorler
medikal tekstiller sektoriinlin gelismesine ve biiyiimesine neden olmaktadir.
Medikal tekstil uygulamalarinda kullanilan materyallerin iretildigi lif tiplerinde
ve bu materyallerin {iretim tekniklerinde gergeklestirilen arastirma ve gelistirme
caligmalari, medikal tekstillerin tiim tekstiller i¢inde sahip olduklar1 paymn giin

gectikce artmasini saglamaktadir.

2.2 Medikal Tekstiller

Medikal tekstiller, tekstil sektorii icinde genis bir iiriin grubu iceren ve hizla
biliyliyen alanlardan biridir. Kullanim alanina ve iirlinden beklenen 6zelliklere

bagl olarak: lif, iplik, 6rme, dokuma, nonwoven ve kompozit materyal gibi cesitli



tekstil tirtinleri kullanilabilmektedir (Mecit vd., 2007). Bir tekstil {irliniiniin saglik
alaninda kullanilabilmesi i¢in baz1 0&zelliklere sahip olmasi gerekmektedir.
Medikal tekstiller etrafindaki doku ile biyolojik olarak uyumlu olmali ve viicut
tarafindan kabul edilebilen sekilde olmalidir. Medikal tekstillerden beklenen bazi
ozellikler; antitoksiklik, elastikiyet, antialerjik, dayaniklilik, zararli bakteri
gecisine izin vermeme vb. seklinde siralanabilmektedir (Chinta and Veena, 2013).
Saglik uygulamalarinda kullanilan medikal tekstiller, liriin performansi agisindan
cok degisken iirlinleri icermektedir. Yapay organlar, bandajlar, sargi bezleri,
ameliyat iplikleri, yara Ortiileri ve benzeri malzemeler bu {irlin gruplari i¢inde yer
almaktadir (Ersoy vd., 2015). Bu degisken f{iriinler i¢in iirlinden beklenen
ozelliklere ve kullanim alanina bagli olarak medikal alanda kullanilan birgok {iriin

tek kullanimliktir.

Genel olarak medikal tekstiller uygulama alanlarina gére dort simif altinda

toplanmaktadir:

« Implante edilemeyen (viicut icine yerlestirilemeyen) materyaller

« Implante edilebilen (viicut igine yerlestirilebilen) materyaller

* Viicut dis1 kullanilan cihazlar

» Bakim ve hijyen iirlinleri, seklindedir.

2.2.1.Viicut dis1 kullanilan cihazlar

Viicut dist kullanilan (Ekstrakorporal) cihazlar yapay organlardir. Bu
aletlerin performans ve fonksiyonlar1 tekstil teknolojisi kullanilarak
saglanmaktadir (Ilgaz vd., 2007). Yapay organlar, yapay bobrek, yapay kalp ve
yapay karaciger vb. gibi organlardir. Bu materyaller, bir daha kullanilmayacak
olan veya sorunlu olarak gdorev yapan dogal organlarin yerine aym isi yapacak
olan insan viicudu i¢inde kullanilan veya insan viicuduna baglanabilen yapay
organlardir. Yapay organlar hastanin en iyi kosulda normal bir hayat siirmesine

yardimci olan organlar olarak tanimlanmaktadirlar. Teknik malzemelerden ve



tekstil malzemelerinden, doku miihendisligi alan1 kullanilarak elde edilen

organlardir (Ersoy, vd., 2015).

2.2.2.Bakim ve hijyen alaninda kullanilan tekstiller

Bakim ve hijyen alaninda kullanilan tekstil iirtinleri, medikal alanda
onemli bir yere sahiptir. Bu gruptaki iiriinlerin ¢esitliligi oldukca fazla olmakla
beraber hijyen amagli giinliik kullanimlarda ¢ok genis uygulama alanina sahiptir.
Bu gruptaki {irlinler: hastane ortiileri, hijyenik pedler, cerrahi ve koruyucu
giysiler, temizlik bezleri, maskeler vb. seklindedir. Bakim ve hijyen alaninda
kullanilan tekstil iiriinlerinin temel amaci, hastay1 ve personeli korumak ve hijyen
saglamak, yara enfeksiyonunu engellemek, operasyon yeri ve steril techizatin
disaris1 ile dogrudan temasini kesmek ve hastadan cerraha, cerrahtan hastaya
enfeksiyon ve hastalik tasima riskini azaltmaktir. Bundan dolayr kullanilan
kumaslarin belli 6zelliklere sahip olmas1 gerekmektedir. Bu 6zelliklerden bazilar;
antimikrobiyal olmali, su ve kan gibi sivilari gecirmemeli, tily ve toz
olusturmamali, nefes alabilir olmali, zehirli, kanserojen, alerjik madde
icermemeli, fiziksel olarak dayanikli olmali, konforlu olmali, yikamaya ve

sterilizasyona kars1 dayanikli olmali vb. seklindedir (Cireli vd., 2007).

Ornegin hastalarin tedavi edildigi yerlerde ve hastanelerde kullanilan
carsaf, alez vb. yatak takimlarinin steril olmasi gerekmektedir. Bu amagla tekstil
ylizeylerine c¢esitli bitim islemleri uygulanarak steril olmalar1 ve antibakteriyel
ozellik kazandiklar1 bilinmektedir. Yatak takimlari kazandirilan antibakteriyel
ozellik sayesinde hastalarin bir¢ok bakteriden korunmalarini saglayarak hasta
iyilesme siirecine olumlu etkide bulunabilmektedir. Bir diger tibbi tekstil olan
koruyucu giysiler; tek kullanimlik gomlekler, is¢i tulumlari, onliikler vb. tekstil
malzemeleridir. Bu giysiler insanlar1 sel, alev, radyasyon, kimyasal tehlikeler ve

her tiirlii dogal afetlere kars1 korumak amaciyla kullanilan tekstillerdir.

Cerrahi giysiler, ameliyat esnasinda cerrahi miidahalede kullanilmaktadir.
Bunlar; ameliyat Onliikleri, bone, maske, galos vb. malzemeler olarak
sayilabilmektedir. Bu malzemelerin ¢ogu tek sefer kullanilip atilmakta olup,

hijyen agisindan ¢ok 6nemlidir. Uretimlerinde en ¢ok kullanilan kumaslar tipleri;



pamuk, poliester, poliester/karbon, pamuk/poliester, spunlace ve spunbond
malzemelerdir (Pamuk, 2008).

2.2.3.Implante edilebilen (viicut icine yerlestirilebilen) materyaller

Implante edilebilen tekstil iiriinleri yapay kalp kapak¢igi, damar dokulari,
yapay eklemler, fitik tedavisi vb i¢in kullanilan materyallerdir. Bu triinler cerrahi
uygulamalarda viicudun onarilmasinda, yara kapatmak amaci ile ameliyat ipligi
olarak hasara ugramis dokularin desteklenmesinde ve onarilmasinda
kullanilmaktadir. Bu malzemelerin basarili bir sekilde kullanilabilir olmasindaki
en biiyilk etken biyolojik olarak uyumlu olmalar1 yani viicutta herhangi

istenmeyen bir tepkiye yol agmamalaridir (Ilgaz vd., 2007).

Ameliyat iplikleri, cerrahi miidahale sirasinda agilan veya kaza ile kesilmis
viicut dokularimi birbirine birlestirmek, kanamalarin veya viicut sivilarinin
durmasin1 saglamak amaciyla kan damarlarin1 birlestirmek, protez yapilarini
dokulara birlestirmek i¢in kullanilan dogal veya sentetik steril edilmis dikis

malzemeleri olarak tanimlanmaktadir.

Ameliyat iplikleri absorbe olabilen ve absorbe olamayan malzemeler
olarak iki sekilde incelenmektedir. Absorbe olamayan ameliyat iplikleri keten,
pamuk, ipek, poliamid, polipropilen, metal, poliester, polibutester, isobutyl-
cyanoacrylate vb. seklindedir. Absorbe olabilen ameliyat iplikleri ise kollajen,
katgiit, poliglaktik asit, poliglikotik asit, polimetilen karbonat, polidioksanon,
poliglukonat seklindedir (Erol, 2014).

Yapay tekstil damarlari, arter ve vendz otogrefler hastaligi igin
kullanilabilen, sorunlu kan damarlarinin yerine alabilecek en uygun tekstil
malzemeleridir. Kullanilan bu malzemerin mukavemeti iyi olmali ve damarin
cevresinde bulunan doku ile kolay birlesmeli, diisiik trombojonotiye sahip olmali,
dogal damara benzer 6zellikler gostermeli, enfeksiyonlara karsi direngli olmali ve
dikimi kolay olmalidir. Yapay bir damarda aranan en onemli &zellikler, pihti
olusturmama ve kolay iyilesme, biyobozunur olma, dayaniklilik, gozeneklilik,

kompliyans seklinde sayilabilir (Eren, 2010).



2.2.4Implante edilemeyen (viicut icerisine yerlestirilmeyen)
materyaller

Viicut i¢ine yerlestirilemeyen materyaller, deriye temas ederek veya temas
etmeden insan viicudunun digsinda uygulanmaktadirlar. Elastik veya elastik
olmayan bandajlar, baski bandajlari, ortopedik bandajlar, plasterler, gazli bezler,
tamponlar, sargi bezleri ve yara Ortiileri bu gruba giren iiriinlerdir. Bu materyaller,

kullanilma amaclarina gore en uygun 6zellikte olmalidirlar.

Bandajlar, bir operasyon sonrasi veya ¢ikik, zedelenme, kirik vakalari
sonucunda 0 alanin sabit kalmasini saglamak i¢in kullanilmaktadir. Gegici
bandajlar, yarayr dis etkenlerden korumak ve doku zedelenmesini azaltmak
amaciyla kullanilmaktadir. Sterilize olmus bandajlar yara iyilesmesinde oldukc¢a
onemli rol oynamaktadirlar. Kanamalarda, bandaj kullanilarak basing
uygulanmakta ve kanamalarin durdurulmas: gergeklestirilmektedir. Viicudumuzun
herhangi bir bolimiinde kirik ya da ¢ikik olustugunda bandaj kullanilarak

eklemlerin sabitlenmesi saglanmaktadir (Ersoy, vd. 2015).

Kanama ve benzeri olaylarin oldugu durumda, kanayan bdlgeyi dis
faktorlerden korumak ve bu bdlgeye basing uygulamak amaciyla kullanilan tekstil
yiizeylerine, sargi bezi adi verilmektedir. Sargi bezinin, seyrek dokunmus olmasi,
emici olmasi, yumusak olmasi ve pamuklu olmasi istenmektedir. Sargi bezleri
viicudun ¢esitli yerlerinde kullanilmaktadir. Sargi tipleri, ayak sargisi, diz sargisi,
bas sargisi, omuz sargisi, gogiis sargisi, el sargisi, kol sargisi, dirsek sargisi, kalca

sargisi, kulak sargisi, goz sargisi, dirsek sargisi vb. seklindedir (Ersoy, vd., 2015).

Bu grupta incelenen yara Ortiileri, medikal tekstillerin alt dali olan
implante  edilemeyen materyallerin en Onemli boliimlerinden  birini
olusturmaktadir. Yara Ortiileri, yaralarin steril kosullarda hizli bir sekilde
iyilesmesini saglayan tibbi tekstil malzemeleridir. Yara ortiileri, yanik yaralari,
enfekte olmus yaralar, bacak iilserleri, eksudali basi yaralari, ameliyat sonrasi
cerrahi yaralar, fungal lezyonlar, diyabetik yaralar vb. gibi orta-agir dereceli

yaralar i¢in koruyucu tabaka olarak kullanilmaktadir. Yara ortiileri kullanilirken



uygun yara Ortiisii yara tipine goére secilmektedir. Ornegin; akut yaralarda
genellikle kopiik ortiiler ve sivi emici 6zellikte olanlar, kronik yaralarda ise aljinat
ve hidrojel 6zellikte ortiiler kullanilmaktadir. (Giil, 2007).

2.2.5. Derinin Yapisi

Deri, histolojik olarak ii¢ katmandan olusmaktadir. Bu kisimlar viicutta

distan ice olacak sekilde sirasiyla; epidermis, dermis ve hipodermis (derialti doku)

seklindedir (Sekil 2.1).

Epidermis, derideki en dis tabakadir ve biiyiik bir kism1 Kkeratinosit adi
verilen hiicrelerden olugmaktadir. Damarsal yapilar igermemektedir. Su igerigi
degistikge epidermisin kalinligi degismektedir. Derinin % 5’ini Kkeratinositler
olusturmakta ve bunlar da hiicre igindeki protein yapida keratin olarak bilinen

proteini tiretmektedir.

Dermis cildin ikinci tabakasidir ve epidermal tabakasinin altinda
bulunmaktadir. Dermiste fibroblast hiicreleri ve hiicreler arasi destek dokusu
bulunmakta ve bunlarin arasinda da yag ve ter bezleri, kil, tirnak folllikiilleri sinir,
damar, lenfatik gibi yapilar yer almaktadir. Epidermise gore ¢ok daha az miktarda

hiicre ve ¢ok daha fazla miktarda lif bulundurmaktadir.

Dermis tabakasinda duyu sinirlerine sahip olan reseptérler bulunmaktadir.
Kollajen ve Elastin dermisin fibriller destek dokularidir. Dermiste bulunan
kollajen derinin biitiinligiinii ve gerginligini saglamaktadir. Elastin ise deriye

elstikiyet 6zelligi kazandirmaktadir.

Hipodermis, liposit adi verilen hiicrelerden olusmakta olup derinin en alt

tabakasidir. Lipositler panniculu adi verilen kiigiik bélmeler olusturmaktadir.
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Sekil 2.1 Derinin kesiti
2.2.6. Yara Terminolojisi

Yara, derinin kimyasal, fiziksel, biyolojik, termal, elektriksel, patolojik bir
olaydan dolay1 ve tibbi rahatsizliklar sonucunda doku biitiinliigiiniin ve organin
fonksiyonunun kaybolmasi olarak tanimlanmaktadir. Diger bir deyisle, farkli
derecelerde ve ozellikte i¢ veya dis kuvvetlerin etkisi sonucu meydana gelen deri
biitiinliigiindeki bozulma olarak da tanimlanabilmektedir. Uygulanan bu
kuvvetlerin olusturdugu enerjinin miktar1, viicutta meydana gelen hasarin ¢esidi
ve derecesini belirlemektedir. Yaralar olusum tiirii, byiikliiga, sekli, rengi, tedavi
sekli gibi bircok acidan farklilik gostermektedir (Mutlu, 2014).

2.2.7. Yara Cesitleri

Yaralar, olusumlarina, fizyolojik durumlarina ve derinin biitiinliigiine gore
smiflandirilmaktadirlar. Deri biitiinligiine gore kapali ve agik seklinde ikiye
ayrilmaktadirlar. Acik yaralarda, deri biitiinliigliniin bozulmasindan dolayr st
deride doku kaybi olusmaktadir. Kapali yaralarda ise deri alti dokularda hasar
meydana gelmektedir. Agik yaralara, sokmalar ve isiriklar, kesik, yanik, ezik,

batic1 yaralar 6rnek olarak verilebilmektedir. Kapali yaralara ise burkulmalar,
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styriklar, kontlizyon ve hematom Ornek olarak verilebilmekedir. Yaralar,
fizyolojik durumlarina gére yaranin kirliligi, olusma zamani, derinligi ve rengine
gore dort grup altinda incelenmektedirler. Yaralar, iyilesme durumlarina, olusma
zamanina gore ve yapilarima gore akut ve kronik olarak ikiye ayirilmaktadirlar
(Koyutiirk ve Soyaslan, 2016). Akut yaralar, normal siirede iyilesen ve herhangi
bir travma ya da cerrahi islem sonucunda meydana gelen ve genelde kolay
iyilesen yaralardir. Akut yaralarda, yarayr olusturan etkinin geg¢ici olmasi
nedeniyle beklenen zamanda ve uygun sekilde doku biitiinliigii saglanarak,
iyilesme siireci tamamlanabilmektedir. Bu tip yaralarda, iyilesmeye engel olan
faktorler azdir. Akut yaralar; yaniklar, cerrahi yaralar, siyriklar, 1siriklar, kiigiik

kesik yaralar1 vb. yaralardir.

Kronik yaralar ise li¢ aydan fazla siirede iyilesen yaralardir. Kronik
yaralarda, yaraya neden olan etken siirekli oldugundan bu yaralar, yavas iyilesen
hatta bazi durumlarda iyilesmeyen yaralardir. Bu tip yaralarda, iyilesmeye engel

olan birgok faktér bulunmakta ve yara siklikla tekrar etmektedir ( Dogan, 2012).

2.3 Yara Ortiileri

Ideal bir yara iyilesme siireci, sadece uygun ilag tedavisine bagli degil,
aynt zamanda uygun yara Ortlilerinin kullanimimna da baghdir (Zbigniew and
Schwartz, 2000). Yara sargilari, canli dokularda olusan yaralarda, yaray1 6rtmek,
fazla s1zintilar1 yaradan uzaklastirmak, mikroorganizmalara ve olas1 dis etkenlere
kars1 yarali bolgeyi korumak ve iyilestirme siirecine katkida bulunmak icin
kullanilmaktadir (Hanna and Giacopelli, 1997). Yarali bolgedeki epitel tabakanin
tekrar olusumu, ter bezlerinin ve sa¢ saplarinin bulundugu tabakanin yeniden
olusumuyla beraber devam etmektedir. Bu kapsamda, iyilesme, yaklasik ii¢ hafta
gibi bir siirede tamamlanmaktadir. Bu ¢esit bir iyilesme, insanda oldukga yavas
tamamlanmaktadir. Bu ylizden yaralarda iyilestirmeyi hizlandirmak amaciyla
cesitli yara oOrtlilerinin gelistirilmesi kacinilmaz hale gelmektedir (Karaguha,

2010).
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Ideal bir yara ortiisiinden beklenen 6zellikler;

v Antimikrobiyal kontrol,

v" Koku giderici olmasi,

v’ Siviy1 absorbe edebilme,

v" Diisiik yapiskanlik derecesi,
v Bosluk doldurabilme,

v' Pihtilasmay1 saglama,

v Kanamay1 durdurma,

v' Metal iyon metabolizmasini saglayabilme,
v" Yara izini giderebilme,

v' Agri ve aci azaltma,

v" Nemli ortam olusturma,
v Optimum 1s1y1 saglama,

v" Enfeksiyonu engelleme,

v' Anti toksik 6zellik saglama,
v" Kontaminasyonu engelleme

2.4 Yara Ortiilerinin Bashca Gorevleri

1. Sivi kontrolii: Yara ortiisii, zararli bakterilerin iiremesini Onlemek
amaciyla, kanmn ve yara sivisinin sizmasini engellemeli, ayn1 zamanda yara
salgisin1 absorblayabilmelidir. Kuru yaraya ise epidermal tabakanin kendini

yenileyebilmesi i¢in gerekli olan nemli ortami saglayabilmelidir. Ciinkii yeterli
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nem; yarada vaskiilerizasyon olayini ve makrofajlarin fagositik iglevini arttirmayi

saglamaktadir.

2. Koku oOnlemesi: Yarali bolgede bakterilerden dolayr ¢ogu zaman
istenmeyen kokular olusabilmektedir. Olusan bu koku, kullanilan yara Ortiisti

tarafindan onlenebilmelidir.

3. Kanamay1 durdurucu etkisi: Travmatik ve agir yaralarda fazla kan
kaybinin 6nlenmesi i¢in kanamanin hizli bir sekilde durdurulmasi gerekmektedir.
Bu gibi durumlarda uygun yara oOrtiileri ile kanin pihtilasmasina yardimci

olunabilmektedir.

4. Fiziksel bariyer: Yara Ortiisii, havadan yara yiizeyine mikroorganizma
gecisine izin vermemeli, bakteri bulagmasini ve dokunun zarar gdérmesini

engellemektedir. Ayrica, yaray1 olabilecek travmalara karsi korumaktadir (Dogan,

2012).

5. Doku tahribatin1 engelleme: Yara ortiileri kolay uygulanabilir ve
cikarilabilir olmalidir. Diigiik yapiskanlik 6zelligi ile yara ortiileri, yara yiizeyine

yapismay1 ve yara Ortiislinlin ¢ikarilmasi esnasinda doku tahribatini1 6nlemektedir.

6. Yara izinin giderilmesi: Biiyiik yaralarda, yara izi olusumu estetik acidan
onemli bir sorundur. Yara izi olusumunu Onleyebilen veya azaltabilen yara

ortiileri kullanilarak hastaya yarar saglanabilmektedir.

7. Yaranin iyilegsmesini destekleme: Yara ortiileri, vitamin, mineral vb gibi
etken maddelerle kombine edililerek yara iyilesme siirecini hizlandirabilecek
sekilde hazirlanabilmektedir. Ayrica ¢inko, demir, bakir, magnezyum gibi c¢esitli
metal iyonlar1 hiicre aktivitelerinde onemli rol oynamaktadir. Herhangi birinin
eksikligi, yara iyilesmesini geciktirebilmektedir. Metal iyonlari salimimi yapan
uygun yara Ortiileri kullanilarak da bu sekildeki sorunlar giderilebilmektedir

(Dogan, 2012).

8. Debridman: Yara ortiileri uygun sicaklik, nem ve pH ag¢isindan ideal

olan kosullar1 saglayarak yaradaki, Olii, hasarli ve enfekte olmus dokularin ve
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yabanci cisimlerin temizlenmesi ve ¢ikarilmasini hizlandirabilmektedir. Makrofaj
proteinleri parcalayan proteaz ve kollajenaz iiretmekte ve bu da debridmani
saglamaktadir. Ayrica nemli yara ortami, 6lii dokularin atilmasi i¢in gerekli olan

su ve enzimlere sahip oldugu i¢in debridmani kolaylastirmaktadir (Giines ve Eser,
2006).

2.5 Yara Ortiisii Cesitleri

Medikal tekstil iriinleri igerisinde farkli Ozelliklere sahip bir¢ok yara
ortiisii bulunmaktadir. Gegmiste yara bakimi icin farkli emici Ozellikte ve
absorpsiyon kapasitesinde bandajlar, sargi bezleri, hidrofil pamuk ve gazli bez
gibi geleneksel yara ortiileri kullanilmaktaydi. Fakat, bu iiriinler ideal yara
iyilesme ortami olan nemli ortami saglayamadigindan, yara iyilesme siirecinin
hizlanmasina herhangi bir katkida bulunamamaktadir (Boateng et al., 2007).
Ayrica arastirmalar sonucu gazli bez, sargi bezi gibi iirlinlerin yara yiizeyinden
biitiin nemin buharlagmasina izin verdigi i¢in yara yatagina yapistig1 ve ¢ikartilma
esnasinda da travmaya neden oldugu, yaray1r tekrar enfekte edebildigi
gozlenmistir. Bu dezavantajlar1 gidermek amaciyla yapilan calismalar sonucu
modern yara Ortiileri ortaya ¢ikmigtir. Modern yara ortiileri anlayisi, nemli yara
ortaminin saglanilmasi, nefes alabilir yapida olmasiyla yeterli oksijen gecisinin
saglanmasi, kolay uygulanabilmesi ve c¢ikarilabilmesi seklinde 0Ozelliklere
odaklanilmistir (Altay ve Basal, 2010). Modern yara ortiileri cesitleri; fiziksel
sekillerine gore seffaf filmler ve kopiikler, tiretildikleri materyale gore hidrojeller,
hidrokolloidler, aljinat ortiiler, etken madde igerigine gore antibakteriyel, biiyltime
faktori icerikli, vitamin ve mineral igerikli Ortiiler seklindedir. Bu firtinler,
genellikle cesitli yaralar {izerine tek baslarina ya da birkaginin kombinasyonu

seklinde uygulanmaktadir (Kurtoglu ve Karatas, 2009).

25.1 Seffaf filmler

Yari-gecirgen filmler olarak da adlandirilan bu iirtinler poliiiretanin ¢esitli
karisimlarindan elde edildiginden dolay1r ayni zamanda poliliretan membranlar
olarak da bilinmektedirler. Bu filmler esnek o&zelliginden dolayr hastanin

fonksiyonunu kisitlamamakta ve oldukca kullanigh olup, kullanim esnasinda da
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rahatsizlik yaratmamaktadir. Sekil 2.2’de goriildiigii gibi seffaf film oOrtiiler
saydam olmalarindan dolayr yara bolgesi dogrudan izlenebilmektedir.
Mikroorganizmalara kars1 1yi bariyer 6zelligi gostermektedirler. Ayn1 zamanda da
su gecirmez Ozellige sahiptirler. Yara ve ortam arasindaki su buhari, oksijen ve
karbondioksit degisimine izin vermekte, fakat emicilik 6zelligi olmadigindan yara
salgisinin birikimine neden olmaktadir. Bir diger dezavantaji ise yapisabilmesi
icin c¢evresinde saglikli bir deri olmas1 gerekmekte ve bu sekilde saglikli genis
alan yaralarda bulunmasi zor olabilmektedir. Ornegin; genis yiizeyli yaniklarda bu
filmlerin uygulanmasi miimkiin olmamaktadir. Poliiiretan film ortiiler, cerrahi
yaralarda ve yatak yaralarinin tedavisinde kullanilabilmektedir. Bu ortiiler aljinat,

hidrojel ve hidrokoloidlerle birlikte de kullanim alanina sahiptir.

Sekil 2.2 Seffaf film ortiiler

2.5.2 Kopiikler

Kopiikler ortiiler (Sekil 2.3), silikon bazli veya poliiiretan igerikli
olabilmektedirler. Kopiikler, yiiksek dayanima sahip, esnek yapida, yiiksek
absorbsiyon kapasitesine sahip, yumusak ve gozenekli materyallerdir. Hidrofilik
veya hidrofobik monomerlerden elde edilebilmekte ve boylece farkl gézeneklilik
ve absorpsiyon kapasitesine sahip kopiikler iiretilebilmektedir. Yara ylizeyine
uygulandiginda kilcal etkiden dolay1 yara sivist kopiik igine absorbe olmakta ve
ortiinlin diger kismina transfer edilmektedir. Kuru yaralara uygulandiginda ise,
poliliretan tabakasi nem kaybini onlemekte ve yara yiizeyinin kurumamasini
saglamaktadir. Kolay ¢ikarilabilme ve yaraya yapismama Ozelligine sahiptirler

(Hanna and Giacopelli, 1997).
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Sekil 2.3 Kopiik ortiiler

25.3 Hidrokolloidler

Hidrokolloidler (Sekil 2.4), hem nemli hem de kuru yiizeylere
uygulanabildiginden en fazla kullanilan ortiilerden biridir. Hidrokolloid, kolloid
(karboksimetilseliiloz, pektin ve jelatin gibi jel ajanlar) materyallerin elastomer ve
yapiskan materyallerle kombinasyonuyla olusturulan yapilardir. Hidrokolloid
ortiiler hafif yaniklarda, agrili ve travmatik sakatlanmalarda kullanilabilmektedir.
Yara sivist ile temasa gectiklerinde, yapilarinda bulunan jel materyaller siserek
yara sivisimt  ¢ekmektedirler.  Hidrokolloidler, yabanci cisimleri ve
mikroorganizmalar1  gecirmemekte, ideal nem ortami1 ve gaz gegisini
saglayabilmektedir. Ayn1 zamanda kollajen iiretimini ve epitelizasyon hizin1 da

artirmaktadir (Stashak et al., 2004).

Sekil 2.4 Hidrokolloid ortiiler
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254 Hidrojeller

Hidrojeller (Sekil 2.5), hidrofilik polimerler ile ¢apraz baglanmis
polivinilalkol, jelatin, polietilenoksit, polisakkarit, polimetakrilat vb. gibi
polimerlerden olusmaktadirlar. Bunlar, yliksek miktarda su igeren ve ii¢ boyutlu
ag yapisina sahip polimerlerdir. Agriyr dindirme o6zelligine sahiptirler, yara
ylizeyine yapismamakta ve yaranin isisini diisiirerek nemli yapisi sayesinde
serinletici etki yaratmaktadirlar. Yara sivisina karst yiikksek absorbsiyon
kapasitesine sahiptirler fakat hiicre ya da protein gibi biyolojik bilesenleri diigiik
absorbe etme Ozelligi gostermektedirler. Bundan dolayr yarayr koruma amach
ikinci bir ortii gerekebilmektedir. Hidrojel ortiiler kullanilarak, lokal uygulama ile
ilac uygulanabilmekte ve ilacin yara bolgesine salinimi saglanabilmektedir.
Ayrica yaralt bolgedeki hiicrelerin epitelizasyonuna da yardimci olmaktadirlar

(Boateng, 2007). Hidrojeller eksuday1 absorblayarak sisme 6zelligine sahiptirler.

Sekil 2.5 Hidrojel ortiiler

Yiiksek miktarda su ve nisasta polimerlerinden iiretilmektedir. Yaraya nem
saglama ve debridman 6zelligi bulunmaktadir. Hidrojeller eksudasiz ve kuru
yaralarda, enfekte olmayan yiizeysel yaralarda kullamilmaktadir. Ikinci bir 6rtii

gerektirmekte ve sik degistirilmelidir.
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255 Aljinat ortiiler

Aljinatlar esmer su yosunundan elde edilen, suda ¢0ziinenebilen
polisakkaritlerdir. Aljinat yara ortiileri aljinik asidin sodyum ve kalsiyum
tuzlarindan elde edilerek iiretilmektedir. Alginatin yiiksek oranda yara sivisini
absorblayabilmesi, sisme oOzelliginin olmasi, biyouyumlu ve biyobozunur bir
malzeme olmasi gibi nedenler ile medikal tekstil uygulamalarinda yara ortiisii
olarak tercih edilen biyopolimer yapili iiriinlerden biridir. Alginat ortiiler (Sekil
2.6) yara ile temas ettiginde jel olusturmakta ve bu jel yap1 yara igin gerekli olan
ideal nem ve sicaklikta kalmasini saglamaktadir. Antibakteriyel o6zelligi
olmamasina ragmen, bakterileri olusturdugu jel igerisinde hapsederek yarayi
korumaktadir. Yapisindaki kalsiyum iyonlar1 sayesinde yara iyilesme siirecinde
gerekli olan kalsiyum ihtiyacin1 da gidermektedir. Ayrica antimikrobiyal 6zellik
saglamak amaciyla giimiis ya da ¢inko eksikligi yasayan hastalarda ve ¢inkonun
kanama dindirici 6zelliginden dolay: ¢inko aljinat gibi bircok farkl aljinat tiirleri

de kullanilabilmektedir. (Bhupendra, 2007; Kurtoglu ve Karatas, 2009).

Aljinat Ortiiler bol eksudali, kanayan, agrisiz yaralarda kullanilmaktadirlar.
Onceki caligmalar, aljinat ortiilerin  diyabetik yaralarda etkili oldugunu

gostermektedir.
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Sekil 2.6 Aljinat lif yara ortiisii ve Aljinat jel yara ortiisti

Yapilan caligmalar M.O. 3000-2500 yillarinda baslamis ve ilk olarak
bitkilerden yararlanilmigtir ve daha sonra bunlarin yerini sentetik antioksidanlar
almigtir. Giliniimiizde yara iyilesmesi i¢in yaygin bir sekilde kullanilan sentetik
antioksidanlarin giivenirlilikleri lizerinde artan endiselerden dolayi, ¢esitli bitkisel
materyallerden dogal antioksidanlarin elde edilmesi ilizerine tekrar yogun bir ilgi
olugsmustur. Tezde bu amacla dogal antioksidan kaynagi olarak kizilgam kabugu

ekstresi kullanilmastir.

2.6 . Kizilgam (Pinus brutia Ten.)

Kizilgam agaci kabuklarimin (Sekil 2.7) ¢ok eski donemlerde kanamalari
durdurmada, inflamatuvar hastaliklarda, Oksiiriik surubu olarak, dis agrilarinin
giderilmesinde ve yara iyilestirme amaciyla kullanildig1 bilinmektedir (Becit vd.,
2017). Diinya’da ve iilkemizde olduk¢a genis yayilis alanlarina sahip olan
kizilgam, literatiire “Turkish red pine” olarak gec¢mis, yiiksek ekonomik degere
sahip, Onemli aga¢ tilirlerimizden biridir. 2014 yili sonu itibariyle Tiirkiye’de
21.678.134 hektar orman varligi igerisinde, kizilgam 5.854.673 hektar yayilis
alani ile birinci sirada bulunmaktadir (Tiirkiye Orman Varligi, 2014). Diinyada en
fazla yayilis1 Tiirkiye’de goriilmekte olup, en yaygin Akdeniz, Marmara ve Ege
Bolgeleri’nde bulunmaktadir (Deniz ve Karaman, 2015). Kizilgam 6zellikle regine

iiretimi ve ekstraktif madde miktar1 a¢isindan 6ne ¢ikan bir cam agaci tiiriidiir.



20

Sekil 2.7 Kizilgam agac1 ve kabugu

Cam kabugunun biyolojik olarak etkisinin mekanizmasinin molekiiler
temelinin, azot tiirlerini ve reaktif oksijenleri siipiiriicii 6zelligi oldugu
sOylenmektedir (D’Andrea, 2010). Yapisinda varolan polifenoller, fenolik asitler,
ve flavonoidler sayesinde, cam kabugunun antioksidan etkiye ve serbest radikal
giderici etkiye sahip oldugu birtakim klinik ¢alismalarda gosterilmistir (Packer et
al., 1999).

Cam kabugunun yiiksek radikal tutma 6zelligi, yapisinda bulunan hidroksil
(-OH) gruplarmin sayisi, niikleofilik katilmalar ve fenolik reaksiyonlar ile iligkili

oldugu bilinmektedir (D’ Andrea, 2010).

Cam kabugunun kullanimi eski zamanlara kadar uzansa da, son

zamanlarda beslenme, saglik ve tip alanlarinda genis uygulama alani bulmustur.

Cam kabugunda bulunan fenolik bilesiklere bakildiginda, yapisinda
bulunan O6nemli bilesiklerden biri olan katesinin askorbik asite oldukg¢a benzer

oldugu ve siiperoksit aktivitesini inhibe etme 6zelliginin oldugu bilinmektedir.
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(Grimm et al., 2004). Ayrica ¢am kabugu ekstresi giiglii antioksidan etkisinden
dolay1 trolox, askorbik asit gibi sentetik antioksidanlar ile beraber kullanildiginda
sinerjik etki yarattig1 belirtilmistir (Sivonova et al., 2006).

Cam kabugu ekstresinin, DNA, lipit ve protein biyomolekiillerini,
oksidatif stres sonucu olusan bir¢ok hastaliga karsi koruma ozelligi oldugu
bilinmektedir (Maimoona et al., 2011; Gulati, 2015).

Siganlar iizerinde yapilan bir ¢aligmada, ¢am kabugu ekstresinin giiclii
antioksidan aktivitesi sayesinde, radyoterapi tedavisi sonucu olusan reaktif oksijen
tirlerinin neden oldugu oksidatif hasar1 Onlenebilecegi ve radyasyona karsi

koruyabilecegi ileri siiriilmiistiir (Moraes Ramos et al., 2006).

Cam kabugu ekstresinin antiinflamatuvar etkisi bir¢ok c¢aligmada
belirtilmistir. Boylece antiinflamatuvar etkisiye bagli olarak agri1 azaltici etki
gosterdigi diisiniilmektedir. Kas agrilar1 ve migren tedavisinde agrida belirgin bir
sekilde azalma goriildiigii klinik olarak kanitlanmistir (Suzuki et al.,, 2008;
Maimoona et al., 2011; Vinciguerra et al., 2006). Cam kabugu ekstresinin alerjik
hastaliklarin tedavisinde de kullanilabilecegi ¢alismalarda gosterilmistir (Wilson
et al., 2010).

Cam kabugu gii¢lii antioksidan 6zelligi sayesinde cildi UV radyasyon
etkilerinden korudugu bazi caligmalarda belirtilmistir. Ayrica cilde bariyer

sagladigi ve hiicre dig1 matriks homeostazina da koruma sagladigi belirtilmektedir
(Grether- Beck et al., 2016).

2.7 Antioksidanlar

Yanlis beslenme, besinlerdeki zararli katki maddeleri, havadaki kirlilik,
hareketsizlik ve yasamda maruz kaldigimiz bir¢ok etken, viicudumuzda serbest
radikallerin olusumuna neden olabilmektedir. Bu zararli etkiler ile kopmus olan
oksijen atomlart hidrojen atomlarina saldirarak kopmasina neden olmakta ve
boylece doku bozulmalari meydana gelmektedir. Olusan serbest radikaller

hiicrelere ve bagisiklik sistemine saldirmaktadirlar. Bu serbest radikaller birgok
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hastalik olusumunu ve hizli yaslanmay1 tetikleyen temel sebeplerindendir.
Antioksidan bilesikler viicudumuzda olusan serbest radikallerin zararli etkilerinin
yok olmasina yardimci olmaktadir. Viicuttaki serbest radikallerin zararlarini en
aza indiren, oksidasyona karsi koyan, bir¢ok hastaliga ve hizli yaglanmaya neden
olan radikal zincir reaksiyonlarmni onleyen bilesiklere “antioksidan” madde adi
verilmektedir. (Faydaoglu ve Siiriiciioglu, 2013). Antioksidanlar sentetik ve dogal
olmak iizere iki sekilde bulunmaktadirlar. Ticari olarak bulunan sentetik
antioksidanlardan bazilar1 propil gallat (PG), butillendirilmis hidroksianisol
(BHA), tersiyerbutil hidrokinon (TBHQ), butillendirilmis hidroksitoluen (BHT)
seklindedir. Sentetik antioksidanlarin saglik acisindan kanserojen ve toksik
etkilerinin bulunmasi nedeniyle kullanimlar1 olduk¢a azalmis ve bunlarin yerini
dogal kaynaklardan elde edilen antioksidanlar almaya baglamistir. Dogal
antioksidanlar genellikle bitkilerden ekstrakte edilen bilesenlerdir. Dogada
bulunan birgok bitkinin antioksidan 6zelligi bulunmaktadir (Nizamlioglu ve NAS,
2010). Cesitli bitki ekstraklarinin yara tedavisinde kullanildigi ve yara
iyilesmesine olumlu katkis1 bulundugu calismalarda goériilmektedir (Khalil et al.,
2007). Bu bitkilerin antioksidan etkileri biinyelerinde oldukc¢a fazla bulunan
fenolik bilesiklerden kaynaklanmaktadir (Kolag vd., 2017).

2.8 Fenolik Bilesikler

Fenolik bilesikler, serbest radikalleri siipiirme yeteneklerinden dolay1 en
onemli bitki bilesenlerindendir. Son yillarda bitkilerdeki fenolik bilesiklerin
antioksidan etkilerinin arastirilmas: caligmalar1 artmaktadir. Fenolik bilesikler
genellikle dogal antioksidan olarak adlandirilmaktair. Fenolik bilesikler genellikle
bir veya birden ¢ok hidroksil (-OH) grup iceren aromatik yapiya sahip, cesitli
fonksiyonel gruplar igeren metabolitlerdir (Naczk and Shahidi, 2004).
Yapilarindaki halka sayis1 ve yapisal gruplara gore isimlendirilen polifenolik

maddelerin ana guruplari: fenolik asitler ve flavonoidlerdir (Kolag vd., 2017).

2.8.1 Fenolik asitler

Bitkilerde bulunan fenolik asitler genellikle serbest halde bulunmazlar ve

fenol halkasina bagli hidroksil gruplart oldukga aktiftir. Fenolik asitler



23

hidroksibenzoik (Sekil 2.8) ve hidroksisinamik asitler (Sekil 2.9) olmak {izere iki
baslik altinda incelenirler. Fenolik asit ¢esidi olan benzoik asitler C6-C1
iskeletine, sinamik asitler ise C6-C3 iskeletine dayal bilesiklerdir. Bu bilesiklere
hidroksil (-OH) ve -OCHg; gruplari igeren farkli yapilarin baglanmasiyla gesitli
fenolik asit bilesikleri olusmaktadir (Oztan, 2006).

0 0
/ f
HO—-F >—//_(OH Ho—"/q / _<o—u HO—//j\ ‘ P

\
\=/ = OH
P acd HO ::'"',:::[':“L'k,ww,. R—0 Promestechuic scid, R = H;
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cho cho Syrimgic ackd, R = (M H,

Sekil 2.8 Hidroksisinamik asit

Sekil 2.9 Hidroksibenzoik asit

Bitkilerde en ¢ok bulunan sinamik asitler, kumarik asit, kafeik asit ve
ferulik asit olarak bilinmektedir. En fazla bulunan benzoik asitler ise, 3,4-
dihidroksibenzoik asit, p-hidroksibenzoik asit, salisilik asit, gallik asit ve vanilik
asit seklindedir (Kolag vd., 2017).

2.8.2 Flavonoidler

Flavon Latince de flavus olarak adlandirilmakta ve sari anlamina
gelmektedir. Bitkilerden ekstrakte edilen ve genelde sar1 renkli olan bu bilesikler
“flavonoid”  olarak bilinmektedir. Flavonoidler, yiiksek antioksidan ve
selatlama oOzelligine sahip, diisiik molekiil agirhikli en yaygin bulunan
polifenollerdir (Kayihan, 2012). Yapilan arastirmalara gore gilinlimiizde
tanimlanan 8000’den fazla fenolik bilesik olup, bunlarin 4000’den fazlasi
bitkilerden izole edilen flavonoid oldugu bilinmektedir. Flavonoidler (Sekil 2.10)

genellikle ti¢ temel fenolik halkaya sahip olup, bulundurdugu hidroksil ve metil
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grubuna gore degisen bilesiklerdir ve kimyasal yapilart (C6-C3-C6) iskeletini
dayanmaktadir. Flavonoidler yapilarina gore flavonlar, flavanonoller, flavanonlar,

flavanoller (katesinler), flavonoller ve antosiyaninler olmak {iizere alti gruba

ayrilmaktadirlar (Sekil 2.11) (Oztan, 2006).

Sekil 2.10 Flavonoidlerin genel yapist
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Sekil 2.11 Flavonoid gruplart
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2.8.2.1 Antosiyvaninler

Antosiyaninlerde (Sekil 2.12) bulunan flavilyum katyonu yapinin temelini
olusturmaktadir. Bu flavilyum katyonundaki 3, 5, 7, 3, 4, 5" karbonlarina
baglanan metoksi ve hidroksi gruplarinin yer degismesiyle farkli antosiyaninler
olusmaktadir (Kamiloglu, 2007). Onemli bir flavonoid olan antosiyaninler,
bitkinin renginin olusumunda pigment olarak 6nemli bir etkiye sahiptir. Aym
zamanda bunlar, yapraklarda ultaviyole isinlarinin neden oldugu hasarlara karsi da

koruyucu olarak etki gostermektedirler. Antosiyaninler, antosiyanidin tiirevleridir

ve antosiyanidinler sekerler ile antosiyanin formunu olusturmaktadirlar (Koes et

al., 2005).

Sekil 2.12 Antosiyanin genel yapist

2.8.2.2 Flavonoller

Flavonoller, 3-hidroksiflavon yapisina sahip olan bir flavonoid c¢esididir.
IUPAC ismi 3-hidroksi-2-fenilkromen-4-on seklinde olmakla beraber ¢esitlilikleri
yapidaki -OH gruplarinin farkli pozisyonlarindan kaynaklanmaktadir. Bitkilerde
yaygin olarak bulunan bazi flavonollere kamferol, mirisetin, kuersetin ve
izoramnetindir. Ozellikle Kuersetin en fazla bulunan flavonoldiir. Flavonoidler
icinde en aktif bilesikleri bulunan ve en fazla biyolojik aktiviteye sahip olan grup
flavonollerdir.  Yapilan c¢alismalarda da flavonollerin, antiinflamatuvar,
antioksidan, antikarsinojenik, antiaterojenik gibi birgok 6zellige sahip oldugu
gosterilmistir (Muhsiroglu, 2017).
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2.8.2.3 Flavonlar

Flavonlar Latince ismi flavus (sar1) olan, ¢ogu bitkide bulunan ve agik sar1
renkli olan bilesiklerdir. Molekiil yapist (Sekil 2.13) 2-fenilkromen-4-on (2-fenil-
1 benzopiran-4-on) seklindedir. 4. karbon atomunun okside olmas1 ve 3. Karbon
atomuna H* baglanmasi ile flavon olusmaktadir. Yapida cift bagi 2. ve 3. Karbon

arasinda bulunmaktadir (C,=C3). Baslica flavonlar luteolin, krisoeriol, trisin,

apigenin, baikalein, tangeritin, vogonin ve skutellarein seklindedir (Kolag¢ vd.,
2017).

Sekil 2.13 Flavon ve Flavonollerin kimyasal yapilari (Flavonol X=OH, Flavon X=H)

2.8.2.4 Flavanoller (katesinler)

Flavanoller katesin olarak bilinmekte olan renksiz bilesiklerdir. Gidalarda
olduk¢a yaygin olarak bulunan katesinler, flavonoidlerin sentezinde ara {iriin
olarak yer almaktadirlar. Katesinler, flavan-3-ol olarak adlandirilmakta ve
icerdikleri R grubuna gore katesin, epikatesin, katesingallat ve epikatesingallat
olmak tizere dort farkli izomeri bulunmaktadir (Sekil 2.14) (T.C. Milli Egitim
Bakanligi, 2013).
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Sekil 2.14 Katesin izometrleri
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2.8.2.5 Flavanonlar

Dogada en fazla bulunan flavanon c¢esitleri sterubin, hesperidin,
naringenin, pinosembrin, naringin, eriodisitiyol, homoeriodisitiyol, sakuranin,

hesperetin, ponkirin, butin ve sakuranetin 'dir (Kolag vd., 2017).

2.8.2.6 Flavanonoller

Flavanonol grubunun en 6nemli iiyesi olan ‘taksifolin’in, fibril olusumunu
uyarip, stabilizasyonu destekleme Ozelliginden dolayr tipta kullanilmasi
diistiniilmektedir. Antioksidan ve antienflamatuar etkileri yani sira yumurtalik

kanserinde de faydali olabilecegi bildirilmistir (Kolag vd., 2017).

Dogada bulunan bitkilerin birgcogu fazla miktarda fenolik bilesik
icermektedir. Bu fenolik bilesiklerin bitkilerden elde edilmesinde c¢ogunlukla
ekstraksiyon yontemleri kullanilmaktadir. Elde edilen fenolik bilesik igerikli bitki
ekstreleri, gida, ilag ve kozmetik endiistrisinde yaygin olarak kullanilmakta ve
bunlarin ticarilestirilmesi amaciyla ekstraksiyon metodlari gelistirilmektedir. Ideal
bir ekstraksiyon metodu basit, hizli, ¢evreci ve ucuz olmalidir. Elde edilen
ekstrelerdeki bilesikler bozulmadan ve minumum miktarda ¢oziiciiyle elde edilip
minumum miktarda atik ¢oziicii ortaya ¢ikmalidir. Klasik ekstraksiyon yontemleri
bu kosullar1 saglayamamaktadir. Yiiksek sicaklikta ekstraksiyon, fazla miktarda
¢oOziicii tikketimi ve atigi, uzun ekstraksiyon siireleri gibi bir¢ok dezavantajlari

bulunmaktadir. Bu gibi nedenlerden dolay: alternatif ekstraksiyon metodlarina
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ihtiya¢ duyulmus ve modern ekstraksiyon teknikleri kullanilmaya baslanmistir
(Wang and Weller, 2006). Bu calismada da kizilgam ekstrelerini elde ederken
mikrodalga destekli ekstraksiyon ve ultrasonik destekli ekstraksiyon olmak {iizere
iki farkli modern ekstraksiyon teknigi kullanilmistir. Bu yontemler de klasik bir

ekstraksiyon yontemi olan sokslet ekstrasiyonu ile karsilastirilmistir.

2.9 Ekstraksiyon Yontemleri

2.9.1 Mikrodalga destekli ekstraksiyon

Mikrodalgalar 300-300000 MHz araliginda yiiksek frekansa sahip
elektromanyetik dalgalardir. Mikrodalgalar, manyetik spektrumdaki radyo
dalgalan ile kizilotesi 1sinlar arasinda bulunmaktadir. Bu frekans araligindaki
enerji yapidaki kimyasal baglarit kirmayip sadece molekiiler donme hareketine
neden olmaktadir. Mikrodalga destekli ekstraksiyonda isitma, dipol rotasyonu
(donme) ve iyonlarin iletimi yoluyla molekiil iizerine mikrodalganin direkt etkisi
seklinde gerceklesmektedir. Bircok uygulamada bu iki olayda ayni zamanda
meydana gelmektedir (Biiyiiktuncel, 2012). Mikrodalga sisteminde 1sitma
esnasinda dipolar etkilesimler olusmaktadir. Dielektrik 6zelligi olan polar
bilesenlenler, elektriksel alan igerisinde yon degistirmekte ve elektrik alan ile ayn1
diizleme girerek oryantasyon polarizasyonuna ugramaktadir. Yiiksek frekansa
sahip elektriksel alan i¢inde bu oryantasyon frekansa bagli olarak saniyede
milyarlarca kez tekrarlanmakta ve molekiil i¢i siirtiinmeler sonucunda hacimsel

1sinma meydana gelmektedir (Turgut, 2016).

Mikrodalga ile ekstraksiyon yonteminde, mikrodalga 1simasi, solventi ve
ornegi 1sitmak i¢in kullanilmaktadir. Verimli bir ekstraksiyon elde etmek igin
uygun ¢oziicii se¢imi ¢ok dnemlidir. Kullanilan ¢6ziicliniin 1s1may1 absorplamasi,
¢oziiciiniin Ornekle etkilesimi ve bilesenlerin solventteki ¢oziiniirligi dikkate
alinmas1 gerekmektedir. Biiyiik dipol momentine sahip olan bir ¢oziicd,
mikrodalga 1simasi ile daha hizli 1sinmaktadir. Mikrodalga enerjisinin etkinliginin
¢oziictiniin cinsi yaninda, bitkinin yapisina ve kullanilan mikrodalga giiciine de

bagli oldugu bilinmektedir. Iyonik yapilarm ve polar molekiillerin bulundugu
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durumlarda daha hizli bir sekilde enerji yayilmasi meydana gelmektedir (Wang
and Weller, 2006).

Bu yontemde ekstraksiyon genellikle kapali bir kapta gergeklesmektedir.
Kapali kapta basing artmakta ve ¢oziicii kaynama noktasindan daha yiiksek
sicakliklarda isitilabilmektedir. Temel olarak iki farkli tipte mikrodalga sistemi
kullanilabilmektedir (Sekil 2.15). Kapali kap sisteminde basing ve sicaklik
kontrollidiir. Agik kap sisteminde ise atmosfer sicakliginda islem yapilmaktadir.
Agik kap sisteminde sicaklik ¢6ziicliniin atmosferik basingta kaynama noktasiyla
sinirhiyken, kapali kap sisteminde ise sicaklik uygulanan basing ile
yiikseltilebilmektedir. Ucgucu bilesikler igin kapali kap sistemi daha uygun
gorinmektedir. Kapal kap siteminde, ekstraksiyon bittiginde kap agilmadan 6nce
sicakhigin diismesi beklenmelidir. Bu durum ekstraksiyon siiresini bir miktar

arttirmaktadir (Biiytktuncel, 2012).

Ekstraksiyon hicrelen Radyo dalgalan
I JZ.veren lamba
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Sogutucu sistem
-
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|
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ﬂ Diftzlenmig mikrodalgalar

Ekstraksiyon hicresi

Vida
Disko N\
Kapak
Solvent
Hiiere
Ornek

Kapali sistem

Sekil 2.15 Mikrodalga destekli agik ve kapali ekstraksiyon sistemi (Biyiiktuncel, 2012)

Klasik ¢oziicii ekstraksiyon yontemlerine gdre ekstraksiyon siiresinin ve

kullanilan solvent miktarinin azaltilmasi, ekstraksiyon veriminin arttirabilmesi,
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basit ve ucuz bir yontem olmasi bu metodun avantajlar1 olarak sayilabilmektedir
(Wang and Weller, 2006).

2.9.2 Ultrasonik destekli ekstraksiyon

Ultrasonik destekli ekstraksiyon (ses dalgalar1 destekli) yonteminde 6rnege
uygulanan akustik titresimler 20 kHz istiindeki frekanslardir. Uygulanan bu
titresimler ¢oziiciiniin iginden gectiginde bosluk olusumlari (kavitasyon) meydana
gelmektedir. Ses dalgalar1 enerjisinin sebep oldugu kavitasyon olarak adlandirilan
bu etki, ¢oziici ortaminda ¢ok sayida kii¢iik kabarcik tiretmekte ve Kkati
numunenin mekanik olarak sarsilmasini saglayarak partikiillerin kopmalarini
saglamaktadir. Ultrasonik destekli ekstraksiyonda kati numune ve solvent arasinda

etkin bir temas bulunmakta ve boylece bilesenlerin kazanimi iyi olmaktadir.

Ultrasonik destekli ekstraksiyon, hem sivi hem de kati Ornekler icin
kullanilabilmektedir. Kati 6rneklerin ekstraksiyonunu ve bilesiklerin eldesini
saglarken, sivi Ornekler iginse, sivi-Sivi ekstraksiyonunu, emiilsiyon haline
gelmesini ve homojenize olmasini saglamaktadir. En fazla kullanilan ve en ucuz

olan ultrasonik radyasyon kaynag: ultrasonik su banyosudur (Biiyiiktuncel, 2012).

Ultrasonik sistemin mekanik etkisi, kiitle transferinin arttirilmasiyla
solventin hiicrelere etki etmesi olarak bilinmektedir. Ekstraksiyon sirasinda ses
dalgalar1 hiicre duvarina garpmakta ve bilesenlerin serbest kalmasina olanak
saglamaktadir. Elektron mikroskobu ile yapilan ¢alismalar sonucunda ultrasonigin
mekanik etkisi sonucu bitkilerin hiicre duvarlarinin yikildig: ve bundan dolay1 da

bilesenlerin birakildigi kanitlanmistir (Wang and Weller, 2006).

Maksimum ekstraksiyon verimi igin sicaklik, ¢6ziicli cinsi ve sonikasyon
giici gibi farkli faktorlerden en wuygun olanimi segmek gerekmektedir.
Ekstraksiyon verimini etkileyen diger faktorler de siire, numune partikiil boyutu,
numune miktar1 ve kullanilan cihazin 6zellikleridir (Biiyiiktuncel, 2012). Ucuz ve
basit olmasi, ekstraksiyonun hizli olmasi ve 1Siya karsi duyarh bilesiklerin de
ekstre edilebilir olmas: ultrasonik destekli ekstraksiyon metodunun avantajlar:
olarak belirtilmektedir (Wang and Weller, 2006).
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2.9.3  Sokslet ekstraksiyonu

Ozel bir aparatta gerceklestirilen soksalet ekstraksiyonu yari kat1 veya kati
numuneler i¢in uygundur. Soksalet ekstraksiyonu, en eski ekstraksiyon
yontemlerinden biridir ve hala yaygin olarak kullanilmaktadir. Soksalet aparati,
bir ¢6ziicii haznesi, orta kisimda bulunan bir adet sifon (solvent akis borusu),
yogusturucu ve 1Sitma cihazindan olusmaktadir. Kati 6rnek, ekstraksiyon
bolmesine, solvent ise en alttaki balon veya sisenin i¢ine koyulmaktadir.
Kullanilan ¢6ziici kaynama sicakhginin tizerine kadar isitilir ve kaynayan
¢oziiciiden gelen buharlar yogunlagsmanin gergeklestigi kondansatore gelip burada
yogunlagmakta ve ornege dogru damlamaktadir. Solvent seviyesi akis borusunun
(sifonun) en st seviyesine ulastiginda siStem tiim solventi bosaltip solvent
sisesine geri akmaya baslamaktadir. Boylece sicak ¢oziiciiniin 6rnek igine birkag
kez ¢evrimi saglanmaktadir. Ekstrakte etmek istedigimiz bilesenler balonun ya da
sisenin i¢inde kalmaktadir. Sadece temiz solvent buharlastigi i¢in her ¢evrimde
taze solvent kullanilmis olmaktadir. Bu yontemde ekstraksiyon siireleri 6 saatten
24 saat arasindadir. Kullanilan solvent hacimleri (100-500 mL) modern
yontemlere gore olduk¢a fazladir. Soksalet ekstraksiyonu, genelde Kkati
orneklerden organik bilesiklerin eldesinde kullanilmaktadir. Ekstraksiyon
sonrasinda fazla miktarda solvent kullanildigindan, ekstraksiyon sonrasi
buharlasgtirma islemi yapilmasi gerekmektedir (Biiyiiktuncel, 2012). Ucuz ve basit
bir yontemdir. Ekstraksiyon zamanimn uzun olmasi, fazla miktarda solvent
kullanilmasi, 1s1 ile bozulabilen bilesiklerin ekstre edilememesi metodun
dezavantajlar1 olarak gosterilmektedir. Ayrica yontemin kullaniimas: sirasinda
karsilasilan ~ sorunlardan biri de ornek bolmesinin - kirlenebilmesinden
kaynaklanmaktadir. Kullanmadan 6nce mutlaka, temiz bir solventle temizlemek
gerekmektedir (Wang and Weller, 2006).

Bu tez caligmasinda ekstraksiyon i¢in sicaklik, siire ve giic olmak iizere {i¢
farkli degisken kullanilarak deney planlar1 olusturulmustur. Bu deney planlart bir
istatistik programi kullanilarak olusturulmus ve optimizasyon c¢aligmalar

gergeklestirilmistir.
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2.10 Optimizasyon

Yizey yanit yontemi (RSM), ilk olarak 1951 yilinda “Denemelerin
Optimum Kosullara Ulasmas1” adi ile Box and Wilson tarafindan bulunmus ve
tamimlanmustir.  Yiizey yanit yontemi bagimsiz degiskenlerin proses iizerine
etkilerini belirlemek amaciyla istatistiksel ve matematiksel tekniklerin birlikte
kullanildig1 bir yontem olarak bilinmektedir. Diger yontemlere gore avantaji
biitiin parametlerinin ayn: zamanda degisimlerinin incelenebilmesidir. Deney
tasariminda parametrelerin ayni anda degisimi incelenebildiginden deney sayisi
azaltilabilmekte ve bu yontem en fazla bilgiyi elde edebilecegimiz noktalarda
deney yapilmasmi saglamaktadir. Belirlenmis bir sayida deney yapilarak
degiskenler arasindaki birbiriyle olan etkilesimler ve istatistiksel tasarim
gergeklestirilmekte ve optimum kosullar dogru sekilde belirlenmektedir (Yiicel,
2008).

Design-Expert programi, ihtiyag duyulan deney sayisini belirlemeye
yardimcr olmaktadir. Dogrulanmis tahmin modellerine dayanarak, sayisal bir
optimizasyon, kullanicinin deneydeki her bir faktor igin ideal degerleri
belirlemesine yardimeir olmaktadir. Bir yilizey yanit modeli (RSM), daha az sayida
deney kullanarak bir deney plani tasarlamak igin kullanilmaktadir. RSM, tiim
faktorlerin  degerlerini  paralel olarak degistirerek, her bir olas1 faktor
kombinasyonu i¢in verilen cevaplarin degerini hesaplamakta ve ¢ok boyutlu bir
yizeyl dogrusal olmayan sekillerle anlayabilmeyi miimkiin kilmaktadir.
Optimizasyon oOzelligi, bir islem i¢in optimum c¢alisma parametrelerini

hesaplamak i¢in kullanilmaktadir.

2.11 Konuyla Ilgili Yapilan Calismalar

Kivrak vd., ¢calismasinda, Pinus brutia kabugunun fenolik igerigini ultra-
performans sivi kromatografisi kullanarak incelemistir. Kabugun ekstraksiyonu
icin % 50 etanol ¢ozeltisi ve yontem olarak ultrasonik ekstraksiyon ydntemi
kullanilmustir. Pinus brutia kabugu, gallik asit, gentisik asit, protokatechuik asit,
4-hidroksi benzoik asit, katesin hidrat, vanillik asit, kafeik asit, vanilin, p-kumarik

asit, ferulik asit, misriketin, resveratrol, luteolin, naringenin, kaempferol vb.
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bilesikler icermektedir. Saptanan major bilesik katesin hidrat (28.305 mg 100 g-1
ekstre) olarak tespit edilmistir. Pinus Dbrutia ekstrakti ve piknogenol
karsilastirildiginda her ikisininde 6nemli miktarda fenolik bilesikten olustugu

belirlenmistir (Kivrak vd., 2013).

Calismada Pinus radiata kabugunun ekstraksiyonu igin bir veya birkag
asamada, konvansiyonel yontem, soksalet ekstraksiyonu, mikrodalga destekli
ekstraksiyon (MAE) ve ultrasonik destekli ekstraksiyon (UAE) olmak tizere dort
farkli ekstraksiyon teknigi kullanilmistir. Her bir teknik icin, ekstrakte edilen
miktar (g ekstre/g kabuk), toplam fenoller (Folin-Cicalteau), tanin konsantrasyonu
ve radikal tutma kapasitesi (difenilpikrilhidrazil, DPPH) tayin edilmistir.
Ekstraksiyon sonucunda elde edilen ekstre miktari, tanin miktar1 ve toplam fenol
miktar1 soksalet ekstraksiyonunda en fazla olarak bulunmustur. Fakat calismada
mikrodalga ekstraksiyonu ile elde edilen ekstraktlarin, soksalet ve Pycnogenol®
ekstraktlarina gore daha yliksek radikal tutma kapasitesine sahip oldugu
goriilmiistir. Bu nedenle MAE, P. radiata kabugunun ekstraksiyonu igin
kullanish olan basit ve hizli bir yontem olarak belirlenmistir. Deneyler sirasinda
hiicre hasarin1 incelemek icin her bir ekstraksiyon sonrasi 6rnekler SEM ile
incelenmis ve islem gormemis numune ile karsilastirilmistir. Hasar gorme
dereceleri farkli olmakla birlikte, en az =zarar goren Ornek mikrodalga
ekstraksiyonu sonrasinda elde edilmistir.. MAE ekstraksiyonundan sonraki
ornekte az miktarda gézeneklerde bozulma gozlenmis ve ¢oziinebilen bilesiklerin
coziiciiye gecisi saglanmistir. MAE ile seliilozun su kaybina ugradigi ve mekanik
dayaniminin diistiigii ve boylece ¢oziiciliniin hiicresel kanallara kolayca girebildigi

gozlenmistir (Aspé and Fernandez, 2011).

Bu calismada (Yesil-Celiktas vd., 2009a) dort farkli ¢am kabugu
ekstraktlarinin kimyasal bilesimi ve biyolojik aktiviteleri degerlendirilmis ve
sonuclar ticari olarak bulunan Fransiz cami olarak bilinen piknogenol ile
karsilastirilmistir. Pinus gesitleri LC ve LC-MS ile analiz edilmis; P. brutia ve P.
nigra ekstraktlar1 P. sylvestris ve P. pinea. ile karsilastirildiginda daha yiiksek
miktarda fenolik bilesik icermektedir. Ayrica P. Brutia oldukga yiiksek miktarda

taksifolin bilesigi icermektedir. Serbest radikal siipiirme aktiviteleri agisindan
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karsilastirildiginda P.pinea (88.6%), P. nigra (87.2%) and P. brutia (86.4%)

olarak bulunmustur.

Stintar vd., ¢alismasinda bes farkli Pinus tiiriinden (Pinus brutia Ten.,
Pinus halepensis Mill., Pinus nigra Arn., Pinus pinea L. ve Pinus sylvestris L.)
elde edilen ugucu yaglarin in vivo olarak yara iyilestirme performanslarini ve anti
enflamatuar ozelliklerini incelemislerdir. Bes adet farkli yagdan merhem
hazirlanmis, farelere uygulanmis ve monitér yardimiyla yara alanindaki azalma
yiizdesi Ol¢lilmiistiir. Ayn1 zamanda iyilesen cilt 6rneklerinde hidroksiprolinler
degerlendirilerek olusan kollajen hakkinda da fikir edinilmistir. Sonug¢ olarak
Pinus halepensis and Pinus pinea tiirlerinden elde edilen merhemlerin

uygulandig1 hayvanlardan en iyi sonug¢ alinmistir (Siintar, 2012).

Cetin vd., ¢alismasinda Pinus brutia ekstraktinin ve Piknegenol olarak
bilinen ticari olarak bulunan cam kabugu ekstraktinin, fareler iizerinde yara
iyilestirme kapasitelerini  belirlemis ve karsilastirmistir. % 2’lik  krem
formiilasyonlart hazirlanan Pinus brutia ve Piknegenol 9 giin boyunca
uygulanmistir. Histopatolojik incelemelere ek olarak malondialdehit (MDA),
stiperoksit dismutaz (SOD) ve katalaz (CAT) calisilmistir. Tiim gruplardan elde
edilen histolojik verilerin sonucglara gore, sa¢ koklerinin dejenerasyonunun P.
brutia'nin en yiiksek oldugu, buna karsilik Pycnogenol® ve plasebo gruplarmin
benzer oldugu ortaya ¢ikmustir. P. brutia'nin uygulandigi fareler incelendiginde

yara iyilesme siirecini hizlandirdig1 goriilmiistir. (Cetin vd.,2013).

Ustiin’iin ¢alismasinda 5 farkli Pinus tiiriiniin (P. brutia, P. halepensis, P.
nigra, P. Pinea ve P. Sylvestris) aseton, etilasetat, etanol ekstrelerinin farkli
yontemlerle antioksidan aktivite tayinleri ve toplam fenolik ve flavonoid bilesik
miktarlar tespit edilmis ve Piknegenol ile karsilastirilmistir. Ayn1 zamanda GC-
MS spektrofotometresi ile bu tiirlerden ¢ikarilan yaglarin kompozisyonlari
belirlenmistir. Ekstraktlar ve ugucu yaglar genellikle giiglii antioksidan aktivite
gostermistir (Ustiin, 2012).
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Yesil-Celiktag ve ark.’larmin yaptigi ¢alismada Tirkiye (P. pinea, P.
sylvestris, P. Nigra) ve Almanya’nin (P. parviflora, P. ponderosa, P. sylvestris, P.
nigra) cesitli bolgelerinden alinan Pinus tiirlerinin kabuklar1 siiperkritik CO»
ekstraksiyon yontemi kullanilarak ekstraksiyonu gergeklestirilmistir. Elde edilen
ekstraktlarin HPLC ile katesin, epikatesin, katesingallat ve taksifolin igeriklerine
bakilmig, ayrica radikal siiplirme aktivitelerine ve toplam fenol igeriklerine
bakilmistir. Toplam flavon-3-ol igerigi agisindan bakildiginda en yiiksek miktar
(9.916 mg/g) P. Pinea cinsinden elde edilmis, ayrica radikal siipiirme aktivitesi
(81.0 %) ve toplam fenol igerigi agisindan da en yiliksek miktarlar bu cinsinde

bulunmustur (83.0 mg GAE/g) (Yesil-Celiktas vd., 2009b)

Tiimen’in yapti@1 ¢alismada, Pinus pinaster Ait. 'in fitokimyasal bilesimi,
antioksidan 6zelligi, antienflamatuar ve yara iyilesme aktiviteleri arastirilmistir.
Pinus pinaster tiriniin hekzan ve aseton ekstreleri ve farkli bolgelerinden elde
edilen yaglarin fareler {izerinde yara iyilestirme performanslarina bakilmistir. En
iyl antioksidan aktivite aseton kullanilarak elde edilen ekstrelerde bulunmustur.
Sonuglara gére P. Pinaster konilerinden elde edilen ugucu yag, en yiiksek
aktiviteyi gosterirken, bitkinin diger kisimlar1 kayda deger bir yara iyilesmesine

etki, anti-enflamatuar veya antioksidan etki gostermemistir (Ttimen, 2018).

Ince ve ark.’lariin yaptig1 galisma, siganlar iizerinde Pinus brutia kabugu
ekstraktinin ve Piknegenoliin anti-inflamatuar aktivitelerini arastirmak amaciyla
yapilmistir. Ik olarak, her iki orneginde HPLC analizleri ile igerikleri
belirlenmistir. Daha sonra farelerin pengesine inflamasyon olusturucu bir ajan
vererek inflamasyon olusmasi saglanmis ve ekstraklarin antiinflamatuvar etkinligi
degerlendirilmistir. Pence volumii dncesinde ve 1, 2, 3, 4, 5 ve 6 saat sonrasinda
Olciilmiistiir. Her iki 6rnekte 2 ve 4 saat aralifinda 75 ve 100 mg/kg dozlarinda
onemli derecede antiinflamatuvar etkinlik géstermistir. Sonug olarak Pinus brutia
ekstrelerindeki katesin ve taksifolin miktarlarinin Piknogenole gore fazla olmasi
sebebiyle antiinflamatuvar ajan olarak kullanilabilmesi uygun olarak
diisiiniilmektedir (Ince vd., 2009).
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3 MATERYAL ve METOT

3.1 Materyal

3.1.1 Hammadde temini

Pinus brutia (kizilgam) kabuklar1 Izmir’de bulunan Deliomer (N: 38° 10
17.0”, E: 27° 03’ 46.7”, rakim: 120 m) bdlgesinden, 2008 yili Haziran ve Agustos
aylar1 arasinda toplanmistir. Toplanan 6rnekler oda sicakliginda kurutulmus, daha
sonra da laboratuvar &lgekli 6giitme makinasi ile toz hale getirilmistir. Ornekler

+4 °C’de saklanmustir.

3.1.2 Kullanilan kimyasallar

Ekstraksiyon denemeleri icin ¢ozgen olarak Merck markali etanol ve
etilasetat kullanilmistir. Antioksidan aktivite ve toplam fenol tayini i¢in kullanilan
Folin reaktifi, 2,2-difenil-1-pikrilhidrazil hidrat (DPPH), aliiminyum kloriir
(AICI3), sodyum karbonat (Na,COs3) Sigma, kloroform, asetik asit, asetonitril
Merck markasindan temin edilmistir. UPLC analizleri i¢in etanol, asetonitril ve
metanol Merck markali kullanilmistir. Yara iyilestirme calismalarinda anestezi
icin Ksilazin(8mg/kg)-Ketamin(75mg/kg) ve enfeksiyona karsi tek doz
Klindamisin Fosfat 7,5 mg/kg IM kullanilmistir. Analizlerde ve ekstraksiyon
islemlerinde distile su kullanilmistir. Aljinat jel hazirlamak i¢in sodyum aljinat

kullanilmastir.

3.2 Metot

3.2.1 Mikrodalga ekstraksiyonu

Mikrodalga ekstraksiyon denemeleri, Sekil 3.1°de goriilen cihaz (Sineo
mikrodalga cihazi) ile gergeklestirilmistir. Bu cihaz igerisinde 50 ml’lik 8 adet
kartus bulunmaktadir. 2 g kurutulmus ve Ogiitiilmiis kizilcam kabugu farkh

cozgenlerle (su, etanol) karistirlarak (kati:isivi orami  1:5) kartuslara
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yerlestirilmistir. Mikrodalga ekstraksiyon denemeleri sicaklik (40, 70, 100 °C),
ekstraksiyon siiresi (4, 7, 10 dk.) ve gii¢ (700, 800, 900 W) degiskenleri ile Box-
Benken deney tasarimina gore olusturulan deney plami  dogrultusunda
gerceklestirilmistir. Herbir ekstraksiyon iglemi sonunda cihazin sogumasi igin 5
dk. beklenmis ve cihaz agilarak kartuglardan numuneler ¢ikartilmistir. Karigimlar
stizge¢ kagidi yardimiyla siliziilmiis ve sivi kismi ayrilmistir. Elde edilen
karisimlara ¢ozgenlerini ugurmak amaciyla 60°C’de vakumlu doner evaporatorde
(Hahnvapor RS2005V-N) islem yapilmistir. islem sonucunda kalan ekstreler

yapilacak analizler i¢in +4 °C’de saklanmustr.

Sekil 3.1 Mikrodalga destekli ekstraksiyon cihazi

3.2.2 Ultrasonik ekstraksiyon

Ultrasonik ekstraksiyon denemeleri Sekil 3.2°de goriilen ultrasonik (Everest
Ultrasonik) cihazinda gergeklestirilmistir. Mikrodalga ekstraksiyonunda oldugu
gibi bu yontemde de deney plani olusturulmus ve daha yiiksek verim elde etmek
amaciyla sicaklik (40, 70, 100 °C), siire (20, 40, 60 dk.) ve gii¢ (50, 75, 100 %)
parametreleri optimize edilmistir. 2 g kurutulmus ve 6giitiilmiis kizilgam kabugu
farkli ¢6zgenlerle (su, etanol) karistirilarak (kati:sivi orani 1:5) santrifiij tiiplerine
yerlestirilmistir. Belirlenen kosullarda gercgeklestirilen denemeler sonucunda,
karigimlar siizge¢ kagidi yardimiyla siliziilmiis ve sivi kisim ayrilmistir. Elde

edilen karisimlara ¢ozgenlerini ugurmak amaciyla 60°C’de vakumlu doner
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evaporatrde (Hahnvapor RS2005V-N) islem yapilmustir. Islem sonucunda kalan

ekstreler yapilacak analizler icin +4 °C’de saklanmistr.

Sekil 3.2 Ultrasonik destekli ekstraksiyon cihazi

3.2.3 Solvent ekstraksiyonu

Sokslet ekstraksiyonu, Sekil 3.3°de goriilen diizenek ile gerceklestirilmistir.
50 g ogiitiilmiis ve kurutulmus kizilgam kabugu filtre kagitlar1 ile hazirlanmis
kartuslara koyularak, sokslet aparatinin igine yerlestirilmigtir. 500 ml’lik balon
igerisine iki farkli ¢oziicii (su, etanol) ilave edilerek ayri ayri iki deneme
yapilmistir. Mantolu 1siticiya (100°C) yerlestirilen balondan ¢dzgenin buharlasip
geri sogutucu altinda yogunlagsmasiyla sifon islemi 4 kez yapilmis ve islem
sonlandirilmistir. Ekstraksiyon stiresi yaklasik 3.5 saattir. Elde edilen ¢ozeltinin
¢dzgenlerini ugurmak amaciyla 60°C’de vakumlu déner evaporatdrde (Hahnvapor
RS2005V- N) islem yapilmistir. Islem sonucunda kalan ekstreler yapilacak

analizler i¢in +4 °C’de saklanmistr.
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Sekil 3.3 Soksalet ekstraksiyon sistemi ve vakumlu evaparator

3.2.4 Ultra performans sivi kromatografisi (UPLC) analizleri

3.2.4.1 Orneklerin hazirlanmasi

Elde edilen ekstreler % 50 metanol ¢ozeltisinde (Merck, Germany)
coziilerek son konsantrasyonu 5.00 mg/mL olacak sekilde hazirlanmistir.
Numuneler iginde (-)-Katesin (Sigma), (-)-Katesin Gallat (Sigma), (-)-Epikatesin
(Sigma) ve taksifolin (Fluka, Steinheim, Russian Fed) bilesikleri tayin edilmistir.

3.2.4.2 UPLC analizi

Ultra Performans Sivi Kromatografisi (UPLC) analizleri UPLC cihazinda
(Accela 1250 pump, Accela PDA detector, Accela Autosampler) a Hypersil ODS-
2 (4.6 mmx150 mmx3 um;  Sigma-Aldrich) kolonu kullanilarak
gerceklestirilmistir. Mobil faz % 2’lik asetik asitin su (Merck) (A) ve asetonitril
(Merck) (B) ile karisimindan olusmaktadir. 90A/10B orani ile baslayip, 5 dk.
icinde 60A/40B ve 7 dk. icinde 10A/90B olarak devam etmektedir. Olgiim dalga
boyu 200-400 nm, akis hiz1 1ml/dak, enjeksiyon miktari 10 pl ve ortam sicaklig
30°Cdir.


https://www.google.com.tr/url?sa=t&rct=j&q=&esrc=s&source=web&cd=3&cad=rja&uact=8&ved=0ahUKEwjvw6v8mdTXAhWJJsAKHaIkDxgQFgg2MAI&url=http%3A%2F%2Faustinpublishinggroup.com%2Fanalytical-pharmaceutical-chemistry%2Ffulltext%2Fajapc-v2-id1056.php&usg=AOvVaw3NNNku-XOLFr_zuQ4qAa4L
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3.2.5 Box-Behnken metodu ile optimizasyon

Yiizey yanit metodolojisi (RSM), deneysel verilere bir polinom denkleminin
uyumuyla baglantili olarak matematiksel ve istatistiksel tekniklerin bir
derlemesidir (Bezerra vd., 2008). RSM, farkli siire¢ parametreleri arasindaki
etkilesimleri degerlendirmek ve anlamak i¢in yaygin bir sekilde kullanilmaktadir.
RSM ile, degiskenler arasindaki etkilesimleri agiklayan 6zel deneysel tasarimlara
uygun olarak, birkag¢ degisken es zamanli olarak minimum sayida deneme ile test
edilmektedir (Giovanni, 1983). % 95'ten yiiksek regresyona sahip modeller kabul
edilebilmektedir. Yani, deneysel ve tahmini veriler arasindaki fark % S'ten azdur.
Bir bagka parametre, denklemdeki her bir parametrenin 6énemini incelemek i¢in
secilen model ve katsayilar icin uygulanan p-degeridir. 0.05'ten kiigiik bir p
degeri, model terimlerinin anlamli oldugunu gostermektedir. Faktor 0.05'ten
kiiciik bir p degerine sahip oldugunda, 0.95'lik bir giiven seviyesi igin siireci
anlaml1 bir sekilde etkilemektedir. Eger p degeri 0.05'ten biiyiikse, denklemdeki
bir baska katsayr varliginin olasiligt % 95'in iizerindedir, bu da saglanan
parametrenin anlamli olamayacagi anlamina gelmektedir (Ferreira et al., 2007).
Uc merkez noktasi galismasi, proses stabilitesi ve dogal degiskenligin &lgiilmesi

icin eklenmistir.

Design Expert programmin RSM deneysel tasarim yontemlerinden biri
olan Box-Bhenken deney tasarimini (BBD) kullanarak ekstraksiyon verimlilikleri
tizerine bagimsiz degiskenlerin birbirleri ile olan etkilesimlerinin yorumlanmasi
mimkiin olmaktadir. (Giovanni, 1983). Bu tez ¢alismasinda Pinus brutia
ekstrelerini toplam fenol igerikleri agisindan incelemek amaciyla ii¢ bagimsiz
degiskenli, Box-Bhenken deney tasarimi kullanilmistir. Bagimsiz degiskenler
mikrodalga ve ultrasonik ekstraksiyonun her ikisinde de sicaklik, siire ve giic
olarak belirlenmistir. U¢ adet bagimsiz degisken ile calisilip, 3 merkez nokta
se¢ilmis ve BBD programi ile mikrodalga destekli ekstraksiyon igin 15 (Cizelge
3.1), ultrasonik destekli ekstraksiyon i¢in 15 denemeden olusan deney deseni

(Cizelge 3.2.) elde edilmistir.
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Cizelge 3.1 BBD ile olusturulan Mikrodalga destekli ekstraksiyon i¢in deney deseni
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Cizelge 3.2 BBD ile olusturulan Ultrasonik destekli ekstraksiyon i¢in deney deseni

3.2.6 Toplam fenol bilesigi tayini

Elde edilen ekstrelerin toplam fenol igerikleri Folin Ciocalteu reaktifi (3
H20.P,05.13W03.5M003.10H,0) yontemi ile standart olarak gallik asit
kullanilarak belirlenmistir. Toplam fenol miktar1 gram ekstre basina mg gallik asit
esdegeri (GAE) olarak ifade edilmektedir. Standart (gallik asit) egri denklemi: 760
nm = 0.0946. cgallic acid (mg/ml)] seklindedir. Pinus brutia ekstreleri her biri
ayr ayri ve ¢ift tekrarli olacak sekilde (0.1 ml, 5 mg/ml) distile su ile 10 ml’ye
seyreltilmis ve 500 ul Folin Ciocalteu reaktifi ile karistirilmistir. Elde edilen
cozelti 5 dak. oda sicakliginda vortex yardimiyla karigtirilmistir. Bu islemin
sonunda 1.5 ml, %20’lik Na,COj3 ¢ozeltisi eklenmis ve vortex ile karistirilarak 1
saat oda sicakliginda bekletilmistir. Elde edilen karigimlarin absorbansi 760
nm’de UV-2401 (Shimadzu) spektrofotometresi ile 6l¢iilmiis ve sonuglar gallik
asit (GAE) / g ekstre olarak ifade edilmistir (Akay vd., 2011).
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3.2.7 Serbest radikal (DPPH) siipiirme tayini

DPPH (2,2-difenil-1-pikrikhidrazil hidrat (Sigma) (Sekil 3.4) koyu
menekse renginde kararli organik azot radikali olup, ticari olarak bulunmaktadir.
Bu yontem, DPPH radikalinin antioksidan aktiviteye sahip maddelerde bulunan
antioksidan bilesikler tarafindan bir tir redoks reaksiyonu ile siipiiriilmesi

temeline dayanmaktadir.

NO, | N
. G
O.N N—N
N
NO, ’ /

Sekil 3.4 DPPH radikali

Bu metoda gore elde edilen ekstreler son konsantrasyon 250 ug/ ml olacak
sekilde 4 ml metanol igerisinde ¢Oziilmiistiir. Daha sonra bu ekstrelere hazirlanan
1 mM DPPH metanolik ¢ozeltisi ilave edilmis, 15 saniye vortex yardimiyla
karigtirllarak ardindan 30 dak. karanlikta oda sicakliginda bekletilmistir. Elde
edilen karigimlarin  absorbanst 517 nm’de UV-2401  (Shimadzu)
spektrofotometresi ile metanole kars1 6lglilmiis ve sonuglar gallik asit (GAE) / ¢
ekstre olarak ifade edilmistir. Elde edilen diisiikk absorbans degeri yiiksek serbest
radikal siipiirme yetenegi anlamina gelmektedir. Olgiilen absorbans degerleri
formiile (% Inhibisyon = ((ADPPH — Aext)/ADPPH) x 100)) yerlestirilerek
yiizdesel olarak radikal siiplirme aktivitesi hesaplanmistir. Formiile gore; Aext:
ekstre iceren ¢dzeltinin absorbansi, ADPPH: ekstre icermeyen kontrol ¢ozeltisinin

absorbansi seklindedir.
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3.2.8 Toplam flavonoid tayini

Bu yontemin prensibi kizilgam ekstrelerinin iginde bulunan flavonoidlerin
AI¥ (aliminyum Iyonu) ile reaksiyona vererek AI** kompleksi olusmasina
dayanmaktadir. Olusan bu kompleks sar1 renkli olup, renginin koyulugu da

varolan flavonoid konsantrasyonu ile dogru orantilidir.

Yontemde kalibrasyon egrisi; y = 0.0037.x + 0.0027 seklindedir.
Flavonoid miktari, gram kuru ekstre basina diisen mg kersetin (mg QE/g) olacak
sekilde belirtilmistir. Son konsantrasyon 1 mg/ml olacak sekilde 0.5 ml ekstre 1.5
ml Metanol, % 10’luk 0.1 ml AlCl3 ¢ozeltisi, 01. Ml IM CH3COOK ¢ozeltisi ve
2.8 ml distile su karistirilarak 30 dak. oda sicakliginda bekletilmistir. Ardindan
karisimin  absorbanst 415 nm’de UV- 2401 (Shimadzu) spektrofotometre
Olcililmiistiir (Mandal and Madan, 2013).

3.2.9 Yara ortiilerinin olusturulmasi

Aljinat, esmer yosundan elde edilen dogal bir polisakkarittir. Toksik
ozelligi olmadigindan gida, ilag, tekstil ve tip alaninda kullanilan bir maddedir.
Aljinatin  dogal kokenli bir madde olusu, diisiik toksitite ve yiiksek

biyobozunurluk gibi avantajlar1 beraberinde getirmektedir.

Sodium Alginate

Sekil 3.5 Sodyum Aljinat

Aljinat iki degerlikli iyonlarla, en ¢ok uygulanan sekli ile kalsiyum iyonu
ile jel olusturma Ozelligi gosterir. Kalsiyum aljinatin sodyum aljinattan eldesi

esnasinda glukuronik asit {initelerindeki sodyum iyonlarinin, kalsiyum iyonlariyla
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yer degistirdigi ve boylece karsilikli olarak capraz bagli polimerlerin olustugu
diisiiniilmektedir (Sekil 3.7 ve Sekil 3.8)

Or: 2 Na (Aljinat) + Ca*? — Ca (Aljinat), + 2 Na*

-

Sekil 3.6 Kalsiyum aljinat jeli

OH

OH

OH

Sekil 3.7 Kalsiyum Aljinat yapisi
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Sekil 3.8 Sodyum iyonlarinin, kalsiyum iyonlartyla yer degistirmesi

Bu c¢alismada % 2’lik sodyum aljinat ¢ozeltisi, % 2’lik kizilgam ekstresi
icine ilave edilerek hazirlanmistir. Hazirlanan bu ¢ozelti pamuklu kumaslara
emdirilmis ve ilizerindeki fazla ¢ozelti alindiktan sonra kumas % 10’luk CaCl,
¢ozeltisine daldirilarak kumas tizerinde jellesme saglanmistir. 4 saat kurumaya

birakilan numuneler daha sonra paketlenmis ve sterilizasyon islemi yapilmigstir.

3.2.10 FTIR tayini

Elde edilen yara ortiilerinin (ekstre igeren ve igermeyen) ve Pinus brutia
ekstrelerinin karakterizasyon tayini amaciyla ATR-FTIR (Spectrum 100, Perkin
Elmer) cihaz1 kullanilarak 4000-400 cm™ dalga boyu araliginda IR spektrumlari

alimmustir.
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Sekil 3.9 ATR-FTIR Cihazi (Perkin Elmer, Spectrum 100)

3.2.11 Sahm calismalari

Salim calismalar1 i¢in kizilgam ekstre igerikli aljinat jel kapli yara oOrtiileri,
dagilmalarin1 6nlemek amaciyla goézenekli bir yapi icerisine koyulmus ve icinde
100 ml PBS ¢ozeltisi bulunan behere yerlestirilmistir. Beherlerin iizeri parafilm ile
kapatilmis ve inkiibator igerisinde 37°C’de manyetik karigtirict iizerinde
calkalanmistir. Belli zaman araliklarinda 6rnekler alinmis ve alinan 6rnegin yerine
konsantrasyonu etkilememek amaciyla 1 mL PBS tampon ¢ozelti eklenmistir. 1,
2,3,4,5,6, 24, 48 ve 72. saatlerde ortamdan alinan Orneklerde ekstre salim
miktar1 tayini i¢cin UV spektrofotometre kullanilarak 285 nm dalga boyunda
cozeltilerin absorbanslar1 6l¢iilmiistiir. Ayn1 zamanda bu 6rneklerden bir kismi1 da

UPLC cihazi igerisindeki etken madde tayini amaciyla kullanilmistir.
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3.2.12 Yara ortusiiniin in vivo denemeleri

3.2.121 Cerrahi miidahale

Ksilazin(8mg/kg)-Ketamin(75mg/kg) kombinasyonu ile IP olarak saglanan
anestezi sonrasinda sicanlar sternal pozisyonda sabitlenmis ve dorsal bolge
traslanmistir. Enfeksiyona kars1 profilaktik olarak tek doz Klindamisin Fosfat 7,5
mg/kg IM olarak enjekte edilmistir. Deri povidone-iodine soliisyonu ile cerrahi
miidahaleye hazirlanmis ve sonrasinda steril Ortiiler yerlestirilmistir. Sag orta
dorsal bolgede 11 numarali bistiiri ucu ile I1xlcm boyutunda tiim katmanlar
iceren bir enziyon ile deri ve altindaki Musculus Cutaneus Trunci kasi eksize

edilmistir.

3.2.12.2 Giinliik pansumanlar

Hemostaz steril cerrahi gazli bezler ile yapilan kompresler ile saglanmistir.
Giinliik olarak yaralarin gézlemi ve pansumani yapilmistir. Pansuman i¢in serum
fizyolojik ile yara temizlenmis ve sonrasinda iyot soliisyonu ile antisepsi

yapilmistir.

Hayvanlar  Grup 1-Kizilgam ekstreli jel icerikli yara ortiisii (n= 8),

Grup 2 kontrol (n= 8) olarak 2 gruba ayrilmustir.

Grup 1’e yara pansumanlart sonrasinda Onceden hazirlanan Kizilgam
ekstreli jel igerikli yara ortlisii uygulanmistir. Grup 2’ye ise pansuman sonrasi
yara bandi uygulanmamistir. Pansuman sonrasinda yaralar steril gazli bez ve

flaster ile kapatilmigtir.

3.2.12.3 Planimetri

0, 7, 14 ve 21’inci giinlerde anestezi altindaki hayvanlarda cekilmis yara
fotograflar iizerinde planimetri amaci ile gelistirilmis 6zel bir yazilim ile yapilmis
isaretlemeler sonucu yara alani hesaplanmistir. Bu alan “tam yara alani” olarak

tanimlanmaktadir. Sonrasinda ilerleyen epitelyumun sinirlarini isaretleyerek
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“lyilesmemis yara alan1” olarak isimlendirilmistir. Yara iyilesme orani iki adimli

bir siire¢ ile hesaplanmistir.
Adim 1

Acik yara alan1 (Olgiim giinii) x100
[k giin e gore agik yara alant % = =----nnmmmmmmmm oo

[k giin tam yara alam (giin 0)

Adim 2

Olgiim giinii tam iyilesme alan1 % = 100 - ilk giin e gore agik alan1 %

3.2.12.4 istatistiksel analiz

Gruplar arasindaki tiim veri ve ortalama deger karsilagtirmalart ANOVA
(anaylsis of variance) tekrarli 6l¢iim modeli kullanilarak yapilmustir. Farkliliklarin
oldugu durumlarda Duncan’in multiple-range testi kullanilmigtir. Tiim analizlerde

SPSS 13.0 kullanilmagtr.

Hayvan sayisinin belirlenmesinde 3R ilkeleri ve referanslar (Cetin vd.,

2013) goz oniine alinarak anlamli sonug verecek en diisiik rakam segilmistir.

Bu arastirma Ege Universitesi Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurulu
tarafindan alinan 2018-005 numarali onay ile gergeklestirlmistir. Hayvanlar
arastirma siiresince giinliik olarak gozlemlenmis ve her tiirlii bulgu kayit altina
alinmigtir. Hayvanlara arastirma siiresince Ege Universitesi Laboratuvar
Hayvanlar1 Uygulama ve Arastirma Merkezi’nde bakilmistir. Yem kisitlamasi
olmadan, su i¢imi serbest bir ortamda 12 saat aydinlik/12 saat karanlik diizeninde

21°C derecelik ortamda barindirilmiglardir.
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4  BULGULAR VE TARTISMA

4.1 Box-Benken ile Ekstraksiyon Optimizasyonlari

4.1.1 Mikrodalga destekli ekstraksiyon optimizasyonu

Calismada Cizelge 4.1°de yer alan bagimsiz degiskenlerin bir fonksiyonu
olarak toplam fenoliklerin (mg/g ekstre P. brutia) ekstraksiyon verimini
aciklamak amaciyla program tarafindan olusturulan ikinci dereceden ¢ok terimli
bir denklem kullanilmigtir. Denklemde sirastyla A sicaklik (° C), B siire (dk.) ve C
giic (W) olarak gosterilmektedir.

Cizelge 4.1 Mikrodalga ekstraksiyonu igin kullanilan Box-Behnken deney deseni ve Pinus

brutia’nin toplam fenol miktar1 sonuglar

Sicaklik Gii¢ Toplam Fenol
Deney No Siire (dk)

(°C) (W) Miktar1 (mg/g)
1 40 10 800 761.099
2 70 10 900 987.315
3 100 7 900 530.655
4 40 7 900 678.647
5 70 4 700 568.710
6 100 10 800 625.793
7 100 4 800 911.205
8 40 7 700 562.368
9 70 7 800 649.049
10 70 10 700 558.140
11 70 4 900 613.108
12 40 4 800 752.643
13 70 7 800 695.560
14 100 7 700 553.911
15 70 7 800 654.939




o1

Cizelge 4.2 Mikrodalga ekstraksiyonu i¢in kiibik ¢ok terimli denklem modeli i¢in varyans
analizi (ANOVA).

Kaynak Kareler df* Ortalama  F-Degeri  Olasihk
Toplami Kareleri (p)>F

Model 2.46x107*° 12 20530.17 32.01 0.0307
A- Sicakhik 6119.01 1 6119.01 9.54 0.0908
B-Siire 33057.85 1 33057.85 51.54 0.0189
C-Gii¢ 56067.83 1 56067.83 87.42 0.0112
AB 21589.74 1 21589.74 33.66 0.0284
AC 4867.50 1 4867.50 7.59 0.1104
BC 37013.53 1 37013.53 57.71 0.0169
A? 16.70 1 16.70 0.026 0.8866
B2 35675.41 1 35675.41 55.63 0.0175
C? 25432.45 1 25432.45 39.65 0.0243
Saf hata 1282.70 2 641.35

Genel Toplam  2.476x107¢ 14
R? 0.9948

R? adj 0.9637

*d.f: degrees of freedom
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Toplam Fenol Bilesikleri (mg/g)

= +666.52-39.11 xA+9091xB+11839xC—-7347xAXxB-34.88x
AXC+96.19xBxXxC—-213x A% +98.30x B>—82.99 x C>2—-160.15 x A>x B —
95.14 x A>X C + 44.93 x A x B?

Calismada Pinus brutia’nin toplam fenolik igerigi iizerindeki, sicaklik (40-
100°C), zaman (4-10 dk.) ve gii¢ (700-900 W)'iin etkisini ve bunlarin birbirleriyle

olan iliskileri degerlendirmek icin istatistiksel tasarim kullanilmistir.

Varyans analizini (ANOVA) dikkate alarak, elde edilen ¢ok terimli denklem
modeli R? (0.9948) olarak belirtilen yiiksek kolerasyon katsayisina gore deneysel
degerlerin anlamli goriilmektedir. R? degeri 1’¢ ne kadar yakinsa deneysel ve

tahmin edilmis degerler arasinda korelasyon o kadar iyi olmaktadir.

Varyans analizi (ANOVA), eldeki verilerin modele olduk¢a uygun
oldugunu gostermektedir. Oncelikle F degerine deginecek olursak, bu deger belirli
bir veri kiimesine iliskin olan bir modelin, bu veri kiimesindeki varyasyonun ne
kadarin1 agiklayabildigi ile iligkilidir. Bu iliski ise, agiklanan varyasyonun
aciklanmayan varyasyona orani seklindedir. Oran olarak ifade edilen bu iligki
uyumsuzluk F degeriyle ilgilidir. Regresyon esitligiyle (model ile) agiklanan
varyasyon miktarinin daha biyiik olmasi; bu esitligin, sonuglari anlamli bir
sekilde agiklama olasiliginin da daha biiyiik oldugunu ifade etmektedir. Varyans
analizinde elde edilen F degeri, bu iliskinin bir 6l¢iisidiir. Daha biiyik F degeri,
regresyon esitliginin, verileri anlamli olarak agiklamada daha yetenekli oldugunu
gostermektedir. Yukarida 32.01 oldugu gériilen model F degeri, modelin anlaml

oldugunu gostermektedir.

Varyans analizi (ANOVA) (Cizelge 4.2.) modeldeki F ve olasilik
(probabilite) degerlerinin anlamli oldugunu gostermistir. 0.05’ten kiigiik olan
“Olasilik (p)>F” degerleri veya p-degerleri model terimlerinin anlaml: oldugunu;
0.1’den biiyiik olan degerler ise model terimlerinin anlamli olmadigint ifade
etmektedir. Modelin p: 0.0307 < 0.05 degerleri istatistiksel olarak anlaml

oldugunu gostermistir. Bu da bize, degiskenlerin herhangi bir kombinasyonuna
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gore deneme yapilsa tahmini verimi bulmak icin anlamli bir model denklemi
olusturuldugunu gostermistir. Cizelge 4.2.°de fenolik bilesikler igin siire ve gii¢
degerleri anlamli iken, sicakligin anlamsiz oldugu goriilmektedir. Diger yandan
ise sicaklik-siire ve siire-gii¢ aralarindaki iliskinin anlamli oldugu, fakat sicaklik-

giic arasindaki iligskinin anlamsiz oldugu goériilmektedir.

Ug boyutlu yiizey yanit grafiklerindeki analizler, herhangi iki degisken
arasindaki etkilesimlerin belirlenmesinde ve optimum fenolik igerik cevabinin
maksimum noktasinin ve degiskenlerin optimum araliginin bulunmasinda
kullanilmaktadir. Giicin (800 W) sabit tutuldugu noktada fenolik bilesikler
tizerindeki sicaklik ve siirenin etkisi Sekil 4.1.’de ii¢ boyutlu (3D) (al) ve yatay
etkileri (a2) gosterilmistir. Maksimum fenolik bilesik miktar1 70°C ve 7 dk.da elde
edilmistir. Siire sabit tutuldugunda (7 dk.) sicaklik ve giic arasindaki iliskiye
bakildiginda en yiiksek fenol bilesigi miktarinin elde edildigi noktalar 800 W ve
70°C oldugu Sekil 4.2.(b1 ve b2)’de goriilmektedir. Sabit sicaklikta (70°C) siire ve
giic arasindaki iliski a¢isindan bakildiginda fenol bilesiklerinin en yiiksek miktari
800 W ve 7 dk.da elde edilmistir (Sekil 4.3. c1 ve c2). Mikrodalga ekstraksiyonu
Box-Benken deney deseninde optimum ekstraksiyon kosullarinin 64°C, 10 dk. ve
896 W ve bu kosulda belirlenen fenolik bilesik miktarinin da 994.531 mg/g
oldugu goriilmektedir. Deney sartlar1 altinda, optimum nokta ile de uyumlu olan
70 °C, 10 dk. ve 900 W kosullarinda ise en yiiksek fenol miktar1 987.315 mg/g

bulunmustur.

Mikrodalga destekli ekstraksiyon yonteminde elde edilen ekstraksiyon
verimi, 151ma giicli, 0rnegin yapist ve kullanilan ¢ézgene bagli olarak degisiklik
gosterebilmektedir (Jaitak et al., 2009). Ekstraksiyon siiresi ve mikrodalga giicii,
elde edilen bioaktif bilesik miktarini etkileyen 6nemli parametrelerdendir. Partikiil
biiytikliigi ve agirligi, gerekli olan mikrodalga giris giicii ile ilgili iki faktordiir.
Mikrodalga giicli, ¢Oziiciinlin kaynama noktasina ulasmasini saglayacak kadar
yeterli olmasi gerekirken, diger yandan biyoaktif bilesiklerin bozulmasini ve
ucucularin kaybini 6nlemek i¢in de ¢ok yiiksek olmamasi gerekmektedir (Li et al.,
2013). 900 W'lik bir gii¢ seviyesi ve 10 dk.lik bir siire, matris-analit baglarinin
kirilmasint  ve fenolik bilesikler agisindan maksimum verim eldesini

saglamaktadir.
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Sekil 4.1 Fenolik bilesiklerin 3-D (al) ve Yatay (a2) cevap yiizey 6lgekleri, optimum sabit
giicte (800 W) sicakligin ve siirenin etkisi.
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Sekil 4.2 Fenolik bilesiklerin 3-D (b1) ve Yatay (b2) cevap yiizey 6lgekleri, optimum sabit

stirede (7 min) sicakligin ve giiciin etkisi.
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Sekil 4.3 Fenolik bilegiklerin 3-D (c1) ve Yatay (c2) cevap yiizey 6l¢ekleri, optimum sabit

sicaklikta (70°C) siirenin ve giiciin etkisi.
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4.1.2 Ultrasonik destekli ekstraksiyon optimizasyonu

Calismada Cizelge 4.3’de yer alan bagimsiz degiskenlerin bir fonksiyonu
olarak toplam fenoliklerin (mg/g ekstre P. brutia) ekstraksiyon verimi agiklamak
amaciyla program tarafindan olusturulan ikinci dereceden ¢ok terimli bir denklem
kullanilmistir. Denklemde sirasiyla A sicaklik (°C), B siire (dk.) ve C giic (W)
olarak gosterilmektedir. Pinus brutia’nin toplam fenolik icerigi iizerindeki,
sicaklik (40-100°C), zaman (20-60 dk.) ve gii¢ (50—100 %) 'iin etkisini ve bunlarin

birbirleriyle olan iligkileri degerlendirmek igin istatistiksel tasarim kullanilmaistir.

Cizelge 4.3 Ultrasonik ekstraksiyonu ic¢in kullanilan Box-Behnken deney deseni ve Pinus

brutia’nin toplam fenol miktar1 sonuglar

Sicaklik Siire Giig Toplam Fenol
Deney No

(°C) (dk) (W) Miktar1 (mg/g)
1 100 40 50 287.526
2 70 40 75 627.696
3 100 40 100 205.074
4 100 20 75 336.152
5 70 40 75 589.852
6 40 40 100 429.175
7 40 40 50 450.317
8 70 60 50 446.089
9 70 20 100 520.085
10 40 60 75 509.514
11 70 40 75 659.619
12 70 20 50 811.839
13 40 20 75 467.230
14 100 60 75 344.207
15 70 60 100 319.239
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Cizelge 4.4 Ultrasonik ekstraksiyonu i¢in kiibik ¢ok terimli denklem modeli i¢in varyans
analizi (ANOVA).

Kaynak Kareler df* Ortalama F- Olasiik
Toplanm Kareleri Degeri (p)>F
Model 3.561x10°° 12 29676.07 24.33 0.0401
A- sicaklhik 37421.39 1 37421.39 30.68 0.0311
B-Siire 80257.81 1 80257.81 65.80 0.0149
C-Giig 43807.46 1 43807.46 35.91 0.0267
AB 292.90 1 292.90 0.24 0.6726
AC 939.75 1 939.75 0.77 0.4727
BC 6798.40 1 6798.40 5.57 0.1421
A’ 1.424x107% 1 1.424x107% 116.72 0.0085
B2 839.49 1 839.49 0.69 0.4940
C? 27518.98 1 27518.98 22.56 0.0416
Saf Hata 2439.59 2 1219.80
Genel Toplam  3.586x107° 14
R? 0.9932
R’ adj 0.9524
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Sekil 4.4 Fenolik bilesiklerin 3-D (al) ve Yatay (a2) cevap yiizey 6lgekleri, optimum sabit

giicte (75 %) sicakligin ve siirenin etkisi.
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Sekil 4.5 Fenolik bilesiklerin 3-D (b1) ve Yatay (b2) cevap yiizey 6l¢ekleri, optimum sabit

stirede (40 dk.) sicakligin ve giiciin etkisi.
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Sekil 4.6 Fenolik bilesiklerin 3-D (c1) ve Yatay (c2) cevap yiizey 6lgekleri, optimum sabit

sicaklikta (70°C) siirenin ve giiciin etkisi.

Toplam Fenol Bilesikleri (mg/g)

= +62572-96.72 x A+ 141.65 x B + 104.65 X C —8.56 x A x B — 15.33 x
AXC+41.23xBxC—196.37 x A2+ 15.08 x B>~ 86.33 x C*— 154.23 x A>x B
+78.75 X A’>x C +22.63 x A x B?

Varyans analizini (ANOVA) dikkate alarak, elde edilen ¢ok terimli denklem
modelinin R? (0.9932) olarak belirtilen yiiksek kolerasyon katsayisina gore

deneysel degerlerin iyi oldugu goriilmektedir.

Modelin p: 0.0401 < 0.05 degerleri istatistiksel olarak anlamli oldugunu
gostermistir. Bu da bize, degiskenlerin herhangi bir kombinasyonuna gére deneme
yapilsa tahmini verimi bulmak igin yeterli bir model denklemi olusturuldugunu
gostermistir. Cizelge 4.4.’de fenolik bilesikler i¢in (p < 0.05) siire, sicaklik ve gii¢
degerleri istatiksel olarak anlamli oldugu gorillmektedir. Fakat sicaklik-siire,
sicaklik-gli¢ ve siire-gii¢ aralarindaki iligskinin anlamli olmadigi (p > 0.05)

gorilmektedir.
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Ug boyutlu yanit yiizey grafiklerindeki analizler, herhangi iki degisken
arasindaki etkilesimlerin belirlenmesinde ve optimum fenolik icerik cevabinin
maksimum noktasinin ve degiskenlerin optimum araliginin bulunmasinda
yardimci1 olmaktadir. Giictin (%75) sabit tutuldugu noktada fenolik bilesikler
izerindeki sicaklik ve siirenin etkisi ii¢c boyutlu (3D) (al), yatay etkisi (a2) Sekil
4.4.de gosterilmistir. Maksimum fenolik bilesik miktar1 70°C ve 40 dk.da elde
edilmistir. Sabit siirede (40 dak.) sicaklik ve gii¢ arasindaki iliskiye bakildiginda
en yiiksek fenol bilesigi miktarinin elde edildigi noktalar % 75ve 70°C oldugu
Sekil 4.5°de (bl ve b2) goriilmektedir. Sabit sicaklikta (70°C) siire ve giic
arasindaki iliski agisindan bakildiginda fenol bilesiklerinin en yiliksek miktar1 %75
ve 40 dk.da elde edilmistir (Sekil 4.6. c1 ve c2). Ultrasonik ekstraksiyonu Box-
Benken deney deseninde optimum ekstraksiyon kosullarinin 68°C, 20 dk. ve 53%
ve bu kosulda belirlenen fenolik bilesik miktarinin da 815.24 mg/g oldugu
goriilmektedir. Deney sartlari altinda, optimum nokta ile de uyumlu olan 70 °C,
20 dk. ve %50 kosullarinda ise en yiiksek fenol miktar1t 811.84 mg/g olarak

bulunmustur.

Ultrasonik ekstraksiyonda iki temel fiziksel olay gerceklesmektedir.
Ultrasonik ses dalgalar1 sivinin i¢inden gectiginde kavitasyon (bosluk olusumu)
meydana getirerek hiicre duvarma etki etmekte ve bilesenlerin birakilmasini
saglamaktadir. Bu olay sicaklik ve sonikasyon giiclinden etkilenmektedir (Liu et
al.,2010). Ekstraksiyon siireci optimum kosul olarak se¢ilen % 50 gii¢ ve 20 dk.da
tamamlanmistir. % 50'lik bir gii¢ seviyesi ve 20 dk.lik bir siirede, analit-matris
baglarinin kirilmasinda en uygun kosullardir ve bdylece optimum verimlerde

fenolik bilesikler saglamistir.

4.2 Biyolojik Aktivite Tayini Sonuclar:

4.2.1 Toplam fenol bilesigi tayini sonuclar:

Fenolik bilesikler, hidroksil gruplarinin serbest radikalleri giderme
kabiliyetinden dolay1 en 6nemli bitki bilesenlerinden biridir. Bitki ekstrelerindeki
antioksidan aktivitenin yiikksek olmas:t icerdikleri fenolik bilesiklerden

kaynaklandig: daha énceki yapilan ¢alismalarda da goriilmektedir (Yildiz-Oztiirk
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vd., 2014). Bitkilerdeki fenolik bilesikler, antioksidan aktiviteye direkt olarak etki
ettiklerinden dolay1 dogal antioksidanlar olarak adlandirilmaktadir (Shukla et al.,
2009). Cam kabugu ekstresi proantosiyanidinler, fenolik asitler, taksifolin,
katesin ve epikatesin gibi bilesikler icermektedir. Bu bilesiklerin her biri, hiicreleri
serbest radikaller olarak bilinen reaktif oksijen molekiillerinin zararl etkilerinden
koruyacak kadar kuvvetli antioksidan 6zelliklere sahiptir. Bu tez ¢calismasinda da
yapilan ekstraksiyonlar sonucu elde edilen optimum kosullarin bir cam tiirii olan

Pinus brutia tizerinde toplam fenolik igerigine bakilmistir.

T.P.C. (mg gallik asit/g ekstre)
1200 987 o~ U683, 01 1014,8
1000
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800 -
600 -
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Sekil 4.7 Pinus Brutia’min MAE, UAE ve sokslet sonucu optimum kosullarda elde edilen

su/etilasetat ve etanol ekstrelerinin igerdigi ekstre basina diisen toplam fenol miktarlari.

Bu tez ¢alismasinda ise en yiiksek fenol igerigi (1083.51 mg gallik asit/g
ekstre), 70°C sicaklik, 10 dk. ektraksiyon siiresi, 900 watt gii¢ ve 1:10 kat1 siv1
orani (g/ml) ¢alisma kosullarinda gerceklestirilen mikrodalga etanol ekstraksiyonu

ile elde edilmistir.

Sekil 4.7.’de de goriildiigii lizere su/etilasetat ve etanoliin ¢oziicii olarak
kullanildig1, mikrodalga, ultrasonik ve sokslet ekstrasiyonu sonucunda belirlenen

optimum kosullardaki ekstrelerin fenol igerikleri saptanmis ve karsilastirilmistir.
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Etanoliin ¢oziicli olarak kullanildigi durumda, ekstraksiyon yontemleri agisindan
karsilastirildiginda en yiiksek fenolik igerik mikrodalga yontemiyle (1083.5 mg/g
ekstre) elde edilmistir. Ultrasonik ekstraksiyon sonucu (1014.8 mg/g ekstre)
mikrodalga yontemi sounucuna benzer olarak bulunmustur. Sokslet ekstraksiyon
yonteminden ise en diisiik sonug¢ alinmistir (813.9 mg/g ekstre). Su/etilasetat’in
coziicii olarak kullanildigi durumda ise, mikrodalga yontemi ile elde edilen
ekstrelerde fenol igerigi (987.3 mg/g ekstre) en yiiksek olarak bulunmustur.
Ultrasonik ve sokslet ekstraksiyonu sonucu elde edilen ekstrelerin fenol igerikleri
ise ultrasonik 811.9 mg/g ekstre ve soksalet 766.4 mg/g ekstre seklinde olup
biribirine yaklagik olarak yakin bulunmustur. Pinus brutia ile yapilan diger bir
calismada da ¢oziicii olarak su kullanilmis ve fenol bilesik miktar1 936.60 mg
gallik asit/g ekstre olarak bulunmustur (Yesil-Celiktas, 2009d). Yapilan
aragtirmalarin da gosterdigi gibi Pinus brutia’nin iyi bir fenol bilesigi yani
antioksidan kaynagi oldugu goriilmektedir.

Ayrica elde edilen fenol miktar tayini sonuglar1 dogrultusunda mikrodalga
ve ultrasonik ekstraksiyon yonteminin klasik solvent ekstraksiyonuna gore
ekstraksiyon zamani, enerji ve solvent tiiketimi gibi acilardan daha verimli ve

etkin bir yontem oldugu anlagilmistir. (Jaitak et al. 2009).

4.2.2 Toplam flavonoid tayini sonuc¢lari

Fenolik maddeler dogal antioksidanlarin en oOnemli gruplarini
olusturmaktadir. Bunlar bitkilerin tim kisimlarinda goriilen polifenolik
komponentlerdir. En yaygm bitkisel fenolik antioksidanlardan biri de
flavonoidlerdir (Faydaoglu ve Siiriiciioglu, 2013). Bu bilesikler anti-alerjik, anti-
inflamatuvar, anti-mikrobiyal ve anti-kanser gibi birgok terapotik etkiyi de igeren
kimyasal ve biyolojik aktivitelere sahiptir. Son yillarda arasgtirmacilar 6zellikle
flavonoitler ve diger fenoliklerin kanser ve kalp rahatsizliklarinin 6nlenmesindeki
potansiyeli gibi tibbi 6zellikleri ile ilgilenmektedirler (Khativora et al., 2010).
Fenolik bilesenler, 6zellikle flavonoidler, dogrudan antioksidan 6zellige katkida
bulunabilir ve kanser ve kardiyovaskiiler hastaliklarin gelisimine kars1 koruyucu

bir rol oynarlar (Shukla et al., 2009). Calisamada kullanilan Pinus brutia’nin
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flavanoid icerik acisindan olduk¢a zengin bir bitki oldugu elde ettigimiz

sonuclarda da goriilmektedir.

T.F.C. (mg kersetin/g ekstre)
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Sekil 4.8 Pinus Brutia' mn MAE, UAE ve sokslet sonucu optimum kosullarda elde edilen

su/etilasetat ve etanol ekstrelerinin igerdigi ekstre basina diisen toplam flavonoit miktarlart.

Tez calismasinda, ii¢ farkli ekstraksiyon teknigi arasinda, solvent olarak
etanoliin kullanildigit durumda, en yiliksek toplam flavonoid konsantrasyonu
mikrodalga ekstraksiyon yontemi kullanilarak (99.4 mg kersetin/g ekstre) elde
edilmistir. En diisiik flavanoit icerigi ise ¢Oziicii olarak etanoliin kullanildigi

durumda ve soksalet ekstraksiyonunda (55.1 mg kersetin/g ekstre) elde edilmistir.

Sekil 4.8’e bakildiginda su-etilasetat ile yapilan ekstraksiyon sonuclarinda,
flavonoit bilesik miktar1 agisindan ti¢ farkli ekstraksiyon tekniginin de birbirine

yakin oldugu goriilmektedir. Mikrodalga ekstraksiyon teknigi ile elde edilen



66

ekstredeki flavanoit miktar1 23.7 mg kersetin/g ekstre, ultrasonik ekstraksiyon
teknigi ile elde edilen ekstredeki flavanoit miktar1 30.1 mg kersetin/g ekstre,
sokslet ekstraksiyon teknigi ile elde edilen ekstredeki flavanoit miktar1 28.8 mg
kersetin/g ekstre olarak bulunmus olup, etanol kullanilarak elde edilen
ekstrelerdeki flavonoit miktarlarina gore daha diisiik miktarlarda bulunmustur.
Calismada Pinus Brutia’dan yiiksek miktarda flavonoit bilesigi elde etmede en
uygun ¢ozgen etanol olarak belirlenmistir. Benzer bir ¢alismada da Pinus
brutia'min farkli ¢o6ziiciiler (n-hekzan, diklorometan, etil asetat ve etanol) ile
ekstraksiyonu yapilmis olup, en yiiksek flavonoit igerik miktarlar1 etanol ile elde
edilmistir. (Yesil-Celiktas, 2009d) Calismada ekstraksiyon igin polaritesi yiiksek,
toksisitesi diisiik olan, ekonomik agidan uygun ve kolay temin edilebilecek
coziiciiler tercih edilmistir. Coziicliniin dnemi, daha fazla hidrojen baglanmasina
ve dipol-dipol etkilesimleri ile fenolik bilesiklerin ¢oziiniirliigliniin artmasini
saglayan etanoliin ilavesiyle artan polariteye bagl olarak agiklanabilmektedir. Bu
sonuclar, flavonoid bilesiklerin elde edilen miktarlar1 iizerinde ekstraksiyon
teknigi yaninda ¢oziiciiniin de Onemli bir islem parametresi oldugunu

gostermektedir.

4.2.3 Serbest radikal (DPPH) giderme tayini sonuclari

Antioksidanlar radikal olusumunun sinirlandirilmast, radikal
reaksiyonlarinin sona erdirilmesi, olusan radikallerin etkisiz hale getirilmesi ve
hasarli  molekiillerin ortadan  kaldirilmasindan  sorumlu  molekiillerdir.
Antioksidanlar, genel olarak serbest radikal olusumunu engelleyen maddeler
olarak tanimlanmislardir. Bu g¢alismada ti¢ farkli ekstraksiyon teknigi ile elde
edilen Pinus brutia ekstrelerinin serbest radikali giderim aktiviteleri DPPH serbest
radikali kullanilarak belirlenmistir. Yapilan bir ¢alismada farkli ¢am tiirlerinin
icinde kizilgamin en yiiksek radikal stipiirme aktivitesine (86.4 %) sahip oldugu
goriilmiistiir. (Yesil-Celiktas et al., 2009).

Toplam fenol bilesigi ve flavonoid miktar1 sonuglar1 ¢dziiciiniin etanol
oldugu durumda daha iyi sonuglar verirken, Cizelge 4.5’de de goriildiigii gibi

DPPH sonuglarinda ise bu durum farkli olup, ¢oziicii olarak su etil-asetat (UAE:
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%90.8, MAE: %86.2, soksalet: %87.6) kullanildigi durumlarda daha iyi sonuglar

elde edilmistir.

Cizelge 4.5 MAE, UAE ve sokslet ekstraksiyonlarinin etanol ve su-etilasetat ekstrelerinin

Serbest Radikal Siipiirme Aktivitesi Sonuglari

Metod Ekstraksiyon Kosullari DPPH %
UAE su- EtOAc 70 °C ,20 dk.,50 % giic 90.8
MAE su- EtOAc 70 °C, 10 dk., 900 watt 86.2
Sokslet su- EtOAC 100 °C, 4 sa. 87.6
UAE EtOH 70 °C, 20 dk.,50 % gii¢ 82.9
MAE EtOH 70 °C, 10 dk., 900 watt 71.1
Sokslet EtOH 100 °C, 4 sa. 81.9

4.3 Ekstrelerin UPLC Analizi Sonuclar:

Calismada, optimum kosullarda elde edilen ekstreler, etken madde
miktarlarmi belirlemek amaciyla ultra performans sivi kromatografisi cihazinda
tayin edilmistir. Bu 6l¢timde ekstreler i¢inde (-)-katesin, (-)-epikatesin gallat, (-)-
epikatesin ve taksifolin bilesiklerinin varhig tespit edilmeye calisilmistir.
Sonuglara gore ekstrelerde (-)-katesin ve taksifolin bilesikleri bulunmus, fakat (-)-
epikatesin gallat ve (-)-epikatesin bilesikleri tespit edilememistir. Cizelge 4.6’da
goriildiigli gibi ¢oziicli olarak etanoliin kullanildigr durumda, mikrodalga destekli
ekstraksiyon ekstrelerindeki taksifolin bilesigi 34.0 mg/g ekstre, ultrasonik
destekli ekstrelerde ise 23.5 mg/g ckstre olup, olduk¢a yiiksek miktarda elde
edilmistir. Coziiciiniin su kullanildigi durumlarda ise, katesin ve taksifolin
miktarlart ¢ok daha diisiik miktarda elde edilmistir. Burada etanol ilavesiyle
hidrojen baglarinin ve dipol-dipol etkilesimlerinin artisi ile fenolik bilesiklerin
¢Oziinlirligl artmis ve kullanilan ¢6ziiciiniin cinsinin 6nemli oldugu anlagilmistir.

Sonuglara gore Pinus brutia’nin taksifolin ve katesin bilesikleri agisindan zengin
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oldugu goriilmiistiir. Ince ve ark. calismasinda, Pinus brutia’da bulunan taksifolin
ve katesin bilesiklerinin miktarini ticari olarak bulunan Fransiz ¢ami olarak
bilinen ve yiiksek fenolik madde igerigine sahip Piknegenol’den (P. Maritima)
yiiksek olarak tespit etmislerdir (Ince et al., 2009).

AT 000-700
2000000
1800000
1600000
1400000

1200000

3 1000000
300000
800000
400000
200000
001 179 133 208 54 593 806 625 640 677 6%
0 miam A

Sekil 4.9 Standartlarin UPLC kromotogramlari (katesin, epikatesin, epikatesin gallat, taksifolin)
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Sekil 4.10 Ekstrelerin UPLC kromatogramlari; UAE su-etilasetat ekstresi (70°C, 20 dk., %
50 gii¢), UAE etanol ekstresi (70°C, 20 dk, %50 gii¢), MAE su- etilasetat ekstresi (70°C, 10 dk.,
900 watt), MAE etanol ekstresi (70°C, 10 dk., 900 watt).
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Cizelge 4.6 Optimum kosullardaki ekstrelerin UPLC sonuglar

Metod Ekstraksiyon kosullari Katesin mg/g ekstre  Taksifolin mg/g ekstre
UAE su- EtOAc 70 °C ,20 dk.,50 % Giig 0.99 0.73
MAE su- EtOAc 70 °C, 10 dk., 900 watt ND 1.58
UAE EtOH 70 °C, 20 dk.,50 % Giig 0.81 23.5
MAE EtOH 70 °C, 10 dk., 900 watt 1.05 34.0

*ND: Not Detected

4.4 FTIR Sonuclari

P. brutia kabugu yiiksek tanen igerigine sahiptir ve polihidroksi ve
polifenol gruplar1 tanenin aktif gruplarindandir. Cam kabuklari, hiicre
duvarlarinda seliiloz, hemiseliiloz, lignin ve tanen gibi maddeleri iceren epiderm
ve sklerankima hiicreleri bulundurmaktadirlar. Bu yapilar, alkol, aldehit, keton,
karboksil, fenol ve eter gibi degisik polar fonksiyonel gruplara sahiptirler
(Glindogdu vd., 2009). Calismada FTIR spektrometresi (PerkinElmer, Spectrum
100) ile analizleri yapilarak hangi fonksiyonel gruplara sahip oldugu
belirlenmistir. Sekil 4.15.°de Pinus brutia ekstresine ait FTIR spektrumlari
verilmistir. 3250 cm™*de goriilen bant bélgeleri, O-H gerilmesini ifade etmektedir
ve bu bandin genisligi, giiglii hidrojen baglarinin varligimi gostermektedir. 2850-
2950 cm™ araligindaki bolgeler, alifatik C-H gerilmesini gostermektedir. 1605 cm’
Lde bulunan pikler karboksilik C=O ¢ift bagimin asimetrik gerilmeleridir. 1518
cm?  civarindaki pikler ise, aromatik halkalardaki C=C gerilmelerini
belirtmektedir (Blazquez et al., 2012). 1440 cm™ civarlarinda goriilen bantlar, C-
O gerilmesini ifade etmektedirler. Yaklasik 1200 cm™>deki pikler keton C-C
gerilmelerini belirtmektedir. 1100 cm™deki pik, alkol C-O baglarindan ve 1054
cm™ deki pik ise C-O-C baglarindan kaynaklanabilmektedir. Son olarak, aromatik
C-Hn baglar yaklasik 766 cm™ de bulunmaktadir (Deniz ve Kepekei, 2017).
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Kizilgam Ekstre Igeren Aljinat Jel Igerikli Yara Ortiisii ve Ekstre
Icermeyen Aljinat Jel igerikli Yara Ortiisii Sekil 4.16°da bir arada verilmistir.
Sadece Aljinat jelin IR spektrumu (Sekil 4.16.) incelendiginde 3310 em™
civarinda —OH gerilmesini ifade eden genis bir pik, 1634 cm™ civarinda —COO
(asimetrik), 1412 cm™ civarinda ise —COO (simetrik) pikleri goriilmektedir. 1085
ve 1031 cm™ bolgesinde C-O-C pikleri bulunmaktadir. Yara ortiisiine kizilgam
ilave edildiginde 1410 cm™? civarlarinda goriilen pikin biyiikliigiinde artis
goriilmektedir ve bu durum artan C-O baglarindan kaynaklanmaktadir. Kizilgam
ekstre iceren aljinat jel icerikli yara Ortiisiinde bulunan ve 1600 cm-1 civarlarinda
goriilen karboksilik C=0O gruplar1 sayis1 arttigindan pikte biliylime goriilmiistiir.

Yara ortiisiine kizilgam ilave edildiginde 1200 cm™ civarinda taxifolin bilesiginde

bulunan keton C-C gerilmelerinin ortaya ¢iktig1 goriilmistiir.

4.5 Salim Calismalari

Salim ¢aligmalari, etken maddenin belirli bir sistem i¢inden istenen siirede,
hizda ve miktarda ¢ikmasinin belirlendigi bir yontemdir. Bu sistemler genellikle
tibbi alanlarda kullanilmaktadir. Belirli bir ortamdan difiizyonla salimi kontrol
edilen sistemlerin sifirinct dereceden salim gergeklestirdikleri diisiiniilmektedir.
Ancak sifirinc1 derece salimda sapmalar olabilmektedir. Bu sapmanin iki adet
nedeni bulunmaktadir. Birincisi, etken maddenin kullanilan membran etrafinda ve
yiizeyde birikebilmesidir. Etken maddenin membran yiizeyinden uzaklagsmasi
yavas sekilde olup, zamanla membran yiizeyinde etken madde konsantrasyonu
artmaktadir. Etken maddenin sudaki c¢Ozlnlrligi smirlt ise, membran
yiizeyindeki konsantrasyonu doygunluga ulasarak difiizyon durmaktadir. Ikinci
neden de, ani olusan salimdir. Etken madde, ortama konuldugunda, membrandan
hizla ¢oziinerek ortama ge¢mektedir. Bu ani salimin siddeti etken maddenin
membran igerisindeki konsantrasyonunun artmasina, membrandaki birikme
stiresine ve membranin kalinligina bagl olmaktadir (Kocaman ve Kog, 2002). Bu
caligmada kullanilan sistem, elde edilen yara ortiisii ile ve icerisindeki etken

madde ile etkilesime gegmeyen gozenekli bir ortamdir.
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Taksifolin, Pinus brutia’nin yapisinda bulunan en &nemli flavonoid
bilesiklerinden biridir. Kizilgam ekstre igerikli aljinat jel kapli yara ortiilerinin
salinma Ozelliklerine etkisini incelemek amaciyla salim calismalar1 yapilmistir.
Sekil 4.18 ve Sekil 4.19°da sirasiyla zamana karsi salinan ekstre miktar1 ve salinan
taksifolin miktar1 gosterilmektedir. Sekil 4.18.’de ilk 6 saatte hizli bir sekilde
salim gerceklesmis, 6 saatten sonra 24 saate kadar bir miktar daha artmis ve
sonrasinda ise sabit kalmistir. Sekil 4.19.’da ise etken madde saliniminda ilk 6
saatte hizla artma sonrasinda ise azalma gdzlenmistir. Bu sonugtan yola ¢ikilarak
sicanlara uygulanan yara Ortiilerini kag¢ saatte degisecegi yani glinlik pansuman
sayist belirlenebilmektedir. Calismada Sekil 4.18’e gore 24 saatten sonra salinan
ekstre miktar1 sabitlenmis ve bu nedenle yara Ortlilerinin 24 saatte bir

degistirilmesine karar verilmistir.

I I I
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Sekil 4.13 Etken madde absorpsiyon grafigi
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Sekil 4.16 Etken madde salinimi

Salim hizi, salimin %60°’1 tamamlandiktan sonra azalmaya baslar, ¢iinkii
matriks i¢indeki etkin madde konsantrasyonu doygunluk konsantrasyonunun

altina diismektedir (Ekmen, 2009)

4.6 Hayvan Deneyleri

Giinlimiizde, sentetik antioksidanlarin glivenirlilikleri tizerinde artan
endiselerden dolay1 cesitli bitkisel materyallerden dogal antioksidanlarin elde
edilmesi lizerine yogun bir ilgi olusmustur. Bu durum, dogal antioksidan kaynagi
olarak biiyiik bir potansiyele sahip olan tibbi ve aromatik bitkilerin kullaniminin
giderek artmasina neden olmustur. Cam kabugu ekstresi polifenoller agisindan
zengin olup, yapisinda katesin, epikatesin, taxifolin, prosiyadinin ve
proantisiyadinin gibi 6nemli flavonoid bilesikleri bulunmaktadir. Bu fenolik
bilesikler antioksidan 6zellige sahip olup bag dokusunu koruyup, bag dokusunun
biitiinliiglini ve esnekligini korumasimi saglamaktadirlar. Ayni zamanda
potansiyel olarak saglik uygulamalarinda kullanilmakta ve derinin elastikiyetini
koruma, kirisik olusumunu engelleme, yara iyilesmesini hizlandirma gibi
ozelliklere sahiptirler (Faydaoglu ve Siiriiciioglu, 2013). Yara iyilesmesi ve
dokularin oksidatif hasardan korunmasi igin antioksidan igeren bilesiklerin
uygulanmasiin faydali olacagi yapilan c¢alismalarla da gosterilmistir (Kumar,
2007). Yara iyilesmesi, klinik olarak yarali deri bodlgesindeki kapanmasinin

tamamlanmas1 olarak tamimlanir. Fenolik bilesikler; ¢ogu hiicrede biiyiime,
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proliferasyon, migrasyon ve yasam siirecini kontrol eden bir molekiildiir

(Mahdavian Delavary, 2011).

Bu calismada antioksidan 6zelligi bulunan ve yiliksek miktarda fenolik
icerige sahip olan kizilgam ekstresi ile hazirlanan yara oOrtiileri siganlar {izerinde
denenmistir. Siganlarda olusturulan yara modelinde Kizilgam ekstre esasli yara
oOrtlisii uygulamasinin yara iyilesmesi ilizerinde olumlu etkisi olup olmadigi, yara
tyilesme siirecini hizlandirip hizlandirmadigi arastirilmistir. Calismada her grupta
8 sican olacak sekilde 1 adet deney, 1 adet kontrol grubu (hi¢bir uygulama
yapilmadan kendiliginden iyilesen grup) olusturulmustur. Yara bakimlar1 giinliik
olarak yapilmistir. 0, 7, 14 ve 21. giinlerde siganlardaki agik yaralarin alanlar
dijital kamera sistemi ile 6l¢iilmiistiir. Tedavi 6ncesi ve tedavi sonrasi yapilan alan
Ol¢iimleri tizerinden her grup i¢in ortalama yara iyilesme ylizdeleri hesaplanmistir.
0-7 aras1 giinlerde siganlarda belli Olgiide iyilesme gozlenmis, fakat yaralarda
kapanma gozlenmemistir. Kizilgam ekstre esasli yara oOrtiisii uygulanan siganlarda
ortalama bir hafta sonunda % 75.8 iyilesme goriiliirken, kontrol grubundaki
hayvanlarda ise % 48.5 iyilesme goriilmiistiir. Ikinci haftanin sonunda ise
Kizilgam ekstre esash yara ortiisii uygulanan sicanlarda yara tamamen kapanmis
olup, kontrol grubunda ise iyilesme oran1 % 88.75 olarak hesaplanmistir. Her
grubunun iyilesme siireci izlendikten sonra kaginci gilinde iyilestikleri saptanmig
ve her grubun ortalama iyilesme stireleri bulunmustur. Deney grubundaki
hayvanlarin yaralar1 tamamen ortalama 14. giinde kapanirken, kontrol grubundaki

hayvanlarin yaralari ise ortalama 18. giinde kapanmistir.

Yapilan oOl¢iimlerin sonuglari istatistiksel olarak SPSS programinda
degerlendirilmistir. Tk olarak Levene testine bakilmistir. Levene testi, iki veya
daha fazla grubun varyanslarinin homojenligini test etmektedir. Levene testinde
Sig. degerlerine baktigimizda; ¢ikan sonug 0.05’den biiylikse gruplarin varyanslari
homojendir, varyanslar esit kabul edilmektedir. T-testinde de, varyanslarin esit
kabul edildigi durumun Sig. degerine gore yorum yapilmaktadir. Levene testinde
Sig. degerlerine baktigimizda; ¢ikan sonug 0.05’den kiigiikse gruplarin varyanslari
homojen degildir, varyanslar esit kabul edilmemektedir. T-testinde de,

varyanslarin esit kabul edilmedigi durumun Sig. degerine gore yorum
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yapilmaktadir. Calismamizda Sig. degerlerine baktigimizda sonug 0.05’den kiigiik

oldugundan gruplarin varyanslar1 homojen degildir.

Yapilan istatistiksel degerlendirme sonucunda, kizilgam ekstre esash yara

oOrtiisii uygulanan grup ve kontrol grubu arasinda iyilesen yara alani yiizdesi

acisindan 7. giiniin sonunda anlamli bir fark oldugu (p<0.05) ve kizilcam ekstre

esasli yara Ortiisli uygulanan hayvanlarda daha hizli iyilesme oldugu saptanmistir.

Ikinci haftanin sonunda ise kontrol grubundaki siganlar ile deney grubundaki

sicanlarin iyilesme yiizdesi agisindan istatiksel olarak anlamli fark olmadigi

Cizelge 4.7°de (p>0.05) goriilmektedir.

Cizelge 4.7 % lyilesme alaninin istatistiksel degerlendirmesi

Independent Samples Test

Levene's Test for | t-test for Equality of Means
Equality of
Variances
F Sig. t df Sig. Mean Std. Error | 95%  Confidence
@ Diff. Diff. Interval of the
. Difference
tailed)
Lower Upper
1. Hafta Varyanslar Esit | 7,309 0,019 -2,426 12 0,032 | -27,143 11,188 -51,52 -2,77
%  lyilesme Kabul
Edilmistir.
Alan
Varyanslar Esit -2,426 6,4 0,049 -27,143 11,188 -54,11 -0,18
Kabul
Edilmemistir.
2. Hafta % | Varyanslar Esit | 29,555 0 -1,954 12 0,074 -11,071 5,666 -23,42 1,27
Iyilesme Alanm1 | Kabul
Edilmistir.
Varyanslar Esit -1,954 6 0,098 -11,071 5,666 -24,93 2,79
Kabul
Edilmemistir.
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5 SONUC ve ONERILER

Modern yara iyilesmesi tedavisi anlayisi, yara ¢evresinde nemli bir ortam
olusturulmasina dayanmaktadir. Dengeli bir neme sahip olan ortam, deride
hiicresel biiyiimeyi sagladig1r gibi kollajen iiretimini de arttirmaktadir. Ayrica,
ideal bir yara ortiisii rahatsizlik vermeden, en kisa zamanda yaranin iyilesmesini
gerceklestirmek amaciyla, hiicrelerin yenilenmesine olanak saglayarak oksijen
sirkiilasyonuna da izin vermelidir. Bu nedenle basarili bir yara tedavisi igin
modern yara Ortiilerine ihtiya¢ duyulmus ve optimum kosullar1 saglamak iizere
yeni yara Ortiileri tasarlanmistir. Modern yara ortiilerinden etken madde igerikli
ortiiler, yara iyilesmesine katki saglamak amaciyla, tedavi edici maddeler,

vitaminler, antibiyotikler, mineraller ve biiyiime faktorleri icerebilmektedir.

Bu calismada tasarlanan yara ortiisii yaraya uygun nemli ortami saglayan
kalsiyum aljinat jeli ve yara iyilesmesinin hizlandiran kizilgam ekstresi ile
hazirlanmistir. Kullanilan aljinat, iyi sivi absorblama yetenegi sayesinde yara
eksiidasi ile temas ettiginde hidrofilik jel olusturma 6zelligine sahiptir. Olusan bu
jel lezyonun, ideal sicaklik ve nem ortaminda kalmasimi saglamaktadir. Bu
ozelliginden dolay: aljinat Ortiiler “nemli iyilestirici” olarak adlandirilan yara
ortiileridir. Aljinat yara ortiileri jel olusturma O6zelliginin yaninda varolan
kalsiyum iyonlari ile yara iizerinde farmakolojik aktivite gosterebilmektedir. Bazi
aljinatlar, mast hiicrelerini aktive ederek histamin salimin1 saglamakta ve boylece

yara iyilesme siirecini baslatabilmektedir. (Altay, 2010; Lansdown 2002).

Kizilgam igerdigi fenolik bilesiklerden dolay1 antioksidan 6zellige sahiptir.
Antioksidanlarin da yara iyilestirme siirecini hizlandirma ve kolajen olusumunu
artirarak derinin yenilenmesini saglama gibi ozellikleri bulunmaktadir. Tez
calismasinda Pinus brutia ekstrelerinin yiiksek fenolik ve flavonoid bilesiklere
sahip oldugu tespit edilmistir. Fenolik bilesikler dogal antioksidanlardir ve birgok
hastaligin gelisimini engellemede 6nemli rolii oldugu diisiiniilmektedir (Yildiz-
Oztiirk ve ark. 2014). Bu calismada, Pinus Brutia ekstrelerinde farkli sartlarda
(MAE-su-etil asetat 987.3 mg / g ekstre, UAE su-etil asetat 811,9 mg / g ekstre,
sokslet-su-etil asetat 766.4 mg / g ekstre, MAE-etanol 1083.5 mg / g ekstre, UAE
etanol 1014.8 mg / g ekstre, sokslet etanol 813.9 mg / g ekstre) ¢ok miktarda fenol
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igerigi elde edilmistir. Pinus brutia ekstresindeki yiiksek fenolik bilesik igerigi
medikal alanda dogal bir antioksidan olarak kullanilma potansiyeli

gostermektedir.

Kizilgam  ekstrelerinin  eldesinde  modern  ekstraksiyon  teknikleri
kullanilmistir. Ekstraksiyon, bitkilerden gelen dogal antioksidanlart incelemek
icin 6nemli bir islemdir. Ekstraksiyon yonteminde yliksek verimliligin yaninda
maliyet ve ¢evre dostu olmasi da ¢ok onemlidir. Bu ¢alismada kullanilan UAE ve
MAE yontemlerinin, kullanilan solvent miktarinin az olmasi, ekstraksiyon
stiresinin kisa olmasi, ¢aligilan sicakligin diisilk olmasi ve tiim bunlarin yaninda
elde edilen verimin yiiksek olmasi gibi geleneksel ekstraksiyon yontemlerine gore
bir¢ok avantaji bulunmaktadir. Bu ¢alismada en iyi sonuglar mikrodalga destekli
ekstraksiyon yontemi ile elde edilmistir. Soksalet ekstraksiyonu ile 4 saatte ve
kaynama sicakliginda yapilan ekstraksiyon, mikrodalga ekstraksiyonu ile 70
°C’de ve 20 dk.’da gergeklestirilmis ve mikrodalga ile daha yiiksek fenolik bilesik

ve antioksidan 6zellik tespit edilmistir.

Proses kosullarinin optimizasyonu, yliksek ekstraksiyon verimi elde etmek
ve nihai tiriinti farkli uygulamalar i¢in uygun hale getirmek i¢in 6nemlidir (Dong-
Ping Xu ve ark., 2017). Coziiciiniin tipi ve konsantrasyonu, ekstraksiyon sicakligi,
ekstraksiyon siiresi ve ekstraksiyon pH'' gibi bir¢ok ekstraksiyon faktori,
ekstraksiyon veriminde onemli rol oynamaktadir. Bunlar arasinda, ¢6ziicii en
etkili faktorlerden biridir. Tibbi bitkilerden antioksidanlarin ekstraksiyonu i¢in
cok sayida ¢oziicii kullanilmaktadir. Coziiciilerin se¢imi, ckstrakte edilecek
antioksidan bilesiklerin kimyasal yapisi ve polaritesine dayanmaktadir. Bu
caligmada, Pinus brutianin mikrodalga destekli ekstraksiyonu ve ultrasonik
destekli ekstraksiyonu Box-Behnken yontemi kullanilarak kosullar optimize
edilmistir. Mikrodalga ekstraksiyonu igin istatistiksel olarak elde edilen sonuglar,
stire ve giicin anlamli bulundugunu gosterirken, tek basmna sicakligin fenolik
bilesikleri elde etme agisindan anlamli olmadig1 goriilmiistiir. Ayrica ultrason
ekstraksiyonundaki fenolik bilesikler i¢in sicaklik, zaman ve gii¢ istatistiksel

olarak anlamli bulunmustur.



82

Yapilan ekstraksiyonlar sonucu optimum kosullarda elde edilen ekstre ile
kumas iizerinde jellesme yontemi uygulanarak jel kaplamali yara Ortiileri
tasarlanmistir. Bu yara Ortiileri sicanlar iizerinde denenmis ve olusturulan yaranin
kapanmasini hizlandirdigr gézlenmistir. Bu calismada, iilkemizde bol miktarda
bulunan kizilgamin ekstresi kullanirak elde edilen yara oOrtiileri ile disa
bagimliligin ortadan kaldirilmasina yonelik katkilar yapildigi diistiniilmektedir.
Ayrica ¢alismada kizilgam kabuklarinin kullanimiyla da dogada bulunan agag

kabugu atiklarinin degerlendirilmesi saglanmistir.
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