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OZET

Organizmada, kimyasal siirecler, 6zellikle oksitlenme, serbest radikallerin olugmasina
neden olur. Serbest radikaller yasam i¢in gereklidir; fakat yiiksek derecede reaktif olan
serbest radikaller biyomolekiillerle kolayca reaksiyona girerek hiicrelere zarar verebilecek
toksik oOzellikte bilesikler olusturabilir. Antioksidanlar serbest radikallerle etkileserek
serbest radikallerin hiicrelere zarar vermelerini onlerler. Giiniimiizde antioksidan 6zelligi
kesfedilen bir¢cok farkli madde vardir. Bu maddelerin bir kismini viicut kendisi, serbest
radikallere karsi bir savunma sistemi olarak iiretirken, bir kismini diyetimizle 6zellikle
bitlilerden aliriz. Bu ¢alismada amacimiz Oncelikle Viburnum opulus ve V. orientale
bitkilerinin sulu, kloroformlu ve metanollii ekstraktlarinin antioksidan aktivitesini
incelemek ve bitkilerin kimyasal bilesimlerini belirlemekti. V. opulus bitkisi Yozgat’tan, V.
orientale bitkisi Ardahan’dan toplanmistir. Bitkilerin sulu ve metanollii ekstraktlarinin
toplam fenolik madde icerikleri gallik asit ve katesin standartlariyla; sulu, kloroformlu ve
metanollii ekstraktlarinin DPPH radikal temizleme aktiviteleri Trolox® ve askorbik asit
standart  antioksidanlariyla; sulu  ve metanolli  ekstraktlarin = demir  (III)
indirgeme/antioksidan kuvveti (FRAP) Trolox® standard:r ile karsilastirmali olarak
incelendi. Tiim ekstraktlar ayn1 zamanda antimikrobiyal aktivite agisindan da incelendi.

Bitkilerin sulu ekstraktlarindan Clevenger aparatiyla elde edilen ugucu yaglar GC-MS
ile analiz edildi.

Metanol ekstraktlarinin toplam fenolik madde igerigi sulu ekstraktlardan daha yiiksek
bulundu. Metanol ve sulu ekstraktlarin antioksidan aktiviteleri kloroform ekstraktlarindan
daha yiliksek bulundu. Bazi sulu ekstraktlarin FRAP degerleri Trolox®’dan yliksek
bulundu. Ugucu yaglarda ve sulu ekstraktlarda antimikrobiyal aktivite gozlenmezken
metanollii ve kloroformlu ekstraktlarda belli mikroorganizmalara karst onemli derecede
antimikrobiyal aktivite gdzlendi. Ozellikle kloroform ekstraktlar1 standart antibakteriyal

ajanlar olan Ampicillin ve Cephazolin’den daha iyi antimikrobiyal aktivite gostermektedir.

Anahtar Kelimeler: Viburnum opulus, V.orientale, antioksidan, antimikrobiyal, fenolik,
GC-MS.
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SUMMARY

Chemical Composition of Viburnum opulus and V. orientale Extracts and Their
Biological Activities

Chemical processes, especially oxidation, cause formation of free radicals in organisms.
Free radicals are necessary for life, but highly reactive free radicals can form toxic
compounds that can damage cells by reacting easily with biomolecules.

Antioxidants prevent cell damages from free radicals by interacting with them. Antioxidant
properties of lots of different substances are discovered recently. While the body produces
a number of these substances against free radicals as a defense system, we take many
others especially from plants. The aim of this study was to investigate the antioxidant
activity of methanolic, chloroform and aqueous extracts of Viburnum opulus and V.
orientale and to determine chemical composition. V. opulus plant was collected from
Yozgat and V. orientale was collected from Ardahan. DPPH radical scavenging
antioxidant activities of the aqueous, chloroform and methanolic extracts were evaluated
by comparing with Trolox® and ascorbic acid.

Total phenolic substance contents of aqueous and methanolic extracts of the plants were
evaluated by comparing with standard antioxidants, gallic acid and catechin. DPPH radical
scavenging antioxidant activities of the extracts were evaluated by comparing with
Trolox® and ascorbic acid. The Ferric III reducing/antioxidant power (FRAP) of aqueous
and methanolic extracts were evaluated by comparing with Trolox®. All of the extracts
were also tested for antimicrobial properties.

The essential oils obtained by Clevenger apparatus from aqueous mixtures of plants
were analysed with GC-MS.

Total phenolic substance contents of methanolic extracts were found higher than that of
aqueous extracts. The antioxidant activities of the methanolic and aqueous extracts were
found higher than chloroform extracts. FRAP values of some aqueous extracts were higher
than Trolox®. While the antimicrobial activity was not observed in aqueous extracts and
essential oils, methanolic and chloroform extracts showed good antimicrobial activity
against the test microorganisms. Chloroform extracts showed better antimicrobial activity
than Ampicillin and Cephazolin.

Key words: Viburnum opulus, V. orientale, antioxidant, antimicrobial, phenolic, GC-MS.
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1. GENEL BiLGILER

1.1. Giris

Viicudumuz normal fonksiyonlar i¢in enerji iiretirken, her saniye milyonlarca serbest
radikal olusmasina neden olur. Cevre kirliligi, kimyasal maddeler, petrokimya {iriinleri,
sanayi atiklari, ilaglar, giinesin UV 1sinlari, ozon kozmik isinlar, X-isinlari, viriisler,
enfeksiyon, stres, sigara dumani ve otomobil egzoz gazlari gibi pek ¢ok etken
viicudumuzdaki serbest radikallerin sayisini siirekli olarak ve tahmin edemeyecegimiz
kadar artirir (Sies, 1991). Modern gidalar, yiiksek seker, yag miktar1 yiiksek gidalar, alkol
ve hatta yogun egzersizler de oksijen kullanimindaki artisla beraber viicudumuzdaki
serbest radikallerin miktarinin artmasina neden olmaktadir. Serbest radikaller, viicuttaki
somatik hiicrelere ve bagisiklik sistemine saldirarak onlar1 oksidasyonla hasara ugratan
molekiillerdir. Antioksidanlar da; hiicrelere zarar veren bu serbest radikallerle reaksiyona
girip onlar1 etkisiz hale getirerek, kanser ve kalp hastaliklar1 dahil pek c¢ok hastaliga ve
erken yaglanmaya neden olabilecek zincir reaksiyonlar1 engelleyen veya etkilerini azaltan
molekiillerdir. Son yillarda sentetik antioksidanlarin yan etkilerinin  goriilmeye
baslamasiyla; besin kimyas1 ve koruyucu tibbin, bitkisel kaynakli -ve insan organizmast
icin genellikle zararsiz olup, yan etkileri bulunmayan- dogal antioksidanlara ilgisi artmistir.
Artan bu ilgi, tiim diinyada bitkisel tedavinin desteklenmesine de zemin olusturmustur
(Rice-Evans vd., 1997). Dogal antioksidanlar; flavonoidler basta olmak {izere sinnamik asit
tiirevleri, kumarinler, tokoferoller, organik asitler gibi bitkilerde ikincil metabolit olarak
olusan fenolik maddelerdir (Bilaloglu ve Harmandar, 1999; Harborne, 1994).

Fenolik bilesikler antioksidan olarak, insan viicudundaki ¢esitli nedenlerle olusmus
serbest radikalleri temizleme yetenegine sahiptirler. Ayrica, agir ve radyoaktif metalleri
selatlama ve otooksidasyonu dnleme konusunda da fenolik bilesikler oldukc¢a etkilidirler.
Baska bir deyisle bunlar, cesitli reaktif oksijen tiirlerini hiicrelerden uzaklastirarak
metabolizmay1 zinde tutarlar (URL-1, 2006).

Fenolik bilesikler veya polifenoller bitkilerde g¢esitli meyve, sebze, kuruyemis, tohum,
cigek, kok ve govde kisimlarinda dogal olarak sentezlenen maddelerdir (Wollgast ve

Anklam, 2000).



Bu calismada, Kayseri’den toplanan Viburnum opulus ve Ardahan’dan toplanan V.
orientale bitkilerinin ¢esitli kisimlarmin farkli ¢oziiciilerdeki ekstraktlarinin antioksidan ve
antimikrobiyal aktivitelerinin yani sira elde edilen esansiyel yaglarinin kimyasal bilesik
icerigi de arastirildi. Bu calismada ayrica, bitkilerin ¢esitli kisimlarinda mineral analiz

caligsmalari gerceklestirildi.

1.2. Serbest Radikaller ve Antioksidanlar

Viicudumuzda kanser ve kalp gibi hastaliklar i¢in bir savas veriyoruz. Kontrol edilmesi
gereken diismanlardan biri de serbest radikallerdir. Serbest radikaller, bir veya daha fazla
ortaklanmamis elektron i¢ceren atom, molekiil veya iyonlardir.

Kuantum kimyasina gore bir bagin yapisina ancak iki elektron girebilir. Ayrica bu iki
elekronun ters spinli olmasi gerekir. Yani elektronlardan biri saat yoniinde donerken digeri
tersi yonde doner. Bu sekilde bir araya gelmis elektron ¢iftleri oldukga kararlidir ve insan
viicudunda neredeyse tiim elektronlar elektron ¢ifti halinde bulunur.

Bir bag koptugunda elektronlar ya birlikte ayn1 atoma katilir ya da ayrilarak biri bir
atoma, digeri Obiir atoma katilir. Eger birlikte kalirlarsa olugsan atom bir iyon olur, eger
ayrilirlarsa serbest radikaller olusur. Serbest radikalleri olusturan bu eslesmemis
elektronlar yiiksek enerjilidir ve eslesmis elektronlar1 ayirip islerine engel olurlar. Bu islem
serbest radikalleri hem tehlikeli hem de kullanigh yapar (URL-2, 2007).

Bir serbest radikal, c¢ift halde bulunan elektronlarin ¢ogunu birbirinden ayirarak
reaksiyonu durdurur. Ama sonugta serbest radikal kendine bir elektron alarak elektron ¢ifti
haline gecer, diger elektronsa yeni bir serbest radikal olusturur (URL-2, 2007).

Biyolojik sistemlerdeki en dnemli serbest radikaller, oksijen kaynakli olanlaridir. Bu
radikaller, oksijenin suya indirgenmesi sirasinda tek e aktarmasi sonucunda olusan;
oksijenin kendisi (singlet oksijen), siiperoksit, hidrojen peroksit, gecis metallerinin iyonlari
ve hidroksil radikalidir (Akkus, 1995).

Molekiiler oksijenin bir € almasiyla siiperoksit (O,¢), iki e  almasiyla hidrojen
peroksit (H,O,), li¢ ¢ almasiyla hidroksil (OHe) radikali, dort ¢ almasiyla ise su (H,O)

olusmaktadir.

0,+H +¢ — HO, Hidroperoksil radikali (D)
H,O — H+ Opee Siiperoksit radikali )



0,+2H" — H,0, Hidrojen peroksit 3)
H,O,+e — OH +OHe Hidroksil radikali €))
OH+e¢ +H — H0 Su (5)

Singlet oksijen (O,), ortaklanmamis € u olmadig1 i¢in radikal olmayan reaktif oksijen
molekiiliidiir. Serbest radikal reaksiyonlar1 sonucu meydana geldigi gibi, bu reaksiyonlarin
baslamasima da sebep olur. Serbest oksijen radikallerinin etkisi sonucu karbon merkezli
radikaller (Re), peroksil radikalleri (ROOQOe¢), alkoksil radikalleri (RO¢),tiyol radikalleri
(RSe) gibi 6nemli serbest radikaller meydana gelir.

Siiperoksit radikali, oksijenin bir ¢ alarak indirgenmesi sonucu meydana gelir.

O, + e — 02‘_ (6)

Stiperoksit, bir serbest radikal olmakla birlikte, kendisi tek basina zarar vermez. Asil
Oonemi, hidrojen peroksit kaynagi olmasi ve gecis metalleri iyonlarmin indirgeyicisi
olmasidir. Siiperoksitin nitrik oksit ile birlesmesi sonucu reaktif bir oksijen tiirevi olan

peroksinitrit meydana gelir.

Oy + NO* — ONOO ~ (7)

Peroksinitritin dogrudan proteinlere zararli etkileri vardir ve azot dioksit (NO,*),
hidroksil radikali (OH¢) ve nitronyum iyonu (NO,") gibi farkl1 toksik iiriinlere doniisiirler.
Siiperoksit radikali kuvvetli bir indirgeyici ajandir. Ozellikle hem gruplari, Fe-S gruplart

ile ve prostetik grup olarak gecis metalleri (Fe, Cu gibi) igeren gruplarla etkilesim gosterir.

Fe?+ 0, — Fe™+ 0y

Cu™+ 0, — Cuy™+ Oy (8)

Stiperoksit radikali siiperoksit dismutaz (SOD) ile mutasyona ugrayarak hidrojen

peroksiti olusturur.

HO,+0,° +H — 0,+H,0, 9)



Hidrojen peroksit, molekiiler oksijenin ¢evresindeki molekiillerden iki e almasi veya
stiperoksidin bir ¢ almasi sonucu peroksit olusur. Peroksit molekiilii, iki hidrojen atomu

ile birleserek hidrojen peroksidi (H,O,) meydana getirir.

O, +e +2H — H,0,
O,+2¢ +2H" — H,0, (10)

Biyolojik sistemlerde hidrojen peroksitin asil {iretimi siiperoksitin dismutasyonu ile

olur.

20,5+ +2H" — H,0,+ 0O (11)

Hidrojen peroksit, siiperoksit ile reaksiyona girerek en aktif ve zarar verici serbest
oksijen radikali olan hidroksil radikali olusturur. Bu reaksiyona “Haber-Weiss” reaksiyonu

ad1 verilir.

H,0,+ O2¢ +H' — OHe + H,0+ O, (12)

Metallerin varliginda ise ayni reaksiyon gegis metalleriyle “Fenton reaksiyonu” sonucu

olusur.

Fe™+ 0y — Fe? + 0,

Fe™ + H,0,— Fe™+ OHs + OH (13)

Hidroksil radikali (OHe),biitiin oksijen radikalleri i¢inde en aktif ve toksik etkili
olanidir. Proteinler, karbonhidrat, lipid ve niikleik asitleri okside etme yetenegi fazladir,
olustugu yerde biiyiik hasara sebep olur. Hidroksil radikali (OH¢) hidrojen peroksidin gegis
metalleri varliginda indirgenmesiyle (Fenton reaksiyonu) ya da suyun yiiksek enerjili

iyonize edici radyasyona maruz kalmasi sonucunda olusur.

H-O0-H — He+OH- (14)



Hidroksil radikali, tiyoller ve yag asitleri gibi ¢esitli molekiillerden bir proton kopararak

yeni radikallerin olusumuna sebep olur.

R-SH + OHs — RS- + H,
~CH,~ + OH+ — —CHe— + H,0 (15)

1.2.1. Serbest Radikaller ve Etkileri

Serbest radikaller yasam i¢in gereklidir. Elektron taransferi, enerji tiretimi ve pek ¢ok
diger metabolik islevde temel olusturur. Ama, eger zincir reaksiyonu kontrolsiiz bir
davranmig goOsterirse hiicrede hasarlara neden olur. Nitekim, serbest radikallerin
biyomolekiillerle reaksiyona girerek olusturduklar bilesikler ¢ogu kez toksik ozellik
tagimaktadir. Serbest radikallerin yaslanma ve dejeneratif hastaliklara neden oldugu
1954'lerden beri bilim adamlar1 tarafindan bilinmektedir (URL-2, 2007).

Serbest radikaller olduk¢a reaktif molekiillerdir. Eger serbest radikaller notralize
edilmezlerse viicutta ciddi hasarlara neden olabilirler. En temel etkileri, lipit
peroksidasyonu, proteinler arasinda disiilfit bagi olusumu ve DNA hasaridir.

Lipid peroksidasyonu, serbest radikaller tarafindan baglatilan ve membranda bulunan
poliansatiire yag asitlerinin oksidasyonunu iceren kimyasal bir olaydir. Lipid peroksil
radikalleri (sliperoksit radikali, hidroksil radikali, peroksil radikali ve alkoksil radikali)
lipid peroksidasyonu zincir reaksiyonlarinin baslaticilaridir (URL-3, 2007)

Serbest radikaller, hiicre zarindaki lipitlerden birine saldirdiginda lipit molekiilii
degisime ugrar. Bu degisim bitkisel yaglarin acilasmasina sebep olan kiiciik bir
degisikliktir. Lipitler viicutta degisime ugradiginda; hiicre zarmin yapist ve fonksiyonlari
da zarara ugrar. Bunun sonucunda hiicre zar1 gidalarin, oksijenin ve suyun uzun siireli

olarak transferini yapamaz, harcanan tiriinlerin atilmasini diizenleyemez (URL-4, 2007).
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Sekil 1. Serbest radikallerin hiicresel hedefleri

Serbest radikal saldirisinin devami, hiicre zarinin yapisinda bulunan lipitlerin
parcalanmasina, bitki zarinin yirtilmasina ve hiicre bilesenlerinin dagilmasina sebep olur.
Hiicre i¢i bilesenlerin hiicre disina akmasi etraftaki dokulara da zarar verir. Serbest radikal
saldirisi ve hiicre zarmin tahribati "Oksidatif Zarar" olarak adlandirilir.

Serbest radikallerin dokularda meydana getirdigi zararin, damar sertligi (arteroskleroz)
ve kalp hastaliklarinin baglica nedeni oldugu diisiiniilmektedir.

Serbest radikallerin proteinler {izerine olan etkileri, proteinlerin serbest radikal hasarina
kars1 duyarliligmma, aminoasit bilesimine, protein aktivasyonundan veya yapisal
diizenlenmesinden  sorumlu aminoasitlerin  yerlesimine ve hasarli  proteinin
onarilabilirligine baghdir. Hiicredeki enerji {iretim merkezi (mitokondri), serbest
radikallerin saldiris1 ile zedelenir. Bu merkezdeki oksidatif hasar, enerji iiretimi ve protein
sentezinin urmasina sebep olur. Protein yapisinda bulunan o6zellikle prolin, histidin,
arginin, sistein ve metiyonin aminoasitleri radikal hasarina agiktir. Bu aminoasitlerin
oksidasyonu, proteinlerin parcalanmasina, c¢apraz bag olusumuna, agregasyona ve
proteinlerin proteolitik parcalanmaya yatkin hale gelmesine neden olmaktadir.

Serbest radikaller ayni zamanda hiicrelerin genetik kodunu icinde tasiyan, hiicrenin
iretimini ve biiyiimesini saglayan niikleik asitlere (DNA) de etki eder. Hiicreler genetik
kodlar1 degistiginde &lebilirler. Iyonize radyasyondan kaynaklanan hiicre mutasyonlar1 ve

olim, serbest radikallerin DNA ile olan reaksiyonuyla olusabilir. Serbest radikal



reaksiyonlar1 sonrasinda niikleik asitlerde baz degisimleri, DNA’da zincir kirilmalari
meydana gelir. Tamir sistemlerindeki yetersizlik sonucu mutasyonlar meydana geligir.

Serbest radikallerin karbonhidratlara etkisiyle ¢esitli iiriinler meydana gelir ve bunlar,
cesitli patolojik siireclerde 6nemli rol oynarlar. Monosakkaritlerin otooksidasyonu sonucu
hidrojen peroksid, peroksidler ve okzoaldehidler meydana gelir. Bunlar diabet ve sigara
icimi ile iligkili kronik hastaliklar gibi patolojik olaylarda 6nemli rol oynarlar (Kayali ve
Cakatay, 2004). Okzoaldehidler DNA, RNA ve proteinlere baglanabilme ve aralarinda
capraz baglar olusturabilme 6zelliklerinden dolay1 antimikotik etki gosterirler. Boylece,
kanser ve yaslanma olaylarinda rol oynarlar (Yilmaz ve Ozan, 2003).

Serbest radikallerin hiicredeki bu etkileri sonucu pek cok hastalifin olusabildigi
diisiiniilmektedir. Viicudumuz serbest radikalleri tantyan ve etkisiz hale getiren bir sisteme

sahiptir. Bu sistem, ‘antioksidan savunma sistemi’ olarak bilinir.

1.2.2. Serbest Radikallerin Temizlenmesinde Etkili Molekiiller

Antioksidanlar, hiicrelere zarar veren serbest radikallerle reaksiyona girip onlari etkisiz
hale getirerek, kanser dahil pek ¢ok hastaliga ve erken yaslanmaya neden olabilecek zincir
reaksiyonlar1 6nleyen, yok eden veya etkilerini azaltan molekiillerdir.

Antioksidanlar1 dncelikle dogal antioksidanlar ve yapay antioksidanlar (ilaglar) seklinde
simiflandirmak daha dogru olacaktir. Dogal antioksidanlar, endojen ve eksojen
antioksidanlar olarak iki gruba ayrilabilir. Endojen antioksidanlar, enzimler ve enzim
olmayanlardir. Katalaz (CAT), siiperoksit dismutaz (SOD), glutatyon peroksidaz (GSH-
Px) ve hidroperoksidaz enzimlere; melatonin, seruloplazmin, transferin ve miyoglobin ise
enzim olmayanlara ornek olarak verilebilir. Endojen antioksidanlar bulunduklar1 ve
etkinliklerini yerine getirdikleri yerlere gore de hiicre i¢i (intraseliiler), membranal ve
hiicre dis1 (ekstraseliiler) antioksidanlar olarak {i¢ sinif altinda toplanabilir.

Eksojen antioksidanlar, vitaminler, ilaglar ve gida antioksidanlaridir. Vitamin olan
eksojen antioksidanlar; a-tokoferol (vitamin E), f-karoten, Askorbik asit (vitamin C) ve
Folik asit (folat) tir. Ilag olarak kullamlan eksojen antioksidanlar; ksantin oksidaz
inhibitorleri, NADPH oksidaz inhibitorleri ve Troloks ornek olarak verilebilir. Gidalardaki
yapay antioksidanlar ise; butillenmis hidroksitoluen (BHT), butillenmis hidroksianisol

(BHA), sodyum benzoat, etoksikuin ve propilgalattir.
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Sekil 2. Antioksidanlarin siniflandirilmasi

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

katalizler.

SOD

20, +2H — H,0,+ O, (15)

Katalaz (CAT), yiiksek konsantrasyonda olusan hidrojen peroksitin dismutasyonunu

katalizler. Glutatyon peroksidaz (GSH-Px), hiicre i¢inde diisiik konsantrasyonda olusan

hidrojen peroksit ve lipid peroksitlerini indirger.

GSH-Px

H,0,:2GSH — GSSG + 2H,0 (16)

GSH-Px

ROOH + 2GSH — GSSG + ROH + H,0 (17)



Glutatyon rediiktaz (GSH-R), yiikseltgenmis glutatyonun (GSSG), indirgenmis
glutatyona (GSH) doniisiimiinii saglar. Glutatyon-S-transferazlar (GST), basta arasidonik
asit ve lineloat hidroperoksitleri olmak tizere lipid peroksitlerine karsi, selenyum-bagimsiz
GSH-Px aktivitesi gostererek bir antioksidan savunma mekanizmasi olugtururlar.

GST
ROOH + 2GSH — GSSG + ROH + H,0O (18)

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

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

Seruloplazmin ferroz demiri (Fe™) ferrik demire (Fe™) yiikseltgeyerek Fenton
reaksiyonunu ve boylece hidroksil radikali olusumunu inhibe eder.

Glutatyon (GSH), bilirubin, radikal tutucu 6zelligi ile iirik asit, albumin, bakir iyonlarini
baglayarak metal katalizli reaksiyonlar1 sinirlayan seruloplazmin, hemoglobin, ferritin aynm
zamanda hiicre i¢i antioksidanlardir (Meister ve Anderson, 1983; Diindar ve Aslan, 2000).
Stiperoksit radikali disinda diger bir indirgeyici hiicresel ajan olan askorbik asit (C
vitamini), zincir kirici antioksidan etki goOsteren ve okside olduktan sonra ve
par¢alanmadan Once askorbik asit ve glutatyon tarafindan yeniden indirgenebilen o-
tokoferol (E vitamini), radikal toplayici etkisi bulunan p-karoten (A vitamini) ve
polifenoller gibi molekiiller insan ve hayvan organizmasinda sentezlenemeyen bitkiler
tarafindan sekonder metabolit olarak iiretilen maddeler olup radikallerin temizlenmesinde
ve zincir reaksiyonlarinin durdurulmasinda son derece etkili birer antioksidandirlar ve
etkinliklerini enzimatik olmayan yolla siirdiiriirler (Chen vd., 1988; Edge vd., 1997).

Bunlardan E ve A vitaminleri membranda bulunan antioksidanlardir.
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Sekil 3. E vitamini (5,7,8-trimetiltokol [a-tokoferol])’ nin formiilii

Stiperoksit anyonunun temizlenmesinde en etkili antioksidan siiperoksit dismutaz
(SOD) enzimi olup glutatyon, flavonoidler ve g¢esitli polifenoller de etkin rol
oynamaktadir.

Sentetik olarak {iiretilen ve ¢ogunlukla antioksidan aktivite tayinlerinde standart olarak
kullanilan Trolox, rutin, butillenmis hidroksi toluen (BHT), butillenmis hidroksi anisol
(BHA) gibi antioksidanlar da vardir. Peroksi radikaliyle iki asamada etkileserek onu ¢ok
daha az reaktif iirinlere doniistiiren 2,6 di-tert-butil-4 metil fenol (butillenmis hidroksi

toluen [BHT] ) 6nemli sentetik antioksidandir.

OH 0 0
ROOD-
z ROOD-
 ——
| ROO Me

ROOH |
Me Me

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

Stiper antioksidan haplar, Japon erigi, kokusuz sarimsak, mavi-yesil alg (yosun), havug,
portakal ve badem konsantreleri ilave edilmis ‘Activin’ liziim c¢ekirdegi ekstresinden
olugsan bir bitkisel karisim olup A, C, E vitaminleri, selenyum, c¢inko ve kalsiyum
mineralleri de igermektedir. Ayrica {riinii olusturan dogal bitki Ozleri, vitaminler ve
mineraller antioksidan etkileri bilinen ve bu amag i¢in kullanilan 6zel maddelerdir (Diindar
ve Aslan, 2000). Bir baska karisim ise ABD’den ithal edilmekte olan ve nar kapsiilii olarak
adlandirilan, ticari adi ‘PomGT’ olan {irlin seker, gluten, yapay aromalar, renklendirici ve

koruyucu katki maddeleri icermeyip 1 kapsiiliinde 8 fincan yesil ¢ay ve 2 bardak nar suyu
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bulunduran antioksidan haptir. Son yillarda iiretilen bu tiir haplar yapay antioksidanlara
birer ornektir.

Antioksidanlar dort ayr sekilde etki ederler. 1) Serbest oksijen radikallerini etkileyerek
onlar1 tutma veya daha zayif yeni molekiile c¢evirme toplayict etkidir. Antioksidan
enzimler, trakeobronsiyal mukus ve kii¢iik molekiiller bu tip etki gosterirler. 2) Serbest
oksijen radikalleriyle etkilesip onlara bir hidrojen aktararak aktivitelerini azaltma veya
inaktif sekle doniistiirme bastirict etkidir. Vitaminler, flavanoidler bu tarz bir etkiye
sahiptirler. 3) Serbest oksijen radikallerini baglayarak zincirlerini kirip fonksiyonlarini
engelleyici etki zincir kiricr etkidir. Hemoglobin, seruloplazmin ve mineraller zincir kirict
etki gosterirler. 4) Serbest radikallerin olusturduklar1 hasarin onarilmasi onarici etkidir

(URL-3, 2007).

1.3. Biyoaktif Fenolik Bilesikler

Bitkiler, yiizyillardan beri tiim diinyada gidalarin tad ve aromasmin artirilmasinda
(Shelef, 1983), gidalardaki istenmeyen kokularin giderilmesinde (Giese, 1994) ve
hepsinden onemlisi de tedavi amagli olarak kullanilmigtir. Uzun yillar geleneksel olarak
devam eden bu kullanim sekilleri, 20. ylizyilin basindan itibaren degisime ugramis, tedavi
amacgh kullanilan bitkilerin ¢esitli 6zellikleri laboratuarlarda arastirilmaya baslanmistir
(D1grak vd., 1998). Tibbi bitkiler konusunda bilimsel arastirmalar arttikca, bitki tiirlerine
ve bilesenlerine ilgi de bir hayli artmistir.

Bitkiler tarafindan sentezlenen bazi molekiiller;5 karbohidratlar, proteinler ve yaglarin
sentezinden sonra ikincil metabolizma iirlinleri olup, mikroorganizmalara karsi insektisit
ve herbisit olarak serbest radikallere karsi koruyucu rol oynarlar. Bunlar "fitokimyasallar"
diye de adlandirilirlar. Fitokimyasallar, ozellikle sebze ve meyvelerdeki fenolikleri,
flavonoidleri ve karotenoidleri kapsarlar.

Fenolik bilesikler alt1 iiyeli aromatik halkaya direkt bagli bir hidroksil grubu (-OH)
iceren ve bu hidroksil grubundan bir hidrojen kaybetmeye meyilli, zayif asidik, aromatik
bilesiklerdir. Fenolik bilesikler antioksidan olarak, insan viicudundaki gesitli nedenlerle
olusmus serbest radikalleri temizleme kabiliyetine sahiptirler. Ayrica, agir ve radyoaktif
metalleri selatlama ve otooksidasyonu oOnleme konusunda fenolik bilesikler oldukca

etkilidirler. Diger bir deyisle bunlar, cesitli reaktif oksijen tiirlerini (serbest oksijen,
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peroksinitrit ve hidrojen peroksiti) hiicrelerden uzaklastirarak metabolizmay1 zinde tutarlar
(URL-1, 2006).

Fenolik bilesikler veya polifenoller, en fazla bitkilerde bulunan yapilardan biri olup bitki
aleminde 6000'den daha fazla fenolik yapinin bilindigi belirtilmektedir (Bravo, 1998).
Fenolik maddeler, meyve, sebze, baharat, tahil ve icecekler gibi bitkisel gidalarda yaygin
olarak bulunmaktadir (Tosun I. ve Karadeniz B., 2005). Fenolik bilesikler, fenolik asitler
ve flavonoidler olarak iki gruba ayrilabilir. Bunlar ¢cok 6nemli antioksidanlar olup, bitkisel
gidalarin tiikketilmesiyle sagliga olan pozitif etkileri artirilabilinir.

Fenolik asitler yaygin olarak bitki ta¢ kisminda bulunur ve antioksidan karaktere
sahiptir. Baslica fenolik asitler gallik asit, protokatekuik asit, p-hidroksibenzoik asit ve
vanilik asit gibi hidroksibenzoik asitler ve ferulik asit, kafeik asit ve kumarik asit gibi
hidroksi sinnamik asitleri igerir.

Flavonoidler insanlar tarafindan sentezlenemeyen bitki fitokimyasallaridir. Flavanoidler,
Ozellikle meyve ve sebzelerde yaygin olarak bulunan fenolik maddelerin (renk
maddelerinin) C¢-C3-Cq catisina sahip olanlarina verilen addir.

Flavonoidlerin tiimii C4-Cs-Cg yapisindadir, ancak molekiildeki hidroksil (OH) grubu sayisi
ve dagilimi acisindan farklidirlar. A halkasi ii¢ karbonlu bir bilesik olan malonil-CoA
(sinnamik asit) dan sentezlenirken, C ve B halkalar1 sikimat ve fenilpranoid metabolik yolu
tizerinden yine glukozdan sentezlenir. Fenil halkalarinin propan zincirine farkli
pozisyonlarda baglanmasiyla, bir bagka deyisle, icerdikleri C halkasindaki degisimlere gore
alt1 ana alt gruba ayrilabilir: flavanonlar, flavonlar, flavonoller, antosiyanidinler, flavanlar,

izoflavonoidler.

-
E.
4
N
3

(a) (b)

Sekil 5. Flavonoidlerin temel yapisi (a) ve bazi substituentleri (b)
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Sekil 6. Flavonoidlerin kimyasal yapisi

Genel olarak, flavanonlar turunggil meyvelerde, flavonlar baharatlarda, izoflavonoidler
baklagillerde, antosiyanin ve katesinler meyvelerde, flavonoller tiim meyve ve sebzelerde

bulunur.
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Apigenin Kuersetin
(Flavon) (Flavonol)

Luteolin
(Flavon) OH OH OH

CH

Rutin

Kaempferol Katesin
(Flavonol) (Flavanol)

Sekil 7. Diyetlerde yaygin olarak bulunan fenolik bilesiklerin yapilar
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Sekil 7°nin devami
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Flavononlar renksizdirler ve o6zellikle; taksifolin, naringin, naringenin, eriodiktol ve

hesperitinle temsil edilirler. Birgok gida flavon ve flavonol igermesine ragmen; kimyon,

yaban ¢ilegi, meyan kokii, nane ve turunc¢gil meyveler flavanon igerirler. Flavanonlarin asil

kaynag1 turunggil meyveler ve sularidir. Yaban cilegi ve kizilcikta narirutin ve naringenin

glikozitleri; kimyon ve nanede hesperidin bulunur.

Flavonlar, meyvelerde pek bulunmayan fakat tahil (arpa, bugday, misir vb.) ve

baharatlarda (nane vb.) bulunan flavonoid siifidir. Flavonlar, soluk-sar1 renklidir. Esas

flavonlar; apigenin ve luteolinlerdir. Maydonoz apigenin ve chryseriol igerir. Biberiye ve

kekik gibi baharatlar flavon igerir. Luteolin, en fazla tahil ve baharatlarda bulunur.

Sebzelerde ve sebze yapraklarinda, luteolin glikozitleri ve apigenin mevcuttur.
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Glikozillenmis flavonlar, aci maddelerin aciliini azaltir. Flavonlardan neodiosmin;
limonin, naringin, kafein, kuinin ve sakkarinin aciligini azaltir.

Flavonoller ve glikozitleri ¢ogunlukla meyvelerin dis kisminda bulunur. En ¢ok bilinen
flavonoller kuersetin ve kaempferoldiir. Kuersetin, bircok meyve, sebze ve igecekte
bulunur. Diyetimizdeki en 6nemli flavonoiddir ve 6zellikle sogan ve ¢ayda bolca bulunur.
Kuersetin, luteolin ve galangin yapilarindaki farkliliga ragmen kuvvetli antioksidan olarak
bilinirler. Kuersetin ve rutin lipoprotein oksidasyonunu inhibe ederek, hiicreyi okside
LDL’den gelen zarara kars1 korur. Rutin, ufak kan damarlarinin hiicre aralarin1 yapistirir ve
kanin damarin disina sizmasini onler. Rutinde, bir aktif madde olan P vitamini vardir ki,
kan damarlar1 iltihaplaninca ve kan akmasinin durdurulmasinda yardimei olur; kan
pihtilasmasini arttirir; radyoaktif maddelerin etkisiyle damarlarin esnekligi zayiflamissa,
onun diizelmesini saglar. Bunun yani sira rutin, gistamine karsi da etkilidir. Rutin
damarlarin daralmasina giderir ve kalp kaslarinin arttirir. O ylizden flavonlar, zehirlenen
kalbin atmasi1 zayiflayinca sik uygulanir.

Kaempferol, genellikle meyve ve lifli sebzelerde bulunur. Ayrica bazi taneli-kabuksuz-
yumusak meyvelerde (cilek, kiraz vb.), baharatlarda, baklagillerde ve koklii sebzelerde
bulunur.

Izohamnetin ve miresitin de flavonoller arasinda yer alir. Izohamnetin, sogan ve
seftalide bulunur. Miresitin ise 6zellikle taneli-kabuksuz- yumusak meyvelerde, misir ve
cayda bulunur.

Izoflavonoidler, 6strojenik aktivitesi iyi bilinen farkli bir flavonoid smifidir ve
cogunlukla baklagillerde bulunur. ‘B’ halkasi oryantasyonuyla yapisal olarak genel
flavonoidlerden ayrilir. Bunlar: Izoflavanonlar, izoflavonlar ve Izoflavonollerdir. En iyi
bilinen izoflavonoidler Daidzein ve Genisteindir. Soya fasiilyesi; fasiilye, yesil bezelye ve
yonca filizlerinde bulunan daidzein ve genisteinin ana kaynagidir. Soya tiriinleri insanlarda
LDL oksidasyonunu azaltmada etkin bulunmustur.

Bilinen diger izoflavonoidler biokanin A ve formononetindir. Fasiilyelerde,
bezelyelerde, ay¢icegi tohumlarinda, alfalfa filizlerinde ve yonca filizlerinde bulunur.

Antosiyaninler, taneli-kabuksuz- yumusak meyvelerde, kiraz ve erikte, patlican, kirmizi
lahana ve turpta kirmizi ve mavi rengi iiretir. Antosiyanin rengi pH’a baglidir. Antosiyanin
genellikle, pH 3.5’te kirmizidir, pH artisiyla 6nce renksizlesir ve sonra maviye doner.

Antosiyaninler, yenilebilir tahillarda, kdklerde ve yesil sebzelerde bulunmasina ragmen

ozellikle meyvelerle iligkilidir. Elma, armut, ayva, kayisi, erik ve seftali gibi cekirdekli
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meyvelerin kabugunda; taneli-kabuksuz- yumusak meyvelerin hem kabugunda, hem de etli
kisminda bulunur. Igecekler ve diger besin maddeleri icin renklendirici ajan olarak
kullanilirlar. Bir de farmasdtik {riinlerin boyanmasinda kullanilirlar. Test edilen
antosiyaninlerin ¢ok yiiksek antioksidan aktiviteye sahip oldugu bulunmustur. Ornegin,
antosiyaninlerin iizim kabugundan izole edilen ekstakti ¢ok iyi antioksidatif aktivite
gostermistir.

Flavanlar, yapisal ve adlandirma olarak karmasik flavonoidlerdir. Bunlar: katesinler,
leukoantosiyaninler, proantosiyaninler ve tanninlerdir. Flavanlar renksizdirler. Katesinler
(flavan-3-ol), cayda bolca bulunur. Diger katesin kaynaklar1 kirmiz1 sarap ve cikolatadir.
Monoflavanlar, olgun meyvelerde ve taze yapraklarda bulunur. Flavanlar c¢ayda bol
miktarda bulunur. Turunggil kabuklarinda bulunan flavonoidlere, ‘bioflavonoidler’ denir.
Biflavanlar ve triflavanlar meyve ve tahillarda bulunur. Elma, bogiirtlen, kusliziimii,
yabanmersini, liziim, seftali ve ¢ilekte bulunur.

Geleneksel tipta, son yirmi bes yilda flavonoidlere karsi ilgi artmis ve gerceklestirilen
calismalar sonucu flavonoidlerin yapilar1 ile antioksidan aktiviteleri arasinda yakin bir
iliski oldugu bulunmustur. Ornegin; flavonoid yapisinda C-4" pozisyonunda hidroksil
grubunun bulunmasi antioksidan aktiviteyi artirirken, serbest 4-OH grubunun metoksil
grubu ile substitue olmasi aktiviteyi onemli derecede azaltir. Bu durum gbéz Oniine
alindiginda kuersetin, luteolin, katesin ve rutin antioksidan olarak etkili flavonoidlerdendir.
Yapilan aragtirmalarda, flavonoidlerin sadece antioksidan aktiviteye degil, ayn1 zamanda
bir¢ok biyokimyasal ve farmakolojik aktivitelere sahip olduklart belirlenmistir (Guliyev ve
Harmandar, 2000; Hausteen, 2002).

Flavonoidlerden kumarinler, molekiiliinde kokulu laktonlar mevcut olan maddelerdir.
Kumarinler, kan pihtilagmasini 6nler, diiz kaslarin kasilmasini azaltir ve agrn kesici,
yatigtirict ve idrar soktiirticii ozelliklere sahiptir. Kumarinli maddelerin en 6nemlisi,
dihidroksikumarindir (dikumarol). Geperin gibi o da karacigerdeki protrombin
biyosentezini azaltir.

Rutin, kuersetin, kaempferol, miresitin ve hiperin de idrar sokiicii 6zelligine de sahiptir.
Flavonoidli maddeler, ¢esitli nedenlerden kaynaklanan kan akmasini durdurur. Bu nedenle
onlar, hipertoni, miyokart enfarktiisii, brons astimi, seker diyabeti ve alerji tedavisinde
Onemli bir yer tutar.

Flavonoidlerin antibakteriyal 6zellige sahip oldugu bulunmustur. Ornegin, kuersetinin

gram pozitif ve gram negatif mikroorganizmalara kars1 giiglii bir etkisi vardir.
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Flavonoidler iizerine bir¢ok mutajenik calisma da yapilmistir. Flavonoid aglikonlarin
onemli mutajenik aktivite gosterdikleri, Ozellikle kuersetin, miresitin, kaempferol ve
tamariksetinin aktif mutajenler oldugu bulunmustur. Kuersetin, insan metabolizmasinda
anti-karsinojenik ve anti-arterit O6zellik de gosterdiginden {izerinde en c¢ok calisilan
bilesiktir.

Baz1 arastirmalar, katesinlerin de antimutajenik ve antikarsinojenik akiviteye sahip
oldugunu gostermistir. Bu nedenle c¢ay ekstraktlart ve c¢ay bilesenlerinin biyolojik
aktivitelerinin incelenmesi i¢in arstirmalar yliriitilmektedir.

Son yillarda yapilan calismalar flavonoidlerin oksidatif DNA zedelenmesini serbest
radikal tutulmasi disinda mekanizmalarla 6nledigini gostermektedir. Flavonoidlerin ¢ogu
glutatyon-S transferazi (GST) aktive etme yetenegine sahiptir.

Yapilan bazi arastirmalar ise quercetin ve tiirevlerinin dogal antioksidan olan o-
tokoferole gore daha yiiksek antioksidan aktiviteye sahip oldugu belirlenmistir. Ayrica
Flavonollerin yapisinda bulunan hidroksil ve metoksil gruplarinin antioksidatif aktiviteye
katkida bulundugu da deneysel calismalarla kanitlanmistir.

Arastirmacilar cesitli yontemler ve test mikroorganizmalar1 kullanarak, bitkilerden elde

edilen bilesiklerin mantarlara kars1 6zelliklerini ortaya ¢ikarmiglardir. baz1 mantarlara karsi
kuercetin, miresitin ve kaempferoliin antifungal aktivitelerini karsilastirmiglardir.
Genel olarak ‘Flavonoidler’ ve diger bitki fenoliklerinin siiperoksit, alkoksil, peroksil ve
nitrik oksit gibi radikalleri temizleme, enzim aktivitelerini diizenleme, hiicre ¢ogalmasini
inhibe etme, demir ve bakir selasyonu, p-tokoferol rejenerasyonu foksiyonlarina ek olarak;
vazodilatator, antibiyotik, immiinstimiilan, antiallerjik, antidiyareik, antiiilser, &strojenik,
antiviral ve daha bir¢ok etkilerinin oldugu sdylenebilir (Dillard CJ ve German JB., 2000;
Rice-Evans C.A., vd., 1996).

Flavonoidler serbest radikalleri temizleme, gii¢lii antioksidan olma &zelliklerinin yani
sira hidrolitik ve oksidatif enzimler olan fosfolipaz-A2, siklooksijenaz, lipooksijenazin
inhibisyonu ile antienflamatuvar 6zellik gosterirler. Ayrica, ksantin oksidaz, glutatyon
rediiktaz, NADH-oksidaz ve protein kinaz enzimlerini inhibe ettiklerine dair veriler
mevcuttur (Cimen Y. ve Burak M., 1999).

Diinyada tedavi amagli olarak kullanilan bitki sayisinin 20.000 civarinda oldugu Diinya
Saglik Orgiiti (WHO) tarafindan rapor edilmistir (Kalaycioglu ve Oner, 1994). Son
zamanlarda bitkilerin maya, mantar ve bakterileri inhibe ettigi dogrulanmistir (Shelef,

1983).
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Bu calismada; Viburnum opulus ve V. orientale bitki ekstraktlarindan, Clevenger
diizenegi kullanilarak elde edilen ugucu (esansiyel) yaglardaki fenolik bilesiklerin

karakterizasyonu GC-MS ile gerceklestirilmistir.
1.4. Antioksidan Aktivite Tayin Yontemleri

‘Oksidatif stres’ kosullarinda serbest radikaller biyolojik makromolekiillerle etkileserek
cesitli hastaliklara yol a¢tigindan 6zellikle risk grubundaki bireylerin aldig1 gidalarda, bu
serbest radikalleri gideren ,organizma tarafindan sentezlenen ya da disaridan besinlerle
alinan, antioksidanlarin  toplamsal tayini Onemlidir. Maddelerin bu amagla
kullanilabilirligini belirlemek i¢in bircok antioksidan tayin yontemi gelistirilmistir. Bunlar

arasinda en yaygin kullanilanlar1 burada 6zetlenecektir.

1.4.1. MDA Olusumunun Inhibisyonu Yéntemi

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

olusumunun engellenmesi antioksidan aktivitenin varligini gosterir.
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1.4.2. Demir (IIT) indirgeme / Antioksidan Kuvvet (FRAP) Yéntemi

Oyaizu (1986) tarafindan ortaya konan yonteme gore indirgeme kuvveti 6ziitiin dolayl

+3 +2 . .
— Fe ” indirgenmesi ile

olarak toplam indirgeme potansiyelini gostermekte olup Fe
meydana gelen renk degisimi 595 nm'de takip edilerek belirlenir. Sonuglar, indirgeme
potansiyeli yiiksek ve ayn1 zamanda standart bir antioksidan madde olan askorbik asit ile
karsilastirilmak suretiyle yorumlanir. Giincel olarak kullanilan FRAP yonteminde 2,4,6-
tripiridil-s-triazin (TPTZ)’in Fe(III) tuzu kullanilmaktadir. Bu yontemle redoks potansiyeli
0.7 V’tan daha diisiik olan bilesikler antioksidan olarak test edilebilmektedir. Polifenolik
antioksidanlarda hidroksilasyon ve konjugasyonun miktar1 bu yontemde aktiviteyi

etkilemektedir. FRAP yontemi H transferi ile radikal temizleyen o6zellikle tiyol ve

proteinlerin antioksidan kapasitesini 6lcememektedir.

P

T N r N ,-"N =
P /\ﬂ /\ﬂa

f” N | =
x' S

F¢''-TPTZ + indirgen antioksidan —————» Fe''-TPTZ (595 nm'de koyu mavi)

Sekil 8. Demir (III)’lin indirgenme reaksiyonu

1.4.3. Tiyosiyanat Yontemi

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

konsantrasyonu, dolayisiyla absorbansi diisiik ¢ikar.
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1.4.4. Floresans Sonme Zamanm Yontemi

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

konsantrasyonu ile dogru orantilidir.

1.4.5. Toplam Fenolik Madde Tayini Yontemi

Bu yontem, suda ve diger organik ¢oziiclilerde ¢oziinmiis olan fenolik bilesiklerin Folin
reaktifi ile alkali ortamda renkli kompleks olusturmasi esasina dayanir. Olusan mor-
menekse renkli kompleks 700 nm'de maksimum absorbans olusturur (Slinkard ve
Singleton, 1977). Adi bunu yansitmamasina ragmen, bu yontem aslinda numunenin

indirgeme kapasitesini 6l¢er. Yani, bir antioksidan tayin yontemidir.

1.4.6. Toplam Antioksidan Cevap (TAR) Tayin Yontemi

Erel (2004) tarafindan gerceklestirilen bu yontem, modifiye edilerek yapilmaktadir.
Fe'-o0-dianisidin kompleksinin standardize ¢dzeltisi, standardize H,0, ¢ozeltisi ile Fenton
tipi bir reaksiyon verereck OH® radikalini olusturur. Olusan bu kuvvetli ROS (reactive
oxygen species = reaktif oksijen tiirleri) ler, radikal diisiik pH’larda indirgenmis renksiz o-
anisidin molekdillerini, sari-kahverengi dianisidil radikallerine yiikseltger. Dianisidil
radikalleri tlizerinden baslayan bu oksidasyon sonucu dianisidil radikalleri de kendi
aralarinda reaksiyona girerek biiyiikk kompleksler olusturur, diger oksidasyonlara neden
olur ve zincirleme oksidasyon reaksiyonlar1 gercekleserek renk giderek koyulasir. Fakat
ortama katilan ve antioksidan 6zellik gdsteren bir madde bu oksidasyon reaksiyonlarin
durdurmaya c¢alisir ve dolayisiyla rengin de koyulagsmasin1 engeller. Bu reaksiyon
spektrofotometri ile 444 nm’de gozlenebilir. Renk olusumunun bastirilmasi, Troloks ile

ayarlanir.
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1.4.7. Troloks Esdegeri Antioksidan Kapasite (TEAC) Yontemi

oty

Bu yontem, en yaygin radikalik reaktif olan ABTS" 'nin kullanilarak ¢esitli maddelerin
antioksidan kapasitelerinin trolox esdeger kapasite cinsinden belirlenmesi esasina dayanir
(Apak vd., 2004). Yontemde, ABTS (2,2’-azino-bis-(3-etilbenztiazolin-6-siilfonik asit))
molekiiliiniin H,O, ve metmyoglobinle mavi-yesil renkli ABTS®" radikaline doniismesi ve
bu doniisiimiin 734 nm’de fotometrik olarak gézlenmesi esastir. Antioksidan varliginda bu

doniisiim engellenmektedir. Bu yontem Ozcan Erel (2004) tarafindan gelistirilmistir.

'Tt SOgH
Jommnty

t

HO3

Sekil 9. 2,2-azinobis (3-etilbenzotiazolin-6-siilfonik asit) (ABTS™)
radikalinin formiilii

1.4.8. DPPH’ Radikali Temizleme Aktivitesi Yontemi

DPPH’ radikali (2,2-difenil-1-pikrilhidrazil) ticari olarak satin alinabilen bir serbest
radikal olup bu radikal 517 nm’de maksimum absorbans olusturmaktadir (Cuendet vd.,
1997). Antioksidanlarla muamele, DPPH"’tan kaynaklanan mor rengin siddeti azalarak
absorbansin diistlisiine sebep olacaktir. Farkli numune konsantrasyonlariyla muamele edilen
DPPH”in  absorbansindaki  degisim Olgiilerek, absorbanslara  karsilk  gelen
konsantrasyonlarla  grafik ¢izilmekte; grafikteki y=ax+b denkleminde DPPH’
konsantrasyonunu yariya diisliren numune miktar1 pg/mL cinsinden belirlenmekte ve 1Cs
degeri olarak ifade edilmektedir. Bu yontemin 6nemli bir dezavantaji, biiylik antioksidan
molekiillerin sterik engellenmeye maruz kalmalar1 nedeniyle inaktif olarak test
edilmeleridir. Bu yontemde, antioksidan molekiiliin yapisi ve boyutu test sonucunu
etkilemektedir. Bu yontem, radikal temizleme aktivite tayinlerinde kolayligi ve kisa

siirmesi nedeniyle siklikla kullanilmaktadir.
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-
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Sekil 10. DPPH (2,2-difenil-1-pikrilhidrazil) radikalinin
formiili

1.4.9. Oksijen Radikali Absorbans Kapasitesi (ORAC) Yontemi

Bu yontem p-fikoeritrin (B-phycoerythrin [B-PE]) adli bir prob maddesinin
floresansinin, peroksil ve hidroksil radikalleri varliginda soniime ugramasi ve ortamdaki
antioksidanlarin bu olay1 geciktirmesine iliskindir. B-PE’den kaynaklanan floresanstaki
azalisin siddeti onun peroksil radikalinden gordiigli hasarin miktarim1 gostermektedir.

Numunedeki antioksidan floresanstaki bu diisiisii yavaslatmakta ya da durdurmaktadir

(Apak vd., 2004).

1.4.10. Bakar (IT) indirgenme Antioksidan Kapasite (CUPRAC) Yéntemi

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

20. yiizyilin baslarina kadar insan organizmasina zarar vermeden mikroorganizmalari
etkilemenin imkansiz oldugu diisiiniiliiyordu. M.O 2500 yillarinda bilincinde olmadan
antimikrobik tedavi yontemleri kullanilmis ve bu devirde enfeksiyon hastaliklari
tedavisinde kullanilan bitki kokleri, sarap ve kiif gibi maddeler olumlu sonuglar vermistir.

1600’11 yillarda Giiney Amerika’da, insanlar cinchora bitkisinin kabugunu yiyerek
sitmadan korunmuslar, ipeka bitkisinin kok ekstresini kullanarak amipli dizanteri
hastaligin1 tedavi etmislerdir. Cinchora bitkisinin kabugunda kinin, ipeka bitkisinin
koklerinde ise emetin bulundugu belirlenmistir. 20. yiizyildan itibaren patojen
mikroorganizmalar hakkinda bilgiler arttik¢a enfeksiyon hastaliklar1 ile savag da bilingli
olarak siirdiiriilmistiir.

1854-1915 yillar1 arasinda Paul Ehrlich, bir arsenik bilesigi olan arsfenamin ile sifilizi,
tripan kirmizist boyasi ile Afrika uyku hastaligini tedavi etmeyi basarmustir. 1927
yillarinda Almanya’da kimya endiistrisi alaninda ¢alisan Gerhard Domagk ve ekibi, ¢esitli
boyalarin patojen bakterilere etkinligini ve hayvanlardaki toksik etkisini arastirmalar
sirasinda, deri boyamada kullanilan prontosil kirmizisi adli boyanin hayvanlara toksik
olmadigini, stafilokok ve streptokoklara etkili oldugunu saptamislardir ve bu bulgunun
1935 yilinda yayinlanmasindan bir yil sonra prontosil kirmizisinin viicutta siilfanilamide
doniistiigii ve antibakteriyel aktiviteyi bu maddenin sagladigi anlagilmistir.

1929 yilinda S. Alexander Fleming tarafindan bulunan ve bu yillarda toksik etkileri
nedeniyle kullanim alanina giremeyen penisilin 1940 yilinda kullanilir hale Ernest Chain
ve Howard Florey tarafindan getirilmistir. Penisilin 2. Diinya Savasi’nda yara enfeksiyonlu
birgok askerin hayatin1 kurtarmistir. Son yillarda antibakteriyel etki alan1 daha genislemis
ve toksik etkisi az olan, mikroorganizmalar1 o6ldiiriicii ya da mikroorganizmalarin
tiremesini durdurucu etki gosteren bir¢ok antibiyotik ve antibiyotiklerle benzer 6zelliklere
sahip olup tlimiiyle sentetik olan (kimyasal yolla sentez edilen) kemoterapotik maddeler

tiretilmigtir.
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1.5.1. Antimikrobiyal Maddelerin Genel Ozellikleri

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

Antimikrobiyal maddeler etkili olabildikleri mikroorganizma cins sayisinin az yada ¢ok
olusuna bagl olarak, dar yada genis spektrumlu seklinde tanimlanir. En dar spekturumlu
maddeler enfeksiyona neden olan mikroorganizma {izerine etkili ve tedavide ideal
antimikrobiyal maddeler olarak kabul edilir. Genis spektrumlu antimikrobiyal maddeler
konagin dogal bagisiklifinda 6nemli rol oynayan ve ekolojik dengeyi saglayan normal
mikroorganizma florasim1 bozar. Fakat bircok patojenin birlikte etken oldugu
enfeksiyonlarda yada mikrobiyoloji laboratuar1 sonucglarmin beklenemeyecegi acil
durumlarda genis spektrumlu antimikrobiyal maddeler (karbapenemler, kinolonlar...)
kullanilir.

Bazi bakteri ve mantar tiirleri tarafindan olusturulan, mikrobisid veya mikrobiyostatik
etki gosteren maddelere antibiyotik denir. Mikrobisid maddeler mikroorganizmalari
oldiiriicii, mikrobiyostatik maddeler ise mikroorganizmalarin {iremesini durdurucu etki

gosterirler.
1.5.2. Antimikrobiyal Tayin Yontemleri
Giliniimiizde enfeksiyon hastaliklari, enfeksiyon etkeninin duyarli bulundugu en uygun

antimikrobiyal madde ile tedavi edilir. Bunun i¢in de, o hastalikta etken

mikroorganizmanin antibiyotiklere karsi gosterdigi duyarlilik deneyi sonuglarindan
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faydalanilir. Mikroorganizmalarin antibiyotik duyarhiligi, temelde iki farkl tayin yontemi
ile belirlenebilir.

1. Diliisyon Yontemi

2. Difiizyon Y 6ntemi

Diliisyon yoOntemi; antibiyotiklerin sivi veya kati besiyerlerinde (agarlarda) bir seri
halinde seyreltilmesi ve her bir seyreltme ortamina, duyarliligi belirlenecek bakterinin
belirli sayida hiicre iceren siispansiyonundan esit miktarda ilave edilmesidir. Deney serileri
uygun sicaklikta (35-37 °C’de) ve bakterinin iiremesi i¢in uygun siire (16-20 saat)
bekletildikten sonra sonuglar ile bakterinin {iremesini durduran en az antibiyotik miktari
(minimum inhibisyon konsantrasyonu, MIC) belirlenir.

Diflizyon yoOnteminin esast belirli konsantrasyondaki antibiyotiklerin kat1 besiyerine
difiize olmast yani yayilmasidir. Antibiyotikler genellikle kagit disklere belli
konsantrasyonlarda emdirilir ve bunlar antibiyotik kaynagi olarak kullanilir. Bu yontem
disk-difiizyon yontemi olarak adlandirilir. Diliisyon yonteminden farki antimikrobiyal
maddelerin bir tek konsantrasyonunun etkinligi denenir.

Disk-difiizyon yoOntemine benzeyen, minimum inhibitér konsantrasyonu (MIC)
belirlenmesini saglayan E-testi (Dereceli antibiyotik seridi yontemi) kantitatif yontem

olarak kullanilir.
1.6. Dogal Bilesik Calismalarinda Kullanilan Kromatografik Yontemler

Kromatografi, diger yontemlerle ayrilmalar1 genellikle miimkiin olmayan karmasik
karisimlardaki benzer bilesenlerin ayrilmalarimi saglayan cesitli ve onemli metotlar
grubudur. Tim kromatografik ayirmalarda numune bir gaz, sivi ya da siiperkritik akiskan
olabilen hareketli bir fazda ¢6ziiliir. Ardindan bu hareketli faz uygun bir sabit faz boyunca
gecirilir. Bu iki faz dyle secilir ki numunenin bilesenleri hareketli faz ve sabit faz arasinda
kendiliklerinden farkli derecelerde dagilirlar. Sabit faz tarafindan giiclii bir sekilde tutulan
bilesikler hareketli fazin akisiyla sadece yavasca hareket ederler. Ote yandan sabit faz
tarafindan zayifca tutulan bilesikler ise hizlica hareket ederler. Hareketlilikteki bu
farkliliklarin bir sonucu olarak numunenin bilesenleri kalitatif ve/veya kantitatif olarak
analiz edilebilen ayr1 bantlar i¢inde ayrilirlar (Skoog vd., 1998).

Glinlimiizde, dogal bilesiklerin  bilesenlerini aydinlatmada  &zellikle ‘Gaz

Kromatografisi’ (GC) yontemi kullanilmaktadir.
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Gaz kromatografisi ya da GC, bozunmadan ugucu hale gecebilen, 1siya dayanmikhi
organik ve anorganik bilesiklerin bir kolondan farkli hizlarla ilerleyerek ayrilmasinda ve
bu bilesiklerin tayininde kullanilan bir tekniktir. Tipik bir modern gaz kromatografi sistemi
bir gaz hareketli faz kaynagi, bir enjeksiyon portu, sabit faz iceren bir ayirma kolonu, bir

dedektor ve bir veri kayit sisteminden olusmaktadir (Sekil 11).

tasiyicl gaz girisi
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Sekil 11. Genel bir gaz kromatografi sistemi (GC)

Numuneyi kolon boyunca ilerletmek icin hareketli faz olarak genellikle hidrojen,
helyum ya da azot gibi kimyasal olarak inert gazlar kullanilir.

Gilinlimiizde uygulanan en yaygin gaz kromatografi formu, kapiler gaz kromatografisi
(CGCO)dir. CGC’de kullanilan kiiclik i¢ ¢apli kapiler kolonlar genellikle dis1 poliimidle
kaph eritilmis silikadan yapilmistir. Bu kolonlar esnektirler ve bu sayede ¢ok uzun bir
kolon kii¢iik bir bobin halinde sarilabilir.

Organik bilesikler, kolonda hareketli faz ve sabit faz arasinda farkli dagilma
davranislariyla ayrilirlar. GC kolonlarinda en yaygin sabit fazlar, fazin polaritesini
degistirmek icin cesitli substiitient gruplarin eklenebildigi polisiloksanlardir. En apolar
sabit faz ise fenil ve/veya siyanopropil gruplarinin polimerin iizerine ekleyerek daha polar
yapabilen polidimetilsiloksandir. Cok polar analitler i¢in sabit faz olarak genellikle
polietilen glikol (6rnegin Carbowax 20M) kullanilir (URL-3, 2006).

Kolon, sicakligi hizli bir sekilde artip azalabilen bir firin i¢inde tutulur. Sicaklik

arttikca kaynama noktasi1 diisiik olan bilesikler, kaynama noktas1 yiiksek olanlara gore
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kolondan daha erken ayrilirlar. Bu nedenle sabit faz etkilesimleri yaninda sicaklik da
ayirmada onemli bir faktordiir.

Enjeksiyon sisteminde;  enjeksiyonun kromatografik bant genislemesine neden
olmamast ve analiz edilecek numunenin kolonun i¢ine kalitatif/kantitatif degisime
ugramadan taginmasi onemlidir (Akyliz, 2007). GC vasitastyla genis ¢esitlilikte bilesikler
ve numuneler analiz edilebildigi icin cesitli enjektorler gelistirilmistir. En yaygin
enjeksiyon sistemi split-splitless enjeksiyondur. Kapiler gaz kromatografisinde kapiler
kolonun diisik numune hacminden dolay1 ve bant genislemesinden kaginmak igin
genellikle split enjeksiyon kullanilir. Iki enjeksiyon valfi sayesinde buharlasma béliimiinde
hem tastyict gaz hem de bu gaz ile numune buharlarini igeren gaz karisiminin akisi
diizenlenir. Buharlagsma boliimii 250-300 °C’e kadar 1sitilan bir cam veya kuartz tiip (6—12
cm uzunlugunda, 3—4 mm i.d.)’den olugmaktadir. Split enjeksiyonun en dnemli dezavantaji
ise numunenin ¢ogunun ayrilma ve kaydetmeden Once sistemden ¢ikmasi, yani
duyarliliginin siirli olmasidir. Bu nedenle gerektiginde duyarliligi yiiksek olan splitless
enjeksiyon kullanilir. Bu durumda split valfi enjeksiyon sirasinda kapatilir ve buharlagsma
boliimiinden kolona gonderilir (Akytiz, 2007).

Dedektdriin amaci, kolonda ayrilmalarindan sonra hareketli fazdaki analitlerin varligini
kaydetmektir. Dedektor, bir bilesigin varligi tespit edildiginde elektrik sinyali olusturma
kapasitesine sahiptir. Bu sinyal var olan analitin miktariyla dogru orantilidir. Dedektoriin
en onemli 6zellikleri duyarlilik, dinamik aralik ve segiciliktir.

Kromatografide kosturma sirasinda, bilgisayar dedektor sinyalinden bir grafik iiretir. Bu
grafige kromatogram denir. Bir bilesik GC kolonundan dedektore elue edildiginde
kromatogramda olusan pik, iiretilen sinyali temsil eder. Kromatogramda x-ekseni alikonma
zamanini, y-ekseni ise sinyalin siddetini (bolluk-abundance) gosterir.

GC’de kullanilan pek c¢ok dedektor tipleri icinde en Onemlileri alev iyonlasma
dedektorii (FID), elektron yakalama dedektorii (ECD) ve kiitle spektrometrik (MS)
dedektordiir.

Temel olarak ii¢ par¢adan (iyonlasma kaynagi, kiitle analizci ve dedektorii ) olusan
‘Kiitle Spektrometresi’ yiikli molekiiler iyon veya fragmentler olarak analitlerin
kaydedilmelerine dayanan bir sistemdir. Analit molekiilleri, iyonlasma kaynaginda iyon
haline doniistiiriiliir. Bu genellikle elektron impakt (EI) veya kimyasal iyonlagtirma (CI)
sayesinde gergeklestirilir. Bilesikler tek tek GC kolonundan elue edildikge elektron

iyonlagsma bdlmesine girerler. Burada elektron akisiyla bombardimana ugratilirlar ve bu,
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onlarin fragmentleri halinde boliinmelerine neden olur. Fragmentler, gercekte belli
kiitlelere sahip yiiklii iyonlardir ve orijinal molekiiliin biiyliik ya da kiigiik parcalari
olabilirler (Akyiiz, 2007).

Gilinlimiizde pek cok bilesigin kiitle spektrumu bilinir ve bunlar GC-MS enstriimani
kiitiphanesinde mevcuttur. Kiitiiphane, numune bilesenlerinin spektrumu ile mevcut
spektrumlar1 karsilagtirarak sonuclar1 benzerliklerin istatistiksel bir ifadesi olarak bildirir.
Alev iyonlastirma dedektorii (FID), gaz kromotografisinde en yaygin olarak kullanilan,
kolondan ¢ikan hidrokarbonlar ve tiim organik bileskleri tayin edebilen diger bir dedektor

tipidir

Alev Ivonizasyon Dedektérii

Alev atesleme g

bobini

Toplavict elektrot

+300V
Polarizasvon voltaj

Hava _T —— — Hidrojen
Kolon

Sekil 12. Alev iyonizasyon dedektorii (FID)

Organik bilesiklerin kimliginin belirlenmesi, en etkili sekilde alev iyonlastirmasiyla
yapilmaktadir. Proteinler, niikleotidler ve farmasoétikler (eczaciliga ait) gibi biyokimyasal
bilesikler alev iyonlastirmasiyla diger dedektorlerle oldugu gibi iyi ayristirilabilir. Fakat
biyokimyasal bilesikler genellikle diger elementlerden daha fazla miktarda karbon igerir.
Bu; yiiksek karbon konsantrasyonu ve alev iyonlastirma hassasiyetinden dolay1 6zel bir
bilesigin kimliginin FID kullanilarak diger yontemlere gore daha kolay belirlenebilecegi

anlamina gelir.
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FID’ler aslinda sadece, yakilabilen bilesenleri ortaya c¢ikarabilir. Bu secicilik, bir
problem veya bir avantaj olabilir. Ornegin, bir FID, azotta metan1 bulmak icin
miikemmeldir, zira metana yanit verir, ama azota vermez.

FID’ler, hidrokarbonlar ve diger kolay yanici bilesenlerin kimliginin belirlenmesinde
kullanilabilecek en iyi dedektdrlerdir.

Alev iyonlastirma dedektorii, isminden de anlagilacagi gibi, iyonlarin kimliginin
belirlenmesidir. Bu iyonlarin kaynagi, kiigiik bir hidrojen-hava alevidir. Kolondan gelen
ornek ve tastyict gaz kolon ¢ikisinda hidrojen ve sonra hava ile kanstirilarak kiiglik bir
bekin ucunda yakilir. Bir¢ok organik bilesik yakildiginda iyonlar, elektronlar ve karbon
tanecikleri olusturularak alevin iletken hele gelmesini saglar. Bek ucu ile alevin {istiine
yerlestirilen kollektor elektrot arasina birkag¢ yiiz volt gerilim uygulanir. Olusan akim
yiiksek empedansli bir islemci anfi ile dl¢iiliir. Bu akim birim zamanda aleve ulasan madde
miktart ile orantilidir (URL-5, 2007). Bazen, iyon belirleme hassasiyetini artirma
yeteneginden dolay1 hidrojen-oksijen alevleri kullanilir. Yine de birgok analiz igin,
sikigtirtlan havanin kullanimi, yeterlidir (URL-6, 2007).

Bir bagka dedektor tipi de elektron yakalama dedektorii (ECD)’diir. Elektron yakalama
dedektorii ¢evre analizleri i¢in en ¢ok kullanilan dedektorlerden biridir. Ciinkii bu dedektor
cevre acisindan ¢cok dnemli olan klorlu pestisidler ve poliklorobifenillerin se¢imli olarak
yiiksek duyarlilikta tayinlerine elverislidir. ECD, FID’den 10-1000 kez, TCD’den ise bir
milyon kez daha duyarlidir; fakat sinirli dinamik erime sahiptir ve 6zellikle bilesiklerin
halojenatlanmas1 analizlerinde uygulanmaktadir (URL-7, 2007). Bu dedektorde
kromatografik kolondan ¢ikan gazlar B-isinlar1 yayan nikel-63 oniinden geger .(URL-5,
2007).

Bu calismada, CGC’de kiitle spektrometrik dedektorii (MS) dedektorii kullanilmistir.
Calismada, V. opulus ve V. orientale bitkilerinin sulu ekstraktlardan Clevenger cihazi ile
ucucu (esansiyel) yaglar elde edildikten sonra CGC-MS kullanilarak numune bilesenleri
aydmlatilmistir.

Ucucu yaglar, kimyasal olarak organik heterosiklik, hidroaromatli ve kokulu
bilesimlerdir. Bu bilesimler bocekleri cezp ederek cigeklerin agilanmasini saglar, bitkileri
giinesin kizginligindan korumak i¢in havada buharlasarak giines i1sinlarmi dagitirlar.
Ayrica zararh kemiricilerden, boceklerden, hastalik yapan bakterilerden koruyucu gorevi

goriirler. Ugucu yaglar karbonhidratlar, azot ve kiikiirt asitleri, fenoller, aldehitler,
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ketonlar, alkoller, karbonlu asitler, esterler ve 6zellikle terpenler icerdigi gibi, onlarin hos
kokmalarina sebep olan oksijen bilesimleridir.

Ucgucu yag igeren tiim sifali bitkiler deri tahrislerinde iltihap giderici, Oksiirmeyi
kolaylastirici, idrar arttirici, kramp ¢oziici ve mideyi, bagirsaklari, safrakesesini,
karacigeri giiclendirici olarak kullanilir. Ayrica, bu tiir droglar kullanilarak, sindirim
sisteminde mayalanma baglatan nedenlerle ve hatta bakterilerle savasilabilir. Aromatik
droglarin ve onlardan elde edilen ugucu yaglarin gida maddelerinin hazirlanmasinda,
parflimeri ve kozmetoloji sanayiinde, tip ve eczacilik alanlarinda genis bir kullanimi vardir.
Gelismis tlilkelerde HIV basta olmak {izere bir¢ok viriis, bakteri ve diger hastalik yapict
etkenlere karsi antiviral ve antimikrobiyal etkili yeni kimyasallarin saptanmasi i¢in dogal
kaynaklara basvurulmakta ve bu kaynaklarin basinda bitkiler gelmektedir. Ornegin;
ABD'de Ulusal Kanser Enstitiisii biinyesinde bitkilerin antibakteriyel ve antiviral
ozelliklerini arastirmak amaci ile Kuzey ve Giliney Amerika'da bitki Ortiisii incelenmekte
ve bu maksatla yilda 4500 bitki Ornegini inceleyecek bir program dahilinde
arastirmalar yapilmaktadir (URL-8, 2007).

1.7. Calisilan Bitkilerin Ozellikleri

Viburnum (Kartopu); diinyada 15 cins ve yaklasik 230 tiir igeren Caprifoliaceae
familyasinda yer alan, cali ya da kiiciik agaclardan olusan bir bitki cinsidir (Malecot,
2002). Kendiliginden yetisen birkag tiirii, 1liman Kuzey Yarimkiire'den Giiney Amerika ve
Gilineydogu Asya'ya kadar uzanmakla birlikte; Kuzey Amerika ve Dogu Asya’nin iliman
bolgelerinde daha fazla tiirii bulunmaktadir. Bu cins Afrika'da, Atlas daglarinda da yetisir
(Odabas, 2005).

Bazi tiirleri yapraklarin1 dokerken, bazilar1 daima yesil kalir. Beyaz, krem ya da pembe
renkteki keskin ve giizel kokulu kiigiik ¢igekleri, 5-15 cm uzunluktaki dallarin ucunda agar;
birlesik ve semsiye seklindedir.

Kiiresel ya da oval olan meyveleri; tek tohumlu ve sert ¢ekirdekli olup, kirmizi-mor,
mavi veya siyah renktedir. Bazi tiirlerinin meyveleri hafif zehirli olmasina ragmen; kuslar,
vahsi hayvanlar ve insanlar tarafindan yenir. Yapraklari bazen, baz1 Lepidoptera tiirii
larvalari tarafindan yenir (URL-9, 2007).

Yapilan arastirmalar sonucu Tiirkiye Florasi’ndaki kayitlara gore lilkemizde Viburnum

tiirlerinden, V. lantana Dogu Karadeniz Bolgesi, Orta Anadolu ve Dogu Anadolu
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Bolgesinde 1000-2000 m.’de; V. opulus genellikle Kuzey Anadolu’da, nadiren de Giiney
ve Orta Anadolu’da 10-1450 m.’de ve V. orientale ise Kuzey Anadolu’da 500-1800 m.
yiikseklikte kendiliginden yetismektedir (Odabas, 2005).

Viburnum tiirleri iizerinde giliniimiize kadar; fitokimyasal, kemotaksonomik,

farmakolojik, morfolojik ve anatomik aragtirmalar yapilmigtir.

1.7.1. Viburnum opulus L. Bitkisinin Ozellikleri

Latince ismi Viburnum opulus Linnaeus, olan bu bitki, Dispacales (Rubiales) takiminin
Caprifoliaceae (Hanimeli) ailesinde bir tiirdiir (URL-10, 2007). Yoresel adlari; dagdigan
agaci, geleboru, gilabada, gildar, giligili,girabolu, girebolu, gilaboru, gilaburu dur (URL-
11, 2007). Selguklular ve Osmanlilar zamaninda bu bitkiye, ¢igeklenme donemindeki
giizelliginden etkilenip 'Giil Ebru' ismi verilmis ve bu isim dilden dile degisime ugrayarak
Kayseri ve ¢evresinde ‘gileburu, gilebolu, gilaboru, gilabi, giraoglu’, Konya’da ‘gilaboru
veya girabogulu’, Sivas ve Yozgat’ta ‘gilaburu, girabolu, geleboru’, Tunceli ve
Karadeniz’de ise ‘giligili, dagdagan, dagdigan, geleboru, gilabada ve gildar’ sekline
doniismiistiir (URL-12, 2007). Ingilizce’de Guelder-rose, Snowball Bush, European
Cranberry, High Bush Cranberry, Stagbush, Cranberry viburnum adlariyla; Almanca’da
Gemeiner Schneeball adiyla bilinmektedir (URL-11, 2007).

Baz1 botanikgilere gore vatani Tiirkiye, bazilarina gore ise Orta Cin’dir.

Gilaburu daha c¢ok yazlar sicak ve kurak, kislar1 soguk ve kar yagish karasal iklimde
yetismeye uygun bir bitki olup, Viburnum’un Asya ve Avrupa’ya Ozgii bir tiiridiir.
Tiirkistan, Sibirya, Amerika, Avrupa, Kuzey Asya ile Kuzey Afrika'da smir ve siis bitkisi
olarak yetistirilmektedir. Tirkiye'nin ise Orta Anadolu ve Karadeniz Bolgeleri’ne
yayilmistir. Ulkemizde Kayseri, Bursa, Sakarya, Ankara, Tokat, Sivas, Trabzon, Coruh,
Maras, Kirsehir, Istanbul, Izmit, Erzurum, Samsun illerinde dogal olarak yetismektedir

(Baytop 1963; 1984).
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Sekil 13. Viburnum opulus L. bitkisinin gériinimii

Organik maddelerce zengin topraklardan hoslanan viburnum opulus, iyi gelisebilmek
icin bol miktarda suya, iyi renkli ve kaliteli meyve vermek icin de giinese ihtiyag
duymaktadir (URL-10, 2007). Bu yiizden, orman kenarlar1 ve ormanlarin seyrek oldugu
bolgelerde, daha ¢ok su kenarlarinda ve nemli yerlerde yetisir.

Bazen bir ¢ali goriiniimiinde, bazen de boyu 4 metreye ulasan bodur bir agactir (URL-
10, 2007). Parlak kirmizi, salkim seklinde ve yuvarlak meyvelidir. Meyvesi, sert
cekirdekler icerir. Yapraklari; karsilikli, bir sonraki ile ¢apraz, kenarlar1 disli, bazen 3 ve
bazen 5 loplu, 5-10 cm uzunlugunda ve genistir (URL-9, 2007).

Gilaburu, hizla biiyiiyen ¢ok yillik bir bitkidir. Dikiminden 3 yil sonra {iriin vermeye
baslamakta ve dip siirgiinleri sayesinde 300 yil kadar yasayabilmektedir. Mart-Nisan
ayinda beyaz renkli ¢icek acar ve ¢igcekleri semsiye gibi topluca bir aradadir ve ¢igek
demetinin etrafin1 ¢evreleyen bir sira steril (kisir), igerideki diger c¢icekler ise fertildir
(dollenebilir) ve bocekler tarafindan tozlastirilir. Nisan sonuna dogru bu beyaz ¢icekler
yerini kiigiik meyveciklere birakir. Once yesil renkli olan bu meyvecikler, Haziran ayinda
olgunlasir ve kizarmaya baglar. Geng dallarin kabuklari nisan-mayis doneminde soyulur,
ince kiyilir ve golgede kurutulur. Her bir meyve tanesinin ¢apt 0,8-1 cm olup igerisinde
sadece bir c¢ekirdek bulunur. Onceleri sert halde olan meyveler Ekim Kasim gibi
yumusamaya baslar (URL-13, 2007).

Meyvesi genelde bobrek ve safra kesesi rahatsizliklarinin giderilmesinde kullanilir.
Salkim halindeki kirmizi meyveler sonbaharda, yani olgunlastiktan sonra toplanir. Bu

sekilde yenilebilir ya da suyu sikilarak igilebilir. Gilaboru suyunun, bobrekte olusan kum
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ve taglart eritici 6zelligi oldugu bilinmekte ve Anadolu'da safra kesesi hastaliklar ile bazi
karaciger hastaliklarinin tedavisinde de bu bitkiden yararlanilmaktadir. ilk toplandiginda
act bir tadi olan gilaboru, su i¢inde salamura yapilir. Yaklasik bir ay sonra salamura
suyunda bu aciligin1 kaybeder. Bu haliyle i¢ilebilir hale gelmistir (Soylak vd., 2002). Bu
sekilde (5-15 derecede) tazeligini 1 yil siireyle koruyabilir. Salamura suyundan giinliik
icilecek miktar ¢ikarilir, sikilir, su ilavesi ile bire bir seyreltilir ve tercihe gore seker ilave
edilerek icilir. Dikkat edilmesi gereken nokta sikilan meyvenin aynmi giin tiiketilmesi
gerektigidir. Sonbaharda toplanip salamura yapildiktan sonra tiiketilen gilaboru, sadece
bobrek hastaliklarina degil, birgok hastaligin tedavisinde de yararli olmaktadir (URL-13,
2007). Ayrica, meyveleri ve cicekleri geleneksel tipta miisil ilaci, damar kasilmalar1 ve
sinirsel diizensizliklerde yatistirici olarak kullanilmaktadir. Oksiiriik etkisi olan bu
meyvenin ¢ekirdeklerinden ve kabugundan ayni amaglarla Avrupa’da yararlaniimaktadir
(Baytop, 1963, 1984).

Gilaboru agag¢ kabugu ise, kramplara, kas gerginliklerine ve menstriial sancilara karsi
olumlu etki olusturur. Kasin gevsemesini saglayan 'viopu-dial' bilesenin bu bitkide oldugu
diisiiniilmektedir. Gilaburunun diger aktif bilesenleri ise hidrokinonlar, arbutin,
metilarbutin, skopoletin ve skopolin gibi kumarinler ile tanenlerdir (Baytop 1963, 1984).
Ayrica kabuklarinin ¢ay, tentiir ve natiirel ilag olarak kullanildig1 sdylenmektedir.

Kabuklar1 kaynatilan gilaboru, astim, romatizma, yiiksek tansiyon, seker hastaligi, sara
ndbetleri (epilepsi), kabakulak, dogum sonrasi spazmlar, uyku bozuklugu gibi bir¢cok
hastaligin tedavisinde kullanilabilmektedir.

Bulgaristan’da Tchervena kalinka, Italya’da Pallone di maggio olarak bilinen bu bitki;
Bulgaristan’da 6zellikle uterus toniisiinii arttirict ve kanamay1 durdurucu olarak, italya’da
ise bunlarin yani sira diisiigli 6nleyici olarak tedavi amagh kullanilmaktadir (Leporatti ve
Ivancheva, 2003) Harward Medicine School'da yapilan ve The New England Journal of
Medicine'da yayinlanan calismada giinde 250 gram gilaburu suyu tiiketiminin saglik
tizerine olumlu etkilerinin oldugu belirtilmektedir. Baska bir ¢aligma ise migren ve bas
agrilarinin giderilmesi iizerinedir (Milton, 1998). Uriner enfek-siyonlar ile bazi kanser
timorlerindeki azalmalarin gilaboruda bulunan antioksidan maddelerle olan ilgisi
tizerindeki caligsmalar ise halen devam etmektedir (URL-14, 2007). Bu bitki; indirgen
seker, sodyum, potasyum ve yliksek miktarda C vitamini (askorbik asit) ve antioksidan
maddeler igerir. Bu 6zellikleri sebebiyle gida sektoriinde gelecekte yogun ilgi gorecegi

diisiiniilmektedir (URL-13, 2007).
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1.7.2. Viburnum orientale P. Bitkisinin Ozellikleri

Latince ismi Viburnum orientale Palas, olan bu bitki, Dispacales (Rubiales) takiminin
Caprifoliaceae ailesinde bir tlirdiir (URL-15, 2007).

Kafkasya ve Kuzey Anadolu’da dogal olarak yetismektedir (Ansin ve Ozkan, 1993).
Nemli yerlerde, kayin ve ladin ormanlarinda, kayalik alanlarda yetisebilmekle birlikte

organik maddelerce zengin topraklarda daha iyi gelisebilmektedir.

Sekil 14. Viburnum orientale P. Bitkisinin goriniimii.

Boylar1 3m.ye kadar ulasabilen, ¢ali seklinde ve hizla biiyliyen ¢ok yillikli bitkilerdir.
Yapraklar1 palmat ve 3 loplu, 8-15 cm. uzunlugunda ve genistir. Yapraklarin tepesi sert
uclu disli, damarlarin iizeri daginik ve tiiyliidiir, diger kisimlar tiiysiizdiir. V.opulus’la ¢ok
benzerdir; fakat yapraklarin genisligi ve loplart bu iki tiirli ayirtedici bir 6zelliktir.
Yapraklar dokiilmeden 6nce kirmizimsi kahverengine donmektedir. Cigekli hali 6-10 cm
capinda, biitiin ¢i¢ekleri birbirine benzer ve fertil (dollenebilir), yaklasik 6 mm ve beyazdir.
Drupa meyve yaklagik 10 mm, oval ve kirmizidir. Meyvesi sert ¢ekirdekler igerir, tek
cekirdeklidir, alt kismi1 biraz daha yassi ve iki damarhdir, iist kism1 ise tek damarhdir.
Mayis ay1 sonu ya da Haziran ay1 baslarinda beyaz renkli ¢igek agar. Haziran ay1 sonuna
dogru bu beyaz ¢igekler yerini kii¢iik meyveciklere birakir.

V. opulus gibi parlak kirmizi, yuvarlak ve salkim seklinde meyvelidir. Meyveleri ondan
daha iridir. Bu yoniiyle de diger tiirlerden ayirt edilebilir (Odabas, 2005).

V. orientale bitkisinin genellikle kurutulmus yapraklar iizerinde ¢esitli calismalar

yapilmistir. Journal of Essential Oil Research (1995)’de yayimnlanan bir ¢alismada, bu
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bitkinin kuru yapraklarindan elde edilen ucucu yaglarda CGC ve GC/MS analizleri sonucu

tanimlanan baz1 bilesikler ve yiizdeleri yer almaktadir (Yiriiker vd., 1995).



2. YAPILAN CALISMALAR

2.1. Kullanilan Cihazlar

Denemelerde kullanilan madde ve malzemeler KTU Fen-Edebiyat Fakiiltesi Kimya
Boliimii laboratuvarlarindan temin edildi. Kullanilan cihazlar ve satin alindiklar1 firmalari

gosteren bilgiler Tablo 1°de verilmistir.

Tablo 1. Denemelerde kullanilan cihazlar

Cihaz Ad1 Markasi
Ogiitiicii ( Blender) Waring Commercial Blendor /
New hartford, conn. USA.
UV spertrofotometre UV-Vis LaboMed ve LKB Ultraopec K4053
Rotary evaporator Bibby R100
(Doner vakum buharlastiricisi)
Su banyosu Bibby R 100B
Gomlekli 1sitict Barnstead-Electrothermal ve
Claude lyons Hoddesdon Hertzs
Isiticili magnetik karistirict Heidolph MR 3001 K
Liyofilizator Christ (alpha 1-4 LD plus)
Kurutma makinesi Fantom
Vakum pompasi Knf Neuberger D-79112
Derin dondurucu Bosch
Vorteks karistirici Heidof
Santrifiij Universal 320 R Hettich/Zentrifugen
Sogutucu Polyscience (temperature controller)

2.2. Kullanilan Cozeltiler ve Kimyasallar

Denemelerde kullanilan ¢ozeltiler ve hazirlanislar1 Tablo 2°de verilmistir.

Tablo 2. Cozeltiler ve hazirlanislari

Cozelti Hazirlanisi

0.2 N Folin-Ciocalteu Reaktifi 2N’lik hazir satm alman ¢ozeltiden saf su ile 1:10
oraninda seyreltilerek hazirlanir.

%7,5’1ik Na,CO; ¢ozeltisi 7,5g Na,CO5 100 mL saf suda ¢oziilerek hazirlanir.

Stok Katesin 10 mg katesin 10 ml saf suda ¢oziiliir (Img/ml).
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Tablo 2’nin devami

Stok Gallik asit 10 mg gallik asit 10 ml metanolde ¢oziiliir (Img/ml).

100 uM DPPH c¢ozeltisi 11,60 mg DPPH 250 ml metanolde ¢oziiliir.

Stok Troloks® 5 mg trolox 10 ml etanolde ¢oziiliir (0,5 mg/ml).

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

45 mmol Asetik asit 2,586 ml der. (9%99,5°lik) asetik asit alinir, hacmi
130 ml’ye tamamlanur.

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

45 mmol’liik asetik asite 0,1M NaOH c¢ozeltisi

300 mM Asetat tamponu (A) damla damla eklenerek pH= 3,6’ya ayarlanir.

40 mM HCI ¢ozeltisi 82 uL der. (%37) HCI 25 mL saf suda ¢oziiliir.
10 mM TPTZ (B) 0,0468 g TPTZ, 40 mM 25 mL HCI’de ¢oziiliir.
20 mM Fe;Cl3.6H,0 (C) 0,0811 g Fe;Cl3.6H,O 15 mL saf suda ¢oziiliir.
A, B ve C ¢ozeltileri sirastyla; 10:1:1 oraninda
FRAP reaktifi karistirilir. (FRAP reaktifi taze hazirlanmali ve

kullanimdan 6nce 37 °C’ye 1sitilmalidir.)

Denemelerde kullanilan kimyasallar ve satin alindiklar1 firmalarin ticari adlar1 Tablo 3’
de verilmistir.

Tablo 3. Kimyasallar ve satin alindiklar1 firmalar

Madde Ad1 Firmasi
Asetik asit Merck
Aseton Merck
Askorbik asit Sigma

BHT Merck
DPPH Calbiochem
Etanol Merck
Fe;Cl, Sigma
Fe;Cl;.6H,O Sigma
Folin-Ciocalteu Reaktifi Fluka
Gallik asit Sigma

HCl1 Merck
Katesin Sigma
Metanol Merck
Na,COs Merck
NaOH Merck
TPTZ Calbiochem
Trolox® Aldrich

2.3. Bitkilerin Toplanmasi ve Ekstraktlarin Hazirlanmasi
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Ekim 2006’daYozgat’in Candir ilgesinden toplanan Viburnum opulus ve Ardahan’dan
toplanan V.orientale bitkilerinin 6nce; meyve, yaprak ve dallari birbirinden ayrilarak saf su
ile defalarca yikandi, yaprak ve dallar acik havada kurumaya birakildi. Daha sonra
meyveler ezildi ve siiziilerek meyve sulart elde edildi. Meyve artiklar1 saf su ile iyice
yikanarak, ¢ekirdek ve zarlar birbirinden ayrildi ve agik havada kurumaya birakildi.

Kurutulan bitki kisimlarindan bir miktar alinip, giitiilmeden mineral analizine verildi.
Bitkilerin kalan kisimlariin her bir 6giitiicide ayr1 ayr1 pargalanarak toz haline getirildi ve

uygulanacak tayin yontemlerine gore kodlandi (Tablo 4).

Tablo 4 . Numune kodlari

Kod Bolge Numune

VOKO Yozgat/Candir Odunsu dal
VOKY Yozgat/Candir Yaprak

VOKZ Yozgat/Candir Meyve zar1
VOKC Yozgat/Candir Meyve ¢ekirdegi
VOKM Yozgat/Candir Meyve suyu

VOAO Ardahan Odunsu dal
VOAY Ardahan Yaprak

VOAZ Ardahan Meyve zar1
VOAC Ardahan Meyve cekirdegi
VOAM Ardahan Meyve suyu

2.3.1. Soxhlet Ekstraksiyonu

Ekstraksiyon, ¢ozeltilerden veya kati karisimlardan bir maddeyi ayirmak, ¢oziiciiyii ve
istenmeyen safsizliklar1 karigimlardan uzaklastirmak icin yapilan iglemdir.

Kati maddelerin bir ¢oziiciiyle stirekli ekstraksiyonunun saglanmasi i¢in en uygun
diizenek Soxhlet diizenegidir. Soxhlet ekstraktor 1879°da Franz von Soxhlet tarafindan icat
edilmistir. Orijinalde kat1 materyallerden sivilarin ekstraksiyonu i¢in tasarlandi fakat kati
numunelerden bilesiklerin ekstraksiyonlarinin zor oldugu zamanlarda da kullanilabilir

(URL-2, 2006).
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/ sogutucu

kavnama balonu

ekstrakesivon ¢éziietisii

Sekil 15. Soxhlet diizenegi

Bir soxhlet ekstraksiyon sistemi bir karistirict magnetik ¢ubuk ile kaynama balonu, bir
soxhlet aparati, bir geri sogutucu ve bir 1siticidan ibarettir (Sekill5). Kat1i numune iceren
kartus soxhlet aparatinin bdlmesine yerlestirilir. Kaynama balonundaki ¢dziicii
karigtirtlarak 1sitilir. Coziicii buharlar1 sogutucuya dogru cikarlar ve orada sogutularak
numunenin tizerine damlarlar. Numune materyali iceren soxhlet aparatinin bdlmesi,
yogunlastirilan ¢oziicii ile yavasca dolar, ardindan sifon hareketiyle balona geri bosalir. Bu
sirkiilasyon, numune bilesiklerinin ayrintili ekstraksiyonu icin pek ¢ok kez tekrarlanmasina
miisaade eder.

Bitki tiirlerinin her biri i¢in toz halinde alinan yaprak, g¢ekirdek, zar ve odunsu dal
numunelerinden yapilan kartuglar soxhlet diizeneginde sirasiyla, kloroform ve metanol ile
artarda ekstrakte edildi. Her iki durumda da ekstraksiyon, soxhlet diizenegindeki ¢ozelti

renksiz oluncaya kadar, yaklasik 6 saat siirdiiriildii.

2.3.1.1. Kloroformla Soxhlet Ekstraksiyonu

Kloroform diisiik dipol momente sahip oldugu i¢in nispeten apolar karakterde bir
¢Oziicli olup, bitki biinyesindeki diisiik polaritedeki organik bilesikleri ekstrakte edecektir.
Bitkilerin VOKY, VOKZ, VOKC, VOKO, VOAY, VOAZ, VOAC ve VOAO kodlu

numunelerinden yaklagik 10’ar g alinip, her biri ayr1 ayn siizge¢ kagidina sarildi. Bu
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sekilde olusturulan kartuslar soxhlet diizenegine yerlestirildi ve yaklasik 300 mL kloroform
ilave edilip, gomlekli 1siticida 60°C’de yavasca kaynatilarak ekstraksiyona tabi tutuldu.
Ekstraksiyon, soxhlet diizenegindeki ¢ozelti renksiz oluncaya kadar, yaklasik 6 saat

surdaraldi.

2.3.1.2. Metanolle Soxhlet Estraksiyonu

Metanol polar bir molekiil oldugu i¢in bitki biinyesindeki polar molekiilleri ekstrakte
eder. Kloroform ekstraksiyonunda kullanilan kartuslar, kurutma makinesi yardimiyla
kurutulduktan sonra soxhlet cihazina yerlestirildi ve yaklasik 300 mL metanol ilave
edilerek gomlekli 1sitictda 60°C’de yavasca kaynatilarak ekstraksiyona tabi tutuldu.
Ekstraksiyon, soxhlet diizenegindeki ¢ozelti renksiz oluncaya kadar, yaklasik 6 saat

surdaraldd.

2.3.2. Sulu Ekstraktlarin Hazirlanmasi ve Ucucu Yag Eldesi

Sulu ekstraktlar ve ucucu yaglar Clevenger tipi su buhar1 destilasyon diizenegi
kullanilarak elde edilmistir.

Su buhari destilasyonu, az ugucu ve suda ¢éziinmeyen ya da ¢ok az ¢coziinen maddelerin
ucucu olmayan maddelerden ayrilmasinda veya saflagtirilmasinda kullanilan bir tekniktir.
Bu teknikle kaynama noktasi yiiksek olan bir bilesik, vakum uygulanmaksizin, normal
sartlardaki kaynama noktasinin ¢ok altinda destillenebilir.

Su buhar1 destilasyonu, basit destilasyon ve diger tekniklerin uygulanmasiyla
ayrilmayan az miktardaki maddelerin ayrilmasinda 6zellikle faydali olup dogal iiriinlerin
izolasyonunda ve biliylikk miktarda reginemsi yan Triinlerin olustugu kimyasal
reaksiyonlarda ara iirlinlerin ayrilmasinda genis 6l¢iide kullanilmaktadir. Clevenger tipi su
buhari destilasyonu ise, sulu ekstraktlarin yani sira ugucu yaglarin (esansiyel yag) da elde

edilmesini saglamaktadir.
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Sekil 16. Clevenger diizenegi

Bitkilerin toz halindeki yaprak, ¢ekirdek ve odunsu dal kisimlarina su ilave edilip,
olusan karisim destilasyon balonlarina dokiildii. Balonlar, gomlekli 1siticilara yerlestirildi
ve Clevenger aparatlar1 takilarak destilasyon diizenegi olusturuldu. Sulu numune
karisimlar1 yaklasik 5 saat kaynamaya tabi tutuldu. Clevenger aparatlarinda toplanan ugucu
yaglar HPLC-hegzan ile ¢oziilerek alindi. Sulu ekstraktlar ise g¢esitli islemlerden
gecirilerek berraklastirildi ve sulari, liyofilizatérde ugurularak konsantrasyonlari belirlendi.
Meyve sular ise seliiloz nitrat bandi1 kullanilarak tromptan siiziilerek berraklastirildi ve

sular1 liyofilizatdrde ugurularak konsantrasyonlar1 belirlendi.

2.3.3. Ekstraksiyon Coziiciilerinin Ucurulmasi

Kloroform ve metanol ekstraksiyonlarinin c¢oziiclileri doner vakum evaporatoriiyle
ucuruldu. Bir doner vakum evaporatdriiyle tek basamakli destilasyonlar hizlica yapilabilir.
Bu yontemin esasi, su banyosunda donen buharlastirict bir balon kullanilarak vakum
altinda ¢oziiciilerin buharlastirilmasi ve yogunlastirilmasidir. Vakum, kaynama sicakligini

diisiiriir ve boylece destilasyonun performansini arttirarak iirtinleri korumaya yardim eder
(Sekil 17).
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Sekil 17. Doner vakum evaporatorii

Ekstraktlarin  antioksidan ve antimikrobiyal kapasitelerinin  belirlenmesinde
konsantrasyonlart belirli numuneler kullanilmalidir. Bu amagla; belli hacimde alinan
kloroform ve metanol ekstraktlarinin ¢oziiciileri, doner buharlastirma diizenegi kullanilarak

tamamen uguruldu ve ekstraktlarin konsantrasyonlar1 belirlendi.

2.3.4. Numune Konsantrasyonlarinin Belirlenmesi ve Stok Cozeltilerin
Hazirlanmasi

Kloroform ve metanol ekstraktlarinin her birinin konsantrasyonu, belli bir hacimde
alinan ekstraktlarin artarda ikiser kez evaporasyonu sonucu balon cidarinda kalan
maddenin agirhig1 ile bos balonun agirhigmin farki kullanilarak hesaplandi. Bulunan

konsantrasyonlar Tablo 4’de verilmistir.

Tablo 5. Kloroform ve metanol ekstraktlarinin belirlenen konsantrasyonlari

Coziicii Konsantrasyonlar (mg/mL)
Viburnum opulus (Candir) Viburnum orientale (Ardahan)
yaprak  zar cekirdek o.dal  yaprak zar cekirdek o.dal
Kloroform 3,6 3,5 4,4 2,3 5,3 4,2 9,5 1,9
Metanol 3,3 0,25 3,7 4,6 6,6 0,25 3,5 3,3

Konsantrasyonlar1 bilinen kloroform ve metanol ekstraktlarimin stok ¢ozeltiler
hazirland1 (Tablo 5).
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Tablo 6. Kloroform ve metanol ekstraktlarinin stok ¢ozelti konsantrasyonlari

Numune kodu Konsantrasyon Coziiciisii
(mg/ml)

VOKYM 10 Metanol
VOKZM 2 Metanol
VOKCM 10 Metanol
VOKOM 10 Metanol
VOAYM 10 Metanol
VOAZM 1 Metanol
VOACM 10 Metanol
VOAOM 10 Metanol
VOKYK 10 Kloroform
VOKZK 10 Kloroform
VOKCK 10 Kloroform
VOKOK 10 Kloroform
VOAYK 10 Kloroform
VOAZK 10 Kloroform
VOACK 10 Kloroform
VOAOK 10 Kloroform

Clevenger tipi su buhar1 destilasyonu ile elde edilen sulu ekstraktlar once cam
pamugundan siiziildii, ardindan santrifiijlendi ve bulanikligina gére mavi bant ya da seliiloz
nitrat band1 kullanilarak tromptan siiziildii. Elde edilen sulu berrak cozeltilerin sulari,
liyofilizatorde ucgurularak sisenin cidarinda kalan maddenin agirligi ile bos sisenin
agirhgimin farki kullanilarak konsantrasyonlari1 hesaplandi.

Yeterli miktarda olmadigindan bitkilerin zar kisimlar1 Clevenger diizenegine tabi
tutulmamuis, sulu zar ekstraktlar1 hazirlanmamastir.

Meyve sular1 da seliiloz nitrat bandi kullanilarak tromptan siiziildii ve berrak ¢ozeltilerin
sulari, liyofilizatdrde ugurularak konsantrasyonlar1 ayni sekilde hesaplandi.

Clevenger tipi su buhar1 destilasyonu sirasinda Clevenger aparatlarinda toplanan ugucu
yaglar HPLC-hegzan ile c¢oziilerek siselere alindi. Siseler kopiikten yapilan bir buz
banyosu igerisinde desikatdre yerlestirildi. Desikatdre takilan bir hortum yardimiyla vakum

pompasina baglanarak hegzan uguruldu. Elde edilen ugucu yaglarin konsantrasyonlar1 da
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aym sekilde hesaplandi ve stok ¢ozeltileri hazirlandi. Sulu ekstraktlarin, meyve sulariin

ve ugucu yaglarin belirlenen konsantrasyonlar1 Tablo 6’da verilmistir.

Tablo 7. Sulu ekstraktlarin, meyve sularinin ve ugucu yaglarin bilienen konsantrasyonlari

Konsantrsyon (mg/mL)
Ucgurulan
Numune Numune Viburnum opulus Viburnum orientale
Coziiciisii (Candir) (Ardahan)
SU Yaprak 13,23 14,18
Cekirdek 2,88 2,57
Odunsu dal 13,03 0,32
Meyve suyu 85,40 67,46
HEGZAN Yaprak 12,33 16,00
Cekirdek 4,00 2,40
Odunsu dal 19,00 4,70

Konsantrasyonlar1 bilinen sulu ekstraktlarin, meyve sularinin ve ugucu yaglarin stok
cozeltileri hazirland1 (Tablo 7).

Tablo 8. Sulu ekstraktlarin, meyve sularinin ve ugucu yaglarin stok ¢ozelti

konsantrasyonlari
Numune Konsantrasyon
Bitki Coziiciisii
kodu (mg/ml)
V. opulus VOKYS 2 Su
VOKCS 2 Su
VOKOS 2 Su
V. orientale VOAYS 2 Su
VOACS 2 Su
VOAOS 1 Su
V. opulus VOKMS 5 Su
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Tablo 8’in devam

V. orientale VOAMS 5 Su
VOKYY 1 HPLC-Hegzan
V. opulus VOKCY 1 HPLC-Hegzan
VOKOY 1 HPLC-Hegzan
VOAYY 1 HPLC-Hegzan
V. orientale VOACY 1 HPLC-Hegzan
VOAQOY 1 HPLC-Hegzan

2.4. Antioksidan Aktiviteler

2.4.1. Toplam Fenolik Madde Miktarlari

Yontem, suda ve organik c¢oziiciilerde ¢6ziinmiis olan fenolik bilesiklerin folin
reaktifleri ile alkali ortamda renkli kompleks olusturmasi esasina dayanir. Olusan mor—
menekse renkli kompleks 765 nm’de maksimum absorbans olusturur (Slinkart ve
Singleton, 1977).

Metanollii ve sulu ekstraktlar i¢indeki toplam fenol miktarlari, bu yontem kullanilarak
kolorimetrik olarak tayin edildi. Bunun i¢in; oncelikle ekstraktlar ve standartlardan (gallik
asit ve katesin) 1mg/ml konsantrasyonunda c¢ozeltiler hazirlandi. Numunelerde tek
konsantrasyonla, standartlarda 5 farkli konsantrasyonla (1- 0,5 — 0,25 — 0,125 — 0,625
mg/mL) caligildi. 50 pL ‘lik her bir numune/standart ¢ozeltisine sirastyla; 2,5 mL saf su ve
250 pL saf su ile seyreltilmis Folin-Ciocaltacu reaktifi eklendi, vortekslendi, oda
sicakliginda 3 dakika inkiibasyona birakildi. Ardindan, 750 pL (%7,5’lik) Na,COs
eklenerek tekrar vortekslendi ve oda sicakliginda 2 saat inkiibasyona birakildi. Her bir
numune konsantrasyonu igin ii¢ paralel ve her bir standart konsantrasyonu igin ise iki
paralel calisildi. Ayrica numune/standartin her bir konsantrasyonu ig¢in birer kor
(numune/standart + Folin-Ciocaltaeu reaktifi ¢oziiciisii [saf su] ) calisildi. Siire sonunda
765 nm’de absorbanslar spektrofotometrede okundu. Hesaplamalarda iki paralelin
ortalamasi alinarak kor degerleri bu ortalamadan ¢ikarildi, elde edilen verilerle grafik

¢izildi. Toplam fenolik madde miktar1 gram ya da mL numune basina pg olarak ifade edilir
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(Ornegin : pg Gallik asit esdegeri / gram kuru ekstrakt, pg GAFE/g, veya ug katesin
esdegeri / 100 g orjinal kuru numune, pG CE/100 g kuru numune).

2.4.2. DPPH’ Radikal Temizleme Aktivitesi

DPPH' radikali (2,2-difenil-1-pikrilhidrazil) ticari olarak satin alinabilen bir radikal olup
denemelerimizde satin alinan bu radikalin 100 uM’lik metanolik ¢ozeltisi kloroformlu,
metanollii ve sulu ekstraktlarda kullanildi. Denemelerde Cuendet vd. (1997) yontemi
kullanildi. Elde edilen ekstraktlar (numuneler) ve standartlar (BHT, Troloks, Askorbik asit)
degisik konsantrasyonlarda hazirlandi. Standartlar 0,25 - 0,125 - 0,0625 - 0,03125 -
0,015625 mg/ml’lik; numuneler 0,5 - 0,25 - 0,125 - 0,0625 - 0,03125 mg/ml’lik
konsantrasyonlarda hazirlandi. Esit hacimde (750 uL) DPPH’ ¢ozeltisi, numune ¢ozeltileri
tizerine eklenerek vortekslendi ve oda sicakliginda 50 dakika inkiibasyona birakildi. Her bir
numune ve standart konsantrasyonu i¢in iki paralel ¢alisildi. Ayrica numune/standartin her
bir konsantrasyonu i¢in birer kor (numune/standart + DPPH ¢o6ziiciisii [metanol] ) ve her bir
¢oziiclisii (kloroform/metanol/aseton/etanol/su) icin de (kontrol tiipleri [ DPPH +
numune/standart ¢6ziiciisii] ) ti¢ paralel ¢alisildi. Stire sonunda DPPH”m maksimum
absorbans verdigi 517 nm’de absorbanslar okundu. Hesaplamalarda iki paralelin ortalamasi
alinarak kor degerleri bu ortalamadan c¢ikarildi. Bulunan absorbanslara karsilik gelen

konsantrasyonlar grafige geg¢irilerek 1Csy degerleri mg/mL cinsinden hesaplandi.

2.4.2.1. ICsy Degerlerinin Bulunmasi

ICsp radikal miktarini yariya indiren numune konsantrasyonudur. ICsy degerinin
bulunmasi icin farkli konsantrasyonlarda calismak gerekir. Bu nedenle caligmalarda 5
farkli konsantrasyonda 6l¢iim yapildi. Numunelerin yeterli miktarda farkli konsantrasyonu
hazirlanip absorbans Ol¢limleri yapildi ve absorbanslar konsantrasyona karsi grafige
gecirildi. Maksimum absorbansin yarisina karsilik gelen yani absorbansi yariya diisiiren
konsantrasyon miktar1 1Cso degerini vermektedir. ICsy degeri mg/mL veya mM gibi

birimlerle ifade edilmektedir.
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2.4.3. Demir (III) indirgeme /Antioksidan Kuvvet (FRAP) Degerleri

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

Bu deneme metanollii ve sulu ekstraktlarda kullanildi. Bunun i¢in 6nce ekstraktlarin ve
standartlarin (Askorbik asit [C vitamini], Troloks) belli konsantrasyonlardaki ¢ozeltileri
hazirlandi. Sonra C vitamini adim adim seyreltilerek 5 farkli konsantrasyon (500- 250-
125- 62,5- 31,25 mikroM) elde edildi. Troloks ise tek konsantrasyonda (500 mikroM)
denendi.

FRAP reaktifi taze hazirlandi. Spektrofotometre c¢alistirilarak dalga boyu 595 nm'ye
ayarlandi. Su banyosu (37°C) ve buz banyosu hazirlandi. Numune ve standart ¢ozeltileri
icin hazirlanan deney tiiplerine once 3’er mL FRAP reaktifi aktarildi. Numune kori
tiiplerine FRAP reaktifi yerine ¢oziiciisii olan saf su (3 mL); reaktif korii tiiplerine ise
numune yerine 100’er pL c¢oziiciileri (metanol/saf su/etanol) aktarildi. Numune korii
tiipleri disindaki tiim tiiplere tek tek 3.0 mL FRAP reaktifi eklendi. Standart ve numune
kort tiplerine 100°er pL lik c¢ozeltileri pipetlendi ve vortekslendi. 37 °C’de (su
banyosunda) tiipliik ¢alkalanarak 20 dakika bekletildi. Bu siirenin sonunda ilk pipetlenen
tiipten baslanarak 20. dakikasi dolan tiip alinip, buzlu suda 10 saniye sogutulup, plastik
kiivete aktarildi ve absorbans 595 nm’de okundu. (Hepsinin absorbansi saf suya karsi
okundu ve pipetlemeler 37 °C’de sicak su banyosu i¢inde yapildi.)

Sonuglar, indirgeme potansiyeli yiiksek ve ayni zamanda standart bir antioksidan
madde olan askorbik asit ile karsilastirilarak yorumlandi. Konsantrasyona karsi absorbans
grafigi ¢izildi. Bu yontemde, artan absaorbans degeri artan indirgeme kuvvetini gosterir.
FRAP degeri= (Numune absorbansinin karsilik geldigi [Askorbik asit] x 2) uM
FRAP degeri= (Numune absorbansinin karsilik geldigi [Troloks]) uM
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2.5. Antimikrobiyal Aktivite

Numunelerin antibakteriyal ve antifungal kapasitelerini belirlemek amaciyla ‘Disk
Diflizyon’ yontemi kullanilmigtir. Bu yontemle, metanollii, kloroformlu ve sulu
ekstraktlarin, meyve sularinin ve esansiyel yaglarin antimikrobiyal aktiviteleri
belirlenmistir.

Biitlin test mikroorgnazimalart ATC (American Type Culture Collection, Rockville,
Maryland)’den temin edildi. Viburnum cinsi bitkinin iki farkli tiiriinden elde edilen sulu,
kloroformlu ve metanollii ekstrakt numunelerinin, meyve sularinin ve sulu ekstraktlardan
elde edilen ugucu yaglarin antimikrobiyal aktiviteleri Staphylococcus aureus ATCC 6538,
Stereptococcus salivarius RSHE 606, Klebsiella pneumonia ATCC 5041, Escherichia coli
ATC 29988, Salmonella enteridis ATCC 13076, Stereptococcus pneumonia 10015,
Bacillus cereus ATCC 11778, Listeria monocytogenesis NCTC 5348, Stereptococcus
mutans RSHE 676, , Basillus licheniformis B1001, Micrococcus luteus B1018, Basillus
subtillis B209, Pseudomonas aeruginosa B2679, Protous vulgaris B123 and Candida
albicans ATC 25922 ’e kars1 analiz edilmistir.

Bu testteki bakteri tiirleri Mueller Hilton Agar (Merck) ve Mueller Hilton Brot
(Merck)’da yetisti. C. albicans ise Sabouraud Dextrose Broth (Difco) ve Sabouraud
Dextrose Agar (Oxoid)’da yetisti. Mantar siispansiyonlar1 107 hiicre/mL’ye ayarlanirken,
bakteriyel siispansiyonlar 10® hiicre/mL’ye seyreltilmistir.

Antibakteriyal and antifungal aktiviteler agar (besiyeri)’da difiizyon disk plakalari
yontemi kullanilarak 6l¢iildii. Bunun i¢in 6nce bu iki bitkinin farkli kisimlarmin
fraksiyonlar1 %70’lik etil alkolde ¢oziildii. Bakteriler i¢in Mueller Hinton Agar medium
(Merck) ve mantarlar i¢in Sabouraud Dextrose Agar (Oxoid)’den 20’ser mL 15 cm caph
petri kaplarma dokiildii. Mueller Hinton Broth medium (Merck)’de yetistirilen bakteri
suglar1 37°C'de 24 saat inkiibasyona alinmig ve sonra inhibisyon zonlar1 milimetrik olarak
Olglilmiistiir. Sabouraud Dextrose Broth (Difco)’de yetistirilen C. albicans ise 27°C'de 48
saat inkiibasyona birakilmistir. Biiylime 600 nm’de ayarlanmistir. Her bir mililitresinde
yaklagik 10° bakteri veya mantar bulunan siispansiyonlar (100 pL) petri kaplarina
yerlestirilerek agar iizerine yaydirildi. Sonra 6 mm ¢apinda steril kagit disklere (Blank
Discs oxoi 486715) her bir bitki numunesinden 15'er pL (2 mg/ml) emdirilerek kurutuldu
ve sonrasinda bu kagit diskler bakteri kiiltiirlerinin yaydirildigi agar iizerine belli

araliklarla yerlestirilmisglerdir. Pozitif kontrol i¢in yerel eczacilikta kullanilan standart
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bakteriyel olarak Ampicillin ve Cephazolin, standart antifungal olarak Nystatin; negatif
kontrol igin ise etil alkol, kloroform ve metanol kullanildi. Inhibisyon bélgeleri 27°C’de 48
saat inkiibasyondan sonra belirlendi. Tim testler li¢ kez tekrarlandi. Test sonuglari
inkiibasyondan sonra biiylimenin goriilmedigi inhibisyon alaninin ¢api cinsinden ifade

edilmistir.

2.6. Ucucularin GC-MS Analizleri

Agik havada kurutulmus Viburnum opulus ve V. orientale bitkilerinin yaprak, ¢ekirdek
ve odunsu dal kisimlar1 bir sogutucu kullanilarak Clevenger aparatlarinda saf suyla
ekstrakte edildi. Sistemde biriken yaglar, (0,5 mL) HPLC n-hegzan’da ¢6ziilerek alindi ve
kiigiik kahverengi cam siselere aktarildi. Siselerin agz1 sikica kapatilip bantlandi ve
+4°C’de saklandi. Analiz sirasinda, bir mikrolitre (1pL) ekstrakt dogrudan GC-MS
cihazina enjekte edildi.

GC-MS analizleri Agilent-5973 MS sistemiyle donatilmis Agilent-6890 GC sistemi
kullanilarak gerceklestirildi. Iyon tuzag: dedektorlii kiitle spektrometresi, electron ¢arpisma
iyonizasyonu altinda (70 eV) tiim durumu taramak i¢in kullanildi.

Analizler i¢cin HP-5 kapiler (30m_0.32mm i.d., film kalinhgnda 0.25 mm)
kromatografik kolonu kullanildi. ImL=min akis oraninda Helyum tasiyic1 gaz olarak
kullanildi. Enjeksiyonlar, 230°C’de boliinmemis durumda gerceklestirildi. Hegzandaki
(HPLC derecede) bir mikrolitre (1uL) esansiyel yag c¢ozeltisi; baslangicta 60°C’de 2
dakika ve sonra arttirilarak 260°C’de 5°C/dakika 1sitma rampasinda, daha sonra da
260°C’de 20 dakika tutulan kolonla enjekte ve analiz edildi.

Ayrilmis bilesenlerin bagil ylizde miktarlari, bilgisayar donanimli entegratorle toplam
iyon kromatogramlarindan hesaplandi.

Yag bilesenleri, kendi kiitle spektrumlariyla kiitle spektrum kiitiiphanelerinin (NIST,
Wiley and HPCH ) bilesenleri karsilastirilarak tanimlandi.



3. BULGULAR VE TARTISMA

3.1. Antioksidan Aktiviteler

3.1.1. Toplam Fenolik Madde Miktarlar:

Sulu ve metanollii ekstraktlarda Toplam Polifenol Madde Miktar1 yontemiyle gallik
asite ve/veya katesine karsi belirlenen fenolik madde miktarlart Sekil 19, Sekil 20 ve Sekil
21°de verilmistir. 765 nm’de, mL numune basina esdeger miktarda pg gallik asitin artan
konsantrasyonlarina karsilik gelen numunelerin fenolik madde icerikleri grafige gecirilerek

belirlenmistir.

3.1.1.1. Sulu Ekstraktlarda Toplam Polifenol Madde Miktarlar:

Gallik asit
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Sekil 18. Toplam fenolik madde tayini yonteminde standart olarak kullanilan
gallik asitin farkli konsantrasyonlarma karsi 765 nm’de verdigi
absorbans degerlerinin grafigi



52

Sulu Ekstraktlar (Toplam Fenolik Madde)
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Sekil 19. Viburnum opulus ve V. orientale bitkilerinin yaprak, ¢ekirdek, zar ve
odunsu dal kisimlarmin sulu ekstraktlarinin toplam fenolik madde
miktarlar1 (mL numune basina esdeger miktarda pg gallik asit)

Konst. (mikrogram GAEInL)
80
|

Sulu ekstaktlarin toplam fenolik madde miktarlar karsilastirildiginda en ¢ok fenolik
maddeyi V.opulus bitkisinin ¢ekirdek kisminin (VOKCS) icerdigi soylenebilir. Sekil 19°da
iki bitki tlirliniin ayni1 kistmlarinin birbirine yakin fenolik madde miktarina sahip oldugu

goriilebilir.

3.1.1.2. Metanol Ekstraktlarinda Toplam Polifenol Madde Miktarlar:

Metanolik Ekstraktlar (Toplam Fenolik Madde)
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Sekil 20. V. opulus ve V. orientale bitkilerinin yaprak, ¢ekirdek, zar ve odunsu
dal kisimlarinin metanolik ekstraktlarinin toplam fenolik madde
miktarlar1 (mL numune basina esdeger miktarda pug katesin)
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Metanolik Ekstraktlar (Toplam Fenolik Madde)
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Sekil 21. V. opulus ve V. orientale bitkilerinin yaprak, ¢ekirdek, zar ve odunsu
dal kisimlarimin metanolik ekstraktlarimin toplam fenolik madde
miktarlart (mL numune basina esdeger miktarda pg gallik asit)

Metanolik ekstraktlarin toplam fenolik madde miktarlar1 karsilastirildiginda en ¢ok
fenolik maddeyi V.orientale bitkisinin zar kisminin (VOAZM) igerdigi sdylenebilir. Bunun
disinda, sulu ekstraktlarla metanolik ekstraktlar karsilastirildiginda iki bitkinin ayni
kisimlar1 arasinda pozitif korelasyon oldugu sdylenebilir (Sekil 20 ve Sekil 21).

3.1.2. DPPH’ Radikal Temizleme AKktiviteleri

Sulu, kloroformlu ve metanollii ekstraktlarda DPPH® radikali temizleme yOntemiyle
belirlenen numune antioksidan kapasiteleri Sekil 22-50’den elde edilerek belirlenmistir.
Artan numune konsantrasyonuna karsit 517 nm’deki absorbanslar grafige gecirilerek elde
edilen grafiklerden antioksidan kapasiteler kantitatif olarak ifade edilmistir. Antioksidan
aktivite, numunelerin ICsy degerleri belirlenerek karsilastirilmistir (Sekil 30, Sekil 41, Sekil
50). ICsp, baslangic DPPH® radikal konsantrasyonunu (kontroliin absorbansini) yariya
diisiiren numune konsantrasyonudur ve genellikle mg/mL ya da mM olarak ifade

edilmektedir.
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3.1.2.1. Sulu Ekstraktlarda DPPH® Radikal Temizleme Aktiviteleri
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Sekil 22. V. opulus’un yaprak kisminin sulu ekstraktinin (VOKYS) DPPH*

radikali  temizleme  aktivitesi.  Grafik, farkli numune
konsantrasyonlarina karsilik gelen 517 nm’deki absorbans
degerlerini  gostermektedir. Antioksidan aktivite, kontroliin

absorbansini (maksimum absorbans) yariya diisiiren numune
konsantrasyonu (ICsp) olarak ifade edildi (ICso = 0,0738 mg/mL)
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Sekil 23.

V. orientales’nin yaprak kisminin sulu ekstraktinin (VOAYS)
DPPH’ radikali temizleme aktivitesi. Grafik, farkli numune
konsantrasyonlarina  karsilik gelen 517 nm’deki absorbans
degerlerini  gostermektedir. Antioksidan aktivite, kontroliin
absorbansini (maksimum absorbans) yariya diisiiren numune
konsantrasyonu (ICsg) olarak ifade edildi (ICso = 0,0728 mg/mL)
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Sekil 24. V. opulus’un ¢ekirdek kisminin sulu ekstraktinin (VOKCS) DPPH’

radikali  temizleme  aktivitesi.  Grafik, farkli  numune
konsantrasyonlarma  karsilik gelen 517 nm’deki absorbans
degerlerini  gdstermektedir. Antioksidan aktivite, kontroliin
absorbansini (maksimum absorbans) yartya diisiiren numune
konsantrasyonu (ICs) olarak ifade edildi (ICso = 0,0342 mg/mL)
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Sekil 25. V. orientales’nin ¢ekirdek kisminin sulu ekstraktinin (VOACS)

DPPH® radikali temizleme aktivitesi. Grafik, farkli numune
konsantrasyonlarina  karsilik gelen 517 nm’deki absorbans
degerlerini  gostermektedir. Antioksidan aktivite, kontroliin
absorbansini (maksimum absorbans) yariya diisliren numune
konsantrasyonu (ICsp) olarak ifade edildi (ICsp = 0,0441 mg/mL)



56

VOKOS-DPPH Temizleme Aktivitesi
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Sekil 26. V. opulus’un odunsu dal kisminin sulu ekstraktinin (VOKOS)
DPPH® radikali temizleme aktivitesi. Grafik, farkli numune
konsantrasyonlarina  karsilik gelen 517 nm’deki absorbans
degerlerini  gostermektedir. Antioksidan aktivite, kontroliin
absorbansint (maksimum absorbans) yariya diisiiren numune
konsantrasyonu (ICsg) olarak ifade edildi (ICso = 0,185 mg/mL)
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Sekil 27. V. orientale’nin odunsu dal kisminin sulu ekstraktinin (VOAOS)
DPPH® radikali temizleme aktivitesi. Grafik, farkli numune
konsantrasyonlarina karsilik gelen 517 nm’deki absorbans
degerlerini  gostermektedir.  Antioksidan  aktivite, kontroliin
absorbansint (maksimum absorbans) yariya diisiiren numune
konsantrasyonu (ICsg) olarak ifade edildi (ICso = 0,0998 mg/mL)
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Sekil 28. V. opulus’un meyve suyunun (VOKMS) DPPH" radikali temizleme
aktivitesi. Grafik, farkli numune konsantrasyonlarma karsilik gelen
517 nm’deki absorbans degerlerini gostermektedir. Antioksidan
aktivite, kontroliin absorbansin1 (maksimum absorbans) yariya
diisiiren numune konsantrasyonu (ICsy) olarak ifade edildi (ICsy =

0,0096 mg/mL)
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Sekil 29. V. orientale’nin meyve suyunun (VOAMS) DPPH® radikali

temizleme aktivitesi. Grafik, farkli numune konsantrasyonlarina
karsilik gelen 517 nm’deki absorbans degerlerini gostermektedir.
Antioksidan  aktivite, kontroliin absorbansin1  (maksimum
absorbans) yariya diisiiren numune konsantrasyonu (ICsy) olarak
ifade edildi (ICsp = 0,0965 mg/mL)
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Sulu Ekstraktlarin (DPPH Temizleme Aktivitesi)
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Sekil 30. Trolox® ve C vitamini standartlar1 ile V. opulus ve V.orientale
bitkilerinin yaprak, zar, ¢ekirdek ve odunsu dal kisimlarmin sulu
ekstraktlarinin 517 nm’deki DPPH" radikali temizleme aktivitesi
tayinleri sonucu elde edilen ICsy degerleri (mg/mL)

ICso degerlerini veren sekilden (Sekil 30) de anlasilacagi gibi; sulu ekstraktlarda
V.opulus’un meyve suyu numunesinin (VOKMS) antioksidan kuvveti diger numunelerden
oldukea iyidir, baslangi¢ konsantrasyonunu oldukea fazla diigiirmiistiir.

V.opulus ile V.orientale’nin ayni kisimlari karsilastirilacak olursa; V.opulus’un yaprak
(VOKYS) ve odunsu dal (VOKOS) kisimlarinin sulu ekstraktlar1 V.orientale’ninkilerden
daha diistik ;fakat ¢ekirdek ve meyve suyu daha yiiksek antioksidan kuvvete sahiptir.
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3.1.2.2. Kloroform Ekstraktlarinda DPPH® Radikal Temizleme Aktiviteleri
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Sekil 31. DPPH" radikali temizleme aktivitesi yonteminde standart olarak
kullanilan Trolox’un vitamininin farkli konsantrasyonlarina karst 517
nm’de verdigi absorbans degerlerinin grafigi. Kontroliin absorbansini
(maksimum absorbans) yartya diisliren numune konsantrasyonu
[C50=25,96 mikroM olarak bulundu. (mg/mL’ye c¢evrilirse
1C50=0,0065 mg/mL olur)
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Sekil 32. DPPH® radikali temizleme aktivitesi yonteminde standart olarak
kullanilan C vitamininin farkli konsantrasyonlarina kars1 517 nm’de
verdigi absorbans degerlerinin grafigi. Kontroliin absorbansini
(maksimum absorbans) yartya diisiiren numune konsantrasyonu
ICsp = 21,52 mikroM olarak bulundu.(mg/mL’ye ¢evrilirse 1Csy =
0,0038 mg/mL olur)
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Sekil 33. V. opulus’un yaprak kisminin kloroform ekstraktinin (VOKYK)

DPPH’® radikali temizleme aktivitesi. Grafik, farkli numune
konsantrasyonlarmma  karsilik gelen 517 nm’deki absorbans
degerlerini  gostermektedir.  Antioksidan  aktivite, kontroliin
absorbansint (maksimum absorbans) yartya diisiiren numune
konsantrasyonu (ICsg) olarak ifade edildi (ICso = 0,3328 mg/mL)
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Sekil 34. V. orientale’nin yaprak kisminin kloroform ekstraktinin (VOAYK)

DPPH® radikali temizleme aktivitesi. Grafik, farkli numune
konsantrasyonlarina  karsilik gelen 517 nm’deki absorbans
degerlerini  gostermektedir.  Antioksidan  aktivite, kontroliin
absorbansin1 (maksimum absorbans) yariya diigiren numune
konsantrasyonu (ICs) olarak ifade edildi (ICso = 0,362 mg/mL)
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VOKZK- DPPH Temizleme Aktivitesi
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Sekil 35. V. opulus’un zar kisminin kloroform ekstraktinin (VOKZK) DPPH’
radikali  temizleme  aktivitesi. Grafik, farkli  numune
konsantrasyonlarina karsilik gelen 517 nm’deki absorbans
degerlerini  gdstermektedir.  Antioksidan aktivite, kontroliin
absorbansin1 (maksimum absorbans) yariya diisiiren numune
konsantrasyonu (ICsg) olarak ifade edildi (ICso = 0,245 mg/mL)
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Sekil 36. V. orientale’nin zar kismmin kloroform ekstraktinin (VOAZK)
DPPH’ radikali temizleme aktivitesi. Grafik, farkli numune
konsantrasyonlarmma  karsilik gelen 517 nm’deki absorbans
degerlerini  gostermektedir. Antioksidan aktivite, kontroliin
absorbansini (maksimum absorbans) yariya diisiren numune
konsantrasyonu (ICsp) olarak ifade edildi (ICso = 1,103 mg/mL)
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Sekil 37. V. opulus’un gekirdek kisminin kloroform ekstraktinin (VOKCK)

DPPH® radikali temizleme aktivitesi. Grafik, farkli numune
konsantrasyonlarina  karsilik gelen 517 nm’deki absorbans
degerlerini  gostermektedir. Antioksidan aktivite, kontroliin
absorbansini (maksimum absorbans) yariya diisiiren numune
konsantrasyonu (ICsp) olarak ifade edildi (ICsp = 0,336 mg/mL)
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Sekil 38. V. orientale’nin ¢ekirdek kisminin kloroform ekstraktinin

(VOACK) DPPH’ radikali temizleme aktivitesi. Grafik, farkl
numune konsantrasyonlarmma  karsilik gelen 517 nm’deki
absorbans degerlerini gostermektedir. Antioksidan aktivite,
kontroliin absorbansini (maksimum absorbans) yariya diisiiren
numune konsantrasyonu (ICsg) olarak ifade edildi (ICso = 0,464
mg/mL)
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Sekil 39. V. opulus’un odunsu dal kisminin kloroform ekstraktinin (VOKOK)

DPPH® radikali temizleme aktivitesi. Grafik, farkli numune
konsantrasyonlarina ~ karsilik gelen 517 nm’deki absorbans
degerlerini  gostermektedir. Antioksidan aktivite, kontroliin
absorbansint (maksimum absorbans) yartya diisiren numune
konsantrasyonu (ICsp) olarak ifade edildi (ICsp = 0,259 mg/mL)
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Sekil 40. V. orientale’nin odunsu dal kismimin kloroform ekstraktinin

(VOAOK) DPPH® radikali temizleme aktivitesi. Grafik, farkli
numune konsantrasyonlarma  karsilik gelen 517 nm’deki
absorbans degerlerini gdstermektedir. Antioksidan aktivite,
kontroliin absorbansini (maksimum absorbans) yariya diisiiren
numune konsantrasyonu (ICsy) olarak ifade edildi (ICsy = 0,158
mg/mL)
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Kloroform Ekstraktlari (DPPH Temizleme Aktivitesi)
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Sekil 41. Trolox® ve C vitamini standartlari ile V. opulus ve V. orientale
bitkilerinin yaprak, zar, c¢ekirdek ve odunsu dal kisimlarinin
kloroform ekstraktlarinin 517 nm’deki DPPH® radikali temizleme
aktivitesi tayinleri sonucu elde edilen ICsy degerleri (mg/mL)

ICso degerlerini veren grafikten de anlasilacagi gibi; kloroform ekstraktlarinda
V.orientale’nin odunsu dal numunesinin antioksidan kapasitesi diger numunelerden
oldukea iyidir, baslangi¢ konsantrasyonunu oldukea fazla diigtirmiistiir.

V.opulus ile V.orientale’nin ayni kisimlari karsilastirilacak olursa; V.opulus’un yaprak
(VOKYK), zar (VOKZK) ve c¢ekirdek (VOKCK) lerinin kloroformlu ekstraktlari

V.orientale’ninkilerden daha yiiksek antioksidan kapasiteye sahiptir.
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3.1.2.3. Metanol Ekstraktlarinda DPPH® Radikal Temizleme Aktiviteleri
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Sekil 42. Viburnum opulus’un yaprak kisminin metanolik ekstraktinin

(VOKYM) DPPH’ radikali temizleme aktivitesi. Grafik, farkl
numune konsantrasyonlarina  karsilik gelen 517 nm’deki
absorbans degerlerini gostermektedir. Antioksidan aktivite,
kontroliin absorbansini (maksimum absorbans) yariya diisiiren
numune konsantrasyonu (ICsp) olarak ifade edildi (ICso =0,0214
mg/mL)
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Sekil 43. Viburnum orientale’nin yaprak kisminin metanolik ekstraktinin

(VOAYM) DPPH’ radikali temizleme aktivitesi. Grafik, farkh
numune konsantrasyonlarina  karsilik gelen 517 nm’deki
absorbans degerlerini gdstermektedir. Antioksidan aktivite,
kontroliin absorbansini (maksimum absorbans) yariya diisliren
numune konsantrasyonu (ICsg) olarak ifade edildi (ICso = 0,2175
mg/mL)
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Sekil 44. Viburnum opulus’un zar kisminin metanolik ekstraktinin (VOKZM)

DPPH’® radikali temizleme aktivitesi. Grafik, farkli numune
konsantrasyonlarina karsilik gelen 517 nm’deki absorbans
degerlerini  gostermektedir. Antioksidan aktivite, kontroliin
absorbansint (maksimum absorbans) yariya diisiiren numune
konsantrasyonu (ICs) olarak ifade edildi (ICso = 0,0146 mg/mL)
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Sekil 45.

Viburnum orientale’nin zar kisminin metanolik ekstraktinin
(VOAZM) DPPH® radikali temizleme aktivitesi. Grafik, farkli
numune konsantrasyonlarina karsilhik gelen 517 nm’deki
absorbans degerlerini gostermektedir. Antioksidan aktivite,
kontroliin absorbansini (maksimum absorbans) yariya diisiiren
numune konsantrasyonu (ICsg) olarak ifade edildi (ICso = 0,0144
mg/mL)
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Sekil 46. Viburnum opulus’un c¢ekirdek kismimnin metanolik ekstraktinin

(VOKCM) DPPH’ radikali temizleme aktivitesi. Grafik, farkli
numune konsantrasyonlarina karsilik gelen 517 nm’deki absorbans
degerlerini  gdstermektedir. Antioksidan aktivite, kontroliin
absorbansin1 (maksimum absorbans) yariya diisiiren numune
konsantrasyonu (ICsp) olarak ifade edildi (ICsp = 0,0047 mg/mL)
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Sekil 47. Viburnum orientale’nin g¢ekirdek kisminin metanolik ekstraktinin

(VOACM) DPPH® radikali temizleme aktivitesi. Grafik, farkh
numune konsantrasyonlarina karsilik gelen 517 nm’deki absorbans
degerlerini  gostermektedir. Antioksidan aktivite, kontroliin
absorbansini (maksimum absorbans) yariya diisiiren numune
konsantrasyonu (ICsp) olarak ifade edildi (ICsp = 0,0338 mg/mL)
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Sekil 48. Viburnum opulus’un odunsu dal kisminin metanolik ekstraktinin
(VOKOM) DPPH’ radikali temizleme aktivitesi. Grafik, farkl
numune konsantrasyonlarina karsilik gelen 517 nm’deki absorbans
degerlerini  gostermektedir. Antioksidan aktivite, kontroliin
absorbansint (maksimum absorbans) yariya diisliren numune
konsantrasyonu (ICsg) olarak ifade edildi (ICso = 0,019 mg/mL)
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Sekil 49. Viburnum orientale’nin odunsu dal kisminin metanolik ekstraktinin
(VOAOM) DPPH® radikali temizleme aktivitesi. Grafik, farkli
numune konsantrasyonlarina karsilik gelen 517 nm’deki absorbans
degerlerini  gostermektedir.  Antioksidan  aktivite, kontroliin
absorbansint (maksimum absorbans) yariya diisliren numune
konsantrasyonu (ICsg) olarak ifade edildi (ICso = 0,0152 mg/mL)
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Metanol Ekstraktlar (DPPH Temizleme Aktivitesi)
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Sekil 50. Trolox® ve C vitamini standartlari ile Viburnum opulus ve V.
orientale bitkilerinin yaprak, zar, c¢ekirdek ve odunsu dal
kisimlarinin metanol ekstraktlarinin 517 nm’deki DPPH" radikali

temizleme aktivitesi tayinleri sonucu elde edilen ICsy degerleri
(mg/mL)

ICs degerlerini veren grafikten de anlasilacagi gibi; metanol ekstraktlarinda V. opulus
‘un ¢ekirdek numunesinin antioksidan kapasitesi diger numunelerden olduke¢a iyidir,
baslangi¢ konsantrasyonunu oldukca fazla diistirmiistiir.

V.opulus ile V.orientale’nin ayni1 kisimlar1 karsilagtirilacak olursa; V. orientale’nin zar
(VOAZK) ve odunsu dal (VOAOK) larimin metanollii ekstraktlart V.opulus’unkilerden
daha yiiksek antioksidan kapasiteye sahiptir. V.opulusun ise yaprak (VOKYK) ve
¢ekirdek (VOKCK) lerinin V. orientale’ninkilerden daha yiiksek antioksidan kapasiteye
sahip oldugu goriilmektedir.

3.1.3. Demir (IIT) indirgeme/Antioksidan Kuvveti

Metanollii ve sulu ekstraktlarda Demir (I1I) indirgeme/Antioksidan Kuvveti yontemiyle
595 nm’de numunelerin antioksidan kuvvetine karsilik gelen absorbans degerleri Sekil 52
ve Sekil 54’de verilmistir. Her bir askorbik asit konsantrasyonunun karsilik geldigi

degerin iki kat1 Trolox® i¢in gegerlidir.
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3.1.3.1. Sulu Ekstraktlarda Demir (IIT) indirgeme Kuvveti
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Sekil 51. Fe (III) indirgeme kuvveti (FRAP) yoOnteminde standart olarak
kullanilan Askorbik asitin farkli konsantrasyonlarina kars1 595 nm’de
verdigi absorbans degerlerinin grafigi

Sulu Ekstraktlar (FRAP Yoéntemi)
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Sekil 52. Trolox® standardinin ve sulu ekstraktlarin ve meyve sularinin Fe (I1I)
indirgeme kuvvetleri (FRAP)
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Sulu ekstraklarin demir (III) indirgeme potansiyelleri karsilastirildiginda; VOKCS’nin

demiri indirgeme potansiyeli yani antioksidan kuvveti digerlerinden, hatta standart

antioksidan olan Trolox®’tan bile oldukca iyidir. Ayrica, Sekil 52’de goriildiigii gibi
VOAYS ve VOACS’nin antioksidan kuvvetleri de Trolox®’tan daha fazladir.

3.1.3.2. Metanol Ekstraktlarinda Demir (III) indirgeme Kuvveti
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Sekil 53. Fe (II) indirgeme kuvveti (FRAP) yonteminde standart olarak
kullanilan Askorbik asitin farkli konsantrasyonlarina karsi 595

nm’de verdigi absorbans degerlerinin grafigi

Metanolik Ekstraktlar (FRAP Yontemi)
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Sekil 54. Trolox® standardinin ve metanollii ekstraktlarin Fe (III) indirgeme

kuvvetleri (FRAP)
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Metanol ekstraktlarinda da VOKCM’nin demir(Ill)’ii indirgeme potansiyeli diger
numunelerden daha yiiksek ¢cikmistir ve sulu ekstraktlarla karsilastirildiginda aralarinda
pozitif bir korelasyon oldugu sdylenebilir. Ancak, metanol ekstraktlarinin antioksidan

kuvveti Troloks®’tan oldukca diistiktiir.

3.2. Antimikrobiyal Aktivite

Disk difilizyon yontemine gore yapilan ¢aligmada VOKYM harig, hi¢cbir numune
500pg/mL’de B.subtillis bakterisine karsi etki gostermemistir. Ayrica, VOKY'S hari¢ sulu
ekstraktlarin, meyve sularinin ve esansiyel yaglarin higbiri ¢alisilan bakteri ve mantarlara
kars1 antimikrobiyal aktiviteye sahip degildir.
VOKYS, S.pineumonia bakterisine karst antimikrobiyal aktivite gostermistir.

Cephazolin, S.salivarius’a kars1 etki etmezken; kloroformlu ve metanollii ekstaktlardan
VOKYM, VOKZM, VOKCM, VOKOM, VOAOM, VOAYK, VOKZK, VOAZK ve
VOKCK S.salivarius’a karst  Ampicillin’den daha iyi antimikrobiyal aktivite
gostermektedir. VOKOM, VOAZK, VOKCK, VOACK, VOKOK ve VOAOK ise
Ampicillin ve Cephazolin’den daha iyi antimikrobiyal aktivite gostermektedir.

Kloroformlu numunelerin higbiri Bacillus cereus, B.licheniformes ve B.subtillis
mikroorganizmalarina karsi antimikrobiyal aktiviteye sahip degildir.

Yine kloroformlu numunelerden VOAYK ve VOKZK E.coli bakterisine karsi
Ampicillin kadar iyi (Cephazolin’den ¢ok daha iyi) etki edebilmektedir.

Genel olarak bakildiginda, metanollii ekstraktlarin yaprak numunelerinde; S.salivarius,
S.mutans, Candida Albicans, E.coli ve B.subtillis’e kars1 V.opulus V.orientale’den daha
iyl antimikrobiyal aktiviteye sahiptir. Ay1 ekstraktlarin zar numunelerinde ise yine;
S.salivarius, K.pneumonia, Bacillus cereus, Candida albicans, M.luteus ve E.coli’ye karsi
V.opulus V.orientale’den daha iyi antimikrobiyal aktiviteye sahiptir. Ay1 ekstraktlarin
¢ekirdek numuneleri karsolastirilacak olursa; tiim mikroorganizmalarda V.orientale’den
daha 1yi (birkacinda esit) antimikrobiyal aktiviteye sahiptir. Odunsu dal numunelerinde;
ozellikle S.pineumonia, Bacillus cereus ve M.luteus’a karst V.opulus oldukg¢a iyi
antimikrobiyal aktivite gostermektedir.

Kloroformlu ekstraktlarda ise genel olarak V.opulus’un yaprak numuneleri harig, diger

kisimlarinin numuneleri V. orientale’den daha iyi antimikrobiyal aktivite gostermektedir.
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Tablo 9. Sulu, kloroformlu ve metanollii ekstraktlarin, esansiyel yaglarin ve meyve
sularinin antimikrobiyal aktivite tayini sonuglar1 (500 pg/mL)

Mikroorganizmalar ve inhibisyon Cap1 (mm)

< Rt 2 “ qé)

N 3 'g 2 é go 7 %§ .“.C:‘) R =

5 £ E£5 5 TB 25 E 3222 2 % 2 2 3§ %

G M 35 » B8 35S v £< 3T 4 & S 4 oo oo
VOKYM 12 12 - - - 12 - 10 - - 10 - 12 11
VOAYM 10 10 13 12 - - 10 - - - 12 12 10
VOKZM 12 13 14 - 10 10 10 - 10 10 13 13 - 10 -
VOAZM - 10 15 13 - 12 10 10 - - 13 10 - - -
VOKCM 12 10 14 10 10 10 - - - 15 14 10 - 12 -
VOACM 10 10 10 10 - - - - - - 13 - - 12 -
VOKOM 12 14 - 18 10 10 10 - - - 10 12 12 12 -
VOAOM 13 12 - 15 - 10 10 - - - 12 - 10 13 -
VOKYK 10 10 - 13 - - - 10 10 - 10 10 10 12 -
VOAYK 12 10 - 12 - 10 - - 10 - 13 12 12 14 -
VOKZK 12 12 - 13 - 10 - - 10 - 12 12 10 14 -
VOAZK 12 14 - 13 - 10 - - 10 - 12 10 12 13 -
VOKCK 13 16 16 12 - 12 - - 10 - 10 12 12 12 -
VOACK 10 16 13 12 - 12 - - 12 - 10 13 10 12 -
VOKOK 10 18 15 13 - 12 10 - 12 - 13 10 10 10 -
VOAOK 10 15 18 13 - 13 10 - 10 - 12 12 10 12 -
VOKYS - - - 10 - - - - - - - - - - -
VOAYS - - - - - - - - - - - - - - -
VOKCS - - - - - - - - - - - - - - -
VOACS - - - - - - - - - - - - - - -
VOKOS - - - - - - - - - - - - - - -
VOAOS - - - - - - - - - - - - - - -
VOKSM - - - - - - - - - - - - - - -
VOASM - - - - - - - - - - - - - - -
VOKYY - - - - - - - - - - - - - - -
VOAYY - - - - - - - - - - - - - - -
VOKCY - - - - - - - - - - - - - - -
VOACY - - - - - - - - - - - - - - -
VOKOY - - - - - - - - - - - - - - -
VOAOY - - - - - - - - - - - - - - -
Ampicillin 10 13 32 25 27 25 25 27 NT 30 26 - 11 14 34
Cephazolin - 10 34 22 21 32 30 22 NT 25 - 35 - 10 36

Nystatin NT NT NT NT NT NT NT NT 15 NT NT NT NT NT NT
70%

ethanol

%99.,5

metanol

%99,5

kloroform

-: no inhibition, NT: Not tested, Parts used: Fr, flower;; Lf, leaf; Microorganisms: S. salivarius RSHE
606, S. aureus ATCC 6538, K. pneumonia ATCC 5041, E. coli ATC 29988, S. enteridis ATCC 13076, S.
pneumonia 10015, B. cereus ATCC 11778, L. monocytogenesis NCTC 5348, S. mutans RSHE 676, , B.
licheniformis B1001, M. luteus B1018, B. subtillis B209, P. aeruginosa B2679, P. vulgaris B123 and C.
albicans ATC 25922.
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3.3. Kromatografik Analiz Bulgular:

IAbundance

TIC: VOKY.D
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Sekil 55. Viburnum opulus bitkisinin yaprak kismindan elde edilen esansiyel yagin
(VOKYY) GC-MS kromatogramlari
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Sekil 56. Viburnum orientale bitkisinin yaprak kismindan elde edilen esansiyel yagin
(VOAYY) GC-MS kromatogramlari
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I Abundance
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Sekil 57. Viburnum opulus bitkisinin ¢ekirdek kismindan elde edilen esansiyel yagin
(VOKCY) GC-MS kromatogramlari
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Sekil 58. Viburnum orientale bitkisinin ¢ekirdek kismindan elde edilen esansiyel yagin
(VOACY) GC-MS kromatogramlari
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IAbundance

TIC: VOKO.D
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Sekil 59. Viburnum opulus bitkisinin odunsu dal kismindan elde edilen esansiyel yagin
(VOKOY) GC-MS kromatogramlari

IAbundance
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Sekil 60. Viburnum orientale bitkisinin odunsu dal kismindan elde edilen esansiyel yagin
(VOAOY) GC-MS kromatogramlari



Tablo 10. VOKYY ekstraktinin GC-MS kullanilarak tanimlanan bilesikleri

Numune Madde %Q %Alan RT Kiitiiphane
VOKYY Butanoic acid, 2-methyl- 83 2,61 4,20 a
VOKYY Bilinmeyen-1 27 0,54 5,14 d
VOKYY Bilinmeyen-2 27 0,60 5,59 d
VOKYY Bilinmeyen-3 7 1,49 6,97 d
VOKYY Bilinmeyen-4 45 0,32 9,29 d
VOKYY Bilinmeyen-5 37 0,49 11,36 d
VOKYY Benzene, 1-methyl-2-nitro- 97 0,56 14,03 b
VOKYY Bilinmeyen-6 72 0,57 18,27 a
VOKYY 2H-1-Benzopyran, 83 5,72 19,11 a

3,4,4a,5,6,8a-...
VOKYY Bilinmeyen-7 43 0,43 20,85 d
VOKYY 2-Buten-1-one, 1-(2,6,6- 80 0,49 23,29 b
trimeth...
VOKYY Bilinmeyen-8 35 0,70 25,34
VOKYY 5,9-Undecadien-2-one, 6,10- 94 1,20 26,26 b
dime...
VOKYY Bilinmeyen-9 64 0,45 28,67 d
VOKYY Bilinmeyen-10 64 2,41 29,21 a
VOKYY Dodecanoic acid 99 7,14 32,52 b
VOKYY Bilinmeyen-11 38 0,48 33,59 d
VOKYY Bilinmeyen-12 43 0,94 34,14 d
VOKYY TETRADECANAL 91 4,81 36,43 b
VOKYY Tetradecanoic acid (CAS) 99 9,31 39,58 b
VOKYY Bilinmeyen-13 78 2,90 40,94 a
VOKYY Methyl (Z)-5,11,14,17- 86 6,43 42,61 b
eicosatet.
VOKYY Bilinmeyen-14 62 1,56 43,36 a
VOKYY n-Hexadecanoic acid 94 21,97 46,14 b
VOKYY 2,6,10,14,18-Pentamethyl- 86 2,19 48,36 b
2,6,10...
VOKYY Bilinmeyen-15 70 2,90 49,21 d
VOKYY 9-Octadecenoic acid, (E)- 83 0,14 56,68 b
VOKYY Oleic Acid 91 0,23 56,68 b
VOKYY Bilinmeyen-16 43 0,69 57,73 d
VOKYY 7-Hexadecenal, (7)- 83 0,60 60,38 b

Kiitiiphaneler; a: Wiley7n.1, b: NIST05a.L, c: HPCH1607.L, d: NIST98.L.

Bilinmeyen bilesiklerin ylizde alanlar1 toplami = % 21,93.
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Tablo 11. VOAYY ekstraktinin GC-MS kullanilarak tanimlanan bilesikleri

Numune Madde %Q  %Alan RT Kiitiiphane
VOAYY Bilinmeyen-17 38 1,00 3,92 d
VOAYY Bilinmeyen-18 59 4,22 5,98 d
VOAYY Bilinmeyen-19 42 0,73 6,66 d
VOAYY NONANAL 86 0,89 11,11 c
VOAYY Benzene, 1-methyl-2-nitro- 94 0,53 13,64 a
VOAYY Bilinmeyen-20 39 1,65 14,43 d
VOAYY Bilinmeyen-21 53 0,54 17,87 d
VOAYY 2-Oxabicyclo[4.4.0]dec-9-ene 86 26,12 18,75 a
VOAYY Bilinmeyen-22 78 0,46 19,89 a
VOAYY 2H-1-Benzopyran, 3,4,4a,5,6,8 94 0,70 20,48 a
VOAYY DAMASCENONE 97 2,49 22,90 c
VOAYY Bilinmeyen-23 64 0,46 23,32 a
VOAYY VIRIDIFLORENE 87 1,89 23,61 c
VOAYY Bilinmeyen-24 42 2,41 24,36 d
VOAYY Bilinmeyen-25 38 2,01 24,71 d
VOAYY NERYL ACETONE 80 0,68 25,83 c
VOAYY Bilinmeyen-26 64 0,67 26,04 a
VOAYY Bilinmeyen-27 25 0,52 28,19 d
VOAYY Bilinmeyen-28 40 1,99 28,78 d
VOAYY Bilinmeyen-29 50 0,63 29,14 d

VOAYY  Dodecanoic acid 90 5,50 32,12 a
VOAYY Bilinmeyen-30 38 0,70 33,11 d
VOAYY Bilinmeyen-31 38 1,15 33,55 d
VOAYY Bilinmeyen-32 43 1,01 34,30 d
VOAYY 27.55 DODECEN-1-OL 80 3,70 35,90 c
VOAYY Bilinmeyen-33 52 0,44 38,62 d
VOAYY Bilinmeyen-34 72 1,20 39,51 a
VOAYY 2-Pentadecanone, 6,10,14-trimet 91 3,67 40,41 a
VOAYY 1,2-Benzenedicarboxylic acid 80 1,41 41,24 a
VOAYY 9,12,15-Octadecatrienoic acid 91 7,31 42,03 a
VOAYY Bilinmeyen-35 50 1,56 42,84 c
VOAYY Bilinmeyen-36 38 0,55 45,30 d
VOAYY Bilinmeyen-37 35 0,87 47,78 d
VOAYY HEXADECANOL 87 7,33 48,80 c
VOAYY 2-Hexadecen-1-ol, 3,7,11,15-tet 95 12,58 49,49 a
VOAYY Bilinmeyen-38 64 0,66 54,92 a
VOAYY Bilinmeyen-39 76 0,07 54,33 a
VOAYY Bilinmeyen-40 48 0,69 58,06 d

Kiitiiphaneler; a: Wiley7n.1, b: NIST05a.L, c: HPCH1607.L, d: NIST98.L.

Bilinmeyen bilesiklerin ylizde alanlar1 toplami = % 26,19.
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Kromatogramlar da goz 6niinde bulundurularak VOKYY ve VOAYY karsilastirildiginda;
VOKYY’nin 23,29. dk.da ¢ikan 2-Butenl-on bilesigi ile VOAYY nin 23,32. dk.da ¢ikan
Bilinmeyen-22 bilesigi ve VOKYY’nin 49.21°de ¢ikan Bilinmeyen-14 ile VOAYY nin
49,49°de ¢ikan 2-Hexadecen-1-ol bilesigi ayn1 bilesikler olabilir.

Tablo 12. VOKCY ekstraktinin GC-MS kullanilarak tanimlanan bilesikleri

Numune Madde %Q %Alan RT Kiitiiphane
VOKCY Bilinmeyen-41 38 1,82 5,31 d
VOKCY Bilinmeyen-42 38 2,07 5,79 d
VOKCY Bilinmeyen-43 38 0,39 6,45 d
VOKCY Bilinmeyen-44 59 3,40 7,19 d
VOKCY Bilinmeyen-45 32 0,45 8,11 d
VOKCY Bilinmeyen-46 53 0,59 11,12 d
VOKCY Bilinmeyen-47 27 0,36 11,50 d
VOKCY Benzene, 1-methyl-2-nitro- 91 1,37 14,19 a
VOKCY Decanal 80 0,47 15,88 a
VOKCY Benzene, 1-methyl-4-nitro- 93 0,90 16,56 a
VOKCY Bilinmeyen-48 42 0,36 19,90 d
VOKCY DECADIENAL 91 0,54 20,96 c
VOKCY Bilinmeyen-49 27 0,37 24,16 d
VOKCY Bilinmeyen-50 47 1,17 26,41 d
VOKCY GERMACRENE D 93 1,43 27,48 c
VOKCY Bilinmeyen-51 46 0,76 28,20 d
VOKCY Bilinmeyen-52 46 0,61 28,87 d
VOKCY Bilinmeyen-53 38 1,28 29,54 c
VOKCY Bilinmeyen-54 35 0,86 30,08 d
VOKCY Bilinmeyen-55 53 1,99 30,67 d
VOKCY Bilinmeyen-56 35 1,09 31,52 d
VOKCY Bilinmeyen-57 50 2,01 31,87 d
VOKCY Bilinmeyen-58 46 1,41 32,82 d
VOKCY Bilinmeyen-59 22 0,85 33,22 d
VOKCY Bilinmeyen-60 30 4,08 35,28 d
VOKCY Bilinmeyen-61 49 2,71 36,62 d
VOKCY Nonyl-phenol mix of isomers 87 4,73 38,38 a
VOKCY Bilinmeyen-62 30 4,41 39,33 d
VOKCY 1,2-Benzenedicarboxylic acid 90 9,79 42,01 a
VOKCY Bilinmeyen-63 47 2,11 42,82 d
VOKCY Bilinmeyen-64 0,43 45,18
VOKCY ETHYL 98 3,43 46,05 c

HEXADECANOATE
VOKCY 1-Cyclohexene-1-carboxylic 70 2,28 47,09 a

acid...




Tablo 12’nin devami

80

VOKCY €-(-)-14-Methyl-8-hexadecyn- 90 0,67 48,60 a
1-ol
VOKCY Bilinmeyen-65 60 2,27 49,28 a
VOKCY METHYL LINOLEATE 91 33,73 51,31 c
VOKCY 9,12-Octadecadienoic acid 93 0,46 54,26 a
VOKCY Bilinmeyen-66 49 0,75 55,31 d
VOKCY 9,12-Octadecadienoic acid (Z,Z)- 93 0,13 57,29 a
VOKCY Cyclohexane, 1-(1,5- 86 0,35 59,00 a
dimethylhex...

VOKCY 9-Octadecenoic acid, €- 90 0,72 61,47 a
Kiitiiphaneler; a: Wiley7n.1, b: NIST05a.L, c: HPCH1607.L, d: NIST98.L.
Bilinmeyen bilesiklerin ylizde alanlar1 toplami = % 38,6.

Tablo 13. VOACY ekstraktinin GC-MS kullanilarak tanimlanan bilesikleri

Numune Madde %Q %Alan RT Kiitiiphane

VOACY Bilinmeyen-67 50 4,41 5,32 d
VOACY Bilinmeyen-68 32 5,07 5,79 d
VOACY Bilinmeyen-69 64 9,73 7,19 a
VOACY Bilinmeyen-70 64 0,88 11,11 a
VOACY Bilinmeyen-71 49 1,01 11,50 d
VOACY Benzene, 1-methyl-2-nitro- 95 1,67 14,20 a
VOACY DECANAL 90 0,85 15,88 c
VOACY Bilinmeyen-72 64 1,33 16,56 a
VOACY Bilinmeyen-73 72 1,19 20,97 a
VOACY Bilinmeyen-74 38 1,93 26,42 d
VOACY Bilinmeyen-75 16 2,02 27,70 d
VOACY Bilinmeyen-76 38 1,50 28,20 d
VOACY Bilinmeyen-77 46 1,85 30,08 d
VOACY Bilinmeyen-78 25 5,40 30,67 d
VOACY Bilinmeyen-79 55 6,74 31,88 d
VOACY Bilinmeyen-80 58 3,87 32,82 d
VOACY Bilinmeyen-81 25 3,87 32,82 d
VOACY Bilinmeyen-82 38 4,10 33,94 d
VOACY Bilinmeyen-83 35 2,67 36,62 d
VOACY Bilinmeyen-84 27 9,75 39,27 d
VOACY Bilinmeyen-85 23 0,89 46,08 d
VOACY Bilinmeyen-86 49 5,49 49,30 d
VOACY Bilinmeyen-87 64 1,44 57,41 a

Kiitiiphaneler; a: Wiley7n.1, b: NIST05a.L, c: HPCH1607.L, d: NIST98.L.

Bilinmeyen bilesiklerin ylizde alanlar1 toplami = % 75,14.
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Kromatogramlar da gbz Onlinde bulundurularak VOKCY ve VOACY
karsilastirildiginda; VOKCY’de 14,19°da, VOACY’de 14,20’de 1-metil-2-nitro Benzen
bilesigi gdzlenmistir. Ayrica, VOACY’de 16,56’da ¢ikan Bilinmeyen-72, VOKCY de yine
16,56’da ¢ikan 1-metil-4-nitro Benzen olabilir. VOACY’de20,97°de ¢ikan Bilinmeyen-73
ise VOKCY’de 20,96’ da c¢ikan Decadienal olabilir. Bunlarin disinda, VOKCY’de
Bilinmeyen-50 (26,41) ile VOACY ’de Bilinmeyen-74 (26,42), VOKCY de Bilinmeyen-54
(30,05) ile VOACY’de Bilinmeyen-77 (30,08), VOKCY’de Bilinmeyen-55 (30,67) ile
VOACY’de Bilinmeyen-78 (30,67), VOKCY’de Bilinmeyen-57 (32,82) ile VOACY’de
Bilinmeyen-81 (32,82), VOKCY ’de Bilinmeyen-61 (36,62) ile VOACYde Bilinmeyen-83
(36,62), VOKCY’de Bilinmeyen-62 (39,33) ile VOACY’de Bilinmeyen-84 (39,27),
VOKCY’de Etil hekzadekanoat (46,05) ile VOACY’de Bilinmeyen-85 (46, 08) ayni
bilesikler olabilir.

Tablo 14. VOKOY ekstraktinin GC-MS kullanilarak tanimlanan bilesikleri

Numune Madde %Q  %Alan RT Kiitiiphane
VOKOY Pentanoic acid 83 8,66 4,73 a
VOKOY Bilinmeyen-88 25 0,30 5,34 d
VOKOY 2-Heptenal, (Z)- 83 1,11 6,18 b
VOKOY Pentanoic acid, 3-methyl- 83 8,09 7,79 b
VOKOY 2,4-Heptadienal, (E,E)- 91 0,85 8,06 b
VOKOY Bilinmeyen-89 22 0,37 9,39 d
VOKOY Bilinmeyen-90 72 0,62 9,71 a
VOKOY Bilinmeyen-91 49 0,19 10,29 d
VOKOY Bilinmeyen-92 35 0,35 11,13 d
VOKOY Nonanal 90 1,54 11,52 b
VOKOY  2-Nonenal, €- 86 1,14 13,94 b
VOKOY Benzoic acid, 2-hydroxy- 93 0,60 15,62 b
methy...
VOKOY Bilinmeyen-93 74 0,51 15,87 a
VOKOY Bilinmeyen-94 64 1,00 16,51 a
VOKOY 2-Decenal, €- 83 1,52 18,43 b
VOKOY 2,4-Decadienal 90 2,97 19,94 b
VOKOY 2,4-Decadienal, (E,E)- 91 7,07 20,99 b
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Tablo 14’iin devami

VOKOY
VOKOY

VOKOY
VOKOY

VOKOY
VOKOY
VOKOY

VOKOY
VOKOY

VOKOY
VOKOY
VOKOY
VOKOY
VOKOY
VOKOY

VOKOY

VOKOY
VOKOY
VOKOY

VOKOY
VOKOY
VOKOY
VOKOY
VOKOY
VOKOY
VOKOY
VOKOY
VOKOY
VOKOY
VOKOY

VOKOY
VOKOY
VOKOY
VOKOY

Bilinmeyen-95

2-Buten-1-one, 1-(2,6,6-
trimeth...

2-Butanone, 4-(2,6,6-trimethyl-
1H-Cycloprop|[e]azulene,
decahyd..

Naphthalene, 1,2,3,4,4a,5,6,8a-

3-Buten-2-one, 4-(2,6,6-trimeth...

Naphthalene, 1,2,4a,5,6,8a-
hexa...

Naphthalene, 1,2,3,4,4a,5,6,8a-...
Naphthalene, 1,2,3,5,6,8a-
hexah...

Caryophyllene oxide
(-)-Spathulenol
Bilinmeyen-96
4,9-Undecadiyn-1-ol
.tau.-Cadinol

.alpha.-Cadinol
E-2-Tetradecen-1-ol
Bilinmeyen-97

Nonyl-phenol mix of isomers
Cyclohexane, 1-methylene-4-(1-
m...

Bilinmeyen-98
2-Pentadecanone, 6,10,14-trimet
Phthalic acid, butyl isohexyl
Bilinmeyen-99
Trichloroacetic acid, undec-2-
n-Hexadecanoic acid
n-Hexadecanoic acid
10-Heneicosene (c,t)

Oleic Acid

Bilinmeyen-100
9,12-Octadecadienoic acid
(Z’Z)_

Cyclotetradecane
9,17-Octadecadienal, (Z)-
9-Eicosene, €-

9-Eicosene, €-

74
90

87
99

99
95
99

97
96

96
80
64
90
95
96
91
74
89
86

68
86
80
64
80
95
96
95
86
60
95

90
96
95
93

0,61
0,67

0,34
1,20

0,26
0,29
0,59

0,61
1,32

0,36
0,71
0,82
0,77
1,77
2,39
1,04
0,76
0,27
2,01

1,18
0,85
1,38
1,89
0,57
11,26
2,70
1,11
0,37
0,49
20,65

1,25
0,15
1,32
0,74

22,88
23,44

25,76
26,52

27,32
27,70
28,31

28,91
29,23

31,59
32,16
32,75
33,72
34,78
35,25
36,62
37,87
38,45
38,99

40,18
41,15
42,02
42,78
43,70
46,48
47,81
49,21
49,72
50,15
51,77

55,13
56,08
57,87
60,61

c o o c o

o o

o ¥ oo oo oo

oYy oo oo oo

c o oo

Kiitliphaneler; a: Wiley7n.1, b: NIST05a.L, c: HPCH1607.L, d: NIST9S8.L.

Bilinmeyen bilesiklerin ytizde alanlar1 toplami = % 9,09.
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Tablo 15. VOAOY ekstraktinin GC-MS kullanilarak tanimlanan bilesikleri

Numune Madde %Q  %Alan RT Kiitiiphane
VOAOY Bilinmeyen-101 32 4,87 5,32 d
VOAOY Bilinmeyen-102 37 5,64 5,79 d
VOAOY Bilinmeyen-103 64 9,96 7,19 a
VOAOY Bilinmeyen-104 9 1,09 11,12 d
VOAOY Benzene, propyl- 90 1,66 14,20 a
VOAOY Bilinmeyen-105 38 0,95 16,56 d
VOAOY Bilinmeyen-106 47 4,85 27,63 d
VOAOY Bilinmeyen-107 35 2,99 28,88 d
VOAOY Bilinmeyen-108 38 8,48 30,68 d
VOAOY Bilinmeyen-109 30 2,57 31,60 d
VOAOY Bilinmeyen-110 22 4,30 32,20 d
VOAOY Bilinmeyen-111 46 3,50 32,80 d
VOAOY Bilinmeyen-112 27 3,64 33,70 d
VOAOY Bilinmeyen-113 30 8,39 34,86 d
VOAOY Bilinmeyen-114 22 7,17 35,28 d
VOAOY Bilinmeyen-115 53 4,55 36,62 d
VOAOY Bilinmeyen-116 35 3,15 37,89 d
VOAOY Bilinmeyen-117 35 3,99 38,99 d
VOAOY Bilinmeyen-118 32 1,25 41,14 d
VOAOY 1,2-Benzenedicarboxylic acid 83 3,99 42,02 a
VOAOY Bilinmeyen-119 53 0,90 45,17 d
VOAOY Bilinmeyen-120 35 2.9 46,97 d
VOAOY Bilinmeyen-121 46 2,36 48,57 d
VOAOY Bilinmeyen-122 74 4,24 49,28 a
VOAOY Bilinmeyen-123 60 5,52 52,20 a
VOAOY Bilinmeyen-124 70 3,20 57,95 a

Kiitiiphaneler; a: Wiley7n.1, b: NIST05a.L, c: HPCH1607.L, d: NIST98.L.

Bilinmeyen bilesiklerin yilizde alanlar1 toplami = % 95,46.



4. SONUCLAR VE ONERILER

Yapilan deneyler sonucunda genel olarak, Viburnum opulus ve V. orientale bitkilerinin
sulu ve metanollii ekstraktlarinin farklt miktarlarda fenolik madde igerdigi; sulu,
kloroformlu ve metanollii her bir ekstraktin farkli antioksidan aktiviteye sahip olup, hi¢bir
ekstraktin oksidasyonu artirici 6zelliginin olmadigi; sulu ve metanollii ekstraktlarin
demir(IIl) indirgeme potansiyellerine (yani antioksidan kuvvetlerine) sahip oldugu
bulundu.

Sulu ve metanollii ekstraktlarin fenolik madde miktarlar1 Toplam Polifenol miktar tayini
yontemiyle yapildi. Metanol ekstraktlarinin toplam fenolik madde igerigi sulu
ekstraktlardan daha yiiksek bulundu. V. opulus ve V. orientale bitkilerinin sulu ve metanolli
ekstraktlar1 arasinda VOAZM’nin en yiiksek toplam fenolik madde miktarina sahip oldugu
bulunmustur. Bu deger katesin cinsinden 283 ug katesin esd./mL iken, gallik asit cinsinden
403 pg gallik asit esd./mL olarak bulunmustur. Sulu ekstraktlar arasinda ise VOKCS’nin en
yiiksek toplam fenolik madde miktarina sahip oldugu bulunmustur (115 pg gallik asit
esd./mL). Genel olarak metanollii ekstraktlarin daha fazla fenolik madde icerdigi
goriilmiistiir. Sulu ekstraktlarin odunsu dal kisimlar1 hari¢, diger numuneler arasinda
karsilastirma yapildiginda V. opulus’un yaprak, zar ve ¢ekirdek kisimlarinin daha yiiksek
fenolik madde igerdigi goriilmektedir. Metanolik ekstraktlarda ise ¢ekirdek kisimlari haric,
diger numuneler arasinda karsilastirma yapildiginda V. orientale’nin yaprak, zar ve odunsu
dal kisimlarinin daha yiiksek fenolik madde i¢erdigi goriilmektedir.

Sulu, kloroformlu ve metanollii ekstraktlarin antioksidan aktivite tayinleri DPPH radikal
temizleme aktivitesi yontemiyle yapildi. V. opulus ve V. orientale bitkilerinin sulu ve
kloroformlu ekstraktlarinin hepsinin ICsy degerleri Troloks® ve C vitamininden yiiksek
¢ikarken, metanolli ekstraktlarda Viburnum opulus’un g¢ekirdek kisminin (VOKCM) ICsy
degeri (ICs5= 0,0047 mg/mL) Troloks®’dan diisiik ¢ikmistir. Sulu ekstraktlardan Viburnum
opulus’un meyve suyunun ICsy degeri (ICsp= 0,0096 mg/mL) en diisiik ¢ikmustir. Bu bize
VOKCM’nin ve VOKMS’nin oldukg¢a yiiksek DPPH radikal temizleme aktivitesine sahip
oldugunu gdstermektedir. Sulu ekstraktlarda ayni kisimlar karsilastirildiginda odunsu dal ve
meyve sularinin ICsy degerleri arasinda goézle goriilebilir farklar bulunurken; diger
kisimlarin  ICsy degerleri birbirine yakin c¢ikmistir. Bu da bize bu bitkilerin sulu

ekstraktlariin yaprak ve cekirdek kisimlarimin DPPH radikal temizleme aktivitelerinin
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benzer oldugunu gosterir. Kloroform ekstraktlarinda bitkilerin VOAZK disindaki
kisimlarinin 1Csy degerleri 0,464-0,158 mg/mL arasinda degisirken; VOAZK’nin 1Csg
degeri=1,103 mg/mL bulunmustur. Bu, VOAZK’nin oldukc¢a diisiik DPPH radikal
temizleme aktivitesine sahip oldugunu gosterir.

Demir (III) indirgeme / antioksidan kuvveti tayin yontemiyle Troloks® standardina
gore sulu ekstraktlarin demir (III)’li indirgeme kuvveti metanollii ekstraktlarinkinden
oldukga yiiksek c¢cikmistir. Sulu ekstraktlardan VOAYS, VOKCS ve VOACS’nin demir
(II)’t indirgeme kuvvetleri Troloks®’dan oldukg¢a yiiksek bulundu. Bu yontemle sulu
ekstraktlarda en yiiksek aktiviteyi VOKCS gosterirken, en diisik aktiviteyi VOKOS;
metanollii ekstraktlarda ise en yliksek aktiviteyi VOKCM gosterirken, en diisiik aktiviteyi
VOACM gostermistir.

Agar disk difiizyon yontemine gore yapilan antimikrobiyal ¢alismada VOKYM harig,
hi¢cbir numune 500pg/mL’de B.subtillis bakterisine karsi etki gostermemistir. Ayrica,
VOKYS hari¢ sulu ekstraktlarin, meyve sularinin ve esansiyel yaglarin hicbiri calisilan
bakteri ve mantarlara karst antimikrobiyal aktiviteye sahip degildir. Cephazolin, S.
salivarius’a kars1 etki etmezken; kloroformlu ve metanollii ekstaktlardan VOKYM,
VOKZM, VOKCM, VOKOM, VOAOM, VOAYK, VOKZK, VOAZK ve VOKCK S.
salivarius’a etki etmekte, hatta Ampicillin’”den daha iyi antimikrobiyal aktivite
gostermektedir. VOKOM, VOAZK, VOKCK, VOACK, VOKOK ve VOAOK ise
Ampicillin ve Cephazolin’den daha iyi antimikrobiyal aktivite gostermektedir. Kloroformlu
numunelerin higbiri B. cereus, B. licheniformes ve B.subtillis mikroorganizmalarina karsi
antimikrobiyal aktiviteye sahip degildir. Yine kloroformlu numunelerden VOAYK ve
VOKZK E.coli bakterisine karst Ampicillin kadar iyi (Cephazolin’den ¢ok daha iyi) etki
edebilmektedir. Ampicillin ve Cephazolin’in saf maddeler, bizim numunelerimizin ise birer
ekstrakt oldugu disiiniiliirse; numunelerimizdeki aktif bilesiklerin saflastirilabilmesi
halinde ayni analizler yapildiginda bu standart antibakteriyal ajanlar olan Ampicillin ve

Cephazolin’den ¢ok daha iyi sonug verebilecegi diisiiniilmektedir.
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