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OZET

KKTC’de Kibris florasi kayitlarina gore Lathyrus cinsine ait 9 tiir oldugu
bilinmektedir. Bu tiirler L. ochrus (L.) DC., L. aphaca L., L. annuus L., L. cicera L.,
L. gorgonei Parl., L. sativus L. , L. blepharicarpos Boiss, L. sphaericus Retz, L.
saxatilis (Vent.) Vis. olarak siralanabilir.

Bu ¢aligmada Lathyrus ochrus (luvana) ile ¢alisilmistir. Bu bitkinin ugucu
yag ve ugucu sekonder metabolit igerigi ile ilgili olarak KKTC’de veya baska bir
iilkede daha Once yapilmis bir arastirma mevcut degildir. Arastirma sonucunda
KKTC'de yetisen bu tiiriin ugucu yag ve ugucu sekonder metabolitlerin yapilarinin
tayin edilmesi igin GC/GC-MS ve SPME/GC-MS yontemleri kullanilmistir. Ayrica
bu calismada bu bitkiye ilk defa farkli biyolojik aktivite testleri olan HPTLC-DPPH,
HPTLC-PRAP, MIC ve Lemna minor fitotoksik aktivite testleri yapilmistir. Yapilan
bu testlerden HPTLC-PRAP aktivitesi yeni bir metot olarak ortaya konulmustur.

Yaptigimiz ¢alismada Lathyrus ochrus bitkisinin ugucu yaginda toplam 20
adet madde tayin edilmistir. Bu bitkinin ugucu yaginda genel olarak diterpenler
(54.9%), monoterpenler (1.0%), seskiterpenler (1.8%), yag asitleri ile bunlarin
esterleri (33.8%) bulunmaktadir. Yag icerisinde fitol, isofitol ve neofitadien izomeri
gibi diterpenler yiiksek miktarda bulunmaktadir. Hekzadekanoik asit, pentakosan,
tetradekanoik asit ve metil linolat bilesikleri gibi doymus yag asitleri ve bunlarin
esterleri ise yagin geri kalan kismini olusturmaktadir.

Lathyrus ochrus bitkisinin yapisindaki ugucu maddeler ise 7% hekzanal,
7,2% 2-metil bitanoik asit, 4,4% dodekanoik asit, 3,9% nonanoik asit, 3,6%
oktanoik asit ve 3,6% benzaldehit olarak tespit edilmistir. Bu maddeler disinda teshis
edilen diger maddelerin relatif ylizde miktarlar1 ise ¢ok diistiktiir.

Bitkiden elde edilen ugucu yag ve yagsi maddeleri igeren ekstreler (n-hekzan
ve kloroform) DPPH radikali siipiiriicii etki testi ve antioksidan aktivite testleri
yapilarak genel antioksidan 6zelligi acisindan test edilmistir. Ugucu yagin ¢alisilan
konsantrasyonunda  diisiik  aktiviteye rastlanmigtir.  Ancak  dillisyonlarin
hazirlanmasinda kullanilan stok ucucu yag c¢ozeltisi 1%’lik yag igerdigi dikkate
alindiginda elde edilen aktivite degeri pozitif kontrollere gore yiiksek DPPH
stipiiricii ve PRAP aktivitesi gosterdigi goriilmektedir. Bitkinin sahip olabilecegi

genel fitotoksik aktivite i¢in L. minor bitkisi ile ¢alisilmistir. Lathyrus ochrus
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bitkisinin kloroform ekstresi kayda deger miktarda (50%) fitotoksik aktivite
gostermistir. Goriilen bu aktivite bitki gelisiminin Olgiitleri olan biiylime hizinda
azalma ve klorofil A ve klorofil B miktarlarinda azalma olarak gozlemlenmistir.
Ayrica Lathyrus ochrus’un kloroform ve hekzan ekstrelerinin Escherichia coli,
Pseudomonas aeruginosa, Bacillus subtilis, Serratia marcescens, Streptococcus
pyogenes, S. epidermidis ve Candida albicans bakterilerine karsi aktif oldugu

belirlenmistir.



ABSTRACT

In Cyprus flora, nine Lathyrus species have been reported. These species are
L. ochrus (L.) DC., L. aphaca L., L. annuus L., L. cicera L., L. gorgonei Parl., L.
sativus L. , L. blepharicarpos Boiss, L. sphaericus Retz and L. saxatilis (Vent.) Vis.
In the present study, Lathyrus ochrus (luvana) was used. Previously, there are no
studies reported related to the volatile secondary metabolites or the essential oil of
Lathyrus ochrus. Essential oils and volatiles were investigated by simultaneous
GC/GC-MS and SPME/GC-MS analyses, respectively. Additionally, HPTLC-DPPH,
HPTLC-PRAP, MIC and Lemna minor phytotoxic activity tests were done on the
extracts and essential oils. HPTLC-PRAP was used to determine the antioxidant
activity as a new method.

Twenty components were detected in the L. ochrus aerial parts essential oil.
The main components of L. ochrus were diterpenes (54,9%), monoterpenes (1%),
sesquiterpenes (1,8%), fatty acids and their esters (33,8%). Phytol, isophytol and
neophytadiene were present as the major compounds in L. ochrus essential oil.
Volatile composition of L. ochrus were 7% hexanal, 7,2% 2-methyl butanoic acid,
4,4% dodecanoic acid, 3,9% nonanoic acid, 3,6% octanoic acid and 3,6%
benzaldehyde. The rest of the molecules isolated have very low percentage.

DPPH scavenging activity of the dilutions of essential oil (1% oil:n-hexane)
and extracts (n-hexane, chloroform) was determined. The essential oil afforded
significantly low DPPH radical scavenging activity than the positive controls when
the same concentration of the stock solutions was compared. However, the stock
solution which was used to prepare the dilution solutions had 1% oil and showed
higher DPPH scavenging activity and PRAP activity than the positive controls.

In order to investigate the phytotoxic activity of L. ochrus, L. minor was used
and chloroform extract afforded high level of phytotoxic activity (50%). This activity
is correlated with growth rate. It was observed that the amounts of chlorophyll A and
chlorophyll B increased indicating an increase in growth rate. Additionaly,
chloroform and hexane extracts of L. ochrus showed activity against Escherichia
coli, Pseudomonas aeruginosa, Bacillus subtilis, Serratia marcescens, Streptococcus

pyogenes, S. epidermidis and Candida albicans.
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1. GIRIS

Lathyrus ochrus (L.) DC. cinsi, baklagiller Fabaceae (Leguminosea)
familyasinda siniflandirilmaktadir (Viney, 1994). Lathyrus cinsinin siklikla
rastlandigi bolgeler Akdeniz havzasi, On Asya, Kuzey Amerika ve Giiney
Amerika’nin sicak bolgeleri olarak belirtilmistir (Jackson ve Yunus, 1984). Avrupa
florasinda 54 (Tutin, 1981), Tiirkiye florasinda ise 18’1 endemik olmak {iizere 58
Lathyrus tiiriiniin varhigi tespit edilmistir (Davis, 1970). Son yillarda eklenen
kayitlarla Tirkiye florasinda 61 Lathyrus tirii ve bu tiirlere ait 71 taksonun
bulundugunu bildirilmektedir (Uzun ve Geng, 2001). KKTC’de ise Kibris flora
kayitlarindaki bilgiye dayanarak Lathyrus cinsine ait 9 tiir bulunmaktadir. Bunlar
sirastyla, L. ochrus (L.) DC. (luvana), L. aphaca L. (sar1 miirdiimiik), L. annuus L.,
L. cicera L., L. gorgonei Parl., L. sativus L. (adi miirdimiik) , L. blepharicarpos
Boiss, L. sphaericus Retz, L. saxatilis (Vent.) Vis. tiirleridir. (Viney, 1994).

L. sativus (yaygmn miirdiimiik), L. cicera (nohut miirdiimiigii) ve L. ochrus
(Kibris miirdimiigii) Lathyrus cinsinin tarimda kullanilan en yaygin tiirleri olarak
belirtilmektedir (Jackson ve Yunus, 1984). L. sativus tiiriiniin yetistigi bir ¢ok tilkede
gida olarak kullanimi yaygindir ancak KKTC’de gida olarak kullanilmamaktadir. L.
cicera ve L. sativus ise ¢ogunlukla hayvan yemi olarak yetistirilmektedir. Bu amagla
L cicera tane ve kaba yem, L. sativus ise genellikle kaba yem olarak
kullanilmaktadir. Bu {ig tiir disinda diinyada L. tingitanus’un tane yem, L. latifolius,
L. sylvestris, L. clymenum’un ise kaba yem amagh yetistiriciliginin yapildigi da
bildirilmektedir (Campell, 1997). Ayrica Lathyrus cinsi i¢inde, L. odoratus gibi, siis
bitkisi olarak yetistirilen tiirler de bulunmaktadir (Campbell,1997). KKTC’de ise L.
ochrus gida maddesi olarak bolca tiiketilmektedir. Halk arasinda “luvana” yaygin
adiyla bilinen bu tiir taze haliyle salata malzemesi olarak kullanilmaktadir. Tohumu
ise kuru baklagil halinde ¢orba yapiminda kullanilmaktadir. L. sativus tiirii ise kis
gelince hayvan yemi olarak kullanilmak iizere yetistirilmektedir (Viney, 1994).

Lathyrus tiirlerinde diger bir ¢ok baklagil bitkisinde oldugu gibi saglik
tizerinde olumsuz etkileri olan bazi maddelerin bulundugu bildirilmistir (Urga ve
ark., 1995). Bu maddelerden en oOnemlileri ODAP (- N-oksalil-L-a.f-

diaminopropiyonik asit) ve f-N-oksalamino-L-alanin’dir (Wang, ve ark., 2000).



Bu maddelerin yap1 formiilleri sekil 1.1 ve sekil 1.2°de goriilmektedir.

Sekil 1.1. - N-oksalil-L-a,p-diaminopropiyonik asit

I
HsC\NH/Y\OH

NH,

Sekil 1.2. p-N-oksalamino-L-alanin

Lathyrus tiirlerinin fazla tiiketimi sonucunda “Lathyrism” adi verilen hastalik
ortaya ¢ikabilmektedir. Lathyrism’in “Osteolathyrism” ve “Neurolathyrism” seklinde
iki tiirii vardir. Iskelet deformasyonlarma sebep olan Osteolathyrism L. odoratus, L.
hirsutus ve L. roseus gibi tiirlerin tiikketimiyle ortaya ¢ikmaktadir. Neurolathyrism ise
cesitli Lathyrus tiirlerinin tiiketimiyle ortaya ¢ikarak kaslarin katilasmasi ve felce
sebep olan bir rahatsizliktir (Hanbury, C.D. ve ark., 2000).

Kibris adasinin florasina bakildiginda Akdeniz, Ortadogu, Kuzey Afrika, ve
Bat1 Asya kokenli bitkilerin bulundugu gériilmektedir. Tiim bu cografi bolgelerin
tam ortasinda yer alan Kibris adasinin iklimi bu bdlgelerde yetisen bazi tiirler igin
uygundur. Ancak bu bolgelerde ve Kibris adasinda bulunan ayn tiirler cografik bir
engel olan Akdeniz sebebiyle birbirlerinden izole edilmistir. Bu nedenle Kibris
adasma disaridan gelmis ve burada noétrallesmis tiirlerin veya Kibris adasindan
disaridaki bolgelere yayilmis ve o bolgelerde nétrallesmis olan tiirlerin bulunduklar
toprak, iklim ve ekolojik sartlara adapte olmay1 basardiklar1 anlasilmaktadir. Farkli
kosullarda, farkli stres faktorlerine maruz kalan bitki c¢esitlerinin sekonder

metabolitlerinde farkliliklar gériilebilmektedir. Uzerinde arastirma yapilacak



cinslerden olan Lathyrus cinsinin tiirleri Dogu Akdeniz, Akdeniz, Merkezi Avrupa,
Gliney Avrupa, Bati Asya, Ortadogu, Kuzey Afrika, Tropik Afrika ve Kibris
adasinda bulunabilmektedir. (Viney, 1994) Bu nedenle KKTC'de yetisen Lathyrus
tiirlerinin igeriklerinin literatiirde baska bdlgelerde yetisen tiirlere goére sekonder
metabolitlerinde farkliliklara sahip olabilecegi diisiiniilmiistiir.

Bu c¢alismada incelenen Lathyrus ochrus (luvana) tiiriiniin igerigi ile
KKTC’de veya baska bir iilkede daha 6nce yapilmis bir arastirma mevcut degildir.
Yapilan ¢alisma kapsaminda L. ochrus tiiriiniin u¢ucu sekonder metabolitlerinin
belirlenmesi ve bu tiirlin ugucu yagmin, ekstrelerinin biyolojik aktivitelerinin
belirlenmesi amaglanmistir. Arastirmada KKTC'de yetisen bu tiiriin ugucu yag ve
ucucu sekonder metabolitlerin yapilarmin tayin edilmesi i¢in GC/GC-MS ve
SPME/GC-MS yontemleri, biyolojik aktivite testleri igin HPTLC-DPPH, HPTLC-
PRAP, MIC ve Lemna minor fitotoksik aktivite testleri yapilmistir.

1.1. Fabaceae (Leguminosea) Familyasi

Baklagiller yani Fabaceae (Leguminosea) familyasi, 700’den fazla cins ve
yaklagik 19.000 tiir igerir. Bitkiler aleminin fgiincii biiyiik familyasini
olusturmaktadir (Cronquist, A., 1968; Lewis, G. ve ark., 2005). Fabaceae familyasi;
Phaseoleae, Vicieae, Cicereae, Aeschynomenae ve Gemistae olmak {izere bes tribuse
ayrilarak incelenmektedir (Summerfield, R.J. ve Roberts, E.H., 1985).

Fabaceae familyasindaki tiirlerin tohumlar1 protein, lipit ve karbonhidrat
bakimindan zengin  olduklarindan  6nemli bir besin kaynagi olarak
kullanilmaktadirlar (Sales, M.P. ve ark., 2000). Artan protein talebine karsilik yeni
protein kaynaklari aramak ve farkli bolgelerde yetisen yiiksek kalitede besin
icerigine sahip bitkiler iiretmek oldukg¢a popiiler konulardan biri haline gelmistir.
Baklagil tohumlar1 protein degerlerinin yaninda vitaminler, karotenoidler ve fenolik
bilesikler gibi biyolojik ydnden aktif olan diger bir¢gok madde gruplarini
igermektedir (Rosa, M.J.S.ve ark., 2000; Duenas, M.ve ark., 2006). Yiiksek besin
degerlerinin yani sira baklagiller, Rhizobium familyasina ait bakterilerle simbiyotik
iligki kurarak biyolojik azotun iiretilmesine katkida bulunurlar. Yani i1yi bir azot

baglayicidirlar ve tarimsal dongilinlin vazgecilmez pargalaridirlar (Cronquist, A.,

1968).



Baklagiller, sahip olduklar1 kimyasal igerikleri nedeniyle de farkli bir 6neme
sahiptirler. Ornegin kandaki kolesterol miktarini azaltict etkilerinin yanisira
hipoglisemik etkilerinin de oldugu belirtilmektedir (Gepts, P. Ve ark., 2005).
Bununla birlikte ¢esitli baklagiller, lektin ve tripsin inhibitorleri gibi farkli sekonder
metabolitleri iiretirler (Gepts, P. Ve ark., 2005). Lektinlerin bagirsak tiimorlerinin
biliylimesini azalttig1 bildirilmistir (Bardocz, S. Ve ark. 1995; Valentiner ve ark.,
2003). Ayrica baklagillerin, doymus yag asidi igerigi az olan besinlerle birlikte
alinmasiyla lipid homeostazin1 kontrol ettigi ve kalp damar hastaliklar riskini

azalttig1 bildirilmistir (Duranti, M., 2006).

1.2. Lathyrus L. Cinsi
1.2.1. Lathyrus ochrus (L.) DC. Tiirii

Lathyrus ochrus (L.), tek yillik, 25-100 cm boyunda, tiiysiiz, tirmanici, otsu
bir bitkidir. Govde genis kanathidir. Yapraklar dekurrent, tabani genisce kanatls,
stipulsuz ve tendrillidir.  Ust govde yapraklarindaki tendriller dallanmis ve
yaprakgiklar 1-3 parcali ve g¢ogunlukla petiol kanadi ile birlesmis durumdadir.
Pedinkiiller, bir ¢igcekli ve yapraklardan daha kisadir. Kaliks, dislidir ve disler
diizensizdir. Korola, sar1 siilfiir renktedir. Legumen, tiiysiiz, dorsal dikis belirgin
kanathdir. Legumenlerdeki tohum sayist 3-6 ve tohum yiizeyi diizdiir. Bitkinin
cigeklenme zamani Mayis-Haziran aylaridir. Akdeniz bolgesinde yaygindir (Davis,
P.H. 1970, Yamamoto, K. ve ark., 1984).



Sekil 1.3. (a) Lathyrus ochrus (L.) DC (Viney, D.E.,1994)
(b) Giizelyurt bolgesinden toplanan bitki 6rnegi

Sekil 1.4. Lathyrus ochrus (L.) DC’un ¢icek yapisi1 (4. Ci¢ek, B. Kaliks, C.
Korola)(Davis, P.H., 1970, Yamamoto, K. ve ark., 1984)

1.3 . Ucucu Yaglar ve Ozellikleri

Esansiyel yaglar olarak da bilinen ugucu yaglar, bitkilerden veya bitkisel
droglardan elde edilen 6zel kokulu, oda sicakliginda sivi, genellikle renksiz ugucu
maddeler karisimlaridir. Ugucu yaglarin kirilma indisleri yiiksek olup ¢ogunlugu
optikge aktiftir. Ucucu yaglarin spesifik ¢cevirmeleri iiretimlerinde karakterizasyon ve

kalite kontrol konusunda kullanilmaktadir. Bir ugucu yagin kirilma indisinde ve



polarize 15181 ¢evirme derecesinde olusan degismeler ugucu yagm igeriginin
degistigini gosterebilmektedir. Ancak ucgucu yaglarin kalitelerinin belirlenmesinde
gaz kromatografisi-kiitle spektrometresi (GC-MS) yontemi ana karakterizasyon
yontemi olarak kullanilmaktadir.

Tim apolar ¢oziiciilerde (petrol eteri, kloroform, benzen, eter vs.) lyi
¢Oziiniirler. Buna karsin suda ¢oziinmezler ya da ¢ok az ¢oziiniirler (Demirgakmak,
1994; Tanker ve Tanker, 1985). Ugucu yaglar bilesimlerinde ¢ok degisik madde
gruplarini icerebilmektedirler. Monoterpen, seskiterpen, diterpen, aromatik maddeler,
siklik hidrokarbonlar, kisa zincirli yag asitleri ve onlarin esterleri gibi maddeleri
icerebilirler. Ucucu yagin yapisindaki bazi maddeler, ugucu yag elde edilirken
sicaklik ve su etkisiyle ortamda bozunup elde edilmis maddelerdir. Ugucu yaglarin
bilesimlerinde bulunan bazi maddeler 1518a ve oksitlenmeye karsi olduk¢a hassas
olabilmektedir. Bu nedenle ugucu yaglar amber renkteki siselerde soguk bir ortamda
eger miimkiinse inert atmosferde saklanilmalidir.

Ucucu yaglar bitkilerin ¢igek, yaprak, meyve, kabuk, odun ve kok
kisimlarindan elde edilen kompleks karisimlardir (Grassmann, J. ve Elstner, E.F.,
2003 ). Bu yaglar, bitkilerin familyalarina gore, salgi tiiylinde, salgi ceplerinde, salgi
kanallarinda veya salgi hiicrelerinde bulunmaktadir (Svoboda, P., K., Svoboda, T,
G.,2000). Sekil 1.5’te de lavanta bitkisindeki yag keseciklerine ait mikroskobik

goriintli goriilmektedir.

Sekil 1.5. Lavanta bitkisine ait yag kesecikleri (Svoboda, P., K., Svoboda,
T., G., 2000).



Su ile karigmadiklari i¢in sabit yag olarak tanimlansalar da yaglardan
farklidirlar (Grassmann, J. ve Elstner, E.F., 2003). Ugucu yaglar bitkilerden;
miktarlarina, 1s1ya dayanikliliklarina ve bilesenlerin 6zelliklerine bagl olarak degisik
sekillerde elde edilebilirler. Ugucu yaglar, yagi tasiyan bitki kisimlarindan,
distilasyon yolu ile elde edilirler. Ugucu sekonder metabolitlerin eldesi igin
uygulanan yontem, bitkinin 1s1ya dayanikliligina, maddelerin uguculuk 6zelliklerine,
suda ¢Oziiniip ¢oziinmemesine ve distilasyon kosullariyla baglantilidir. Ugucu
sekonder metabolitlerin eldesinde uygulanan yontemler baslica ii¢ ana grupta
toplanabilir.

Bunlar; distilasyon, ekstraksiyon ve presleme’dir. Ugucu yag eldesinde
kullanilan yontemler; su distilasyonu, buhar distilasyonu, su-buhar distilasyonu, kuru
distilasyon ve hidrodifiizyondur. Bitkisel droglarda volumetrik olarak ugucu yag
tayini, su distilasyonu ile clevenger adi verilen 6zel bir aparey ile yapilir. Bu
apareyin sudan agir ve hafif ugucu yaglar igin iki tipi vardir. Drog, islemden
gegirilerek (pargalanarak, doviilerek) ve tartim alinarak balona konulur. Drog/su
oran: 1:10 olacak sekilde su ilave edilir. Ugucu yagin toplanacagi dereceli boliime su
ilave edilir. Yagin sudan tam olarak ayrilip ayrilmadigi gézlenemiyor, ya da numune
¢ok az ugucu yag igeriyorsa deneye baglamadan 6nce dereceli kisma 1 ml ksilen veya
hekzan ilave edilir, bu ¢6ziiciiniin miktarindaki artis, ugucu yag miktarini verecektir.

Distilasyon siiresi genellikle 3 saattir. Distilasyon islemi bittigi zaman
dereceli kisimda toplanan yag miktar: okunur. Ugucu yag miktar1 100 g drog igin mL
olarak hesaplanir. Bitkinin ne kadar su igerdiginin bilinmesi de kuru drog iizerinden
ucucu yag veriminin hesaplanmasi i¢in 6nemlidir.100 g drogun igerdigi su miktar
bulunduktan sonra kuru drog miktar: bulunarak elde edilmis olan yag miktarina gore
Kuru drog tizerinden ugucu yag verimi hesaplanur.

Ugucu yaglarin yapilarinda bulunan bilesiklerin ¢ogu terpenoitler, gogunlukla
monoterpenler ve seskiterpenlerdir. Bunun yami sira diterpenleri, diisiik molekiil
agirhikli alifatik hidrokarbonlari, asitleri, alkolleri, aldehitleri, asiklik esterleri veya
laktonlari, istisna olarak azot ve siilfiir iceren bilesikleri, kumarinleri ve
fenilpropanoidlerin homologlarini da igerirler (Dorman, H.J.D., Deans, S.G., 2000,
Grassmann, J. ve Elstner, E.F., 2003, Ozgiiven, M. ve Kirici, S., 1999). Ugucu

yaglarin bilesim ve miktarlari; bitkinin cinsine, bitkinin hangi kismindan elde



edildigine, tretim sekline, iklime ve yetistirildigi bdlgenin cografik yapisina baglh
olarak degismektedir (Ozgﬁven, M. ve Kirici, S., 1999, Baydar, H., 2005, Celik, E.
ve Celik, G.Y., 2007). Ugucu yaglar1 ¢ok igeren bitki familyalar1 Apiaceae
(Maydonozgiller),  Asteraceae  (Papatyagiller),  Brassicaeae  (Turpgiller),
Chenopodiaceae (Sirkengiller), Compositaceae (Bilesikgiller), Cupressaceae
(Servigiller), Iridaceae (Siisengiller), Lamiaceae (Ballibabagiller), Lauraceae
(Defnegiller), Myrtaceae (Mersingiller), Pineaceae (Camgiller), Poaceae
(Bugdaygiller), Rosaceae (Giilgiller), Rutaceae (Sedefotugiller), Zingiberaceae
(Zencefilgiller) olarak sayilabilir (Grassmann, J. ve Elstner, E.F., 2003 , Iscan, G.,
Demirci, F., Kirimer, N., Kiirk¢tioglu, M., Baser, K.H.C., Kivang, M., 2002). Ugucu
yaglarin spazm ¢oziicii, antiseptik ve antimikrobiyal 6zellikleri yaninda irrite edici
ozellik de gosterebilmektedir. Gidalar1 bozan, gida zehirlenmelerine neden olan
mikroorganizmalara, bozucu ve mikotoksin iireten kiiflere, patojenik ve dimorfik
mayalara, hayvan ve bitki viriislerine karsi ugucu yaglarin etkileri konusunda pek
¢ok arastirma bulunmaktadir. Baz1 baharatlar ve bitkilerden elde edilen ugucu yaglar,
sahip olduklar1 antimikrobiyal aktiviteden dolay1 gida sanayinde kullanilan dogal
olmayan koruyucu maddelere alternatif olabilirler. Bu bilesiklerin gida katkilar1 gibi
kullanilmalarinda, gida zehirlenmelerine neden olan patojenlerin gelismesini
onlemede ya da gida bozulmalarini geciktirmede 6nemli paylar1 vardir (Ugan, F.,
2008). Ugucu yaglarin bazilari antibiyotik ve antiseptik 6zellik gosterir. En antiseptik
yaglar, geyik otu, tar¢in, kekik, karanfil, lavanta ve okaliptiis yaglaridir (Grassmann,
J. ve Elstner, E.F., 2003).

1.3.1. Ugucu Yaglann Kimyasal Bilesimi

Cogu ugucu yaglar ¢ok sayida bilesigin karistmindan olusurlar. Bu yiizden
kimyasal bilesimleri olduk¢a karmasiktir. Ugucu yaglarin yapisinda hidrokarbonlar
ve hidrokarbonlarin oksijenli tiirevleri bulunabildigi gibi, cok ender azot ve siilfiir
iceren maddeler de olabilir. Ugucu yaglarda terpenler, aromatik ve hidrokarbon
yapida alkoller, aldehitler, esterler ve fenoller bulunabilmektedir. (Linskens ve
Jackson, 1997).

Ucgucu yaglarda bulunan maddelerin ¢ogunlugu terpen kokenlidir.

Terpenoitler izopren tiirevleri olup, ugucu yaglarda mono, seski, diterpenler ve



bunlarmm oksijenli tiirevlerine rastlanir. Daha yiiksek molekiillii olanlara regine, lateks
vb. formlarda cesitli bitkilerde rastlanmaktadir. Ugucu yaglar glikozit halinde veya
recinelerle (oleorezin) ve zamkla (oleogummirezin) birlikte bulunabilirler (Baser ve
ark., 2005; Baser, 2006; Guenther, 1948).

1.3.2. Terpenler

Kimyasal anlamda terpenler, yapisinda izopren birimlerine sahip olan bir
madde grubu olarak tamimlanur. igerdikleri izopren birimi sayisina gére; hemiterpen,

monoterpen, seskiterpen, diterpen, sesterpen, triterpenler, tetraterpen ve politerpen
olarak sekiz grup altinda toplanirlar. Tablo 1.1°de izopren sayisina gore terpenler

siniflandirilmastir.

Tablo 1.1. izopren sayisina gére terpenler

izopren sayis Sinifi Karbon sayis1
1 Hemiterpenler Cs
2 Monoterpenler Cio
3 Seskiterpenler Cis
4 Diterpenler Cxo
5 Sesterpenler Cys
6 Triterpenler Cso
3-6 Steroidler Cis- C3o
o Tetraterpenler Cas
(karotenoidler)
N Politerpenler Cn

Hemen hemen tiim terpenlerin termal bozunmasi sonucunda izopren

molekiilii olusur. izopren molekiilii sekil 1.6’da gosterilmistir.



CH3

CH,
A

Sekil 1.6. izopren molekiilii

Bu durum, biitiin terpenlerin iskelet yapisinin 5 karbonlu izopren (2-metil-
1,3-biitadien) biriminden olustugu fikrini vermektedir. Bu izopren kurali veya C5
kurali olarak bilinir. Bu kural ilk Leopold Ruzicka tarafindan 6ne siiriilmiistiir. Bu
kuralin olduk¢a kullanisli oldugu kanitlansa da, sabit bir kural olarak degil de bir
prensip olarak gosterilebilir. Terpenler genellikle izopren gruplarmin bas-kuyruk
(regular terpenler) baglanmasi seklinde olusmaktadirlar ancak bazi istisnai
durumlarda bas-bas, kuyruk-kuyruk baglantilar1 (irregular monoterpenler)
gdzlemlenebilmektedir. Ornegin; karotenler merkezlerinden kuyruk kuyruga
baglanir, ayrica bazi terpenlerin igerdikleri karbon sayisi besin kati degildir ve
karbon sayis1 besin kat1 olup da izopren molekiillerine boliinemeyen terpenler vardir
(Finar, 1975).

2-Metil-1,3-biitadienin izopropil kismi bas kismi ve kalan etil kismi ise

kuyruk kismi olarak tanimlanir.

kuyruk
b o — e
/I‘\ﬂ A l X
bas

Sekil 1.7. izopren birimlerinin bas-kuyruk seklinde kondenzasyonu (Dewick,
P.M., 2001)
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1.3.2.1. Hemiterpenler ( Cs)

Hemiterpenler 5 karbonlu izopentan iskeletine sahip bilesiklerdir. Bunlar

izoamil alkol, izovaletaldehit, tiglik asit, senesioik asit, anjelik asit ve g —furoik asit

sayilabilir. Bitkilerden ve agac¢lardan elde edilir (Kumar, B., Chobra, K.H., 2005).

Tablo 1.2. Baz1 hemiterpenler ve yapilari

Bazi hemiterpenler ve

yapilari

CH, OH

H;C

[zoamilalkol

CH; OH
HaC X0

[zovalerik asit

CH,
HqC ;::o
HO

Anjelik asit

O

\ /)

—O0
HO
 —furoik asit
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1.3.2.2. Monoterpenler ( Cyo)

Monoterpenler 10 karbon igermektedirler ve iki izopren birimine sahip
bilesiklerdir. Bitkilerden genellikle distilasyon yontemi ile elde edilen ugucu yaglarin
karakteristik kokusunu veren bilesiklerdir. Monoterpenler yapilarindaki halka
sayisina gore asiklik, monosiklik, bisiklik ve trisiklik olabilirler. Ayrica olustuklar
izopren gruplarmin baglanma sekline gore regular ve irregular yapida olabilirler.
Asiklik terpenler agik yapiya sahiptir. Monosiklik terpenler bir adet, bisiklik
terpenler iki adet ve trisiklik terpenler yapilarinda ii¢ adet halka icerirler (Hamdard,
J., 2007).

Monoterpenler bir¢ok ucucu yagin ana bilesenidir. Tatlandiric1 ve parfiim
hammaddesi olarak endiistriyel 6neme sahiptirler. Mirsen, geraniol, mentol, karvon,
lavandulol monoterpenlere ornek verilebilir (Kumar, B., Chobra, K.H., 2005).
Asagidaki orneklere bakilarak mirsen ve geranioliin acik yapili oldugu i¢in asiklik
monoterpen oldugu ve mentol ve karvonun ise tek bir halka i¢erdigi i¢in monosiklik

monoterpen oldugu séylenebilir.

Tablo 1.3. Baz1 monoterpenler ve yapilari

CH, CH,
Asiklik monoterpen Hsc)\/\/H\/CHZ
mirsen
HyC. CHs
OH
Monosiklik
monoterpen
CH,
mentol
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Bisiklik monoterpen
ve trisiklik

monoterpenler

H,C

karan

\
CH, HsC CHs

1.3.2.3. Seskiterpenler ( Cys)

Seskiterpenler onbes karbon atomu igerirler ve ii¢ izopren biriminden

tiremislerdir. Yapisal olarak halka sayilarina gore asiklik, monosiklik, bisiklik ve

trisiklik yapida olabilirler.

Seskiterpenler, monoterpenler gibi

ugucu yaga

karakteristik koku ve tat ozellikleri verebilirler. Monoterpenlere gére buharlagsma

noktalar1 daha yiiksektir. Cesitli yapisal gruplart vardir. Bunlar; 6desmanlar,

gayonanlar ve germakrenlerdir.

Tablo 1.4. Baz seskiterpenler ve yapilari

Asiklik seskiterpen

CH, CH,
X || /CH2

H,C® CHs

(E)-B-Farnesen

Monosiklik

seskiterpen

H,C

| CH,
H,C

(E)-p-Bisabolen ( Bisabolen iskeleti)
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CHgq CH,

CH,

Germakren D (Germakren iskeleti)

Bisiklik seskiterpenler

a-Selinen (Eudesman iskeleti)

Valensen (Eremophilan iskeleti)

COA
H,c” CHs

a—Muurolen (Kadinen iskeleti)
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CH3

a—Sedren (Sedran iskeleti)

Trisiklik
seskiterpenler

H;C

CHj3

a—Gurjinen (Aromadendren iskeleti)

Karanfil yaginin temel bilesenlerinden biri olan karyofilen ile ardi¢ ve sedir
agaclarindan elde edilen kadinenler de ¢ok bilinen seskiterpenlerdir (Kumar, B.,
Chobra, K.H., 2005).

CH,4
CH,4
=
CH
H3C | °
CH
HaC 2 HeC™ CH3
Karyofilen a-Kadinen

Sekil 1.8. Karyofilen ve a-Kadinen yapilar
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Seskiterpenler yapilarinda hidroksil, ester, keton, karboksilli asit ve epoksit

gibi cesitli fonksiyonel gruplara sahip olabilirler. Seskiterpenler yapilarinda lakton

halkas1 bulundurabilirler ve bu tiir yapilara seskiterpen lakton denir (Fischer, N., H.,

1979)

Tablo 1.5. Baz seskiterpen laktonlar ve yapilari

Monosiklik seskiterpen lakton

seko-germakranolid

Bisiklik seskiterpen lakton

germakranolid

Trisiklik seskiterpen lakton

CH3
—CH,
CH,
AN
@]
odesmanolid
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1.3.2.4. Diterpenler ( Cy)

Diterpenler, 4 izopren grubundan olusan terpenlerdir. Yiiksek kaynama
noktalarina sahip olmalar1 nedeniyle bu maddelere ugucu yaglar igerisinde seyrek
olarak rastlanilmaktadir. Bu bilesikler bitki ekstresinin distilasyonundan sonra kalan
maddelerdir (Kumar, B., Chobra, K.H., 2005).

Bazi1 6nemli diterpen 6rnekleri Tablo 1.6’da gosterilmistir.

Tablo 1.6. Baz1 diterpenler ve yapilar:

Asiklik diterpen

Trisiklik diterpen

Abietik asit
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1.3.2.5. Triterpenler ( Cz)

Cao terpenleri 6 izopren biriminden olusur. Biyosentetik olarak iki asiklik
seskiterpenin kondenzasyonu ve elde edilen asiklik triterpen yapi iizerinde halka
olusumu reaksiyonlarinin gergeklesmesi ile olusurlar. Triterpenlerin prekiirsorii olan
skualen iki adet farnesil pirofosfat molekiiliiniin birbirlerine kuyruk-kuyruk
konfiigirasyonu ile baglanmasi ile olusur. Triterpenler glikozitleri olarak (saponin)
veya aglikon olarak (streol, triterpen) bulunurlar. Genellikle yapraklarda ve bazi
meyvelerde mumsu tabakalar i¢inde bulunurlar. Diger triterpenler limoninler ve
kukurbitasinleri icerir (Kumar, B., Chobra, K.H., 2005). Baz1 6nemli triterpenler
Tablo 1.7°de gosterilmistir.

Saponinler ile ilgili agiklamalar ve ornek yap1 (A) kisminda, streoller ile ilgili

aciklama ve 6rnek yap1 (B) kisminda verilmistir.

Tablo 1.7. Baz triterpenler ve yapilari

CHj CH, CH,
Monosiklik
trit oo™ N X A N A N
riterpen CH, HaC CHs
skualen
Trisiklik
triterpen
Tetrasiklik
triterpen
Kukurbitasin
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Pentasiklik
triterpen

a-Amirin

A) Saponinler
Saponinler yiiksek molekiill agirligima sahip triterpen glikozitleridir.
Icerdikleri seker grubu ya bir strerole yada diger bir triterpene baglidir. Bunlar
bitkilerde yaygindir ve iki kisimdan olusurlar. Glikoz (seker) ve aglikon (triterpen).
Aglikonlar ya da bazen geninler olarak adlandirilan grup, triterpen, steroit veya
steroidal alkaloit sinifindan olabilirler (Kumar, B., Chobra, K.H., 2005). Bazi

saponin ornek iskeletleri sekil 1.9°da gésterilmistir.

HsC ,CHs

“CH,

H;C

Triterpen
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Streoit

Sekil 1.9. Bazi saponin iskeletleri

B) Streoller
Genel steroit yapilar Sekil 1.10°da gosterilmistir. Temelde biitiin bitkisel
steroitler C-3 konumunda hidroksil tasimakta ve bunlar sterol olarak bilinen
bilesiklere karsilik gelmektedir. Hayvanlar aleminde steroidler hormon, koenzim ve
provitamin olarak biiyiik 6neme sahiptir (Kumar, B., Chobra, K.H., 2005). Streoller

ve streoidler triterpenlerin degredasyonu sonucu elde edilirler.

HaC

CH,

CH3

CH,

HO

Kolesterol
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HaC CH,
CHs

CHg CHs

HO

Ergosterol

Fokosterol

Sekil 1.10. Baz steroller ve yapilari

1.3.2.6.Tetraterpenler ( Cy4)

Tetraterpenler yapilarinda 8 izopren grubu bulundurmaktadir. Biyosentetik
olarak iki asiklik diterpenin kondenzasyonu ile olusurlar. En yaygin tetraterpenoitler
karotenoitlerdir. Bitkilerde karetonitler, fotosentezde gerekli pigment olarak,
ciceklerde ve meyvelerde renk ajani olarak gorev yaparlar. Ayrica, bitkiyi klorofil
gibi diger 151k absorplayan pigmentlerin neden oldugu asir1 oksidasyona karsi
koruduguna inanilmaktadir. Yapisinda B-karoten kismi igeren karotenoitler, insan
intestinal mukozasinda retinole (vitamin A) doniisiir. Bu olay bazi meyve ve
sebzelerin (havug, 1spanak, mango, domates) 6nemini artirir (Kumar, B., Chobra,

K.H., 2005). Baz1 6nemli tetraterpenler sekil 1.11°de gosterilmistir.
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B-karoten

Lutein

Sekil 1.11. Bazi tetraterpenler ve yapilari

1.4. Ucucu Yag ve Ucucu Sekonder Metabolitleri Elde Etmede Kullanilan

Yontemler
1.4.1. Hidrodistilasyon (Su Distilasyonu)

Ugucu bilesiklerin eldesinde yaygin olarak kullanilan geleneksel bir
yontemdir. Hidrodistilasyon, kaynatildiginda bozulmayan taze ve kuru bitkisel
materyale uygulanabilir. Yontemde Clevenger diizenegi olarak adlandirilan ve
yapisinda kondenser ve reflaks akimi saglayan cam diizenegi ve bir cam balon
kullanilmaktadir. Cam balon igerisinde bulunan su ve bitki materyalinin 2-8 saat siire

ile kaynatilmaktadir. Sicaklik ile bitkinin yapisinda bulunan yag keseleri icerisindeki
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yag genleserek bu keseleri patlatir ve su buhari ile birlikte hareket eder ve
kondenserde su ile birlikte yogunlasir. Yag ve su birbirleri ile faz olusturur. Su
distilasyonunda bitkisel materyal her zaman su ile dogrudan temas halindedir
(Tanker,1985; Thapa, 1989; Wijesekera, 1993). Kiigiik 6lgekli tiretimlerde Sekil
1.12’te goriilen Clevenger tipi bir aparatla yapilan distilasyon islemi, endiistriyel
uygulamalarda biiyiik distilasyon kazanlarinda (imbik) gerceklestirilmektedir. Elde
edilen ugucu yag miktar1 elde edilen yag miktari/toplam bitki agirhigi v/w olarak
ifade edilir (Jackson, 1997).

/ soguk su cikigi

soguk su girisi

Sekil 1.12. Clevenger Apareyi

1.4.2. Buhar Distilasyonu

Buhar distilasyonu yonteminde cam kap igerisine yerlestirilen taze bitki
materyaline basing yardimiyla uygulanan buhar, yag damlaciklarini da beraberinde
siirikleyerek toplama kabina getirmekte ve yag burada yogunlastirilarak sudan

ayristirtlmaktadir (Linskens ve Jackson, 1997).
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1.4.3. Mikro Distilasyon

Ugucu bilesik igeren bitkilerin kalite kontroliinde kullanilabilecek hizli bir
yontemdir. Bir porselen kapsiil i¢cine az miktar bitki 6rnegi konur ve {istiine bir saat
cami kapatilir. Saat caminin iistiine de birkag parca buz eklenir. Hafif ateste 1sitilirak
ucucu bilesiklerin buhar fazina ge¢mesi saglanir. Bu buharlar saat caminin soguk alt

yiizeyine ¢arpinca yogunlagarak damlaciklar halinde toplanirlar.

Saat Cami
Ugucu Yag
Porselen Kapsiil
Drog

Mikrodistilasyon

Sekil 1.13. Mikrodistilasyon diizenegi

1.4.4. Kati-Faz Mikroekstraksiyon (Solid Phase Microextraction-SPME)

Kati-faz mikroekstraksiyon (SPME) yontemi, bitkilerde bulunan ugucu
maddelerin analizinde 6rnek hazirlama asamasinda kullanilabilmektedir. SPME,
ornek hazirlama, ekstraksiyon ve yogunlastirma asamalarini ¢oziicii igermeyen tek
bir asamada birlestirmektedir. Bu yontemle islem siiresi ve maliyeti agisindan 6nemli
kazanglar saglanirken, teshiste de iyilesmeler goriilmistiir. SPME, GC veya GC-MS
ile birlikte ozellikle gevre, biyoloji ve gida orneklerindeki ugucu ve yarit ugucu
organik bilesiklerin ekstraksiyonunda kullaniimaktadir (Vas ve Vekey, 2004).

SPME, modifiye edilmis bir siringaya benzemektedir. I¢ kisminda bir
adsorban tutucu ve adsorban kaplanmis bir ylizey bulunmaktadir. Adsorban kaph
yiizey, 1-2 cm uzunlugunda silindirik bir kilif disina ve igine, ileri geri hareket
edebilen silindirik bir yiizeydir. SPME adsorbani, ince polimer film ile kaplanmis
eritilmis silikadir. SPME uygulamasi gaz (headspace) ya da ¢ozelti halindeki 6rnege
uygulanabilmektedir. Her iki durumda da SPME ignesi kapali ortama sokulur,
adsorban1 koruyan kisim geri gekilir ve adsorbanin ortamla temas etmesi saglanir.
Adsorbani olusturan polimer yiizey 6rnegi adsorbe eder. Sonra adsorban 6rneklemin
etkilenmemesi i¢in metal ignenin igerisine geri ¢ekilir. Bir sonraki asama adsorban
tizerindeki analitin GC veya GC-MS’e termal desorpsiyon ile aktarilarak analiz

edilmesi saglanmaktadir (Arthur ve Pawlisizyn,1990).
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Sekil 1.14. SPME ignesi ve 6rnegin adsorblanmasi

‘ |

SPME yonteminin etkinligini etkileyen en onemli faktor adsorbani olusturan
materyalin tipi ve kalinlhigidir. Poli(dimetilsiloksan)-divinilbenzen (PDMS-DVB)
tipi lifler terpenler gibi 6nemli ugucu bilesiklerin tutulmasinda kullaniimaktadir.
Diger faktorler ise sirasiyla ekstraksiyon islemi, desorpsiyonun optimizasyonu, tiirev
hazirlama ve nicelik yoniinden incelenmesidir. Basit, diisiik maliyetli, temiz ve
konsantre ekstre eldesi ile kiitle spektrometre uygulamalari igin ideal bir yontemdir
(Araujo ve ark., 2007). Ayrica SPME metodu kullanilarak ugucu olan bitki sekonder
metabolitleri ve buna benzer dogal materyalden (bdcek, mikroorganizma vb.) ugucu

metabolitleri inceleyebilmek miimkiindiir.

1.5. Kromatografi

Kromatografi kompleks karisimlarda bulunan birbirine benzer yakin
ozellikteki maddeleri ayirmak i¢in kullanilan birgok yontemi igerir. Biitiin
kromatografik ayirmalarda numune gaz, sivi veya bir siiperkritik akiskandan ibaret
olan bir hareketli faz ile tasinir. Bu hareketli faz bir kolonda veya bir kat1 yiizeyde
sabitlestirilmis kendisi ile karigmayan bir durgun faz igerisinden ge¢meye zorlanir.
Bu iki faz numune bilesenlerinin hareketli ve sabit fazlarda farkli oranlarda ilgi
(affinite) gosterebilecegi sekilde segilir. Eger analitlerin ilgisi sabit faza karsi ise
sabit faz tarafindan alikonulan numune bilesenleri, hareketli fazin akisiyla ¢cok yavas
hareket ederler. Buna karsilik numune bilesenleri sabit faza karsi zayif ilgi

gosterdiklerinde bilesenler hareketli fazda daha fazla bulunacaklarindan hizli hareket
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ederler. Farkli molekiillerin sabit ve hareketli faza kars1 farkli oranda ilgi
gostermelerinden dolayr kromatografik sistemde farkli hizla ilerlemektedirler.
Kromatografik ayirma sisteminin ¢ikisinda bir dedektor kullanilmasi ile zamana karsi
sinyal siddetini gosteren “kromatogram” adi verilen ¢ikti elde edilir. Bu ayirma
islemi kullanilarak 6rnek igerisinde bulunan analitlerin kalitatif ve/veya kantitatif
olarak analizlerinin elde edilen kromatogramlar iizerinden yapilmasi miimkiin
olmaktadir. Kromatografik ayirma sonucu maddeler farkli bantlar veya bolgeler
seklinde ayrilirlar. Sekil 1.15’de kolon eliisyon kromatografi ile A ve B
maddelerinden olusan bir karisimin ayrilmasi gosterilmektedir (Skoog D.A. ve ark.,
1998).

ornek ¢cozlcl
' f 1 tr i
A+ B== 7] R ] ]
S
dolgulu
kolon
B |—]
A ]
N
L L f] RS ]
. . - Al e Bl e dedektor
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» /\A_/\B
%)
1 1 1

Zaman, t

Sekil 1.15. A ve B maddelerinden olusan bir karisimin kromatografik olarak

ayrilmasi ve her basamak icin dedektor sinyali

Kromatografi, hareketli fazin tipine gore, sivi kromatografi, gaz kromatografi
ve sliperkritik akigkan kromatografisi seklinde siniflandirilabilir. Bu ii¢ teknikte
hareketli faz sirastyla sivi, gaz ve siiperkritik akiskandir (Skoog D.A. ve ark., 1998).

Kromatografik yontemlerde sabit ve hareketli faz ile numune arasindaki
etkilesimlere bagli olarak cesitli ayirma mekanizmalar1 kullanilabilmektedir. Bu

mekanizmalara dayanarak kromatografi, adsorpsiyon, dagilma, iyon degistirme,
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molekiiler eleme ve afinite kromatografisi seklinde siniflandirilir (Sewell, P.A. ve

ark., 1987).

1.5.1. Kromatografi Tiirleri

1.5.1.1. Adsorpsiyon kromatografisi

Sivi/gaz - kat1 kromatografisidir. Ayirim, sivi veya gaz hareketli faz ve
ayrilacak molekiilleri geri doniistimlii olarak adsorplayan kati sabit faz arasinda
gerceklesir. Ayrilacak madde molekiilleri ilgilerine gore hareketli fazdaki ¢oziictide

bulunarak veya sabit faz iizerine adsorbe olarak ayrilirlar.

1.5.1.2. Dagilma (partisyon) kromatografisi

Sivi-stvi kromatografisidir. Birbirleriyle karigsmayan iki sivi faz arasinda
maddelerin dagilmasi temeline dayanmaktadir. Ayrilacak maddeler, sabit faz ve
hareketli arasinda dagilma katsayilarina bagli olarak dagilirlar, bu dagilim farkh
oranda goce neden olur ve ayirim gerceklesir. Partisyon kromatografisinde sabit faz
stvidir. S1vi sabit faz bir kati tagiyici faz iizerinde adsorbe edilir ve hareketli faz bu
sabit faz icerisinden gegcirilir.

Sabit faz ve hareketli faz polaritelerinin farklihigina gore adsorbsiyon ve
dagilma kromatografisi, ters faz sivi kromatografisi ve normal faz siv1 kromatografisi

olmak iizere iki farkli sekilde olabilir (Bidlingmeyer, B.A.,1992).

A. Ters Faz Sivi Kromatografisi

Ters faz sivi kromatografisinde sabit faz polaritesi hareketli faz polaritesinden
daha diisiiktiir. Bu kromatografi tiirii, apolar sabit fazda daha fazla alikonulan apolar
maddelerin ayiriminda kullanilir. Bu tiir kromatografide en fazla kullanilan sabit faz
oktadesil silan’dir (ODS). Hareketli faz olarak da genellikle su, sulu tampon
cozeltileri ve suyla karisabilen polar organik c¢oziici veya karisimlar

kullanilmaktadir (Adamovics, J.A., 1997).
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B. Normal Faz Sivi Kromatografisi

Normal faz sivi kromatografisinde sabit faz polaritesi hareketli faz polaritesinden
daha yiiksektir. Buna bagl olarak, polaritesi yiiksek olan maddeler, polar olan sabit
faz ile daha fazla etkilesmekte, buna bagl olarak kolonu daha ge¢ terketmektedir.
Sabit faz olarak genellikle silika jel, fluorosil veya aliimina kullanilmaktadir.
Hareketli faz olarak da genellikle apolar ¢oziiciiler olarak kabul edilen pentan,
hekzan, diklorometan, kloroform, dietil eter, petrol eteri veya bunlarin karigimi

kullanilmaktadir (Bidlingmeyer,B.A.,1992).

1.5.1.3. Iyon Cifti Kromatografisi

Iyon c¢ifti kromatografisi, iyonik ve iyonize olabilen tiirlerin ayrilmas: ve
tayini icin kullamlan bir tiir kromatografidir (Skoog D.A. ve ark., 1998). Ozellikle
asidik veya bazik maddelerin ayrilmasinda kullanilir. Hareketli faza ilave edilen iyon
cifti reaktif sabit faz tarafindan adsorplanir ve iyonize olmus maddeler bu iyon

ciftleri ile iyonik etkilesime girerek birbirinden ayrilir.

1.5.1.4. iyon Degistirme Kromatografisi

Sabit fazdaki iyonlarla numunedeki ayni yiikteki iyonlarin karsilikli yer
degistirmesi sonucu ayirma gerceklesir. Bu kromatografik teknikte maddenin
iyonlasabilmesi gereklidir, bu nedenle maddelerin rahatlikla iyonlasabilecegi tasiyici
bir ortam kullanilir. Ayrilacak madde ile sabit faz arasinda ne kadar kuvvetli 1yonik
bag olusursa alitkonma o kadar giilii olmaktadir. Iyon degistirici dolgu maddeleri
silika veya bazi polimerler iizerine iyonik fonksiyonel gruplarin baglanmasi ile elde

edilir (Sewell, P.A. ve ark., 1987).

1.5.1.5. Molekiiler Eleme Kromatografisi

Maddelerin molekiil biiylikliigline ve bicimine bagli olarak ayrilmanin
gerceklestirildigi yontemdir. Bu kromatografik teknik jel gecirgenlik veya jel
filtrasyon yontemleri olarak da bilinir. Kat1 faz olarak, belli gozenek biiyiikliigiine

sahip ve karisimdaki bilesenlerle etkilesmeyen bir sabit faz kullanilir (Sephadex vb.)
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kullanilir. Biiyiik molekiiller gozeneklere sigmayarak hareketli fazla birlikte
stiriiklenerek kolondan ¢ikarlar. Kiiglik molekiiller ise gozenekleri dolduran hareketli

faza difiize olurlar (Krstuvolic, A.M., Brown, P.R.,1982).

1.5.1.6. Afinite Kromatografisi

Matriks adi verilen kati bir destek materyaline ligandin kovalent olarak
immobilize edilmesi islemini kapsar. Biyokimyasal bir molekiiliin antijen-antibadi,
enzim-siibstrat veya reseptor-ligand gibi spesifik etkilesim kurularak ayrilmasi
esasina dayanir. Ayrilacak maddenin spesifik baglanma egilimi gosterecegi bir sabit
faz olusturmak {izere 6zel hazirlanan bir jel matrikse reseptdr, siibstrat vb. baglanir.
Ornegin, sabit faz, 6zel bir proteine karsi gelen bir antikor ise, protein karsimi
kolondan gecirildiginde sadece antikor ile etkilesen protein kolona baglanir.
Proteinin kolondan alinmasi i¢in pH degeri veya hareketli faz karisimi degistirilerek
antikordan ayrilmasi saglanir (Sewell, P.A. ve ark., 1987). Bu yontem proteinlerin
saflastirilmasinda kullanildig gibi bazi antikorlar, antijenler, steroidler ve yag asitleri

gibi molekiillerin de saflastirilmasinda kullanilir.

1.6. Gaz Kromatografi (GC)

Gaz kromatografisi gaz olan veya kolay buharlagabilen maddelerin gaz fazda
ayrilmasini saglayan bir yontemdir. Gaz kromatografisinde (GC) numune sisteme li¢
sekilde verilebilir, numune buharlastirilip kromatografik kolonun girisine enjekte
edilebilir, numune s1vi olarak kromatografik kolonun girisine enjekte edilebilir veya
gaz numune dogrudan kolona enjekte edilebilir. Gaz kromatografisinde inert bir
hareketli gaz tasiyict olarak kullanilir (carrier gas — tasiyict gaz). Diger
kromatografik yontemlerin aksine gaz faz analitin molekiilleri ile etkilesmez; gazin
tek islevi, analiti kolon boyunca tasimaktir (Skoog D.A. ve ark., 1998). Gaz
kromatografisinde ayrim ornek igerisinde bulunan maddelerin buharlagmalarina ve
sabit fazla yaptiklar etkilesime dayanmaktadir. Sabit faza diisiik ilgisi olan ve buhar
basinci yiiksek olan maddeler gaz fazda daha ¢ok vakit gecirdikleri i¢in tasiyici gaz
tarafindan sistemde az alikonularak ayrilirlar. Gaz kromatografisi kolonlar1 hassas bir
firin igerisinde bulunmaktadir. Kolon iizerine uygulanan sicakliga gore farkli buhar

basincina sahip molekiiller izo-termal veya bir sicaklik gradiyentine gore ayarlanan

29



sicakliktaki buhar basinglarina gore ayrilabilmektedir. Gaz kromatografisinde kolon

cikisinda birgok farkli dedektdr kullanilabilmektedir.

sabun kopiikli

siringa akis metre
aki kaydedici

b,-;-,m?;\u injektbr\
AN dedektér
basing rotametre -
regilatori d ] elektrometre
¢ — veya képri

akis
kontroll

tasiyici veri sistemi

gaz kolon —

termostath firin

Sekil 1.16. Gaz kromatografisinin sematik gosterimi

1.6.1. Gaz Kromatografisinin Ayirma Etkinligi

Genel kromatografi ilkeleri ve matematiksel bagintilari, hareketli faz olan
gazin sikistirilabilmesinden kaynaklanan bazi diizeltmelerle gaz kromatografiye de
uygulanabilir.

Bir kolonun iki ¢o6ziinen maddeyi ayirmadaki etkinligi, kismen bu iki
maddenin kolondan eliisyonlarmin bagil hizina dayanir. Bu hizlar, maddenin
hareketli ve sabit fazlar arasinda dagilmasini saglayan proseslerin denge sabitlerinin

biiyiikliigii ile belirlenir.
1.6.1.1. Dagilma Sabitleri

Kromatografide dagilma dengeleri analitin hareketli ve durgun fazlar arasinda
aktarimu ile ilgilidir. Bu nedenle bir A ¢6ziineni igin

Ahareketli _— Adurgun

yazilabilir. Reaksiyonun K denge sabiti dagilma sabiti, bollisiim oran1 veya boliistim

katsayis1 olarak adlandirilir.
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K = Cs /CM
olarak gosterilir. Cs, ¢ozlinenin durgun fazdaki molar derisimi, Cy, ise hareketli

fazdaki molar derisimidir.

1.6.1.2. Ahlkonma Zamani

Numune enjeksiyonundan sonra, analit pikinin dedektore ulasmasi i¢in gegen
zamana alikonma zamani denir ve tg sembolii ile gosterilir. Sekil 1.17°de iki bilesenli
bir karisim i¢in tipik bir kromatogram gosterilmistir. Soldaki kiigliik pik kolonda
tutulmayan tiire aittir. Cogu zaman numune veya hareketli faz kolonda tutulmayan
bir tiir i¢erir. Kolonda tutulmayan maddenin dedektore ulagsmasi i¢in gegen zamana
6li zaman denir ve ty sembolii ile gosterilir. Tutulmayan tiiriin kolondan go¢ hizi,

hareketli faz molekiillerinin ortalama hareket hizina esittir.

T L, IR N
|
5 LM I
2 1
£ |
o I
0
= |
o] |
©
(V)
S
0 1’4— w —>‘\-
L \
0 Zaman, dakika —»

Sekil 1.17. iki bilesenli bir karisim icin tipik bir kromatogram

Gaz kromatografide sicaklik ve basincin etkilerini dikkate almak icin,
alikonma zamani yerine alitkonma hacmini (Vg) kullanmak daha yararli olmaktadir.
Bir maddenin alikonma hacmi, bir bilesenin sabit fazdan eliie olmas1 i¢in gerekli olan
hareketli faz hacmi olup alikonma zamani ve hacimsel akis hizindan (F)
hesaplanabilir. Tkisi arasindaki iliski sdyledir:

Vg = trF
Vm = tuF

Alikonma hacmi, temel kromatografik parametre olan dagilim katsayis1 K ile

asagidaki formiil geregi dogrudan iligkilidir.
Vr =Vnm+ KVs
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Bu esitlikte V) kolondaki hareketli faz hacmi, Vs kolondaki sabit faz
hacmidir. Dagilma katsayis1 (K) ise, ¢oziinenin sabit fazdaki molar derisiminin (Cs),

hareketli fazdaki molar derisimine (Cy) oranlanmasi ile hesaplanir.

1.6.1.3. Kolon Ayirma Giicii

Bir kolonun ayirma giicii (Rs ) kolonun iki analiti ayirabilmesinin kantitatif
bir ol¢iistidiir. Bu terimin 6nemi, farkli ayirma giiciine sahip ii¢ kolonda A ve B
tiirlerinin kromatogramlarindan olusan asagidaki sekilde gosterilmistir. Wa, A
pikinin genisligi, Wg, B pikinin genisligi ve AZ ise piklerin tepe noktalar1 arasindaki
uzakliktir.
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Sekil.1.18. U¢ ayr1 ayirma giiciinde ayrilma (Rs = 2AZ/(Wa+W5)

Rs = 1 oldugunda komsu iki pik alan olarak yaklasik 4% oraninda gakisir.
Rs = 1.5 oldugunda ise alan olarak cakisiklik yalnizca yaklasik 0.3% kadar olup
ayrilma pratik¢e tam kabul edilir. Ayirimi artirmak i¢in kolon uzunlugu artirilabilir

ancak kolon boyu artirildiginda analiz siiresi uzar.
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1.6.2. Gaz Kromatografi Enstriimantasyonu

1.6.2.1. Tasiyic1 Gaz Kaynagi

Hareketli faz olarak azot, argon, helyum gibi inert gazlar ve hidrojen
kullanilir. Gaz se¢iminde dedektoriin tiirii de goz dniinde bulundurulmalidir. Tastyici
gaz su ve diger safsizliklardan molekiiler elek ve benzeri tutucular kullanilarak
arindirilmalidir. Tekrarlanabilir kromatogramlar elde edebilmek icin tasiyic1 gaz
hizinin gaz silindirlerine bagli iki basamakli basing ayarlayicilari ile kontrol edilmesi
gerekir. Gaz basinci genellikle kolon girisinde 10-50 psi arasinda degisir. Tastyici
gaz hiz1 genellikle dolgulu kolonlar i¢in 25-150 mL/dakika ve ac¢ik boru tipi kapiler
kolonlar i¢in 1-25 mL/dakika kadardir. Gaz hizi kolon giris gaz basinci ayarlanarak
kontrol edilir ve bilyali rotametreler veya kolon ¢ikiginda bir sabun koptigii biireti ile

Olculiir.

1.7.2.2. Numune Enjeksiyon Sistemi

Kolonda iyi bir ayirma yapabilmek icin 6rnek kolona gaz fazinda ve ¢ok kisa
sirede verilmelidir. Bu nedenle kolon oOniine monte edilmis enjeksiyon bolimii,
ornegi hizli buharlagtirabilmek i¢in 6rnekteki en az ugucu bilesenin kaynama
noktasinin 50° C kadar yiiksek sicakliginda tutulur.

Kolon ayirma kapasitesinin farkliligi nedeniyle kapiler ve dolgulu kolonlar
icin ornek enjeksiyon sistemleri farklidir. Dolgulu kolonlarda kapasite daha biiyiik
oldugu i¢in sizdirmayan silikon lastik bir septumdan enjekte edilen 6rnegin tamamu
kolona gonderilir. Kapiler kolonlarda ise kapasitenin agilmamasi igin bir boliistiiriicti
(split) ile enjekte edilen 6rnegin ancak kiigiik bir kismi kolona gonderilir. Tipik bir
boliiciilii  enjeksiyon sisteminde enjekte edilen Ornegin bir kismi kolona
gonderildikten sonra geriye kalan kismi béliicii ¢ikisi ile atilir. Iste bu sekilde 6rnegin
yiizde kacinin kolona gittigini, yiizde kaginin boliicii ¢ikisindan atildigini gésteren

orana split orani denir. Bazi cihazlarda bu oranlar bilgisayardan ayarlanir.
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1.6.2.3. Kromatografik Firin

Bir maddenin kolonda alikonmasi kolon sicakligina baglhidir. Bu nedenle
kolon igerisinde sicaklik homojen olarak dagilmali ve £ 0.1°C ile sabit olmalidir.
Optimum kolon sicakligt numunenin kaynama sicakligima ve istenen ayirma
verimine baghdir. Kabaca, numunenin ortalama kaynama sicakliginin biraz {istiinde
bir sicakliktaki kolonda maddelerin eliisyon zaman1 2-30 dakika arasinda degisebilir.
Cok genis bir kaynama noktasi araligindaki numuneler i¢in sicaklik programlamasi
yapmak gerekir. Sicaklik programlamasinda kromatografik ayirirm devam ederken

kolon sicaklig stirekli veya basamaklar halinde artirilir.

1.6.2.4. Kromatografik Kolonlar

Baslangicta gaz kromatografik calismalar toz seklindeki inert kati destek
tizerine kaplanmig sivi fazla doldurulan dolgulu kolonlarda yapilmaktaydi. Daha
sonra, dolgusuz boru seklindeki kapiler kolonlarla da daha basarili ayirmalarin
yapilabilecegi goriildii. Kapiler kolonlarda sabit faz kapiler boru g¢eperlerine
mikrometre veya daha az kalinliklarda kaplanmaktadir. Dolgulu kolonlarla
kiyaslandiginda agik borusal kolonlarin daha biiylik ayirma giicii, daha kisa analiz
siiresi ve daha bliyiik se¢imliligi gibi avantajlar1 ve daha diisiik 6rnek kapasitesi gibi
dezavantaj1 vardir.

Gilinlimiizde acik kapiler borusal kolonlarin ¢ogu erimis silikadan
yapilmaktadir. Kolonlarda kullanilan sabit fazlar ayrilacak analitlerin yapisina gore
segilirler. Apolar maddeleri ayirmak icin apolar kolonlar ve polar maddeleri ayirmak
i¢in polar kolonlar kullanilir.

Dolgulu kolonlar ise cam, paslanmaz ¢elik, bakir, aliiminyum veya Teflon
gibi malzemelerden yapilmaktadir. Boylar1 2-3 metre, i¢ ¢aplari 2-4 mm arasinda
degismektedir. Bu kolonlar, ince (0,05-1um) bir durgun sivi faz ile kaplanmus,
homojen ve ince taneli bir kat1 (destek katis1) ile iyice doldurulur. Bunlar, sicaklig
ayarlanabilen firma kolayca yerlestirilebilmeleri igin 15 c¢cm ¢apli sarimlar haline
getirilirler. Kat1 destekler genellikle diatome topraklar, Teflon ve baz1 gozenekli

polimerlerdir.
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1.6.2.5. Dedektorler

Omek karisimmin bilesenleri kolonda ayrildiktan sonra kolon c¢ikisinda
uygun bir detektdrle belirtilmesi gerekir.
Ideal bir dedektorde asagidaki dzellikler aranir;
Uygun duyarlik
Kararlilik ve tekrarlanabilirlik
Oda sicaklig1 ile 400°C arasinda kullanilabilirlik
Akis hizindan bagimsiz kisa yanit siiresi

Yiiksek giivenirlilik ve kullanma kolayligi

o a0~ w o=

Tiim soliitler i¢in benzer yanitlar veya bir veya daha fazla tiir soliitler i¢in
yiiksek ve secimli yanitlar

7. Ornegi bozmamasi

Mevcut dedektorlerin  hicbiri bu 0Ozelliklerin  hepsini tagimamaktadir.
Gilintimiizde ¢ok sayida dedektdr bulunmakla beraber bunlardan en yaygin olarak
kullanilanlar kiitle duyar dedektorler ve derisim duyar dedektorlerdir. Kiitle duyar
dedektorler, birim zamanda dedektdre ulagsan madde miktarina gore yanit verirler.
Alev iyonlastirmali dedektorler, alev fotometrik dedektorler ve elektron yakalama
dedektorleri kiitle duyar dedektorlerdir. Derisim duyar dedektorler ise tasiyicit gaz
icindeki madde derisimine yanit verirler. Termal iletkenlik dedektorii derisim duyar

dedektorlere 6rnek verilebilir.
A- Alev Iyonizasyon Dedektorii (FID)

Gaz kromatografisinde en yaygin kullanilan dedektordiir. Kolondan gelen
ornek ve tasityict gaz kolon cikisinda hidrojen ve sonra hava ile karistirilarak kiigiik
bir bekin ucunda yakilir. Bir¢ok organik bilesik yakildiginda iyonlar, elektronlar ve
karbon tanecikleri olusturularak alevin iletken hale gelmesini saglarlar. Bek ucu ile
alevin istiine yerlestirilen kollektor elektrot arasmna birkag yliz volt gerilim
uygulanir. Olusan akim yliksek empedansli bir islemci anfi ile Olgiiliir. Bu akim

birim zamanda aleve ulasan madde miktari ile orantilidir.
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Alev Degistirilebilir
iyonlagma toplayici
dedektori

Toplayici
tutucu

Yalitkan
Toplayici

sistem
somunu

=

Hy-hava alevi

Topraklanmig
jet

Firn i¢ geperi

Sekil 1.19. Alev iyonizasyon dedektoriiniin sematik gosterimi

Karbonil, alkol, halojen ve amin gibi baz1 fonksiyonel gruplar alevde ¢ok az
iyon olustururlar. FID ayrica H,O, CO, CO,, CS; SO, NH3 N,O, NO, NO,, SiF, ve
SiCl, gibi gazlara da yanit vermemektedir.

FID nin duyarligi yiiksek, zemin giirtiltiisii az ve dogrusal yant aralif

genistir, ancak 6rnegi bozar (Sekil 1.19).

B- Termal Iletkenlik Dedektorii (TCD)

Katarometre olarak da bilinen termal iletkenlik dedektorleri analit
molekiillerinin tagiyict gazin termal iletkenligi degistirmesine dayanir. Bu
dedektorlerde sabit bir elektrik giicii ile beslenerek 1sitilan platin, altin veya tungsten
tel veya yari iletken termistdr bulunur. Bu tellerin sicakligi ve dolayisiyla direnci

tizerlerinden gecen gazin termal ilketkenligi ile degisir.

Kromatografik oOlgiimlerde bir ¢ift dedektér kullanilir. Bu dedektorlerin
birinden saf tasiyict gaz gecirilirken digeri kolon ¢ikisina bagl olup iizerinden 6rnek
ve tastyici gaz karisimi gecer. Boylece tastyict gaz hizi basing ve elektrik giiciindeki
degisikliklerin sinyale etkisi azaltilir. Hidrojen ve helyumun termal iletkenlikleri

organik ve anorganik gazlara gore 6-10 kat daha fazla oldugu i¢in bu dedektorler
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yapilan c¢aligmalarda tasiyict gaz helyum ve hidrojendir. Bdylece ¢ok diisiik
derisimde bir organik madde varliginda bile kolondan c¢ikan gazlarin termal
iletkenliginde 6nemli azalma ve dedektor sicakliginda ve direncinde ise artis olusur.
TCD dedektorlerin avantajlar1 arasinda basitlikleri, ¢ok genis bir dogrusal
yanit araligi (~10°), tim bilesiklere yanit verebilmesi ve drnegi pargalamamasi
(analit gerekirse belirtme sonrasi toplanabilir) sayilabilir. En biiyiik dezavantaji ise

diger dedektorlere gore diisiik duyarliligidir.

C- Elektron Yakalama Dedektorii (ECD)

Elektron yakalama dedektorii ¢evre drnekleri analizleri igin en ¢ok kullanilan
dedektorlerden biridir. Ciinkii bu dedektor ¢evre acisindan ¢ok 6nemli olan klorlu
pestisitler ve poliklorobifenillerin se¢imli olarak yiiksek duyarlilikla tayinlerine
elverislidir.

Bu dedektorlerde kromatografik kolondan ¢ikan gazlar B 1sinlar1 yayan nikel-
63 oOniinden gecer. Tasiyict gaz, cogunlukla azot, B 1s1nlar1 etkisiyle iyonlasarak iyon
ve elektronlar olustururlar. Dedektor i¢inde bulunan iki elektrod arasinda sabit bir
akim gecer. Ancak bu dedektore elektron yakalayan organik molekiiller girdiginde
elektron derisimi azaldig: i¢in dedektor akimi da azalir. Dedektore pulslu bir gerilim
uygulayarak birim zamanda dedektore ulagan madde miktariyla dogrusal olarak
azalan bir akim sinyali elde edilir.

ECD elektronegatif fonksiyonel gruplar (6rnegin; halojenler, peroksitler,
kinonlar ve nitro gruplar1) iceren molekiiller i¢in yiiksek se¢imlilik ve duyarlilik
gosterirler. Buna karsiik ECD, alkoller, aminler ve hidrokarbonlara karsi
duyarsizdirlar.

Bu dedektorler, 6rnegi bozmazlar, ¢ok duyarli ve segimlidirler, ancak

dogrusal calisma aralig1 dar olup yalnizca iki mertebedir.
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1.7. Gaz Kromatografi/ Kiitle Spektrometri (GC-MS)

Gaz kromatografi cogu zaman secici spektroskopik ve elektrokimyasal
tekniklerle baglantili olarak kullanilir. Boylece ikili yontemler adi verilen bu
sistemler, kompleks karisimlarin analizinde giiclii bir arag¢ olarak kullanilir. Gaz
kromatografi cihazlari, hizli tarama yapabilen ¢esitli kiitle spektrometrelerine
dogrudan baglanmis olarak {iretilir. Kilcal kolonlardan gelen eluatin akig hizi
genellikle kiiciik oldugu i¢in, madde dogrudan kiitle spektrometrenin iyonlagtirma

bolmesine verilebilir. Bu tiir bir sistemin sematik goriinlimii sekil 1.20.°de

verilmigtir.
Enjeksiyon
noktasi
.
_l Erimis silis Iyon
/ ] kaynagi  Analizér Elektron
Tag1yici bolgesi  bolgesi  gogalticy
gaz girisi l _ l
GC Kolon |\=== sistemi fi
Firin

\

Aktarim Odaklama
hatt  mercekleri

Sekil 1.20. Gaz kromatografi/kiitle spektrometrenin sematik gosterimi
Dolgulu kolonlar ve kapiler kolonlar i¢in Sekil 1.21.’de oldugu gibi tasiyict

gazin biiyiik bir kismini analitten ayiran camdan bir jet ayirict sistemin kullanilmasi

gerekir.
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Nozil Analit toplayici

Kolondan :. &

gelen kaynagina

Numune — — —-@

Vakum
Tagiyicr — — -0 pompasina

Sekil 1.21. Bir jet ayiricinin semasi

Bu sistemde kolon gazlar1 jet ayiricinin ucundan ¢ikarken, agir analit
molekiilleri yiiksek momentum kazanir ve bunlarin %50’si kars1 tiipe girerken, hafif
helyum atomlar1 vakum tarafindan emilir. Kuadropol ve manyetik sektorlii kiitle
spektrometreleri gaz kromatografina bagl olarak kullanmayi saglayan donanimla
birlikte satilmaktadir. 1970°li yillarin baslarinda 6zellikle gaz kromatografide
kullanilmak tizere ¢esitli kiitle spektrometreleri imal edilmistir. Gaz kromatograflari
ile kullanilan en basit kiitle dedektorii iyon-tuzak dedektoriidiir (ITD). Bu
dedektorde, kolondan gelen gaz, elektron bombardimani veya kimyasal iyonlagma ile
iyonlastirilir ve radyo frekans manyetik alaninda depolanir. Tutulan iyonlar daha
sonra elektron cogaltict dedektdre sevk edilir. Bu sevk, kiitle/yiik oraniin
taramasinin yapilabilmesi i¢in kontrollu gerceklesir.

Kiitle spektrometrik dedektorler genellikle iki tip sinyal gOriintiisii
verebilirler; aninda sinyal goriintiileri ve bilgisayarda yeniden bigimlendirilmis sinyal
goriintiileri. Bunlarin her birinde asagidaki se¢imler yapilabilir.

(@) Toplam iyon kromatogramlari (zamana gore tiim iyon akimlarinin grafigi)

(b) Seg¢imli iyon akimi kromatogramlari1 (zamana kars1 bir veya birka¢ iyonun

olusturdugu akimlar)

(c) Baz1 kromatografik piklerin kiitle spektrumlari

Ayirirm  olayr tamamlandiktan sonra bilgisayar ile olusturulmus
kromatogramlar1 ekrana yansitmak ve bazi cihazlardaki bilgi bankalar1 sayesinde

maddeleri tanimak miimkiindiir.

39



GC-MS sistemi biyolojik veya dogal sistemlerdeki yiizlerce maddeyi ayni
anda tanimak amaciyla kullanilmaktadir. Ornegin, gidalardaki tat ve koku veren
maddelerin, su kirleticilerin tayininde, ilag ve uyusturucu metabolitlerin
incelenmesinde kullanilir (Skoog D.A. ve ark., 1998).

GC/MS sisteminin kullanimina ait bir 6rnek sekil 1.22.”de verilmistir. Birinci
grafikte (a), yanma geciktirici bir kimyasal madde ile islem gormiis bir giysinin
yakilmas1 sirasinda olusan gazlarin kromatogrami verilmistir. Dikey eksen toplam
iyon akimi, yatay eksen ise alikonma zamani olarak alinmistir. Pikler sunlara karsilik
gelmektedir; (1) Hava, (2) su, (3) hidrojen siyaniir, (4) bilinmeyen, (5) asetaldehit,
(6) etanol, (7) asetonitril, (8) aseton, (8b) bilinmeyen, (9) karbon disiilfiir, (10)
bilinmeyen, (11) bilinmeyen, (12) benzen, (13) toluen, (14) ksilen. ikinci grafikte (b),
kromatogramdaki 12 numarali pikin (benzen) kiitle spektrumu goriilmektedir. Kiitle

numarasina karsi bagil iyon akimlari grafige gecirilmistir.

12

1 11 13 14
2 3 4 6 788bg 10

ot S T T Y N BN

5 10 15
Alikonma zamani, min

(a)

100
B0
60
40
20

-l.1|| N I
20 40 60 80 100 120 140 160

miz
(b)

Sekil 1.22. GC/MS kullanimina ait 6rnek
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1.8. Yiiksek Performansh Sivi Kromatografi (HPLC)

Hareketli fazin sivi oldugu kromatografik sistemlerdir. Mobil fazin sabit faz1
iceren bir kolondan belirli bir basing uygulanarak gecirildigi kromatografik
sistemlere yliksek basingli veya performansli sivi kromatografisi (HPLC) denir.

Sivi kromatografisinin teorisi gaz kromatografisi ile aymdir. Yalnizca
hareketli faz gaz yerine sividir. Amaca gore se¢im yapilir. Kromatografide ayrilan
bilesiklerle daha bagka islemler yapilacaksa bilesiklerin toplanmasi istenir.
Toplamada gaz kromatografisinde tasiyic1 gaz oldugundan ortamdan hemen
uzaklagir ve saf bilesik kolayca uygun bir sogutma sistemiyle sivi veya kat1 halde
elde edilebilir. Sivi kromatografisinde ise tasiyici sivi oldugundan toplam saf bilesik
yanindaki tasiyict siviyr uzaklastirmak ic¢in islemler gerektirir. Bu nedenle toplama
icin gaz kromatografisi ile ¢alismak tercih edilir. Buna karsilik ayrilacak bilesik 1s1ya
kars1 duyarliysa veya biiylik molekiillii ise sivi kromatografisi kullanilir.

Kromatografik ayirim, sabit faz ile molekiil arasindaki etkilesmelere dayanir.
Bunlar; adsorpsiyon, partisyon, ¢dziicii itmesi, iyon degisimi ve molekiiler eleme gibi
etkilesimlerdir. Molekiiller, sabit fazla farkli derecelerde etkilesmelerine bagli olarak
farkl siirelerde kolonu terk ederler. Sabit faza afinitesi en fazla olan en ge¢ gelir.
Kolonun uzunlugu arttikca bantlar genisler, kolon c¢ok kisa olursa maddeler iyi
ayrilamaz. Ayirim i¢in bantlar birbirinden tamamen uzak, homojen olmalidir.

HPLC biitiin analitik yontemler arasinda en yaygin olarak kullanilandir. Bu
yontemin bu kadar yaygin olmasimin sebepleri, duyarlilii, dogru kantitatif tayinler
yapilabilmesi, kolaylikla uygulanabilir olmasi, ugucu olmayan tiirlerin veya
sicaklikla kolaylikla bozunabilen tiirlerin ayrilmasina uygun olmasidir. Amino
asitler, proteinler, niikleik asitler, hidrokarbonlar, karbonhidratlar, ilaglar, terpenler,
pestisitler, antibiyotikler, steroidler gibi maddelere uygulanabilirligi de kullanimini
artiran sebeplerdendir (Skoog D.A. ve ark., 1998).
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1.8.1. HPLC Enstriimantasyonu

1.8.1.1. Hareketli faz

HPLC’de daha iyi ayirim gergeklestirmek icin sabit faz1 degistirmek zor ve
kisithdir. Bu nedenle ayirim giiciinii artirmak icin hareketli fazda degisiklikler

yapilabilir. Hareketli faz iki sistemden olusturulabilir.

A- izokratik sistem

Eliisyon sirasinda mobil fazin bilesimi degistirilmez. Bilesenler sabit
bilesimli tek bir ¢oziicii ile eliie edilirler. Tiim bilesenler kolonda ayni anda farkl

hizlarda go¢ ederler.

B- Gradient sistem

Eliisyon sirasinda mobil fazin bilesimi degisir. Polariteleri birbirinden farkli
iki (veya bazen daha fazla) ¢oziicii sistemlerinin kullanildigr tekniktir. Coziicii

bilesimi stirekli veya basamakli olarak degistirilir.

1.8.1.2. Pompa

Mobil fazin kolon boyunca akimini saglamak icin kullanilirlar. Deneylerin
tekrarlanabilir olmas1 i¢in mobil fazin pompalanma hiz1 sabit olmalidir. Kullanilan
akim 0.5-10 mL/dakikadir. Sabit basing ve sabit hacim pompalar1 kulanilan pompa
cesitleridir.

1.8.1.3. Enjektor

En ¢ok kullanilan enjektor tipi 6 girisli veya ¢oklu girise sahip disardan veya
igerden bir 6rnekleme hiicresinin tutturuldugu valf sistemine sahiptir. Septum tipi
enjektorler, sabit luplu enjektorler ve degisebilir hacimli enjektorler kullanilan

enjektor cesitleridir.
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1.8.1.4. Kolon

Kolon (sabit faz) maddelerin kimyasal ve fiziksel 6zelliklerinden yararlanarak
birbirlerinden ayirt edilmesini saglar. Genellikle ¢elik,ve camdan imal edilir, i¢i belli
Olclilerde sabit fazla doldurulur (Silika veya polimer gibi). Kolon Firin1 kolonu
saklamak ve sabit sicaklikta tutmak igin kullanilir. Blok isiticili, Fanli ve Peltier
kolon firinlart mevcuttur. Peltier sistemler ¢ok ¢abuk 1sitilip sogutulabildigi ve daha
stabil sicaklik sagladigi igin tercih edilir. Kagak sensorlii ve multi kolon teknolojili
olanlar1 da mevcuttur. Kolonlar genellikle fonksiyonel grup eklenmis silika veya
polimer bazli dolguludur. HPLC nin hayata ge¢gmesiyle kullanilmaya baglanan silika
bazli kolonlar artik yerini yavas yavas hizli analiz yapabilen mikro ve nano gozenekli
polimer bazli kolonlara biramaya baglamistir. Polimer kolonlar silika bazli olanlara
gore ortalama 3 kat daha uzun émiirliidiir ve rejenere edilebilir. Kullanilan mobil faz,
sabit faz (kolon) ve molekiiler etkilesim tiirlerine gore HPLC teknikleri asagidaki
temel gruplarda toplanabilirler.

A- Normal Faz Kromatografisi

Sabit fazin, polar (silika jel-polimer ve iizerine baglanmis -CN, -NO; veya
-NH; dolgu maddeleri), mobil fazin apolar yada diisiik polariteye sahip (etileter,
kloroform, hekzan vb. ¢oziiciiler ve karigimlart) oldugu durumdur. Diisiik polariteye
sahip analit kolondan ilk ¢ikar. Benzer 6zelliklere sahip maddelerin birbiri i¢inde
dagilma ozelligi yliksek oldugu icin diisiik polariteye sahip analit mobil fazda ¢ok
1yl ¢oziiniir ve kolondan ilk 6nce ¢ikar. Ayrica yine ayni 6zellik sebebiyle apolar
analit polar sabit fazla az etkilestiginden dolayr kolonda kisa siire tutunabilir.
Alikonma zamanmi kisaltmak icin mobil fazin polaritesi azaltilir. Alikonma

zamanini arttirmak i¢in mobil fazin polaritesi artirilir.

B- Ters Faz Kromatografisi

Sabit fazin apolar (Silika jel-polimer ve tizerine baglanmigs C18, oktil veya
fenil gruplari, metil, etil veya -NH, gruplu dolgu maddeleri), mobil fazin polar
(metanol, asetonitril, tetrahidrofuran gibi giicli organik ¢oziiciilerin zayif ¢oziicii

olan sulu veya tamponlanmis, pH ayar1 yapilmis karisimlari) oldugu durumdur.
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Yiiksek polariteye sahip analit kolondan ilk c¢ikar. Benzer o6zelliklere sahip
maddelerin birbiri i¢inde dagilma 6zelligi oldugu icin yiliksek polariteye sahip analit
mobil fazda ¢ok iyi ¢Oziiniir ve kolondan ilk once ¢ikar. Ayrica yine ayni 6zellik
sebebiyle polar analit apolar sabit fazla az etkilestiginden dolay1 kolonda kisa siire

tutunabilir. Alikonma zamanin1 kisaltmak i¢in mobil fazin polaritesi azaltilir.

C- iyon Degistirme Kromatografisi

Iyonik bilesikleri ayirmak igin kullanilan bir tekniktir. Ayrica suda ¢dziinen
organik maddelerin analizinde de kullanighdir. Katyonlar i¢in negatif yiikli
fonksiyonel gruplu dolgu maddeli kolonlar, anyonlar i¢in pozitif yiiklii fonksiyonel
gruplu dolgu maddeli kolonlar kullanilir. Iyonun molekiil agirhig: arttikca kolonda

tutunma giicii de artar.

D- Boyut Dislama (Eleme) Kromatografisi

Molekiil agirliklar farki cok biiyiik olan analitlerin bir arada analizlenecegi
karisimlar i¢in kullanilan bir tekniktir. Bu teknikte analitler ve kolon dolgu
maddesinde kimyasal degil fiziksel bir etkilesim vardir. Biiylik molekiil agirlig1 olan
analit kolon dolgu maddesindeki porlara sigmadigr i¢in kolonu once terk

eder. Genellikle polimer, seker ve protein analizlerinde kullanilir.

1.8.1.5. Dedektorler

HPLC sisteminde anahtar bilesenlerden bir1 dedektordiir. Kromatografik
yontemle ayrilan herhangi bir molekiile iliskin anlamli bir sonug iiretebilmek i¢in,
nitel ve nicel yonden degerlendirilmesi gerekir. Bir dedektdriin islevi, Grnegin
derisimine orantili olacak sekilde elektrik sinyali {iretmektir. ideal bir dedektér,
yaygin olarak kullanilan eluentler i¢in ya ¢ok az ya da hi¢ sinyal tiretmemelidir.
Fakat uygulamada bdyle bir dedektorle karsilasmak giig, bu nedenle en iyi dedekte
edebilen bolge, mobil fazda ve kromatografik sinirlar i¢cinde sec¢imlilik ve duyarlik

acisindan secilmelidir. HPLC’de en ¢ok kullanilan dedektérler ultraviyole/goriintir
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bolge (UV/VIS), refraktif indeks (RI), flouresans, elektrokimyasal (EC), evaporatif
151k sagilmasi esasli dedektorlerdir. Sekil 1.23.’de HPLC cihaz1 gdsterilmistir.

«®33%

Hareketli Pompa Ofo /" Kolan Dedektér Veri
Faz Sigeleri drnekleyici depolayic
ve iglemei

N Atk

|

Sekil 1.23. HPLC enstriimantasyonu

1.9. Yiiksek Performansh ince Tabaka Kromatografisi (HPTLC)

Kromatografi yonteminin uygulandigi, yar1 otomatize olan bu sistem, tek bir
yazilim ile bilgisayar tarafindan kontrol edilen ve farkli islevlere sahip cihazlardan
olugur. Bu cihazlardan ilki plakaya en az 36, en ¢ok 72 numune tatbik edebilen,
robotik bir siringa sistemine sahip 6rnekleyicidir. Numunelerin, belirlenen miktarda
ve bilgisayar kontrolii ile plakaya x-y diizleminde, uygun mesafelerden bant veya
spot seklinde 6zel bir siringadan piiskiirtiilmesiyle uygulanmasini saglar. Numuneler
bu yolla plaka yiizeyine hapsedildikten sonra plaka yiiriitme tankina ayirim igleminin
gerceklesmesi icin birakilir. Yiriitme tanklari izokratik ve gradiyent olarak iki
cesittir. Izokratik tank iinitesi, geleneksel ince tabaka kromatografisindeki kapali bir
tank sistemini temsil eder. Bu otomatik cihaz sayesinde tank igindeki yiiriime
mesafesi, nem, kurutma ve satiirasyon Kkontrolii saglanmaktadir. Hazneye
yerlestirilen plak otomatik olarak tanka indirildikten sonra, belirlenen mobil faz ile
muamele gergeklestirilir. Ardindan plakay1 tanktan cikararak, belirlenen siire kadar
otomatik kurutma sisteminde bekletilir. Daha sonra plaka, ayirimi gerceklesen
lekelerin densitometrik olarak degerlendirilmesi igin {iglincli cihaz olan tarayici

tinitesine uygun sekilde yerlestirilir. Densitometri, plaka tizerindeki her bir lekeye
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gonderilen 15181in  siddetinden, yansiyan 1s18in siddeti c¢ikartilarak elde edilen
spektrumdan bilesenin konsantrasyonuna, miktarina iligkin bilgi elde etmeyi
saglamaktadir. Lekelerin yerlerinin tatbik noktasina uzaklhigmin, tim analiz
mesafenin uzunluguna oranindan, lekenin bu sistemdeki alikonma degeri olan “R;”
hesaplanir.

HPTLC metodu, yiiksek hassasiyet, kesinlik ve dogruluk gibi c¢esitli
validasyon parametrelerine sahip olmakla birlikte geleneksel ince tabaka
kromatografisi ile kiyaslandiginda bir¢ok avantajlar1 O6ne ¢ikmaktadir. Sistemin
gelisiminde, plaka teknolojisinin gelisimi de etkin rol oynamigtir. Bu anlamda
geleneksel TLC ve HPTLC plakalari arasinda Onemli farklar vardir. Partikiil
biiylikliigli azaltilarak dagilimin daraldigi, bunun da etkin ayirim sagladig
gozlenmektedir. Tabaka kalinhigi da eskiye gore azaltilarak, bir kerede analizi
yapilacak numune sayisi yaklasik 5 kat artmistir. Uygulamanin, otomatik siringa ile
yapilmasi kontrollii bir tatbik saglayarak kullanici hatasini ortadan kaldirmaktadir.
Tankin nem ve sicaklik kontrol iiniteleri ile cevresel etkilerden izole edilmesi,
standardizasyon ic¢in Onemli bir avantaj saglamaktadir. Bilgisayar ile hem
kromatogram  hem UV  spektrumlari  kaydedilerek UV  kiitiiphanesi
olusturulabilmektedir. Boylelikle maddelerin R¢ degerinin yani sira, UV kiitiiphanesi
de maddelerin tamimlanmasinda yardimci bir parametredir. Elde edilen
kromatogramdaki pikin standart ¢ozeltiler ile kiyaslanmasi yoluyla pikin alan
ve/veya yiiksekliginden faydalanilarak miktar tayini yapilabilmektedir.

Tiim bu avantajlar1 yaninda teknigin birtakim dezavantajlar1 da vardir. Sinirlt
bir ayirim giiciine sahiptir. Mobil fazi icin tercih edilen ¢oziiciilerin genellikle
kaynama noktalar1 diisiiktlir ve bu tank ic¢indeki gaz fazin kontroliinii sinirlar. Gaz
fazin kontrol edilmemesi analizin tekrar edilebilirligini etkiler. Tam otomatik bir

sistem degildir (Tiirkmen, Z., Mercan, S., Cengiz, S., 2008).

1.10. Lathyrus Tiirlerinin Ucucu Yaglar ile lgili Yapilmis Onceki Calismalar

Literatiir ¢calismalarinda Lathyrus ochrus’un ugucu yaglari iizerine yapilmis
herhangi bir calismaya rastlanmamistir. Ancak Iran’da, 2008 yilinda, Lathyrus
rotundifolius’un GC ve GC/MS ile ugucu yaglart analiz edilmistir. Bitkinin

yeriistiinde kalan kisimlarindan hidrodistilasyonla ugucu yag elde edilmistir. Analiz
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edilen ugucu yagda toplam 13 bilesen tayin edilmistir. Germakren D (50.4%),
germakren B (18.7%), y-elemen (9.5%) ve mirsen (7.4%) bitkinin ugucu yaginda

bulunan ana maddeler olarak tayin edilmistir. Bu maddelere ait yapilar Sekil 1.24’de

gosterilmistir.
CH,
2 CHa
NN
g7
HaC \r :
e CHs CH,
Germakren D Germakren B
CH,
CH, I
“XCH, |
CH
H;C CH 2
3 / = 2 |
CHg CH, H,C”~ “CHj
y-elemen mirsen

Sekil 1.24. Lathyrus rotundifolius’un ucucu yaginda bulunan maddeler

Bu calismada, kurutulmus bitki ornekleri Clevenger apareyi kullanilarak
hidro-distilasyon yontemi ile 3 saat boyunca distile edilmistir. Ugucu yag 0.85%
verim ile elde edilmis ve GC, GC-MS ile analiz gergeklestirilmistir (Tajbakhsh, M.ve
ark., 2008)

Benzer bir ¢alisma 1999 yilinda, Ingiltere’de Lathyrus odoratus tiirii iizerinde
yapilmistir. Bu ¢caligmada farkli olarak bitkinin ¢icekli kismi ile ¢alisilmig ve bitkinin
ugucu yag disindaki diger ugucu bilesenleri analiz edilmistir. Bitki oncelikle, 250 mg
2,6-difenil-p-fenilen oksit igeren kolonlara kosullandirilarak dietil eter ¢oziiciisiiyle
elie edilmistir. Ardindan diger calismada oldugu gibi GC/MS ile analizi

gerceklestirilmistir. Analiz sonucunda toplam 48 ugucu bilesenin varligr tespit
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edilmistir. Bu analizin sonucunda bitkinin ¢i¢ekli kisminda en fazla bulunan
bilesenlerin (E)—f-okimen (35.5%) ve linalool (20.7%) oldugu ortaya konulmustur
(Sekil 1.25) (Porter, A.E.A ve ark., 1999).

H,C HO
3 MCHZ iO><CH;\)\
H,C
HaC CH, 2N ZcH,
(E)-p-okimen linalol

Sekil 1.25. Lathyrus odoratus’un yapisindaki u¢ucu maddeler

Ayrica Lathyrus vernus L. ¢icek ve govde ugucu yaglari {izerinde yapilan
caligmalarda palmitik asit (34.2-35.3% sirasiyla) ve 1-okten-3-ol (49.8 — 0%
sirasiyla) maddeleri (Sekil 1.26) ana bilesenler olarak tespit edilmislerdir (Iskender
ve ark., 2009).

I
H.C
3 \/\/\/\/\/W\OH
palmitik asit
OH
CH,
1-okten-3-ol

Sekil 1.26. Lathyrus vernus’un ugucu yaginda bulunan maddeler

1.11. Lathyrus Tiirlerinin Ucucu Olmayan Sekonder Metabolitleri Uzerinde

Yapilms Onceki Cahsmalar

Literatiir ¢caligmalarinda Lathyrus tiirlerinden yeni flavonoidler, flavonoller,
salkonlar, pterokarpanlar, saponinler ve bilinen steroller izole edilmistir. (Akihisa ve

ark., 1991; Fuchs ve ark., 1984; King ve ark., 1998; Markham ve ark., 1992;
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Markham ve Hammet, 1994; Reynaud ve ark., 1981; Robeson ve Ingham, 1979;
Udayama ve ark., 1998).

Ayrica Lathyrus tiirlerinden yeni primer metabolitler elde edilmistir. Ozellikle
bu cinste spesifik olarak bulunabilen amino asitler a-N-oksalil-L-a,f-
diaminopropiyonik asit (a-ODAP), p-N-oksalil-L-a,f-diaminopropiyonik asit (/-
ODAP) ve karbohidrat L-bornesitol maddeleri bildirilmistir. (Ichimura ve ark., 1999;
Harrison ve ark., 1977)
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2. MATERYAL ve YONTEM

2.1. Bitkisel Materyal

Arastirmada kullanilan bitkisel materyal, KKTC’nin birgok bolgesinde
yetismekte olan Fabaaceae familyasina ait Lathyrus ochrus L. bitkisidir (Sekil2.1).
Bitki, Glizelyurt bolgesinden, 18.03.12 tarihinde ¢igekli bir sekilde toplanmistir.
Bitkinin tiir teshisi Yrd. Dog¢. Dr. Kaan Polatoglu tarafindan yapilmis ve bir adet
herbaryum o6rnegi Yakin Dogu Universitesi Herbaryumu’na kayit edilmistir

(Herbaryum no: 6772).

Sekil 2.1. Lathyrus ochrus (L.) DC.

2.2. Kimyasal Materyaller ve Cihazlar

Aragtirmada kullanilan kimyasallar Tablo 2.1 ve arastirmada kullanilan cihazlar

Tablo 2.2°de verilmistir.

Tablo 2.1. Arastirmada kullanilan kimyasallar

Kimyasal Ad1 Temin Edildigi Yer
Hekzan VWR Prolabo (HPLC grade)
Kloroform VWR Prolabo (HPLC grade)
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Etil asetat VWR Prolabo (HPLC grade)
Metanol VWR Prolabo (HPLC grade)
DPPH Fluka
BHT Alfa Aesar
a-Tokoferol Alfa Aesar

Tablo 2.2. Arastirmada kullanilan cihazlar

Cihazin Adx Marka
Rotary Evaporator Heidolph Laborota 4001 efficient
Ultrasonik Banyo Bondelin Sonorex Digitec

Ekim: Linomat 5

APTLC Tarama: TLC Scanner 4
Iklimlendirilmis Kabin Conviron S10H
Etiiv Binder — ED 115
Bitki Ogiitme Degirmeni Retsch — SK 100
UV/VIS Spektrofotometre Shimadzu — UV mini-1240
GC, GC-MS Agilent 5975 GC-MSD

2.3. Ekstraksiyon

Laboratuvara getirilen 6rnekler havadar, glines almayan bir odada kurutulduktan
sonra bitki 0giitme degirmeninde 6gitiilmiistiir. Aragtirmamizda, bitkinin hekzan ve
kloroform olmak ftizere iki farkli ekstresi ile calisilmistir. Kuru bitkinin tamami
oncelikle hekzan ile ekstre edilmistir. 823,27 g 6rnek 20 L’lik meserasyon tankinda 5
L hekzan ile 3 giin siire ile ekstre edilmistir. Elde edilen ekstrenin ¢oziiciisii vakum

altinda ugurulmustur. Aym1 sekilde, hekzan ekstresi hazirlanan 6rnek siiziildiikten
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sonra 20 L’lik meserasyon tankinda 5 L kloroform ile 3 giin siire ile ekstre edilmistir.

Ekstrelerin miktarlar1 ve verimleri Tablo 2.3’de verilmistir.

Tablo 2.3. Elde edilen ekstrelerin miktarlar: ve verimleri

Bitki Cinsi/Tiirii L. ochrus
Coziicii miktar: 5L
Bitki miktar 823.27 ¢
Hekzan Ekstresi/Verim 12.85679 / 1.56%
Kloroform Ekstresi/Verim 10.0856 g / 1.23%
Etil Asetat Ekstresi/Verim 520029 / 0.63%
Metanol Ekstresi/Verim 60.80g / 7.39%

2.4. Hidrodistilasyon

Lathyrus ochrus bitkisinin igerdigi ugucu maddelerin incelenmesi ig¢in
bitkiden Clavenger apareyi sayesinde ugucu yag elde edilmistir.
-80°C’de taze olarak saklanan L. ochrus bitkisi kiigiik parcalara ayrilmistir. Miktari
211,12 g olarak belirlendikten sonra balon jojeye konulmustur. Bitki pargalarinin
tizerine 1 L distile su eklenip Clevenger Apareyi baglanmistir. Kondenzasyon akimi
calistirip 1siticiya bagl olarak 3 saat boyunca distilasyon yapilmistir. Islem sonunda
elde edilen yag miktar1 aparey lizerinde mililitre cinsinden Sl¢ililmiistiir. Elde edilen
ucucu yaglarin verimleri v/w (elde edilen yag miktar1 mL) / (bitki miktar1 g) olarak
hesaplanmistir. Lathyrus ochrus bitkisinin eldesinde ise verim, <0,01mL olarak
hesaplandi. Ugucu yaglar analiz yapilacaklar1 giine kadar bozulmamalari i¢in teflon
kapakli cam flakonlarda 4°C’de 151k almayacak sekilde saklanmistir. Elde edilen
ucucu yagin analizi GC, GC-MS ile gerceklestirilmistir.
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2.5 Ucucu Yag Analizleri

2.5.1 GC-MS Analizi

GC-MS analizi Agilent 5975 GC-MSD sistemi ile gergeklestirilmistir.
Innowax FSC kolonu (60 m x 0.25 mm, 0.25 um film kalinlig1), akis hiz1 0.8 mL/dk
olan helyum tasiyict gazi ile birlikte kullanilmistir. GC firin sicakligi 10 dakika
siiresince 60°C’de tutulmustur ve sonra 4°C/dk hizla 220°C’ye ¢ikartilmistir. Bu
sicaklikta da 10 dakika tutularak 1°C/dk hizla 240°C’ye cikartilmistir. Split orani
40:1 olarak ayarlanmistir. Enjektor sicakligi 250°C olarak belirlenmistir. Kiitle

spektrumlar1 70 eV enerjide ve 35-450 m/z (kiitle/yiik) araliginda alinmistir.

2.5.2 GC Analizi

GC analizi Agilent 6890N GC sistemi ile gerceklestirilmistir. FID dedektor
kullanilmig ve dedektor sicakligr 300°C’ye ayarlanmistir. GC-MS sistemindeki ile
ayni eliisyon sirasini elde etmek igin, benzer 6zellikte bir kolona, ayni kosullar
altinda eszamanli olarak otomatik enjeksiyon yapilmistir. Ayrilmis bilesiklerin relatif

yiizdelik miktarlar1 FID kromatogramlari kullanilarak hesaplanmistir.

2.5.3 Bilesiklerin tanimlanmasi

Ucgucu yag ve ugucu bilesenlerin tanimlanmasi, bilinen maddeler ve analizi
yapilan maddelerin relatif gecikme zamanlari kiyaslanmasi yada RRI (relative
retention index) degerleri n-alkan serisi ile kiyaslanarak yapilabilir. Ticari olarak
gelistirilmis bilgisayarl eslestirme programlar1 (Wiley GC/MS Library, MassFinder
3 Library) ve bilinen ugucu yaglar i¢in olusturulmus, “Baser Library of Essential Oil

Constituents” MS datalar1 da bilesenleri tanimlamak i¢in kullanilmistir.

2.6. SPME-GC/MS Analizi

Bu yontemde taze bitkisel materyalin igerdigi ucucu maddeler, kat1 faz mikro
ekstraksiyon (SPME) teknigi ve GC-MS analizi ile teshis edilmistir. SPME

analizinde ¢ok az bir bitki materyali (5 g) tartilmis ve cam flakonlara yerlestirilmistir.
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Flakonlar parafilm ile kapatilmis ve 50°C de c¢alisan 1siticinin  {izerine
yerlestirilmistir. Flakonlar 1sitilmaya baslanir baslanmaz SPME fiberini igeren
enjektor flakona yerlestirilmistir ve kat1 faz mikro ekstraksiyonun yapildigi fiber ug
aciga cikarilmistir. Ekstraksiyon ucunun yaklasik olarak 5 dakika boyunca bitkinin
olusturdugu ucucu maddelere maruz kalmasi saglanmistir ardindan fiber ug
enjektoriin igcine ¢ekilmistir. Bu SPME enjektorii ile GC-MS cihazinin “liner”
kismina enjeksiyon yapilmistir. Sicakligi 250°C olan liner kisminda enjektoriin
ekstraksiyon ucu agiga ¢ikarilmis ve desorpsiyon saglanmistir. GC-MS analizinde
Agilent 5975 GC-MSD sistemi, Innowax FSC kolonu (60 m x 0.25 mm, 0.25 pm
film kalinlig1) ve helyum tasiyict gaz1 (0.8 mL/dak) akis hiz1 kullanilmistir. Analiz
sicaklik programi ile yapilmistir. Buna gore firn 60°C’de 10 dakika tutulmus
ardindan 220°C’ye 4°C/dak hizla ¢ikartilmig, bu sicaklikta 10 dakika tutulmus ve
sonra 240°C’ye 1°C/dak hizla ¢ikartilmistir. Enjeksiyon splitless olarak yapilmistir.
Kiitle spektrumlari 70 eV enerjide ve 35-450 m/z kiitle/yiilk oraninda alinmistir.
Kromatogramlarda goriilen piklerin hangi madde olduklarinin belirlenmesinde relatif
gecikme zamanlari ve kiitle spektrumlarinin bilinen maddeler ile karsilastirilmasi ile
yapilmustir.

Her iki yontemle ilgili ¢alismalar Eskisehir Anadolu Universitesi, Eczacilik

Fakiiltesi, Farmakognozi Boliimii laboratuvarlarinda yiiriitilmistiir.

2.7. Yapilan Biyolojik Aktivite Calismalar

Bitkilerden elde edilen ugucu yaglarin, DPPH aktivite testi, PRAP aktivite
testi L. minor ile fitotoksik aktivite testi ve antimikrobiyal aktivite testi yapilmustir.
Bunlara ek olarak L. ochrus bitkisinin n-hekzan ve kloroform ekstreleri iizerinde de
ayni aktivite testleri gergeklestirilmistir. DPPH ve PRAP aktivite testleri, bitkinin
hem hekzan, kloroform, metanol ve etilasetat ekstrelerine, hem de ugucu yagina
uygulanmistir. Ekstrelere tek bir konsantrasyonda (10 mg/mL) aktivite testleri
uygulanmistir. Ancak bitkinin ucucu yagina farkli konsantrasyonlarda DPPH ve
PRAP aktivite testleri uygulanmistir. 200 g bitkiden 0.01 mL’den daha az ugucu yag
elde ettigimiz i¢in yagi hekzanda ¢ozlip yag/hekzan 1% (v/v)'lik yag c¢ozeltisi

hazirlandi ve aktivite testlerinde 1%/'lik yag seyreltilerek dort farkli konsantrasyonda
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(10 mg/mL, 1 mg/mL, 0.5 mg/mL, 0.1 mg/mL) DPPH ve PRAP aktivite testlerinde
uygulanda.

2.7.1. DPPH Aktivite Testi

DPPH kararl1 bir serbest radikaldir. Yapis1 sekil 2.1.’de gosterilmistir.

0N NO,

L
v

Sekil 2.1. DPPH (2,2-difenil-1-pikrilhidrazil) molekiilii

Karakteristik olarak mor bir renge sahiptir (Amaksimum 515-517 nm). Uygun bir

donorden hidrojen aldiginda bu mor rengi kaybolur ve sar1 renkli bir madde olusur.
(DPPH ) + (H-A) > DPPH-H + (A)

mor sari

Calisilan ugucu yagda, ekstrede radikal siipiiriicii aktivitenin varligi bu sekilde
incelenebilmektedir (Tirzitis & Bartosz 2010). DPPH serbest radikali siipiiriicii
etkisi aktivite testleri HPTLC-DPPH yontemine gore uygulanmistir (Polatoglu,
2010). Orneklerin (yag ve ekstreler) ve pozitif kontrollerin stok g¢dzeltileri (10
mg/mL), pozitif kontroller (a-tokoferol, BHT 2,6-bis(1,1-dimetil etil)-4-metilfenol)
ve DPPH (2,2-difenil-1pikrilhidrazil) stok ¢ozeltisi (0,1mM) metanolde
hazirlanmigtir. 200 puL stok ¢ozeltiden alinarak, 1000 pL DPPH c¢ozeltisi ile
karistirtlmistir.  Negatif kontrol olarak yag/ekstre igermeyen 200 pl metanol
kullanild1. Tiim ¢ozeltiler bir dakika vortexte ¢alkalandiktan sonra oda sicakliginda
karanlik ortamda bir saat bekletilerek inkiibe edildi. Bu siire sonunda hazirlanan tim

cozeltiler HPTLC’de ITK plagma (2 pL-5 mm) uygulandi ve 517 nm’de
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spektroskopik tarama yapildi. Her bir bandin absorbansi okunduktan sonra DPPH
aktivitesi DPPH % = (Axsr— Asmek ) / Aksr X 100 formiiliine gore hesaplandi.

2.7.2. Fosfomolibden Indirgenme Antioksidan Giicii (PRAP)

Bu aktivite testinde antioksidan aktivite Mo™®nin Mo™’e indirgenmesi
sonucu olusan fosfomolibden kompleksine gore belirlenir. Buna gore indirgen
maddeler varliginda yesil-sar1 renkli olan ¢6zelti mavi-lacivert renk almaktadir. Bu
aktivite testi HPTLC’de spektrofotometrik yontemle yapilmistir. Literatiirdeki
yontem (Falcioni, 2002) uygulanmistir. Hazirlanan ¢ozeltiler (metanolde); 10% (w/v)
fosfomolibdik asit stok ¢ozeltisi, 10 mg/mL yag/ekstre ve pozitif kontroller: o-
tokoferol, BHT, gallik asit ve negatif kontrol: metanol. Fosfomolibdik asit ¢ozeltisi
orneklerle karistirildiktan sonra 80°C’de 30 dk siireyle inkiibe edildi. Oda sicakligina
kadar sogutulduktan sonra HPTLC’de ITK plagma uygulandi. (2 pL — 5 mm) 600
nm’de elde edilen bantlar tarandi ve kontrol cozeltileri ile kiyaslandi. Negatif
kontrole gore absorbansta gozlenen artis ekstrelerde bulunan antioksidan maddelerin

aktivitesi olarak degerlendirildi.

2.7.3. Lemna minor ile Fitotoksik Aktivite Testi

Aktivite testi i¢in su mercimegi olarak da bilinen Lemna minor L. bitkisi
kullanilmistir. Bu bitki hizli bir sekilde gelistigi icine fitotoksik aktivitenin
degerlendirilmesi i¢in model organizma olarak tercih edilmektedir. L. minor bitkisi
icin literatiirde verilen fitotoksik aktivite yontemi kullanilmistir (Einhelling et. al.,
1985). Ekstre 10 mg/mL olacak sekilde hazirlandiktan sonra 10 mL’lik flakonlara 50
uL ekstre konuldu ve ¢oziiclisiiniin tamamen ugmasi beklendi. Ardindan ti¢ adet L.
minor bitkisi (3 yaprakli, 3 adet = 9 adet yaprak) flakonlara alindi. I¢inde ekstrenin
olmadig1 flakonlar negatif kontrol (kor) olarak hazirlandi. Her flakona 2 mL E-
medium (bitkilerin biiylimesi i¢in gerekli mineralleri igeren besiyeri) eklendi. Tim
flakonlar iklimlendirilmis kabine yerlestirildikten sonra 1 hafta boyunca burada
inkiibe edildi. Bu siirenin sonunda bitkilerin yaprak sayilarindaki farkliliklar
gozlemlendi. Sayimlarin yapildigi flakona yerlestirilen bitkilerdeki 6lii ve canhi

yaprak sayist belirlendi.
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Lemna minor’tin klorofil miktar1 bitki gelisiminin bir Ol¢iitii olarak ayrica
degerlendirilmistir. Bu nedenle, her bir flakondaki ornek, distile su ile iyice
yikanarak temizlendi. Bitkiden klorofilleri ekstrakte edebilmek icin bitkilerin iizerine
96%’lik etanol (v/v) ¢ozeltisi eklendi ve karanlikta 48 saat inkiibe edildi. Bu siirenin
sonunda her bir flakondaki ¢o6zeltinin 649 ve 665 nm’de absorbanslar1 ol¢iildii.
Literatiirde belirtilen yonteme gore (Winterman & Denots, 1965) absorbanslar

klorofil A, klorofil B ve toplam klorofil miktarlar1 cinsinden hesaplandi.

Klorofil A miktar1 2> Klorofila = (13.70 X Aggs) — ( 5.76 X Agag)

Klorofil B miktar1 = KIorofiIB = (2580 X A649) — (760 X A665)

Toplam Klorofil miktar1 = Klorofily = Klorofila+ Klorofilg

Formiilleri ile hesaplandi. Tiim testler {i¢ tekrarli olarak ¢alisilmistir.

Biiyiime hz1 = (Axsr-Asmek) / Aksr X 100

(In(test bitimindeki yaprak sayisi) — In(test basindaki yaprak sayist))

Bilyiime oram =
test siiresi

olarak hesaplanmuistir.

2.7.4. Antimikrobiyal Aktivite

Antimikrobiyal aktivite testi, 3 adet gram negatif (Escherichia coli NRRL B-3008;
Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853; Bacillus subtilis NRRL B-4378), 3 adet
gram pozitif (Serratia marcescens NRRL B-2544; Streptococcus pyogenes ATCC
13615; S. epidermidis ATCC 12228) ve 1 candida (Candida albicans ATCC
90028) tiirlerine kars1 gergeklestirilmistir.

Lathyrus ochrus hekzan ekstresi ve kloroform ekstresi olarak iki farkli ekstre
ile calisildi. Antimikrobiyal aktivite testleri yapilan hekzan ve kloroform ekstreleri

yontemde saf DMSO da ¢oziildii. Antimikrobiyal aktivite testi CLSI metoduna

S7



(CLSI, 2007) gore yapilmistir. Standart antimikrobiyal maddelerden ampisilin ve
ketokonazol de (0.025 mg/mL ) tek dozda uygulanmis ve sistem uygunlugu kontrol
edilmistir. Bu calisma, Eskisehir Anadolu Universitesi, Eczacilik Fakiiltesi,

Farmakognozi Boliimii laboratuvarlarinda ytriitilmistiir.
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3. BULGULAR

3.1. Ucucu Yag iceriklerinin GC/MS ve SPME-GC/MS ile Tayininden Elde
Edilen Sonuclar

Bitki ugucu yagi, hidrodistilasyon ile elde edildikten sonra GC ve GC-MS ile

analiz edildi. Teshis edilen maddeler ve rolatif miktarlar1 Tablo 3.1’te verilmistir.

SPME teknigi ile bitkiden elde edilen ugucu maddelerin igerigi GC-MS ile analiz

edildi. Teshis edilen maddeler ve rolatif miktarlar1 Tablo 3.3’de listelenmistir.

3.1.1. GC/MS ile Tayin Edilen Bilesikler ve Yapilar:

Tablo 3.1. Lathyrus ochrus® bitkisinin GC, GC-MS ile belirlenen ucucu yag

icerikleri.
Relatif )

) 2 Analiz
Gecikme Bilesik % .
) ) Metodu®
Indeksi( )

1400 Tetradekan 0,25+ 0,01 tr, MS
1700 Heptadekan 0,12 +0,03 tr, MS
1779 (E,Z2)-2,4-Dekadienal 0,13+0.01 MS
1800 Oktadekan 0,10+0.0 MS
1868 (E)-Geranil aseton 0,2 1+ 0.02 MS
1955 Neofitadien izomeri 3,53+0.36 MS
1958 (E)-B-lyonon 0,85+ 0.02 tr, MS
1992 Neofitadien 1,35+ 0.13 MS
2041 Pentadekanal 1,56 +0.03 tr, MS
Hekzahidrofarnesil
2131 1,73+0.04 MS
Aseton
2296 [zofitol 0, 68 + 0.05 MS
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2384 1-Hekzadekanol 1,02 +0.03 MS

2500 Pentakosan 4,20 +0.09 tr, MS
2509 Metil linolat 0,42 +0.01 tr, MS
2583 Metil linolenat 1,72+0.42 tr, MS
2622 Fitol 49,39+ 0.44 MS

2670 Tetradekanoik asit 1,99 +0.06 tr, MS
2700 Heptakosan 0,58+ 0.0 tr, MS
2822 Pentadekanoik asit 1,08+0.12 tr, MS
2931 Hekzadekanoik asit 20,64 +0.89 tr, MS

Toplam 91,5+0.5

W T{im analizler ii¢ tekrarli olarak caligtlmustir.
@RRI Relatif gecikme zamanlarmin n-alkan serisi ile karsilasmas1 yapilmustir.
® Ayrilan maddelerin % miktarlari FID kromatogramlarindaki piklerin integrasyonu ile

hesaplandi

® Metot: Ugucu yag bilesenlerinin tammlanmasi igin relatif gecikme zamanlari, orijinal
orneklerin gecikme zamanlar ile karsilastirilmistir. Ayrica bilgisayarda Wiley GC-MS ve
Mass Finder kiitle spektrumu kiitiiphaneleri ve orijinal bilesikler, bilinen ugucu yag igerikleri
ve kiitle spektrumu profilleri karsilastirilarak tanimlamalar yapilmistir.

Tablo 3.2. Lathyrus ochrus’un GC-MS ile tayin edilen ucucu yag icerigindeki

bilesiklerin ve yapilari

Bilesik Yap1
Tetradekan H3C\/\/\/\/\/\/\CH3
Heptadekan HC o~

(E,Z)-2,4-Dekadienal
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Oktadekan

CH, CHs CHs
(E)-Geranil aseton “ “~ L
HaC o
CHj CH, CH, CHs
Neofitadien izomer
)\/\)\A)\/\)\/ CHz
H,C
O\ CH3
E)-p-i 7
(E)-B-Iyonon e
CH,
HsC

Neofitadien

HZC%\H/\/\KV\(\/\( CHs

CH, CH, CHy CHs

Pentadekanal

H,C

Hekzahidrofarnesil o) CHg CH, CHs
pseton /H\/\)\/\)\/\/‘\
HC CHy
CH
iofitol HZCW\K\/\( 3
zofito HO cH o

3 3 CHs CH,
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1-Hekzadekanol

Pentakosan

Metil linolat

1
HsC )\/\/\/\/\/\/\/\/\
$ ~o X = CHg

CH
- O = P~ 3
Metil linolenat HaC” | A
CHj CHa CH, cHy O
Fitol “
H,C
O

Tetradekanoik asit

|

Heptakosan

H3C\/\/\/\/\/\/\/\/\/\/\/\/\/CH3

Pentadekanoik asit

Hekzadekanoik asit
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3.1.2. SPME/ GC-MS ile Tayin Edilen Bilesikler ve Yapilari

Bitkilerin SPME teknigi ile ekstraksiyonu ve GC-MS ile ilgili sonuglar elde edilmis

ve Tablo 3.3’de listelenmistir.

Tablo 3.3. L. ochrus bitkisinin SPME/GC-MS yontemi ile belirlenen ucucu yag

icerikleri
6772 — L. ochrus — SPME/GC-MS

Relatif
Gecikme Teshis Edilen Madde (%)

Indeksi
1093 Hekzanal 7,0
1260 1-Pentanol 1,7
1360 1-Hekzanol 2,5
1391 (2)-3-Hekzen-1-ol 1,2
1452 1-Okten-3-ol 2,3
1496 2-Etil hekzanol 0,4
1520 3,5-Oktadien-2-one 1,8
1541 Benzaldehit 3,6
1601 Teshis Edilemeyen Madde* 14,8
1600 [zoforon 11
1638 p-Siklositral 2,4
1661 Safranal 1,3
1661 2-Metil biitanoik asit 7,2
1703 6-Oksoizoforon 0,9
1751 Karvon 0,4
1871 Hekzanoik asit 1,9
1896 Benzil alkol 34
1958 (E)-p-Iyonon 33
2009 trans-$-Iyonon-5,6-epoksit 1,0

63




2084 Oktanoik asit 3,6
2192 Nonanoik asit 3,9
2308 Metildihidrojasmonat 1,0
2380 Dihidroaktinidiolit 1,3
2503 Dodekanoik asit 4.4

Toplam 72,4

*Maddenin ne oldugu teshis edilemedi. EIMS, 70 eV, m/z (rel. .int.): 156[M]+(2),
128(27), 113(5), 110(33), 95(52), 85(19), 84(15), 71(100), 69(11), 58(36), 55(17),
53(5), 43(50).

Tablo 3.4. Lathyrus ochrus’un SPME/GC-MS ile tayin edilen ugucu yag

icerigindeki bilesikler ve yapilari

Bilesik Yap1

Hekzanal HC™ Ny

1-Pentanol Hee” NS OH
1-Hekzanol ch/\/V\OH
WOH

(2)-3-Hekzen-1-ol HaC
CH
OH
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2-Etil hekzanol

HO

CHz

3,5-Oktadien-2-on

I
Benzaldehit
O/\H
I
[zoforon
CH,
HC CH,
H.C
3 —0
p-Siklositral HsC
CH,
H,C
Safranal

65




)
. AN
6-Oksoizoforon
HsC \o
HsC
Karvon
~
e}
CH,4
. . 0
Hekzanoik asit ”
/\/\/\/OH
HsC
) OH
Benzil alkol
O\ CHj
E)-5-1 7
(E)-p-lyonon e
CH,4
HsC
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Trans-$-iyonon-5,6-

epoksit

Oktanoik asit

Nonanoik asit

Metildihidrojasmonat

Dihidroaktinidiolit O
N\A
HsChc o
)
Dodekanoik asit H
/\/\/\/W\OH

H;C
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3.2. L. ochrus ekstrelerinin DPPH ve PRAP aktivite test sonuclari

L. ochrus ekstrelerinin DPPH siipiiriicii aktivite test sonuglari Tablo 3.5°de

verilmistir.

Tablo 3.5. L. ochrus Ekstrelerinin (10 mg/mL) %DPPH Siipiiriicii Aktiviteleri

Ornek

% DPPH Siipiiriicii Aktivite

A- Tokoferol (pozitif kontrol)

85.59 +0.2831

BHT (pozitif kontrol)

88.41 + 0.2464

Metanol Ekstresi

77.07 £ 0.5051

Etil asetat Ekstresi

41.21 £1.3664

Kloroform Ekstresi

Hekzan Ekstresi

10.28 £ 0.8110

! ortalama + standart sapma (n = 5)

L. ochrus ekstrelerinin PRAP aktivite test sonuglar1 Tablo 3.6’da verilmistir.

Tablo 3.6. L. ochrus Ekstrelerinin (10 mg/mL) PRAP aktiviteleri

Ekstrenin Ad1 600 nm’de Pik Yiiksekligi

a-Tokoferol (Pozitif kontrol) 838.98 + 1.74"
BHT (Pozitif kontrol) 753.45 +3.86
Gallik Asit (Pozitif kontrol) 784.95 +1.63
Metanol (Negatif kontrol) 33.19+1.97
Hekzan Ekstresi 385.6 +1.84
Kloroform Ekstresi 603.65 £5.59

Etil asetat Ekstresi 455.53 + 1.96
Metanol Ekstresi 248.80 +8.82

! ortalama =+ standart sapma (n = 5)
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3.3. L. ochrus u¢ucu yaginin DPPH ve PRAP aktivite test sonuclari

ook w

L. ochrus ugucu yaginin PRAP ve DPPH aktivite test sonuglar1 Tablo 3.7 ve

Tablo 3.8’de verilmistir.

Tablo 3.7. L. ochrus ugucu yaginin PRAP aktivite test sonuclar:

PRAP Aktivitesi (AU)
yag a- tokoferol BHT

10 mg/mL 593.87+ 5.14e 837.03+ 1.38a 819.7+ 2.10b

1 mg/mL 266.73 +5.08h 663.47 + 2.60c 622.73 +£1.64d
0.5 mg/mL 187.27 £ 3.8j 554.67 + 7.17f 502.8 + 4.46g
0.1 mg/mL 71.27+ 1.14k 271.10+ 2.86h 210.53+ 1.81i

Kor
48.43 £ 0.341
(metanol)

Sonuglar; Absorbans + standart sapma (5 tekrarl) seklinde verilmistir.

(absorbanslar TLC densimetrik Olgiimiine gore,

gore verilmistir.

absorbans birimine (AU)

Ugucu yagin stok g¢ozeltileri hazirlanirken 1% lik (yag/n-hekzan; v/v) yag
¢ozeltisi (metanolde) seyreltilerek hazirlanmistir.

10 mg/mL; ¢ozelti 1 mL’de 100 pg saf yag icermektedir.

1 mg/mL; ¢cozelti 1 mL’de 10 pg saf yag igermektedir.
0,5 mg/mL; ¢ozelti 1 mL’de 5 pg saf yag icermektedir.
0,1 mg/mL; ¢ozelti 1 mL’de 1 pg saf yag igermektedir.

Tablo 3.8. L. ochrus u¢ucu yagimn DPPH aktivite testi sonuclari

DPPH Siipiiriicii Aktivite (%)
Yag a- tokoferol BHT
10 mg/mL 9.28+ 1.30 ef 89.13+0.54 b 90.81+ 0.35a
1 mg/mL 0.40 +0.14g 89.66 + 0.30b 88.92+0.17b
0.5 mg/mL 0.01>> 60.15 + 0.38c 45.36 + 0.54d
0.1 mg/mL 0.01>> 9.74+ 0.21e 7.79+ 0.26f
Kor (metanol) 48.43 +£0.341




1. Sonuglar; Absorbans + standart sapma (5 tekrarli) seklinde verilmistir.
(absorbanslar TLC densimetrik Olgiimiine gore, absorbans birimine (AU)
gore verilmistir.

2. Ugcucu yagin stok ¢ozeltileri hazirlanirken 1% lik (yag/n-hekzan; v/v) yag

¢Ozeltisi (metanolde) seyreltilerek hazirlanmistir.

10 mg/mL; ¢ozelti 1 mL’de 100 ng saf yag icermektedir.

1 mg/mL; ¢ozelti 1 mL’de 10 pg saf yag icermektedir.,

0,5 mg/mL; ¢ozelti 1 mL’de 5 pg saf yag igermektedir.

0,1 mg/mL; ¢ozelti 1 mL’de 1 pg saf yag igermektedir.

o 0k w

3.4 L. ochrus Ekstrelerinin Lemna minor iizerindeki fitotoksik aktiviteleri

Tablo 3.9. L. ochrus Ekstrelerinin (10 mg/mL) Lemna minor iizerindeki
fitotoksik aktiviteleri

Ekstre Ad1 Aplikasyon | %Fitotoksik Biiyiime Hiz1
Hacmi Aktivite

Hekzan 100 pL 5.23 +1.631 0.0941 + 0.0025

Kloroform 100 uL 58.36 £3.55 0.0100 + 0.0087

! ortalama + standart sapma (n = 3)

3.5 L. ochrus ekstrelerinin uygulanmasindan sonra tek bir 3 yaprakh Lemna
minor bitkisindeki Klorofil A, Klorofil B ve Toplam Klorofil miktarlari (ng) ile
flgili Sonuclar

Tablo 3.10. L. ochrus ekstrelerinin uygulanmasimin (10 mg/mL) ardindan tek
bir 3 yaprakh Lemna minor bitkisindeki Klorofil A, Klorofil B ve Toplam
Klorofil miktarlar: (ng).

Applikasyon Toplam
Ekstre Adi | o) Klorofil At | Klorofil B? il 5
Hacmi Klorofil
Hekzan 100 uL 4.51+0.54* | 6.00+0.57 10.51 +£1.08
Kloroform 100 uL 0.69 £ 0.02 1.64 £0.03 2.33+£0.01

! Klorofil A miktari;

Klorofil B;  ortalama + standart sapma (n = 3)

? Klorofil B miktart; ® Toplam Klorofil miktar1 Klorofil A +




3.6. L.ochrus Ekstrelerinin farkh mikroorganizmalar iizerindeki antimikrobiyal

aktiviteleri

Tablo 3.11. L. ochrus ekstrelerinin (10 mg/mL) farkhh mikroorganizmalar

iizerindeki antimikrobiyal aktiviteleri

Mikroorganizma Kloroform | Hekzan
Escherichia coli + +
Pseudomonas + +
Bacillus subtilis + +
Serratia marcescens | t+ +
Streptococcus + +
S. epidermidis + +
Candida albicans + +

! On aktivite calismasinda aktiviteye rastlandi “+”.

2 On aktivite caligmasinda aktiviteye rastlanmadi

(13
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4. TARTISMA

Calismamizda, KKTC’ nin batisinda bulunan Glizelyurt bolgesinden, 18.03.12
tarihinde ¢igekli bir sekilde toplanmis, Lathyrus ochrus bitkisi kullanildi. Bitkiye,
hidrodistilasyon ve SPME teknikleri uygulanarak ucucu yag ve diger ucucu
bilesenleri elde edildi. GC ve GC-MS analiz yontemleri kullanilarak elde edilen
ucucu yag ve diger ucucu bilesenlerin igerikleri aragtirildi. Ugucu yagda 20 madde
tayin edildi. Bitkinin ugucu yaginda genel olarak diterpenler (54.9%), monoterpenler
(1.0%), seskiterpenler (1.8%), yag asitleri ile esterler (33.8%) bulundugu gozlendi.
Diterpenler, fitol (49.4%), isofitol (0.7%) ve neofitadien ile izomerinden (4.8%)
olusmaktadir. Yag asitleri ve esterler ise, hekzadekanoik asit (20.6%), pentakosan
(4.2%), tetradekanoik asit (2.0%) ve metil linolat (1.7%) bilesiklerinden
olugsmaktadir. Lathyrus ochrus bitkisinin ugucu yaginda fitol bilesiginin temel
bilesen oldugu gorilmektedir. Literatiirdeki sonuglarla elde edilen sonuglar
kiyasladiginda daha onceki galigmalarda diterpenler veya fitol, ucucu yagin temel
bileseni olarak bildirilmemistir. Bunun aksine seskiterpenler ve yag asidi tiirevleri
Lathyrus rotundifolius ve Lathyrus vernus bitkilerinin ugucu yaglarinda temel
bilesenler olarak bildirilmistir (Iskender ve ark., 2009; Tajbakhsh ve ark.,2008).

Sonug olarak Lathyrus ochrus bitkisinin iyi bir fitol kaynagi oldugu
goriilmektedir. Fitol, a-tokoferol (vitamin E) (Netscher, 2007) ve filokinin (vitamin
K1) (Danies, Payne, Humphries&Abell, 2003) sentezinde kullanilabilir. Ayni
zamanda kozmetik iirlinleri, oda spreyleri ve temizlik malzemelerinde de yaygin
olarak kullanildigi bilinmektedir (McGinty, Letizia & Api, 2000). Fitol, Refsum
hastaligina sahip bireylerce yiiksek dozda kullanildiginda bir¢ok yan etkisi gosterdigi
bilinmektedir. Bunlar arasinda kaslarda dengesizlik, koku alamama, duyma kaybi
gibi coklu sinir sistemi bozukluklari siralanabilir. Refsum hastalifina (fitanik asit
depo hastaligi) ait bu belirtiler nedeniyle bu tip hastalarin fitol igeren gidalar
tiketmemesi oOnerildigi bildirilmistir (Wierzbicki,2007). Fitoliin yiiksek dozda
kullanilmast insanlarda oldugu gibi hayvanlarda da olumsuz sonuglar orataya
cikarmaktadir (Steinberg ve ark.,1966). Tiim bu olumsuz etkilerinin yaninda saf
fitoliin iltihap 6nleyici (Silva ve ark, 2013) ve agr1 Onleyici (Santos ve ark, 2013)

ozellikleri de rapor edilmistir.
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Bitkinin ugucu yag ve ugucu sekonder metabolitlerinin analizlerinde GC/GC-
MS ve SPME/GC-MS kullanilmistir. Her iki yontemle de farkli bilesik gruplarinin
tayin edilmesi beklenen bir durumdur. Ciinkii SPME teknigi ile ugucu maddeler elde
edilirken diisiik sicakliklarda (50°C) ekstraksiyon yapilmustir. Hidrodistilasyonda ise
su ile beraber bitkisel materyal kaynatildig1 icin 100°C civarinda ugucu yaglar elde
edilmistir. Kondenzasyon islemi sirasinda ¢ok ucucu ozellikteki bazi maddelerin
kayip edilmesi hidro distilasyon isleminde miimkiindiir. Bu nedenle farkli sicaklikta
buharlasabilen maddeleri analiz edebilmek i¢in farkli yontemler kullanilmistir.

Calismamizda, Lathyrus ochrus bitkisinin ugucu yaginda ve ekstrelerinde
cesitli fitokimyasal ve biyolojik testler uygulanmistir. Antioksidan aktivite tayini
icin, DPPH aktivite testi ve PRAP aktivite testi uygulanmistir. Pozitif kontroller
referans alinarak test sonuglari incelendiginde, bitkinin metanol, etilasetat, kloroform
ve hekzan ekstrelerinin DPPH siipiiriicii aktivitesi ve PRAP aktivitesi olmadigi
goriilmiistiir. DPPH aktivite testinde pozitif kontroller yaklasik olarak 85% civari
aktivite gosterirken, buna en yakin sonu¢ olarak metanol ekstresi 77% oraninda
aktivite gostermistir. PRAP aktivite testinde ise en yiiksek aktiviteyi kloroform
ekstresi gostermistir. Ancak Orneklerin absorbansi ayni konsantrasyondaki pozitif
kontrollerin 600 nm’deki absorbanslarina gore ¢ok diisiik kaldigi icin bitkinin
herhangi bir ekstresinde PRAP aktivitesine rastlamadigi goriilmektedir.

Calismamizda Lathyrus ochrus bitkisinin ugucu yaginda, DPPH ve PRAP
aktivitesinin konsantrasyona bagli olarak degistigi gozlemlendi. Ugucu yag, bitkiden
diisiik verimle elde edildigi icin aktivite testinde kullanilan ¢6zelti hazirlanirken elde
edilen yag 1 mL hekzanda c¢6ziinerek hazirlanmistir. Bu nedenle farkhi
konsantrasyonlarda elde edilen ¢ozelti diliisyonlar1 belirtilen konsantrasyonlardan
cok daha az yag icermektedir.

1% lik ¢ozeltiden elde edilen diliisyonlarin aktivitesi ile pozitif kontrollerin
aktivitesi kiyaslandiginda, diisiik aktivite gosterdigi sOylenebilir. Ancak stok
cozeltinin seyreltik bir c¢ozelti oldugunu gbéz Oniinde bulundurarak gergek
konsantrasyonlar hesaplandiginda hazirlanan en yiiksek konsantrasyondaki yag
dilisyonun en diisiik konsantrasyondaki pozitif kontrollerle ayni1 aktiviteyi
gosterdigini sOyleyebiliriz. Yapilan ¢aligmalarda saf fitol maddesinin hidroksil (OH),
nitrik oksit (NO') radikallerinin ve tiyobarbitiirik asit reaktif tiirlerinin (TBARS)
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olusumun engelledigi olusumun in vitro olarak gosterilmistir. Bu ¢aligmalarda
fitol’iin ytliksek antioksidan ve radikal siipiiriicti 6zelligi oldugu belirtilmistir (Santos
vd., 2013).

Fitotoksik aktivite ise, L. minor bitkisinin test maddeleri varliginda ve
yoklugunda gelisimi incelenerek belirlenmistir. Bitki gelismesinin kriteri olarak
bitkinin olusturdugu yaprak sayisi ve klorofil miktari ele alinmigtir. Sonuglardan
gorildiigli gibi yaprak sayisi ele alindiginda en yiiksek biiylime inhibasyonunu
kloroform ekstresinin yaptig1 goriilmektedir. Klorofil miktarlarina bakildiginda ayni
ekstrenin uygulandigi gruptaki L. minor bitkilerinin en diisiik klorofil miktarina sahip
oldugu goriilmektedir. Dolayisiyla en diisiik bitki gelisme (biiylime) hizi kloroform
ekstresinin tatbik edildigi grupta oldugu anlasilmaktadir. Sonuglar kloroform
ekstresinde bitki gelisimini inhibe eden fitotoksik maddeler oldugunu isaret
etmektedir.

Son olarak Lathyrus ochrus bitkisinin kloroform ve hekzan o6rneklerinin
belirli konsantrasyonda (10 mg/mL)1, Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa,
Bacillus subtilis, Serratia marcescens, Streptococcus pyogenes, S. epidermidis ve

Candida albicans tiirii bakterilerine kars1 aktif oldugu gézlemlenmistir.
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5. SONUC VE ONERILER

Calismamizda, Lathyrus ochrus bitkisinin ugucu seckonder metabolitleri
hakkinda yaptigimiz c¢alismalarin sonuglar1 verilmistir. Bu konuda daha Once
KKTC’de veya baska bir iilkede ayni icerikte bir ¢calisma yapilmamastir.

Ugucu yag igerigi incelenirken iki yontem kullanilmasi (GC/GC-MS ve
SPME/GC-MS) ayni bitkide bulunan farkli buhar basincina sahip bilesikleri tayin
edebilmemize olanak saglamistir. GC/GC-MS yonteminde hidrodistilasyon ile
100°C’nin iizerinde ugucu hale gelmis bilesenler tayin edilmistir; SPME teknigi ile
diisiik sicakliklarda ugucu olan maddeler de tayin edilmistir.

Sonug olarak sekonder metabolitlerden fitolun, Lathyrus ochrus bitkisinde
49,4% oraninda bulundugu goriilmiistiir. Fitol, yiiksek dozlarda kaslarda dengesizlik,
koku alamama ve duyma kaybi gibi ¢esitli sinir sistemi bozukluklarina sebep
olmaktadir. Tiim bu belirtiler RefSum hastaliginin semptomlari oldugundan Lathyrus
ochrus bitkisinin bu hastaliga sahip kisilerce fazla tiiketiminin riskli olabilecegini
sOyleyebiliriz.

Calismamizda, hem bitki ekstrelerine hemde ucgucu yaga uygulanan ¢esitli
aktivite testlerine de yer verildi. Sonugta bitkinin ekstrelerinde, DPPH siipiirticii
etkisi ve PRAP aktivitesi gozlenmezken ugucu yagda yiiksek aktivite gézlenmistir.
Calismanin devamu olarak, Lathyrus tiirlerinde bulunan ve “Latirizm” adi verilen
hastaligin ortaya ¢ikmasina sebep olan ODAP’1n Lathyrus ochrus bitkisinde tiretilip
iiretilmediginin ve miktarlarinin belirlenmesi hedeflenmistir.

Yaptigimiz aktivite testlerinden fitotoksik aktivite bize ¢ok anlamli sonuglar
saglamistir. Bitkinin kloroform ekstresinin yaklasik 50% oraninda fitotoksik aktivite
gosterdigi ortaya konmustur. Ancak ugucu yag eldesinde yag verimi iyi
olmadigindan bu aktivite testi direkt ugucu yaga uygulanamamistir. Calismanin

devaminda bu sonuclar1 da eklemek daha anlamli1 olacaktir.
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