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OZET
YUKSEK LiSANS TEZI

ORMAN ALTI BiTKILERINDEN Rhinanthus angustifolius subsp. grandiflorus
BITKISINDE UCUCU YAGLARIN KiMYASAL BiLESIMLERI VE
ANTIMIKROBIYAL AKTIVITELERI; BETA PINEN’in 2,4-
DINITROBENZENSULFENIL KLORUR iLE KATILMA TEPKIMESI VE
ANTIOKSIDAN-RADIKAL GIDERICI AKTiVITE OLCUMLERI

Sinan OZTURK

Giimiishane Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisii

Ormancilik ve Cevre Bilimleri Anabilim Dal1

Danigman : Yrd. Dog. Dr. Afsin Ahmet KAYA
2015, 53 sayfa

Bu c¢alismanin birinci kisminda Rhinanthus angustifolius subsp. grandiflorus
bitkisinin ugucu yaginin kimyasal bilesimleri ve antimikrobiyal aktiviteleri incelendi.
Ucgucu yaglar su buhar1 destilasyonu yontemi ile bitkinin tiim kisimlarindan elde edilerek
GC-FID ve GC-MS yontemi ile analiz edildi. Bitkiden elde edilen toplam yagin %99.46’
sin1 iceren 31 adet bilesigin yapist aydinlatildi. Rhinanthus angustifolius subsp.
grandiflorus bitkisindeki ana bilesenler, 1H-Inden, 2,3-dihydro-5-metil- (%25.137), a-
Kubeben (%19.27), 1-Hekzadeken (%15.59), n-Hekzadekanoik asit (%12.14) olarak



belirlendi. Bitkiden izole edilen ugucu yaglarin antimikrobiyal aktiviteleri de incelendi.
Rhinanthus angustifolius subsp. Grandiflorus bitkisine ait ugucu yagin B. cereus, E. coli,
E.coli O157:H7 ve S. aureus mikroorganizmalarina karsi antimikrobiyal aktivite gosterdigi
belirlendi. Ayn1 zamanda Sac. cerevisiae ve C. albicans cinsi mayalar lizerinde de etkili
oldugu tespit edildi.

Calismanin  ikinci kisminda ise, [-pinen  baslangic  bilesiginin = 2.4-
dinitrobenzensiilfenil kloriir bilesigi ile oda sicakliginda katilma tepkimesi gerceklestirildi.
Tepkime sonucu elde edilen yeni terpen tiirevi bilesiklerinin izolasyon c¢alismasi bagladi.
Uzun caligmalar sonucu ii¢ farkli reaksiyon {iriinii saf olarak elde edildi. Yeni bilesiklerin
yapilart NMR, IR, kiitle spektral verileri ve elementel analiz teknikleri kullanilarak
spektroskopik yontemlerle belirlendi. Yapilan ¢alismada beta pinenin iskelet diizenlenmesi
(Wagner-Meerwein) sonucu katilma tirlinleri verdigi anlasildi. Ayrica elde edilen ii¢ yeni
bilesigin antioksidan ve radikal giderici etkilerinin o6lgiimleri yapildi. Olgiimlerin

sonuglarina sentezlenen ii¢ bilesiginde antioksidan etkiye sahip oldugu tespit edilmistir.

Anahtar Kelimeler: Antimikrobiyal aktivite, Antioksidan-Radikal giderici aktivite
Ol¢timleri, B-pinen, 2,4- Dinitrobenzen siilfenil kloriir, GC/MS,
GC/FID, Rhinanthus angustifolius subsp. grandiflorus, Ugucu
yag, Wagner meerwein diizenlenmesi.



ABSTRACT

MS THESIS

CHEMICAL COMPOUNDS AND ANTIMICROBIAL ACTIVITIES OF
ESSENTIAL OILS IN THE Rhinanthus angustifolius subsp. grandiflorus THAT IS
ONE OF THE PLANTS UNDER GROWTHS ; ADDITION REACTION OF BETA
PINEN WITH DINITROBEZENE SULFENYL CHLORIDE, MEASURES OF
ANTIOXIDANT AND RADICAL REMOVING EFFECTS.

Sinan OZTURK

Gumiishane University
The Graduate School of Natural and Applied Sciences

Department of Forestry and Environmental Science

Supervisor: Asst. Prof. Dr. Afsin Ahmet KAYA
2015, 53 pages

In the first part of this study, chemical compositions and antimicrobial activities of
essential oil of Rhinanthus angustifolius subsp. grandiflorus plants’ were investigated.
Essential oil was obtained from the all parts of the plant by hydrodistillation and analyzed
by GC-FID and GC-MS. 31 components representing 99.46% of the total oils were
characterized. The main components of these species were found to be 1H-Indene, 2,3-
dihydro-5-methyl- (%25.137), a-Cubebene (%19.27), 1-Hexadecene (%15.59), n-
Hexadecanoic acid (%12.14) from Rhinanthus angustifolius subsp. Grandiflorus. The

antimicrobial activity of the isolated essential oil of the plant was also investigated.



Grandiflorus against B. cereus, E. coli, E.coli O157:H7 ve S. Aureus
microorganisms. .In additon to that, effect on ferments of B. cereus, E. coli, E.coli
O157:H7 ve S. Aureus was detected.

In the second part of this study, the addition reaction of starting material of B-pinen
with dinitrobenzene sulfenyl chloride was carried out in the room temperature. The new
terpen’s derivatives that obtained from the result of reaction was isolated. In the result of
long studies, three different reaction productions were obtained purely. Chemistry of new
compositions was defined by the spectroscopic methods by using NMR, IR, mass spectral
data and elemental analysis techniques. In the study, the result showed that B-pinen gives
additional products with the effect of skeletal arrangement. Besides, new three compound
antioxidant and radical removing effects measures were made. The result of measurements

is three synthesized compound have possessess antioxidant effect.

Keywords : Antimicrobial activity, Measures of antioxidant-radical removing
effects, B-pinen, 2,4- Dinitrobenzene sulfenyl chloride, GC/MS, GC/FID
Rhinanthus angustifolius subsp. grandiflorus, Arrangement, Essential
oil, Wagner-Meerwein regulation.
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1. GENEL BILGILER
1.1. GIRIS

Scrophulariaceae Juss. ailesinin Rhinanthus L.cinsinin 40 dogal tiirii Avrupa, Kuzey

Asya ve Kuzey Amerika’da mevcut olup, bu bitkiler tek yillik ya da ¢ok yillik otsu bitki ya
da ¢ali formundadirlar (Davis, 1988; Giiner, Ozhatay, Ekim, Baser, 2000). Bu calismada
kullanilan tiirlerden Rhinanthus angustifolius subsp. grandiflorus bitkisi de bu ailenin
cogunlukla Dogu Anadolu Bolgesi’ nin kuzeyinde bulunan endemik olmayan sar1 renkli
cigekleri ¢ingiraga benzer bir Rhinanthus taksonudur. Rhinanthus angustifolius subsp.
Grandiflorus bitkisinin ¢i¢egi Anadolu’ da halk arasinda kulak agrisin1 gidermek i¢in ilag
olarak kullanilmaktadir (Baytop, 1999)

Literatiirde Rhinanthus bitkilerine ait ¢ok az c¢alisma mevcuttur. Bu calismalar
arasinda bazi tiirlere ait ekstraktlarin antioksidan aktiviteleri, flavonoid igerikleri, ugucu
yaglarimin analizi ve ucucu yaglarin biyolojik aktivite incelemeleri yer almaktadir
(Nicolini, 2012; Imbrea, 2012; Bohdanowicz, 2013).

Bu bilgilerden hareketle, bitkilerin ugucu yaglar1 Clevenger tipi cihaz kullanilarak, su
buhari destilasyon yontemiyle elde edildi ve GC/MS ve GC/FID yontemleri ile analizleri
yapildi. Ugucu yag bilesimi NIST ve WILEY Kkiitiiphanelerinin yardimiyla belirlenip
literatiir karsilastirmasiyla dogruland1 (Eminagaoglu; Tepe; Yumrutas; Akpulat.; Daferera
Polissiou; Sokmen, 2007; Zaikin, 2008). Cesitli test mikroorganizmalar1 kullanilarak izole
edilen bu wugucu yaglarin antimikrobiyal aktiviteleri agar-well diflizyon metodu
kullanilarak tayin edildi (Cabrera, 1999; Perez, 1999; Erdemoglu,2003; kiipeli, 2003;
yesilada, 2003).

1.2. Ucucu Yaglar

Ucgucu yaglar, su veya su buhar1 destilasyonu ile bitkilerin, ¢igek, yaprak, govde, kabuk,
kok, meyve ve tohum gibi ¢ok c¢esitli kisimlarindan elde edilen, normal kosullarda sivi
olan, bazen donabilen, ugucu, kuvvetli kokulu ve yagimsi karigimlardir. Yapilari soya,
susam, ay¢icegi, zeytinyagi, bademyag gibi bitkisel yaglardan ¢ok farklidir. En 6nemli

farklar1, emici bir kagida damlatilip aciga birakildiklarinda higbir iz birakmadan


http://ww2.bgbm.org/EuroPlusMed/PTaxonDetail.asp?NameId=34240&PTRefFk=7200000
http://ww2.bgbm.org/EuroPlusMed/PTaxonDetail.asp?NameId=32926&PTRefFk=7200000

ucmalaridir. Bitkilerin tasidigi ugucu yag oram yiizde 10 ile yiizde 0.01 arasinda degisir.
Ornek olarak, 1 kg giil yag1 elde etmek igin, ortalama 2000 kg giil yaprag kullanilmaktadir
(Toroglu, 2006; Cenet, 2006; URL-3, 2008).

Bugiine kadar ugucu yaglarda 2000°den fazla kimyasal bilesigin bulundugu
gosterilmistir ki, bunlarin en Onemlileri terpenler, alkoller, esterler, aldehitler ve
kumarinlerdir. Ayrica su buharinda, ugucu 6zellikte olan, ¢ok sayida azot ve kiikiirt iceren
bilesiklerin varligi da gériilmiistiir. Bu maddeler ugucu yaglara antiseptik, antispazmodik,
analjezik, antiviriitik, bakterisid, antitoksik, ekspektoran, tonik, diliretik, sedatif,
antidepresan, tansiyon diizenleyici vb. gibi cok cesitli etkiler kazandirir. Ayrica bu
maddeler fizyolojik etkileri nedeni ile bazen bireysel veya toplu halde terapide
kullanilmaktadir. Ugucu yaglar ve izokinolin alkaloidi gibi bazi kimyasal maddelerin, bazi
bakteri ve mantar tiirleri iizerinde antimikrobiyal etkilerinin oldugu da bilinmektedir. Bitki
ucucu yaglarmin bitki kimyasinda da 6nemli rolleri bulunmaktadir. Hiicreler arasinda
bulunan bu ugucu yaglar bilgilerin taginmasinda goérev yaparlar. Dengeleyici ve dis
etkenlere karsi koruyucudurlar. Onemli hormonlar ugucu yaglarda bulunurlar (Toroglu,
2006; Cenet, 2006; URL-2, 2008; Celik, 2007).

Ugucu yaglart barindiran aromatik bitkilerin kullanimi neredeyse insanlik tarihi
kadar eskidir. Ornegin, Siimerlerden kalan kil tabletlerde aromatik bazi bitkilerin
kullanilislarindan sdz edilmektedir. Hipokrat, Galen, Ibn-i Sina gibi pek cok iinlii bilgin
bitkilerin tibbi kullaniliglartyla ilgili degerli ¢aligmalar yapmuslar ve giiniimiizdeki
calismalara temel olmuslardir. 16. yiizyilda John Gerard, Nicholas Culpeper, Friedrich
Hoffman gibi iinlii bilim adamlar1 ugucu yaglarin o6zellikleri ve kullanmiliglan ile ilgili
onemli temel bilgileri kayitlara gegirdiler. Fransiz Kimyager Renee Gottefosse ise 1926 da
ilk defa terim olarak Aromaterapi’ yi ugucu yaglarla yapilan tedavileri tanimlamak icin
kullanmis ve 1928 de ayni isimle arastirmalarini topladigi bir kitap yayinlamistir (URL-2,
2008; URL-3, 2008).

1.3. Ugucu Yaglarin Elde Edilme Yontemleri
Ucgucu yaglar bitkilerden genel olarak cesitli damitma yontemleriyle elde edilirler.

Bu islemler sirasinda organik yapilardan da, biyolojik etkilerinden de bir sey kaybetmezler.

Ancak bitkilerin hassasiyetine, kullanilan kismina, igerdikleri ugucu yag miktarina ve



cinsine gore farkli yontemler kullanilmaktadir (Toroglu, 2006; Cenet, 2006; URL-4, 2008).

Bu yontemler sunlardir:

Destilasyon

Sikma

Coziicii Ekstraksiyonu

Yag Ekstraksiyonu (Anfloranj)

v
v
v
v
v Karbondioksit Ekstraksiyonu
v

Hidrodifiizyon / Stizme

Ugucu yaglar elde edilirken en verimli sekilde yag elde edilmesi i¢in uygun
yontemin belirlenmesinin yani sira, bitkilerin toplanma zamanina, kurutma ve depolama
sartlar1 ve siirelerine, pargalama ve 6glitme sekillerine de dikkat etmek gerekir. Ayrica
ucucu yaglarin iyi kosullarda saklanmalar1 gerekir. Ciinkii 1s1, 151k, oksijen gibi etkenler

¢abuk bozunmalarina neden olur (URL-2, 2008).

1.3.1. Destilasyon

Ucucu yag eldesinde en cok kullanilan ve en ekonomik yontem destilasyon
yontemidir. Baz1 bitkilere toplandiktan hemen sonra bazilarina ise kurutulduktan sonra
destilasyon uygulanir. Destilasyonda temel olarak 1s1 ve buhar, bitki materyalinin hiicre
yapisinin par¢alanmasina neden olur ve ugucu yaglar serbest kalarak su buhar ile birlikte
sogutucuya siiriiklenir. Buradaki yogunlagsmanin ardindan sudan hafif olan ugucu yaglar su
yiizeyinde, agir olanlar ise su tabakasinin altinda toplanir. Elde edilen ugucu yag su ile

karigmadigindan kolaylikla ayrilabilir (URL-4, 2008).

Destilasyonda bitkilerin durumuna gore su destilasyonu, su ve buhar destilasyonu ve
dogrudan dogruya buhar destilasyonu olmak tizere {i¢ farkli yontem kullanilabilir (Toroglu,
2006; Cenet, 20006).

Su destilasyonu, kurutulmus olan ve kaynatilmakla bozulmayan bitkisel materyal ile
caligiliyorsa segilir. Materyal destilasyon aygitina yerlestirilir ve biitiin ugucu kisimlar yani

ucucu yag, su toplama kabinda yogunlasana kadar 1sitilir ve destile edilir.



Su ve buhar destilasyonu, ister kuru ister taze bitki olsun, 1sidan bozulan maddeler
varsa uygulanir. Kuru materyalden hareket ediliyorsa bitki kismi1 6nce toz edilir, sonra su
ile ortiilerek 1slatmaya birakilir. Bu karisimdan su buhari gecirilmek suretiyle ugucu
kisimlar ayrilir. Taze materyalden hareket ediliyorsa uzun siire 1slatmaya gerek yoktur. Su
buhar1 genellikle baska bir yerde elde edilir ve bir boru aracilig1 ile su-bitki karisimi igine
yoneltilir. Boylece 1s1 ile parcalanma olasiligi ortadan kaldirilmis olur.

Dogrudan dogruya buhar destilasyonu, taze materyale uygulanan yontemdir. Bitki
canli oldugundan ve yeterince su tasidigindan bu yontemde su ile 1slatma geregi yoktur.
Bitki materyali toplanir, kesilir, tel sepet ya da benzeri kaplar igine konularak destilasyon
kazanina yerlestirilir. Basing ile taze bitki parcalarina yoneltilen buhar, yag damlaciklarini

da siiriikleyerek toplama kabina gelir.

1.3.2. Sikma

Bu metod 6zellikle bergamot, limon, greyfurt, mandalina ve portakal gibi turuncggil
yaglarinin eldesinde kullanilir. Ciinkii bu yaglarin ¢ogu destilasyon yonteminde
bozunmaya ugrar. Ayrica bu bitkilerdeki yaglarin kabuk iizerindeki keseciklerde
bulunmasi, yontemin kolay uygulanmasina neden olur. Bu yodntemde meyve, iizeri
yeterince keskin ve ¢ikintili bir kesenin i¢ ¢eperinde yuvarlanir, bdylece ugucu yag tasiyan
salg1 cepleri parcalanmis olur. Bunun ardindan meyve iizerine basing uygulanarak sikilir ve
elde edilen sivinin iizerindeki ucucu yaglar toplanir. Bazen, narenciye kabuklar1 siinger
arasinda sikilarak salgi ceplerinin ezilmesi ve ¢ikan ugucu yaglarin siinger tarafindan
emilmesi yontemi ile de ugucu yaglar toplanabilir. Sonradan siinger sikilarak akan sivinin

tizerinde toplanan ugucu yag alinir (URL-2, 2008; URL-4, 2008).

1.3.3. Coziicii Ekstraksiyonu

Bu yontem yiiksek verim istendiinde veya diger yontemlerle ¢alisilamadiginda
kullanilir. Bitki hegzan, benzen gibi bir organik c¢oziicii ile soksilet prensibine gore,
(organik ¢6ziicliniin hafifge 1sitilarak devamli sekilde bitkinin tizerinden gegirilmesi) ekstre
edilir. Bu esnada ugucu yag, sabit yag, mum, boya maddeleri v.s. gibi, organik ¢oziiciilerde
¢Oziinebilen maddeler organik c¢oziiciiye gecer. Siiziilerek alinan organik ¢6ziicii vakumda
tamamen ucurulur. Sabit yaglar1 ve mumlar1 da tasiyan bu renkli maddeye eger taze

materyalden elde edilmisse ‘konkret’, kurutulmus materyalden elde edilmisse ‘rezinoit’ ad1
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verilmektedir. Elde edilen konkret ya da rezinoit ugucu yag yaninda kokulu olmayan
maddeleri de igermektedir. Ugucu yag, etanol ya da sulu etanol ile ¢oziilerek alinir. -15 °C
de bir siire, genellikle bir gece bekletilir. Coken kisimlar ayrildiktan sonra, ¢oziicii
vakumda ugurularak ucucu yag elde edilir. Bu yontemle elde edilen ugucu yaga ‘absolii’

denir (URL-2, 2008; URL-4, 2008).

1.3.4. Yag Ekstraksiyonu (Anfloranj)

Cok zaman almas1 ve pahali olmas1 nedeniyle gliniimiizde ¢ok fazla kullanilmayan
bu yontem, materyaldeki ugucu yagi az olan kiymetli bitkiler i¢in kullanilmaktadir ve
genellikle taze materyal ile ¢calisilmaktadir. Taze materyal, 6zellikle cigekler, soguk bir yag
stiriilmiis cam plaklar iizerine konur ve bu yag bitkinin ugucu yaglarini absoblar. Birkag
saat veya glin sonra konulan bitki yenisiyle degistirilir ve bu isleme yag doyana kadar
devam edilir. Daha sonra cam plaket lizerine siiriilmiis yagdan, alkol ekstraksiyonu ile
ucucu yag elde edilir. Bu yontem parfiimeride ¢ok 6nemli olan, fakat bitkideki orani diisiik
olan ugucu yaglarin elde edilmesinde ekonomik olabilmektedir.

Diger bir yag ekstraksiyonu yontemi ise sicak anfloranj veya maserasyon olarak
bilinir. Maserasyonda bitki sicak bitkisel yag iceren teknelere konularak birkag giin
calkalanir. Sicak yag bitki hiicrelerini patlatarak ugucu yaglar1 emer ve bu yag siselenerek
masaj yagi olarak kullanilir. Giiniimiizde giil ve karanfil ugucu yaglarinin elde edilmesinde

de kullanilan bir yontemdir (URL-2, 2008; URL-4, 2008).

1.3.5. Karbondioksit Ekstraksiyonu

Bu yontem 1980 lerde parfiim endiistrisi icin gelistirilmistir. Kullanilan
ekipmanlardan dolay1r oldukca pahali bir yontemdir. Yontemde sogutulan karbondioksit
basing uygulanarak sivi hale getirilir ve bitkiden ugucu yag1 ekstrakte edecek bir ¢oziicii
gibi kullanilir. Basing kaldirildiginda karbondioksit buharlasir ve geriye oldukga saf bir
sekilde ugucu yag kalir. Karbondioksit tarafindan ekstrakte edilen ugucu yaglar bitkide
bulundugu sekline oldukca yakin bir saflikta elde edilir. Clinkii karbondioksit inerttir ve
ucucu yaglarla etkilesime girme ihtimali yoktur, hem de normal basing altina gelindiginde
direk gaz haline gegerek ortamdan uzaklastigindan geride kalint1 birakmaz. Ayrica sicak
bir islem uygulanmadigindan bitkideki ugucu yaglarin bozunma ihtimali de ortadan
kalkmis olur (URL-4, 2008; URL-5, 2008; URL-6, 2008).



1.3.6. Hidrodifiizyon / Siizme

Hidrodifiizyon veya siizme ydntemi, ekstraksiyonun daha modern bir sekli olup
destilasyondan daha hizlidir. Yontemde, 1zgara lizerine asilan bitki kisimlar1 iizerinden
spreyleme seklinde buhar gecirilir. Buhar ve ugucu yagdan olusan karisim sogutulur ve

elde edilen sividan destilasyondaki gibi ugucu yag ayrilir (URL-4, 2008).

1.4. Ugucu Yaglarin Biyolojik Etkinlikleri ve Kullanim Alanlar:

1926 yilindan bu yana bitkilerin mikroorganizmalar1 6ldiiriicii ve insan saglig1 icin
onemli olan ozellikleri laboratuarlarda arastirilmaktadir. Diinya Saghk Orgiitii niin
arastirmalarina gore tedavi amagli kullanilan tibbi bitkilerin sayis1 20.000 civarindadir.
Bitkilerde, seliiloz, nisasta, pektin, protein, seker gibi tedavi yoniinden etkisiz maddeler
yaninda, ¢ok az miktarlar1 bile farmakolojik etkilere sahip bilesikler de bulunmaktadir. Bu
bilesiklere ‘etkili madde’ ismi verilmektedir. Ucucu yaglarin igeriklerini ise onlara tedavi
edici degerini kazandiran g¢esitli alkoller, esterler, terpenler, aldehitler, kumarinler
olusturur. Bu maddeler ugucu yaglara antiseptik, antispazmodik, analjezik, antiviriitik,
bakterisid, antitoksik, ekspektoran, tonik, diiiretik, sedatif, antidepresan, tansiyon
diizenleyici vb. gibi ¢ok cesitli etkiler kazandirir. Dogada tabii olarak yetisen bazi bitki
ekstraktlarinin ve ucucu yaglarinin bakterilere oldugu kadar, mantarlara kars1 da antifungal
aktivite gosterdigi yapilan calismalarda tespit edilmistir (Toroglu, 2006; Cenet, 2006;
URL-2, 2008).

Bitkilerdeki ucucu yaglarin ve bitki ekstraktlarinin bu kadar genis alanda etki
gosteriyor olmasi, gida, kozmetik, ilag gibi oldukca farkli alanlarda kullanilmalarina neden
olmaktadir. Ozellikle tibbi amagli olarak bitkilerden olduk¢a genis alanda
faydalanilmaktadir. Bunun en 6nemli nedeni, bakterilerin bilinen tiim antibiyotiklere kars1
hizla direng gelistirmesi ve ilag direngliliginin artmasidir. Bakterilerde antibiyotik
direngliliginin artmasima karsilik antimikrobiyal Ozellik gosteren bitkilere ve bitkisel
triinlere kars1t diren¢ kazandigi goriilmemektedir. Sentetik olarak {iretilen 1ilaclar,
bitkilerdeki herhangi bir aktif maddenin izole edilmesi suretiyle yapilmakta ve bu nedenle
bakteriler, sade bir yapist bulunan sentetik ilaglara kars1 kisa zamanda dayanikli irklar
olusturarak ilaglar1 etkisiz hale getirebilmektedirler. Buna karsilik, bitkilerdeki aktif

maddeler diger maddelerle birlikte karisik bir yapr olusturduklarindan, bakterilerin bu



yaptya karst dayanikli irklar olusturmasi daha zor olmaktadir. Bu nedenle, ilaglara
alternatif olarak tibbi bitkilerin kullanilmasi 6nerilmektedir ve bazi geleneksel bitkiler
antimikrobiyaller olarak kullanilmaktadir. Ayni zamanda sentetik kokenli maddelerin yan
etkilerinin daha fazla olmasi nedeniyle bitki ve bitkisel iirlinlerin kullanilmas1 bu yonden

avantajlidir (Toroglu, 2006; Cenet, 2006).

Bitki ugucu yaglar1 ayrica aromaterapi alaninda olduke¢a genis bir kullanima sahiptir.
Ugucu yaglar kolaylikla havaya karigarak burundaki alfaktor sinir uclari araciligiyla
dogrudan beyni etkilerler. Bu nedenle ugucu yaglar, parfiim veya oda spreyi seklinde ve
aroma lambalar ile uygulanarak yogun stres, huzursuzluk, endise ve uyku problemleri gibi
pek cok sorunun c¢oziilmesine yardimei olmak i¢in kullanilir. Yine havaya kolaylikla
karigabilmeleri sayesinde solunum sistemindeki bazi sorunlari ¢ozmek igin kullanilirlar.
Ugucu yaglar ciltten kolaylikla emilerek lenfatik sistem ve kan dolagimina
karigabildiklerinden masajlarla uygulanip, kan ve lenf dolasiminin uyarilarak
diizenlenmesi, viicuttaki toksinlerin atilmasi, gergin kaslarin rahatlatilmasi ve
elastikiyetinin korunmasi, cildin daha saglikli hale gelmesi, cesitli agrilarin giderilmesi,
enerji akisinin diizenlenmesi ve kisinin duygusal olarak rahatlamasi saglanir (URL-2,
2008).

Ucucu yaglarin bir diger kullanim alani da gida sektoriidiir. Tiiketicilerin, koruyucu
iceren gidalarin giivenligi konusunda endiseleri vardir. Bu nedenle, gida kaynakli hastalik
olaylarinin azaltilmasi icin daha yeni ve daha etkili tekniklere artan bir sekilde ilgi
duyulmaktadir. Bitkiler gibi dogal kaynaklardan elde edilen antimikrobiyal maddelerin
gida giivenligini yliksek oranlarda korumayi basardigi ve baharat ozelligindeki bazi
bitkilerin igerdikleri ugucu yaglar ile gidalarin O6zelliginde kayba neden olmaksizin
bakteriyel bozulmay1 geciktirdikleri ve buna bagl olarak koruyucu amagla kullanildiklar:
saptanmistir (Toroglu, 2006; Cenet, 2006; Celik, 2007).

Ucucu yaglar dogru uygulandiklarinda kisiye zarar vermezler. Ancak yanlis dozda ve
sekilde uygulandiklar takdirde cilt ve mukozay1 tahris edebilir, metabolik faaliyetler ile
kan ve lenf dolasiminda diizensizlikler, hormon diizeylerinde degisiklikler, sinir sistemi,
karaciger ve bobreklerde toksik etkiler gosterebilirler. Alerjik reaksiyonlara neden
olabileceklerinden, seyreltilmeden ve test edilmeden direk cilt {izerine
uygulanmamalidirlar. Bitkilerden elde edilen ekstraktlarin yan etkileri ve ilaglarla birlikte

kullanildiginda meydana gelebilecek ilag etkilesimleri tam olarak bilinmemektedir.



Antibiyotiklerle giinliik olarak alinan baz1 yiyecek ve yiyeceklere ilave edilen
baharatlardaki maddelerin etkilesime gegerek istenmeyen yan etkilere veya aktivitenin
azalmasina neden oldugu belirtilmektedir. Bu bakimdan 6nemli hastaliklarin tedavisinde
yanilgiya diismemek i¢in mutlaka doktor onerisine ve tedavisine ihtiya¢ vardir (Toroglu,

Cenet, 2006; URL-2, 2008).

1.5. Terpenler

Terpenler, bitkilerde bulunan bilesiklerin bir grubunu olusturur. Bitkilerden elde
edilen kokulu bilesiklere "ugucu yaglar" denir (Chiron, Chalchat, Garry, 1997). Organik
kimyanin ilk zamanlarindan beri ugucu yaglar ozellikle terpenler, kimyacilarin dikkatini
¢ekmistir. Ugucu yaglarin birgogunun CioHis doymamis hidrokarbon yapisinda olduklari
ve bu bilesiklerde karbon-hidrojen atom oranlarinin 5:8 oldugu tespit edilmistir.
Bilesiminde karbon-hidrojen orani 5:8 olan bu bilesiklere daha sonra terpenler adi
verilmistir. Bu isimlendirme etimolojik olarak turpentin ve alken kelimeleriyle ilgilidir

(turpentine=neft yagi) (Yiicesoy, 2002).

Daha sonra terpenlerin izopren iskelet birimlerinin bas-kuyruk baglanmasiyla
olustugu kesfedilmistir (Bas metil dalina daha yakin olan ugtur). Bu nedenle sonralar
izopren iskelet birimi iceren biitiin bilesiklere terpenler adi verilmistir. Izopren birimi
iceren, terpenlere benzer tabii olarak olusan bilesiklere terpenoidler denir (Fesenden, 2001;
Logue, 2001).

bas s N ' kuyruk
R | T o

[zopren

Sekil 1.1. Izopren yapist

Bu bilesikler bazen izoprenoid olarak da adlandirilir. Terpenler iki, ii¢ ya da daha
fazla izopren birimi igerebilir. Molekiilleri acik zincir ya da halkali olabilir. Cift baglar,
hidroksil gruplari, karbonil gruplar1 ya da daha baska islevsel gruplar tasiyabilirler.

Terpenler igerdikleri izopren birimlerinin sayisina gore siniflandirilirlar.
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e Monoterpenler : Iki izopren birimi (10 karbon)

e Seskiterpenler : Ug izopren birimi (15 karbon)

e Diterpenler : Dort izopren birimi (20 karbon)

e Triterpenler : Alt1 izopren birimi (30 karbon)

e Tetraterpenler : Sekiz izopren birimi (40 karbon)

Belirli bitkilerden (yapraklarindan, ¢iceklerinden ve meyvelerinden) elde edilen
temel yaglarin (essential oils) ana bileseni basit mono- ve seski-terpenlerdir. Kompleks
olmalari, kolayca temin edilebilmeleri sebebiyle bu dogal olusumlu monoterpenler
19.YY 1n ortalarindan beri kimyacilarin ilgisini ¢ekmistir. Bu konuda ilk calismalar, bu
molekiillerde kolaylikla meydana gelen diizenlenmeler nedeniyle giigliiklerle

karsilagiimistir (Yiicesoy, 2002).

Asiklik monoterpenlere 2,6-dimetiloktanin tiirevleri olarak bakilabilir. Asiklik
monoterpenlerdeki ¢ift baglarin yeri ge¢cmiste ¢ok tartisilmistir. Cift baglarin yerlerinin
belirlenmesi ile ilgili ¢aligmalar ozonoliz deneylerine dayanir. Asiklik monoterpenlere
geraniol (1), sitral (2), a-mirsen (3), B-mirsen (4), cis-a-osimen (5), trans-a-0simen (6) ve
trans, trans-2,6-dimetil-2,4,6-oktatrien (7) 6rnek verilebilir (Sekil 1.2.) (Finar, 1975).
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Sekil 1.2. Asiklik Monoterpenler



Monosiklik terpenlere 6rnek olarak (+£) mentol (8), perillil alkol (9), perillil asit (10)

ve carvon (11)’u verebiliriz (Sekil 1.3).

. OH COOH
' 0
; “OH
8 9 10 11

Sekil 1.3. Monosiklik Monoterpenler

Molekiillerin konformasyonlar1 koltuk-sandalye konformasyonudur, ayrica halkada
cift bag1 olan bilesiklerin yar1 sandalye konformasyonuna sahip olmalar1 beklenir. Bu
molekiillerde metil grubundan biiyiik olan izopropil grubu ekvatorial pozisyondadir

(Yiicesoy, 2002).

Genelde bisiklik monoterpenler asimetrik yapiya sahip olduklarindan izolasyonlari
ve sentezleri lizerine olan ilgi oldukc¢a fazladir. Bisiklik monoterpenlere drnek olarak (£) p-
mentan (12), (£) trans-thujan (13), (£) cis-thujan (14), (+) sabinen (15), () car-3-en (16),
(%) a-pinen (17) ve (£) B-pinen (18) verebiliriz (Sekil 1.4.) (Finar, 1975).

%

13 14 15

16 17 18
Sekil 1.4. Bisiklik Monoterpenler
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Bisiklik monoterpenlerden olan B-pinen (18), dogada en bol ve en kolay elde
edilebilen terpenik hidrokarbonlardandir ve kullanim alanlar1 ¢ok genistir (Benkli, 1990).
B-Pinen (18) bir alkendir ve dort karbonlu reaktif bir halkaya sahiptir. Bu reaktif halka

Wagner-Meerwein diizenlenmesi gibi iskelet diizenlenmesine egilimlidir (Richter, 1945).

Bitkilerden elde edilen ugucu yaglar ve onlarin temel bileseni olan terpenler, ¢esitli
alanlarda olduk¢a yaygin olarak kullanilmaktadir. Bu alanlar baglica; tipta tedavi amagli,
parfiimeri, uyusturucu maddeler, yapiskanlar gibi siralanabilir. Bunun 6&tesinde bu
bilesikler, 6zellikle sentetik kimyada kullanilan kimyasallara kars1 ilgi ile bakilan ve bu
yiizyilin sonuna dogru ilgi ¢ekici hale gelen dogal {irlinlerin en dnemlilerindendir. Bu
acidan bakildiginda terpenler ve tiirevleri veya bitkilerden elde edilen ugucu yaglarin anti-
mikrobiyal Ozelliklerinin potansiyel uygulamalar1 yoniinden belirgin yiikselisi oldukca
dikkat cekicidir. Bu yiikselis terpen yada terpenoid gibi doymamis bilesiklerin degisimi,
olefinlerin veya doymamis terpenoidlerin polimerlesen oksidasyonu ve ara iiriinleri olan
hidroperoksitlerin olusumu ve diizenlenmeleri ile ilgilidir (Kim, Shim, Wada,Inove, 2001).
Terpenleri igeren karigimlar tipta tedavi amacgli ve parfimeride kullanilmaktadir (Finar,
1975). Ulkemizde bitki ¢esidi oldukc¢a fazladir. Diinyada oldugu gibi iilkemizde de
bitkilerin biinyelerinden terpen ve terpenoidler izole edilmektedir.

Monoterpenler, giin boyunca OH radikalleri ve ozonun her ikisi tarafindan, geceleri
ise NO; radikalleri ve ozon tarafindan atmosfere okside edilir. Ayn1 zamanda ozonla
reaksiyon fazladan OH radikallerinin olusumuna neden olur. Bu reaksiyonlarin 6nemi
oksitlenmis mono terpen olusumu atmosferdeki konsantrasyonuna ve bu oksidantlara karsi
ilgilerine dayanir. Gaz fazinda terpen oksidasyon iiriinlerinin terpen-ozon reaksiyonlarinda
olusan asil iriiniin karbonil bilesiklerinden kaynaklandig1 son zamanlarda belirlenmistir.
Bunun yaninda aerosol olusumunda anahtar role sahip oldugu sdylenen karboksilik asitler
de, a-pinenin ozonolizinde az miktarda olugmaktadir. Bu caligmalarla organik asitlerin ve
tohum elde edilen aerosollerin yoklugunda bir seri mono terpenlerin ozonla
reaksiyonlarinda yeni {irtinlerin olusumu incelenmektedir (Hardcastle; Rowlans; Barber;
1999). Bu sebeplerden dolayr mono terpenlerin oksitlenmis tiirevlerinin bazilar

tatlandirma, parfiimeri ve eczacilik sahalarinda ticari anlamda degeri olan maddelerdir.

Bunlar da asiklik, monosiklik, bisiklik ve trisiklik seskiterpenler olarak alt gruplara

ayrilir. Bugiin ugucu yaglarda 1000 kadar seskiterpen baglantili tiirevler bulunmaktadir.
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Seskiterpenler 6rnek olarak a-Bizabolen (19), farnesol (20) ve o-iyomon (21) verilebilir
(Ceylan, 1987) (Sekil 1.5).

X CH=CHCOCH,
OH,C.__~
19 20 21

Sekil 1.5. Seskiterpenler

Diterpenler dogal tiriinlerin icerisinde yaygin olarak bulunmaktadirlar ve ¢cogunlukla
mantar ve bitkisel kaynaklidirlar. Ornek olarak fitol (22) ve vitamin A; (23) verilebilir
(Bingol, 1976) (Sekil 1.6).

)\/\)\/\)\/\)\/CHQOH

22

WCHZOH

23

Sekil 1.6. Diterpenler

Triterpenlere 6rnek olarak squalen (24) ve lanosterol (25) verilebilir (Bing6l, 1976)
(Sekil 1.7).
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24

HO
25

Sekil 1.7. Triterpenler

1.6. 2,4-Dinitrobenzensiilfenil kloriir (26)’nin Katilma Tepkimeleri

2,4-Dinitrobenzensiilfenil kloriir (26) bilesigi de bilesikteki kiikiirt elektrofil
oldugundan dolayi, olefinlere bromun katilmasina benzer sekilde tepkime vererek bir
katilma gergeklestirir (Sekil 1.7). Yine literatiirde 2,4-dinitrobenzensiilfenil kloriir’iin
sitiren (27) (Orr, Kharasch, 1953) p-substitue sitiren (28) (Orr, Kharasch, 1956) (Sekil 1.8),
simetrik alkenler (Kharasch,Assony, 1953; Kbharasch,Assony, 1954). siklohekzen (29)
(Kharasch, Hogg, 1956) (Sekil 1.9), cis- ve trans-2-biiten (Kharasch, Havlik, 1953;
Kharasch, Havlik, 1956) cis- ve trans-sitilben (Kharasch,Slobodkin, 1960), ile katilma

reaksiyonunun benzer mekanizma iizerinden gergeklestigi goriilmiistiir.

Ph(NO,),
/_\ /Cl @@
., N :5% N 2, /s\ & o
Y, N —_—
c—c . c c + cl:
- \?/ NO, - ~ ’
NO,
26
Ph(NO,), Ph(NO,;),
| ®
S S
I

Cl
Sekil 1.8. Olefinlere 2,4-dinitrobenzensiilfenil kloriir (26)’nin katilmasi
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R R

R (NO,),PhsCI
—_— +
cl SPh(NO,),
R=H 21
R=Alkil,aril 28 R=H
halojen... R=Alkil,aril
halojen...
30

Sekil 1.9. 2,4-Dinitrobenzensiilfenil ~kloriir (26) bilesiginin

substitue sitiren (28) olan katilma reaksiyonlari

(NO,),PhSClI el

Y

SPh(NO,),

29 32

(O,N),PhS cl
R=H

R= Alkil,aril
halojen...

31

sitiren  (27) ve

p_

Sekil 1.10. 2,4-dinitrobenzensiilfenil kloriir (26) bilesiginin siklohekzen (29) ile olan

katilma reaksiyonu

a-Pinen  (17)’nin derisik siilfiirik asit ve etanol ile reaksiyonunda ana tiriinler
terpineol (33) ve terpineol (33)’nin etil esteri 34 iken susuz asetik asitle reaksiyonunda ana
iriin terpineol 33’lin asetat esteri 35°dir. Ancak sulu asitlerle a-pinen  (17)’nin

reaksiyonunda artik terpin hidrat (36) ana iiriin olur. Iyot veya PCls ile reaksiyonunda

aromatlagma sonucu p-simen (37) olusur (Sekil 1.10) (Richter, 1945).
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OH OC2H5

33 34
C,H;OH
H,SO,

I CH,CO,H
-~ —_—
veya PCl
17
37 OCOCH,
H* 35
HO, =
OH. H,0
36

Sekil 1.11. a-Pinen (17)‘nin iskelet yapisinda meydana gelen diizenlenmeler

1.7. Spektroskopik Yontemler

Elektromagnetik 1s1manin madde ile etkilesmesini konu alan bilim dalina
spektroskopi denir ve 1sitmanin madde (atomlar veya molekiiller) tarafindan sogurulmasi
veya yaymmasi incelenirse, sirasityla, sogurma (absorpsiyon) ve yaymma (emisyon)
spektroskopileri olarak adlandirilir. Elektromagnetik 1s1manm organik molekiiller
tarafindan sogurulmasi, molekiildeki atomlarin tiirline, diizenlenmesine, molekiillerin
sekline, biiyiikliigiine, v.b. bagh oldugundan organik kimyada spektroskopik yontemler,
organik maddelerin kalitatif ve kantitatif analizi, yapilarmin aydinlatilmasi, stereokimyasal

ozelliklerinin bulunmasi ve saflik kontrolii, v.b. gibi ¢ok genis bir alanda uygulanmaktadir.

Organik kimyada en ¢ok kullanilan bes spektroskopik yontem; UV-VIS (Mor Otesi-
Gorliniir bolge), IR (Kirmizi 6tesi), NMR (Niikleer magnetik rezonans), Elementel Analiz,

MS (Kiitle spektroskopisi)’dir.
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Kiitle spektrometrisinde, madde yiiksek enerjili (70 eV veya 6000 kal mol-1)
elektron demeti ile bombardiman edilir ve olusan pozitif iyonlar, kiitle/yiik oranlarina goére
kaydedilir. Kiitle spektrumu ile maddenin molekiil kiitlesi ve molekiil formiilii elde edilir,

icerdigi fonksiyonel gruplar ve yapisi da bulunabilir.
1.8. Kromatografi

Kromatografi, bir karisimda bulunan bilesenlerin sabit yiizeylerdeki tutunma
hizlarindan yararlanarak birbirinden ayrilmasini gerceklestiren ve bu sayede kalitatif ve
kantitatif analizlerin yapildig1 yontemlerin genel adidir. Bu yontemlerde ¢alisma diizenegi

iki bilesenden olusur. Bu bilesenlere sabit faz ve hareketli faz ya da mobil faz ad1 verilir.

Mobil fazin igerisinde yer alan bilesenler, sabit faza ait dolgu maddesiyle
etkilesmeleri sebebiyle, bir miktar tutulurlar. Bu tutulma, 6rnekteki farkli bilesenler igin
farkli miktarlarda olur. Boylece bilesenler sabit fazin sonlarina dogru, farkli hizlarda

ilerledikleri i¢in, birbirinden ayrilmis vaziyette sabit fazi farkli zamanlarda terk ederler.

Kromatografide sabit faz, bir kat1 veya bir kat1 yiizeyine kaplanmis bir sivi fazdir.
Sabit fazin {izerinden akan hareketli faz ise bir gaz veya sivi1 fazdir. Hareketli fazin sivi
oldugu kromatografi tiirline sivi kromatografisi (SK, LC); hareketli fazin gaz oldugu
kromatografi tiiriine ise gaz kromatografisi (GK, GC) denir. Gaz kromatografisi gaz, ugucu
stvi ve kat1 karigimlar i¢in uygulanan bir tekniktir. Sivi kromatografisi ise d6zellikle 1s1l
kararsiz ve ugucu olmayan Ornekler icin kullanilir. Uygulama amacina gore degisik
kromatografik yontemler vardir. Bunlar; adsorpsiyon kromatografisi, dagilma
kromatografisi, gaz kromatografisi, ince tabaka kromatografisi, kagit kromatografisi, iyon

kromatografisi, yiiksek performans kromatografisidir.

Adsorpsiyon kromatografisinde, sabit faz aliimina ya da silika jel gibi kat1 bir madde,
hareketli faz ise gaz ya da siv1 gibi harekete a¢cik maddelerdir. Adsorpsiyon kromatografisi
maddelerin degisik oran ve kuvvette adsorbe olmalari esasina dayanir. Dagilma
kromatografisinde analizi yapilan maddelerin, sabit faz tabakasinda ilerlemekte olan
hareketli fazin etkisiyle siiriiklenmesi s6z konusudur. Sabit faz genellikle silika jel,

hareketli faz ise organik ¢oziiciilerden olusmus bir ¢ozeltidir.

Ince tabaka kromatografisinde sabit faz1 bir plaka (cam da olabilir) iizerine yayilmis

ince silika jel veya aliimina tabakasi teskil eder. Bu tabakaya damla mertebesinde
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emdirilen ¢ozeltideki bilesenler, hareketli faz olarak uygun bir ¢oziicii veya g¢oziiciiler
karisimi  kullanilarak plaka tizerindeki sabit fazda ayr1 ayr1 yerlerde toplanir. Bu

kromatografi adsorpsiyon veya dagilma kromatografisine benzer.

Kagit kromatografisi ince tabaka kromatografisine benzer. Her iki metot da eser
oranda maddeleri ayirmak ic¢in kullanilir. Yiiksek performans ve iyon kromatografileride

ayirma amactyla gelistirilmis yeni kromatografi teknikleridir.

Gaz kromatografisinde ugucu veya kolaylikla u¢ucu hale getirilen bilesenler ayrilir.
Bu tiir kromatografilerde hareketli faz olarak, azot, helyum, argon gibi inert gazlar
kullanilir. Numunede bulunan bilesenler bir cihazla spektrum haline getirilir. Bu
spektrumda bulunan her pik ayr1 bir bileseni gosterir. GC yonteminde karisimin ¢ok kiigiik
bir miktarin1 analiz etmek miimkiindiir. Bu yontemde uygulama, genellikle numunenin
seyreltik bir ¢ozeltisinin 0.001 mL (1 pL)’lik ya da daha az bir miktarin bir siringayla gaz
kromatografisi cihazinin 1sitilan kismina verilmesiyle baglar. Numune, enjeksiyon
boliimiinde buharlasir ve inert bir gazla kapiler kolona taginir. Tipik bir kapiler kolon, 10-
30 m boyunda ve ¢ap1 0.1 mm ile 0.5 mm arasinda degisen ince bir borudur ve sicaklig
analiz edilecek numunenin uguculuguna gore ayarlanabilen bir bélmenin (firinin) igerisine
yerlestirilmistir. Kapiler kolonun i¢ yiizeyi, genel olarak polar olmayan bir sabit fazla
kaplanir. Sabit faz olarak, yiiksek kaynama noktasina sahip ¢ok viskoz sivilar olan silikon
esaslt polimerler kullanilir. Karigimdaki molekiiller, inert gaz tarafindan kolon boyunca
stiriiklenirken, kaynama noktalarina ve sabit faza olan ilgilerine bagl olarak kolon iginde
degisik hizlarla hareket ederler. Kaynama noktasi ve sabit faza ilgisi fazla olan molekiiller
kolonu daha uzun siirede gegerken, kaynama noktas1 diisiik ve polar olmayan molekiiller
kolonu ¢ok daha cabuk gegerler. Her bilesenin kolonu ge¢me siiresine alikonma zamani

denir.

Gaz kromatografi-kiitle spektrometrisi (GC-MS) tekniginde gaz kromatografindan
cikan gaz bir kiitle spektrometresinden gecer ve her pikin kiitle spektrumu alinir. Boylece
gaz kromatografisi karisimi ayirmada ve kiitle spektrometrisi ise onu analiz etmede
kullanilir. Gaz kromatografisi-kiitle spektrometrisi ¢ok giiglii bir analitik tekniktir. Bu
teknigin ¢ok bilinen uygulamalarindan biri steroitler, uyaricilar ve diger basar1 artiricilar
i¢in atletlerin test edilmesidir. Bu ilaglar viicutta metabolit denilen tiirevlerine doniistiirtiliir
ve sonra idrarla digart atilir. Idrarn GC-MS analizi yapildiginda igindeki organik
bilesiklerin kiitle spektrumlari, aletin bilgisayarina yiiklenmis, bilinen metabolitlerin kiitle
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spektrumlariyla karsilastirilarak bu bilesikler belirlenir. Benzer sekilde yeni dogmus
bebeklerin idrar1 GC-MS ile incelenerek genetik bozuklugu gosteren metabolitlerin
belirlenmesiyle erken tedavi miimkiin olabilir. Gaz kromatografi-kiitle spektrometrisi igme
sularindaki halojenli hidrokarbonlarin belirlenmesi ve 6l¢iilmesi gibi rutin analizlerde de
kullanilir. Yine besin maddeleri, su kirliligi, hava kirliligi, nefeste bulunan bilesenler gibi
karisim iginde bulunan bilesenlerin belirlenmesinde kullanilir. S1vi karigimlar i¢in ise sivi

kromatografisi aleti kiitle spektrometresinin girisine baglanilir. Buda LC-MS teknigidir.

GC-MS ve LC-MS teknikleri, kromatografik ayirma ile kiitle spektrometrisi yoluyla
belirleme analitik yontemlerini biraraya getirmekle beraber bu alanda tek bir yontem
degildir. Kiitle spektrometrisi-kiitle spektrometrisi (MS-MS) de bu tekniklerden biridir. Bu
teknikte bir kiitle spektrometresi karisimdaki bilesiklerin molekiiler iyonlarini olusturup

birbirinden ayirirken diger kiitle spektrometresi bu iyonlarin pargcalanma sekillerini inceler.
1.9. Antimikrobiyal Maddelerin Genel Ozellikleri

Antimikrobiyal maddeler mikroorganizmalar iizerinde ¢esitli etkilere sahiptirler. Bu
etkiler mikroorganizma cins sayisina bagli olarak iki sekilde simiflandirilir. Birincisi
mikroorganizma sayisinin az oldugu dar spektrumlu hal ve digeri ise mikroorganizma
sayisinin ¢ok oldugu genis spektrumlu haldir. Dar spektrumlu antimikrobiyal maddeler
enfeksiyona yol acan mikroorganizma {izerine oldukca etkili olup, tedavi icin ideal
olduklar1 kabul edilir. Genis spektrumlu antimikrobiyal maddeler ise canlinin dogal
bagisikliginda 6nemli rol oynayan ve ekolojik dengeyi saglayan normal mikroorganizma
dogasin1 bozarlar. Bununla birlikte, genis spektrumlu antimikrobiyal maddeler
(karbapenemler, kinolonlar vs.), birden ¢ok patojenin birlikte meydana getirdigi
enfeksiyonlarda ve mikrobiyoloji laboratuari sonuclarinin  beklenemeyecegi acil

durumlarda kullanilirlar.
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2. YAPILAN CALISMALAR
2.1. Enstriimantasyon

Bitkilerin GC-MS analizinde Agilent-7890B marka gaz kromatografisi cihazi ile
Agilent 5975C Series GC/MSD marka kiitle spektrometresi cihazlari kullanildi. Analiz
sartlar1 Tablo 2.1°de verilmistir.

Tablo 2.1. GC-MS spektrumunun alindigi deneysel kosullar

Sicaklik 1 60 °C

Zaman 1 2 dakika

Hiz1 3 °C/dakika

Sicaklik 2 240 °C

Zaman 2 5 dakika

Toplam analiz siiresi 67 dakika

Enjekte edilen numune miktart | 1 mikrolitre

Enjektor sicakligi 250 °C

Kapiler kolon HP-5MS kolonu (30 m wuzunlugunda, 0,32 mm
capinda, film kalinlig1 0,25 pm)

Tas1yici gaz Helyum, 1 mL/dakika

Sekil 2.1. GC-MS cihazi



2.2. Bitki Materyalleri

Rhinanthus angustifolius subsp. grandiflorus bitkisi Temmuz 2013’de, AS8
Giimiishane ili Torul Ilgesi Altmpinar beldesi Limni Golii gevresinden (1800 m) toplandi.
Bitkiler toplandiktan sonra hemen teshis edilerek (Davis, 1988; Giiner, Ozhatay, Ekim,
Baser, 2000) oda sicakliginda kurutuldu ve ardindan K.T.U. FEN-EDEB. FAK. Biyoloji
Bolimii Herbaryumu’na konuldu (No. Giiltepe 508-2013, KTUB).

Sekil 2.2. Rhinanthus angustifolius subsp. grandiflorus bitkisi
2.3. Ucucu Yaglarin izolasyonu

Kurutulmus Rhinanthus angustifolius subsp. grandiflorus bitkisinden alinan 76
gramlik kisim kiiglik pargalara ayrildiktan sonra 2 L’lik silifli balonna konularak iizerlerine
800 ml saf su eklendi. Isitici gomlek tizerinde 3 saat 1sitilarak bitkilerin ugucu yaglari
Clevenger tipi cihazda, buz banyosuyla sogutma saglanarak toplandi. Yaglar 1 ml n-
hekzan’da (HPLC kalitesinde) c¢oziilerek alindiktan sonra koyu renkli siselerde agzi
kapatilarak 4 °C’de saklandi. Daha sonra ugucu yag ekstraktindan alman 1 pl’lik ¢dzelti
GC-MS cihazina enjekte edilerek analizi yapildi. Clevenger tipi su buhar1 destilasyon

diizenegi Sekil 2.3’de goriilmektedir.
2.4. Bilesenlerin Aydinlatilmasi

Ugucu yagin bilesenleri kiitle spektrumlariin cihazda bulunan NIST ve Willey

kiitliphaneleriyle, alikonma indekslerinin ise literatiir verileriyle karsilastirilmasi sonucu
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tanimlandi (Eminagaoglu, Tepe, Yumurtag,Akpulat, S6kmen, Daferera, Polissiou, 2007;

Zaikin, 2008).
2.5. Antimikrobiyal Aktiviteleri

Daha onceden yapilan caligmalardan da faydalanilarak agar-well difiizyon metodu
kullanild1 (Perez, Agnese,Cabrera, 1999; Erdemoglu,Yesilada, kiipeli, 2003). Tim test
mikroorganizmalart Ankara Refik Saydam Hifzisthha Enstitiisiinden alinmistir. Bu
mikroorganizmalar sunlardir: A. hydrophila, B. Cereus, B. Subtilis, Ent. Cloacae, E. Coli,
E.coli O157:H7, K. Pneumoniae, L.monocytogenes, P. Vulgaris, Pseu. Aeruginosa, Sal.
Typhimurium, S. Aureus, Sac. Cerevisiae, C. Albicans, A.niger, A.flavus, Penicillum..

Ugucu yaglarin asetonda 1000 ve 500 pg/ml’lik stok ¢ozeltileri hazirlandi.

Bu testte her mikroorganizma Brain Heart Infusion’da (BHI) siispanse hale getirilip
yaklagik mL’de 106 koloni olusturan birime kadar seyreltilmistir. Hazirlanan
stispansiyonlar BHI Agar ve Sabouraud Dextrose Agar (SDA) (Difco, Detroit, MI) lizerine
serilmis ve kurutulmustur. Maya benzeri mantarlar olan C. albicans ve C. tropicalis igin
SDA kullanilmistir. Agarda steril bir mantar delici ile 5 mm ¢apinda kuyucuklar delinmis
ve bu kuyucuklara 100 uL numune aktarilmistir. Kuyucuklarin buludugu plakalar 35 °C’de
18 saat inkiibe edilmigtir. Antimikrobiyal aktivite, test organizmalarina karsi meydana
gelen inhibisyon alanlar1 Olgiilerek belirlenmistir. Aseton ¢6ziicii kontrolii olarak
kullanilmistir. Ceftazidime (Fortum) (10 pg) standart antibakteriyel olarak ve Triflucan (5
pg) standart antifungal olarak kullanilmistir. Testler paralel calisilmis ve sonuglar
inhibisyon alaninin ¢ap1 cinsinden ifade edilmistir: (-): < 5.5 mm; (+): 5.5-10 mm; (++):

11-15 mm; (+++): > 16 mm. Sonuglar Tablo 4.2.’de gosterilmistir.
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Sekil 2.3. Clevenger tipi subuhari destilasyon diizenegi

2.6. B- pinen(18)’e 2,4-Dinitrobenzensiilfenil kloriir (26)’nin Katilma Tepkimesi

2,4-Dinitrobenzensiilfenil kloriir (26)’nin (2.0 g, 8.4 mmol) dikloroetandaki ¢ozeltisi
(100 ml) bir balona (250 ml) konuldu ve buna B-pinen (18)’in (2.32 g, 17 mmol)
dikloroetandaki (20 ml) c¢ozeltisi 10 dakikada ilave edildi. Reaksiyon karisimi oda
sicakliginda 2 giin karigtirildiktan ince tabaka kromatografisi yardimi ile ¢ikis bilesikleri
tamamen bittigi i¢in reaksiyon sonlandirildi. Sonra ¢dziicli evaporatorde uzaklastirildi.
Ham iiriin silika-jel kolondan (100 g) EtOAc/hekzan (1/5) ile saflastirildi. Kolondan sirayla
3 tane triin 39 (%52. 744 mg), 41 (%35, 508 mg) ve 42(%12. 189 mq) elde edildi. Gerekli
saflagtirma islemleri yapildiktan sonra yapilar1 ¢esitli spektroskopik yontemler kullanilarak

karakterize edildi.

Bu katilma reaksiyonlart iyonik bir mekanizma iizerinden yiirliyecegi

diistiniilmektedir(Richter, 1945). Bu sekilde yiirliyen reaksiyonlarda gerilimli siklobiitan
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halkalarinin iskelet diizenlenmesi (Wagner-Meerwein diizenlenmesi) iirlinlerine rastlamasi

kuvvetle muhtemeldir. -pinen molekiilii i¢inde olasi bir sema hazirlanmistir.

18
(NO,),PhSCI
(O;N),Phs SPh(NO,),
®
e
-H +
38 39
(O,N),Phs SPh(NOy), SPh(NO,),
WCl
—_—
-Ht
®
42 40 )

Sekil 2.4. Klasik Yaklasimla Katilma Tepkimesi Semasi
2.7. Antioksidan ve Radikal Giderici Aktivite Ol¢iimleri

2.7.1. 2,2-Azino-bis (3-etilbenzo-tiyazolin-6-siilfonik asit) (ABTS) Radikali
Giderme Aktivitesi:
ABTS radikali giderme aktivitesi Roberta Re ve arkadaglarinin yaptig1 ¢aligmaya
gore belirlenmistir (Re, Pellegrini, Proteggente, Pannala, Yang, Rice-Evans, 1999).
Oncelikle 7 mM’lik ABTS c¢ozeltisi hazirlanacaktir. Bu ¢dzeltiye 2.45 nM’lik persiilfat
cozeltisi eklenerek ABTS radikalleri iiretilecektir. ABTS radikal ¢ozeltisi kullanilmadan
once kontrol ¢ozeltisinin 734 nm’de absorbans1 0.1 M ve pH’s1 7.4 olan fosfat tamponu ile
0.700+0.025 nm’ye ayarlandi. ABTS radikal giderme aktivitesine bakilan bilesik 39, 41 ve
42°nin farkli konsantrasyonlarina (10-30 pg/ml) birer ml ABTS radikal ¢ozeltisi ilave
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edildikten sonra yarim saat inkiibe edildi. Etanoldan olusan kore karsi 734 nm’de
absorbanslar kaydedildi ve grafigi cizilerek ECsy degerleri hesaplandi. (Sekil 3.4, Tablo
3.3.) Kiigiik ECsp degeri yliksek radikal giderme anlamina gelmektedir.

2.7.2. 1,1-Difenil 2-pikril hidrazil (DPPH) Serbest Radikallleri Giderme
Aktivitesi:

DPPH serbest radikal giderme aktivitesi Blois metoduna gore yapildi (Blois, 1958).
Serbest radikal olarak DPPH<*’1n 1 mM’lik ¢6zeltisi kullanildi. Numune olarak daha 6nce
hazirlanan 1 mg/ml konsantrasyonundaki stok ¢6zeltisi kullandi. Deney tiiplerine sirasiyla
10, 20 ve 30 pg/ul konsantrasyonlarinda ¢dzelti olusturacak sekilde stok ¢ozeltiler aktarildi
ve toplam hacimleri 3 ml olacak sekilde etanol ile tamamlandi. Daha sonra her bir numune
tiipiine stok DPPHe ¢ozeltisinden 1 ml ilave edildi. Yarim saat oda sicaklig1 ve karanlikta
inkiibe edildikten sonra etanolden olusan kore karsi 517 nm’de absorbanslar1 ol¢iildii.
Kontrol olarak, 3 ml etanol ve 1 ml DPPH' ¢ozeltisi kullanildi. Azalan absorbans geriye
kalan DPPH" ¢6zeltisi miktarini yani serbest radikal giderme aktivitesini verdi. Sonuglara

bakildiginda 3 molekiiliinde DPPH radikalini gideremedigi gozlendi.

2.7.3. N,N’-dimethil-p-fenilendiamin Dihidrokloriir (DMPD) Radikali Giderme
Aktivitesi:

N,N’-dimetil-p-fenilendiamin dihidrokloriir (DMPD) radikali giderme aktivitesi
tayini Fogliona ve arkadaglarinin metoduna gore belirlendi (Fogliano, Verde, Randazzo,
Ritiene, 1999). Bu amagla, ilk olarak renkli radikal katyon (DMPD™) elde edildi.
Numunelerin ve standart antioksidanlarin farkli konsantrasyonlardaki ¢ozeltileri (10-30
pg/ml) deney tiiplerine aktarilarak hacim destile suyla 0.5 ml ye tamamlandi. Bunun
lizerine 1 ml DMPD™" ¢ozeltisi eklendi. 50 dakikalik bir inkiibasyondan sonra absorbans
degerleri1 505 nm’de Olgiildii. Sonuglara bakildiginda 3 bilesiginde ¢ozeltideki DMPD

radikalini gideremedigi gézlendi.
2.7.4. Fe**-Fe’" indirgeme Kapasitesi:

Toplam indirgeme kuvveti tayini Oyaizu yontemine gore yapildi (Oyaizu, 1986).
Bunun i¢in oncelikle 1mg/ml konsantrasyonunda stok ¢ozeltiler hazirlandi. Bu stok
cozeltiden farkli konsantrasyonlarda olacak sekilde cam tiiplere aktarilarak, hacim destile
suyla 1 ml’ye tamamlandi. Daha sonra her bir tiipe 2.5 ml 0.2 M fosfat tamponu (pH:6.6)
ve 2.5 ml %1’lik potasyum ferrisiyaniir (KzFe(CN)e) ilave edilerek karisim 50 °C’de 20 dk
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inkiibe edildi. Bu islemlerden sonra reaksiyon karisimina 2.5 ml % 10’luk triklorasetik asit
(TCA) ilave edildi. Cozeltinin st fazindan 2.5 ml alindiktan sonra bunun iizerine 2,5 ml
destile su ve %0,1’lik 0.5 ml FeCl; ilave edildikten sonra absorbans 700 nm’de kore karsi
okundu. Kor olarak destile su kullanild1 ve grafigi ¢izildi (Sekil 3.2). 20 ug/ml ye karsilik

gelen absorbans degerleri Tablo 4.1. de verilerek mukayese edildi.
2.7.5. Ferroz Iyonlar1 (Fe?") Selatlama Aktivitesi:

Metal selatlama aktiviteleri Dinis ve arkadaglarinin belirledikleri metoda gore
yapildi (Dinis, Maderia, Almeida, 1994). Bu islem i¢in 2 mM’lik ve 0.05 ml FeCl,.4H,0
ve 0.35 ml saf su igeren ¢ozelti, degisik konsantrasyonlarini olusturacak sekilde degisik
miktarlarda numune ihtiva eden 0.2 ml’lik ¢ozeltiye ilave edildi. Son hacim 4 ml olacak
sekilde destile etanol ilave edildi. Reaksiyon 0.2 ml ve 5 mM’lik ferrozin ¢6zeltisi ilave
edilmesiyle baslatildi. Cozelti vorteksde kuvvetli bir sekilde karigtirildiktan sonra oda
sicakliginda 10 dakika bekletildi. Inkiibasyondan sonra ¢dzeltinin 562 nm’de absorbansi
etanoldan olusan kore karsi kaydedildi. grafigi ¢izilerek ECso degerleri hesaplandi (Sekil
3.6, Tablo 4.2.).
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3. BULGULAR

Yapilan ¢alismada Rhinanthus angustifolius subsp. grandiflorus bitkisinin ugucu yag
bilesenlerinin tayini igin GC/MS cihazi kullanildi. Bu bitkiden elde edilen toplam 31 adet
bilesigin yapilart aydinlatildi. Yapisi aydinlatilan bilesikler sirasi ile, 1-Okten-3-ol (43), 2-
Heptanol,6-metil (44), indan (45), 1H-inden, 2,3-dihidro-5-metil- (46), a-Kubeben (47),
2,4-dekadienal (48), Kopaen (49), 2-Undesenal (50), p-Damaskenon (51), N-
Metilbenzamit (52), 5,9-Undekadien-2-on, 6,10-dimetil-,(E)- (53), B-siklositrildenaseton
(54), Adamantan-1-kaboksilik asit (55), Furan, 3-(4,8-dimetil-3,7-nonadienil)-, (E)- (56),
15-nor-Funebran-3-on (57), 2,2,4-trimetil-3-karboksipropil pentanoik asit izobutil ester
(58), 1-hekzadisin (59), Undekan, 3-siklohekzil- (60), Galaksolid (61), Perhidrofarnesil
aseton (62), fitalik asit, diizobutil ester (63), n-Nonadisin (64), n-hekzadesanoik asit (65),
hekzadesanoik asit, etil ester (66), Heneikosan (67), fitalik asit, izohekzil 3-metilbut-3-enil
ester (68), 1-Fenantrinkarboksaldehit, 1,2,3,4,4a,9,10,10a-oktahidro-1,4a-dimetil-7-(1-
metiletil)-, [1R-(1a,4aB,10a0)]-(69), 1-  Fenantrinkarboksilik  asit,  7-etenil-
1,2,3,4,4a,4b,5,6,7,8,10,10a-dodekahidro-1,4a,7-trimetil-, metilester,

[1R-(1a,4ap,4ba,7a,10a0)]- (70), n-Trikosan (71), Metil dihidroabitat (72), Pentakosan
(73),’dir. Bu ¢alisma sonucu yapilart aydinlatilan 31 adet bilesigin formiilleri asagida
gorilmektedir.



1-Okten3-ol (43) 2-Heptanol,6-metil (44) indan (45)

1H-inden, 2,3-dihidro-5-metil-
(46) v

o-kubeben (47)

NN

)

2,4-Dekadienal (48)

kopaen (49)

NN NN AN

2-Undekenal (50)

AN

)

o N-Metilbenzamide (52)

-Damaskenon (51)
O
W
O
5,9-Undekadien-2-one, 6,10-dimetil-, (E)- (53) / \
B-siklositrildenasetone (54)
Sekil 3.1. Rhinanthus angustifolius subsp. grandiflorus bitkisinden elde edilen

bilesiklerin kimyasal yapilar
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Adamantan-1-karboksilik asit (55) Furan, 3-(4,8-dimetil-3,7-nonadienil)-, (E)- (56)
O :
15-nor-Funebran-3-one (57) 2,2,4-trimetil-3- karb0k5|sopropll pentanoik asit isobutil ester

/

1-Hekzadeken (59)
—\—\—\_§—<:> % P

Undekan, 3-siklohezil- (60) Galaksolid (61)

Perhidrofarnesil aseton (62)

e

Ftalik asit, diizobutil ester (63)

Sekil 3.2. Rhinanthus angustifolius subsp. grandiflorus bitkisinden elde edilen
bilesiklerin kimyasal yapilari

28



P N P P N N2 N N2 N N
n-Trikosane (71)

- e

—O0

Metil dehidroabietat (72)

P N\ N S S P P2 P NN
Pentakosan (73)

Sekil 3.3. Rhinanthus angustifolius subsp. grandiflorus bitkisinden elde edilen

bilesiklerin kimyasal yapilari

Bitkiden izole edilen ugucu yagm antimikrobiyal aktiviteleri de incelendi.
Rhinanthus angustifolius subsp. Grandiflorus bitkisine ait ugucu yagin B. cereus, E. coli,
E.coli O157:H7 ve S. aureus mikroorganizmalaria kars1 antimikrobiyal aktivite gosterdigi
belirlendi. Sac. cerevisiae ve C. albicans cinsi mayalar {izerinde etkili oldugu halde

analizde calisilan kiifler {izerinde antifungal aktivite gdstermedigi gézlemlendi.

Calismanin ikinci kismu olan sentez basamaginda ise literatiirde kayith olmayan 3
yeni bilesik sentezlenmistir. Sentezlenen bilesiklerin yapilarmin aydinlatilmasinda,
deneysel kisimda verilen NMR, IR, UV-Vis, kiitle ve elementel analiz verileri
kullanilmistir. Calismada sentezlenen bilesiklerin NMR spektrumlari 400 MHz
duyarliliktaki NMR cihazlarinda, CDCl; iginde ¢oziilerek alinmustir. 'H-NMR Varian
400MHz spektrometre, BBC.NMR Varian 100 MHz spektrometre cihazlart kullanilmistir.
Spektrumlar fid datasi olarak alinip Mestrec programi kullanilarak etkilesim sabitleri
belirlenmigtir. IR spektrumlar1 elmas kristal aparati kullanilarak alimmis ve bu
spektrumlarda ortaya ¢ikan karakteristik titresimler degerlendirilmistir. Ayrica elementel

analizleri Leco CHNS-932 (Michigan,USA) cihazi ile yapilan bu yeni bilesiklerin yapilari,
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Agilent-7890B marka gaz kromatografisi cihazi ile Agilent 5975C Series GC/MSD marka
kiitle spektroskopisi cihaziyla almman kiitle spektrumlariyla desteklenmistir. Yeni
bilesiklerin yapilarinin aydinlatilmasinda kullanilan NMR, elementel analiz, IR ve kiitle

spektral verileri asagida tablolar halinde verilmistir.
3.1. ((6,6-dimetilbisiklo[3.1.1]hept-2-en-2-il)metil)(2,4-dinitrofenil)siilfan (39):

Erime Noktasi: 106-107°C; IH -NMR (400 MHz, CDCl3, ppm): 6 9.02 (d, J=3.01
Hz, aromatik, 1H), 8.32 (dd, J = 10.21, 3.01 Hz, AB sisteminin A kismi, aromatik, 1H),
7.61 (d, J = 10.21 Hz, AB sisteminin B kismi, aromatik, 1H), 5.38 (bs, olefinik, 1H), 3.81
(s, SCH, 2H), 2.66-2.60 (m, metilenik, 2H), 2.50-2.44 (m, CH, 1H), 2.12-2.02 (m,
metilenik, 2H), 1.71 (d, J = 11.45 Hz, CH, 1H), 1.35 (s, CH3, 3H), 0,87 (s, CH3, 3H). *C-
NMR (100 MHz, CDCls3, ppm): 6 148.2 (C), 147.3 (C), 145.1 (C), 143.8(C), 127.8 (CH),
126.5 (CH), 121.9 (CH), 115.1 (CH), 51.2, 41.5, 41.3, 40.8, 34.1, 28.5, 26.1, 22.6. IR
(CH.Cly, cm™): 3082, 2945, 1648, 1585, 1531, 1468, 1354, 1312, 1247, 1144, 1071, 1043,
916, 832. Elementel Analiz: Hesaplanan C16H1sN20,4S: C 57.47, H 5.43, N 8.38; Bulunan:
C57.41,H5.48, N 8.31.

3.2. (2,4-dinitrofenil)((4-(prop-1-en-2-il)sikloheks-1-enil)metil)siilfan (41):

Erime Noktast: 110-112°C; *H -NMR (400 MHz, CDCls, ppm): & 9.15 (d, J = 2.52
Hz, aromatik, 1H), 8.41 (dd, J = 9.03, 3.04 Hz, AB sisteminin A kismi, aromatik, 1H), 7.65
(d, J = 9.03 Hz, AB sisteminin B kismi, aromatik, 1H), 5.78 (bs, olefinik, 1H), 4.70 (s,
olefinik, 1H), 4.66 (s, olefinik, 1H), 4.14 (s, SCH,, 2H), 2.57 (tt, J = 10.76, 5.21, 5.21 Hz,
metilenik, 2H), 2.31 (m, metilenik, 2H), 2.28 (m, metilenik, 2H), 2.03-1.91 (m, metilenik,
1H), 1.83 (s, CH3, 3H), *C-NMR (100 MHz, CDCls, ppm): & 147.6 (C), 147.4 (C), 145.9
(C), 144.0 (C), 128.5 (CH), 128.1 (CH), 127.4 (CH), 127.3 (CH), 122.7 (CH), 110.1 (CH),
47.9, 44.3, 36.1, 33.6, 32.4, 21.2. IR (CH,Cl,, cm™): 3111, 2918, 2871, 1886, 1672, 1596,
1512, 1453, 1354, 1071, 1052, 923, 832. Elementel Analiz: Hesaplanan CigH1sN,0,4S: C
57.47, H 5.43, N 8.38; Bulunan: C 57.39, H 5.51, N 8.29.
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3.3. ((2-kloro-7,7-dimetilbisiklo[2.2.1]heptan-1-il)metil)(2,4-dinitrofenil)sulfan
(42):

Erime Noktasi: 191-193°C; H -NMR (400 MHz, CDCl3, ppm): 6 8.91 (d, J = 2.96
Hz, aromatik, 1H), 8.38 (dd, J = 9.52, 2.96 Hz, AB sisteminin A kismi1, aromatik, 1H), 7.42
(d, J = 9.54 Hz, AB sisteminin B kismi, aromatik, 1H), 4.41 (m, CICH, 1H), 3.71 (s, SCHo,
2H), 2.68 (tt, J = 10.76, 5.21, 5.21 Hz, metilenik, 2H), 2.43 (m, metilenik, 2H), 2.21 (m,
metilenik, 2H), 2.01-1.85 (m, metilenik, 1H), 1,12 (s, CHs, 3H), 1,10 (s, CHs, 3H), “*C-
NMR (100 MHz, CDCls, ppm): 6 148.2 (C), 146.1 (C), 141.9 (C), 126.5 (CH), 126.3
(CH), 120.8 (CH), 65.3, 56.7, 53.1, 51.2, 46.2, 43.1, 40.2, 39.3, 22.1, 21.2. IR (CH,Cl,,
cm™): 3123, 2987, 2858, 1593, 1554, 1453, 1372, 1314, 1281, 1071, 1023, 917, 830.
Elementel Analiz: Hesaplanan Ci6H19CIN,O,S: C 51.82, H 5.16, N 7.55; Bulunan: C
51.89, H 5.09, N 7.49.

Tablo 3.1. Sentezlenen bilesiklerin verim ve kiitle spektrum degerleri (m/z)

Bilesik Molekiil Kiitlesi (g/mol) | Spektrum Degerleri | Reaksiyon Verimi
(39) 334.10 334[M]* %52
(41) 334.10 335.10[M+1]" % 35
(42) 370.08 371.08[M+1]" %12

Tablo 3.2. Sentezlenen bilesiklerin elementel analiz degerleri

Hesaplanan (Bulunan) Elementel Analiz Sonuglari (%)
Bilesik C H N
(39) 57.47 (57.41) 5.43 (5.48) 8.38 (8.31)
(41) 57.47 (57.39) 5.43 (5.51) 8.38 (8.29)
(42) 51.82 (51.89) 5.16 (5.09) 7.55 (7.49)
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Sekil 3.4. Farkli konsantrasyonlardaki molekiillerin (10-30 g/ml) ABTS™ giderme
aktivitelerinin birer standart antioksidan olan BHA, BHT ve troloks ile

karsilastirilmasi

Tablo 3.3. Farkli konsantrasyonlardaki molekiillerin ABTS™ giderme aktivitesinde ECs
degerlerinin birer standart antioksidan olan BHA, BHT ve troloks ile

karsilastirmalari

Standartlar ve Molekiiller [ECso] (ng/ml)

BHA 9,66
BHT 8,14
Troloks 11,21
Bilesik 39 42,05
Bilesik 41 41,64
Bilesik 42 37,36

Molekiiller ve kullanilan standart antioksidan molekiiller sirasiyla su sekilde ABTS™
giderme aktivitesi sergilediler: BHT > BHA > Troloks > Bilesik 42 > Bilesik 41 > Bilesik
39
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Sekil 3.5. Farkli konsantrasyonlardaki (10-30 pg/ml) molekiillerin ferrik iyonlarini (Fe3+)

indirgeme kuvvetlerinin birer standart antioksidan olan BHA, BHT ve troloks

ile karsilastirmasi

Tablo 3.4. 20 pg/mL konsantrasyonunda molekiillerin ferik iyonlarmi (Fe**) indirgeme

kapasitelerinin birer standart antioksidan olan BHA, BHT ve troloks ile

karsilastirmalari

Absorbans (700 nm)
Standartlar ve molekiiller

(20 pg/ml)
BHA 1,705
BHT 1,121
Troloks 1,205
Bilesik 39 0,075
Bilesik 41 0,115
Bilesik 42 0,469

20 g/ml molekiillerin (Fe3+) indirgeme kapasiteleri karsilastirildiginda BHA > Troloks >
BHT > Bilesik 42> Bilesik 41> Bilesik 39 oldugu gozlendi.
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ekil 3.6. Farkli konsantrasyonlardaki molekiillerin (10-30 /ml) metal iyonlarini
Yy ng y
selatlama aktivitelerinin birer standart antioksidan olan BHA, BHT ve troloks

ile karsilagtirmasi

Tablo 3.5. Farkli konsantrasyonlardaki molekiillerin ferr6z iyonlarini (Fe?") selatlama
aktivitelerinin ECsy degerlerinin birer standart antioksidan olan BHA, BHT ve

troloks ile karsilagtirmalari

Standartlar ve molekiiller [ECso] (ng/ml)

BHA 23,64
BHT 22,58
Troloks 21,12
Bilesik 39 30,86
Bilesik 41 27,71
Bilesik 42 25,15

Molekiiller ve kullanilan standart antioksidan molekiiller sirasiyla su sekilde ferréz
iyonlarmi (Fe®*) selatlama aktivitesi sergilediler: Troloks >BHT > BHA> Bilesik 42 >
Bilesik 41 > Bilesik 39.
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4. TARTISMA

Bu ¢alismada Rhinanthus angustifolius subsp. Grandiflorus bitkisinin GC-MS analizi
sonucu 31 adet dogal bilesigin yapisi aydinlatildi. Bitkilerin ugucu bilesenlerinin GC
spektrumu Ek Sekil 6.1.°de goriilmektedir. Yapisi aydinlatilan bilesikler, bu bilesiklerin
alikonma indeksleri (Exp. RI), yilizde oranlar1 (%M), cihaz kiitiiphanesiyle benzesme oranlari
(B) ve literatiir RI degerleri (LRI/MS) Tablo 7°de goriilmektedir. Bu bilesiklerin yapilariin
aydinlatilmasi, cihazda mevcut olan NIST ve Willey kiitiiphanelerinde bulunan bilesiklerin
kiitle spektrum degerleri ve alikonma zamanlari (RT) ile karsilastirilarak yapilmistir.
Aydmlatma yapilirken %85 ve ilizerinde benzesme orani olan bilesikler dikkate alinmistir.
Alikonma indeksleri (RI) , (C6-C32) karbon sayili standart hidrokarbonlarin alikonma

zamanlar1 baz alinarak hesaplanmustir.

Tablo 4.1. Rhinanthus angustifolius subsp. Grandiflorus bitkisinin ugucu bilesenlerinin

GCMS analiz sonuglari
No Compounds _I'\Ffatention ZfS: [E))éf L|tberature Identification
Ime [%] RI? RI
1 1-Okten-3-ol 9.75 094 944 945 RI[7], MS
2 2-Heptanol, 6-metil- 10.021 038 952 950 RI[8], MS
3 indane 12.865 0.30 1026 1027 RI[9], MS
4 1H-indene, 2,3-dihidro-5-metil- 16.333 25.13 1129 1131 RI[9], MS
5 a-Cubebene 25.532 19.27 1309 1310 RI[10], MS
6 2,4-Decadienal 26.148 1.18 1324 1325 RI[11], MS
7 Copaene 27.026 3.12 1344 1344 RI[12], MS
8 2-Undecenal 27.947 031 1365 1366 RI[13], MS
9 p-Damascenone 28.975 045 1389 1389 RI[14], MS
10 N-Metilbenzamid 29.079 0.63 1391 1390 RI[15], MS
5,9-Undecadien-2-one, 6,10-

11 dimethyl-, (E)- 31.728 0.54 1455 1456 RI[16], MS
12 B-Cyclocitrylideneacetone 33.193 0.19 1490 1493 RI[17], MS
13 Adamantane-1-carboxylic acid  33.596 1.05 1501 1498 RI1[18], MS
14 Furan 3-(A8-dimethyl-3.7- ) 265 107 1536 1554 RI [19], MS

nonadienyl)-, (E)-
15-nor-Funebran-3-one 37.177 0.27 1591 1599 RI[29], MS
2,2,4-trimethyl-3- 37.541 0.27 1599 1581 RI[20], MS

H
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Carboxyisopropyl pentanoic
acid isobutyl ester

17 1-Hexadecene 38.025 1559 1613 1613 RI[21], MS
18 Undecane, 3-cyclohexyl- 41.742 0.59 1717 1723 RI[21], MS
19 Galaxolide 46.143 259 1839 1838 RI1[30], MS
20 Perhydrofarnesyl acetone 46.403 1.89 1847 1847 RI[22], MS
21 Phthalic acid, diisobutyl ester ~ 47.261 0.36 1873 1873 RI[23], MS
22 n-Nonadecane 48.206 0.37 1900 1900 RI [24], MS
23 n-Hexadecanoic acid 50.339 12.14 1964 1964 RI [25], MS
24 Hexadecanoic acid, ethyl ester ~ 51.293 0.09 1995 1995 RI [26], MS
25 Heneicosane 54.553 151 2100 2100 RI [24], MS
gg Phthalic acid, isohexyl 3- 57501  0.67 2198 2198 RI[32], MS

methylbut-3-enyl ester
1-Phenanthrenecarboxaldehyde,
1,2,3,4,4a,9,10,10a-octahydro-
27 1,4a-dimethyl-7-(1- 59.331 054 2262 2263 RI[31], MS
methylethyl)-, [1R-
(lo,4aB,10aa)]-
1-Phenanthrenecarboxylic acid,
7-ethenyl-
1,2,3,4,4a,4b,5,6,7,8,10,10a-
28 dodecahydro-1 4a,7-trimethyl-, 59.964 3.82 2286 2289 RI[27], MS
methyl ester, [1R-

(1a,4aB,4ba,7a,10a0)]-

29 n-Tricosane 60.376 292 2300 2300 RI[27], MS
30 Methyl dehydroabietate 61.502 059 2339 2336 RI[27], MS
31 Pentacosane 66.419 1.26 2500 2500 RI[24], MS

Total Area % 99.46

a: Uygun sicaklik programi kullanarak tutma indeksini hesaplama n-alkans HP-5MS, 30.
m/0.32 mm/0.25 um, He, 3. K/min; Tstar: 60. C; Teng: 230. C

b: Literatiirde agiklanan tutma indeksi

Elde edilen ugucu yaglar lizerinde yapilan antimikrobiyal aktivite testleri agar-well
difiizyon metodu ile Tablo 8’de mikroorganizmalara kars1 yapilmistir. Bitkinin ugucu yagi
elde edilen metanol ekstraktina gore daha fazla mikroorganizma iizerinde etki gostermistir.
Bitkiden elde edilen ugucu yag en fazla E.coli O157:H7 bakterisi lizerinde etkili oldugu
belirlenmistir. Bu gram pozitif bakteri iizerinde diisiik konsantrasyonlarda bile etkili

oldugu gozlemlenmistir. Ayni mikroorganizma {izerinde metanol ekstraktinin higbir
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inhibitif gostermedigi tespit edilmistir. Bitkiden elde edilen ugucu yag sirasiyla B. cereus,
E. coli, E.coli O157:H7 ve S. aureus bakterileri iizerinde antimikrobiyal aktiviteye ve Sac.
cerevisiae ve C. albicans cinsi mayalar lizerinde ise antifungal etkiye sahip oldugu
belirlenmistir. Benzer sekilde ¢alisma sonunda Rhinanthus angustifolius subsp.
grandiflorus bitkisinin metanol ekstraktinin ise B. cereus ve E. coli bakterileri iizerinde
antimikrobiyal aktiviteye sahip oldugu tespit edilmistir. Elde edilen sonuglar Tablo 4.2.’de

verilmistir.

Tablo 4.2. Rhinanthus angustifolius subsp. Grandiflorus bitkisinden elde edilen ugucu
yagin antimikrobiyal aktivite sonuglari

Ucucu Yag
0ol 002 %5 %10

Bakteriler

A. hydrophila - - - -
B. cereus 12,01=0,10 10.24=0,10 - -
B. subtilis . . - -
Ent. cloacae . . - -
E. coli 10.64+0.10 8.19£0.15 - -
E.coliO157:HT 13,13£0,10 10,20+0,10  8.56+0.10 -

K. pneumoniae - - - -
L.monocytogenes - - - -

P. vulgaris - - - -
Pseu. aeruginosa
Sal. typhimurium - - - -
S. aureus 8.14=0.10 - - -
Maya
Sac. cerevisiae 5,01=0.15 - - -

C. albicans 7.19+0,10 - - -

A.niger - - - -

A flavus - - - -
Penicillum - - - -
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Bir ¢ift bag igceren B-Pinen (18), bir monoterpen olup gerilimli bir bilesiktir.
Dolaysiyla, bu bilesik 2,4-dinitrobenzensiilfenil kloriir (26) ile katilma tepkimeleri
sonucunda kiikiirt iceren monoterpen tiirevleri verecektir. Bu momoterpen tiirevleri biiyiik
oranda ayn1 zamanda da birer siklohekzan tiirevleri olacaktir. Bundan dolayi, B-Pinen (18)
ile 2,4-dinitrobenzensiilfenil kloriir (26)’nin oda sicakliginda reaksiyonu yapildi.

Reaksiyon karigsimi silika-jel kolon yapild1 ve {i¢ {iriin izole edildi.

Izole edilen 3 iiriinin NMR spektrumlar1 Ek.Sekil 6.2-6.7.’de bulunmaktadir. Bu iig
irliniin yapilart birbirinden farklidir. Ciinkii bunlarin birinde hi¢ olefinik ¢ift bag yokken,
birinde tek digerinde de iki olefinik ¢ift bagin oldugu onlarin NMR spektrumlarindan
anlasildi. Tek olefinik c¢ift bag iceren bilesikteki olefinik hidrojen 5.38 ppm’de genis
singlet olarak rezonans olmaktadir. **C NMR spektrumunda gozlenen toplam 16 tane C
pikinin 4 tanesi kuvarterner karbonlara ait, 4 tanesi aromatik CH ve 8 tanesi de metilenik
karbonlara ait piklerdir. Ayrica, bu molekiil bir tane RS (RS = 2,4-dinitrobenzensiilfenil)
grubu icermekte ve molekiilde hi¢ kloriir igermemektedir. Bu molekiil 39 olabilir. Ayrica
GC-MS ile alinan kiitle spektrumlarinda 334[M]" da molekiiler iyon pikinin gdzlenmis
olmasi (Tablo 3.1.) ve bilesige ait elementel analiz sonuglarinin uyumu yeni bilesigin
Onerilen yapisini desteklemektedir (Tablo 3.2.).

Iki olefinik ¢ift bag iceren molekiildeki olefinik hidrojenler 5.78 ppm genis singlet ve
4.70 ve 4.66 ppm’lerde iki farkli singlet olarak rezonans olmaktadir. Ayrica, bu bilesigin
B3C-NMR spektrumun da (EK Sekil 6.4.) iki adet olefinik kuarterner ve bir CH ve birinde
CH; karbonunun oldugunu gostermektedir. Bu molekiiliin bir adet de RS grubu igerdigi ve
RS’nin bagli oldugu karbonda da bir hidrojenin oldugu da anlasilmaktadir. Bu iiriin 41
olabilir. Bunun yani sira bu bilesigin GC-MS ile alinan kiitle spektrumlarinda 335[M+1]"
da molekiiler iyon pikinin gézlenmis olmasi ve bilesige ait elementel analiz sonucglarinin

teorik degerlerle uyumu yeni bilesigin yapisini1 desteklemektedir (Tablo 3.2.).

NMR spektrumlarina gore (EK Sekil 6.6.) hic olefinik ¢ift bag icermeyen {iriiniin RS
ve Cl gruplart igerdigini géstermektedir. Ayrica bu molekiiliin kuaterner karbonlara bagli 2
adet metil gruplar1 (1.12 ve 1.10 ppm’lerde) ve Cl’un bagl oldugu karbonlarda da birer
hidrojenin de oldugu anlasildi. Bu iriin de 42 olabilir. Bilesik 42’nin 'H-NMR
spektrumunda klor’un bagli olduklart karbona bagli hidrojenler 4.41 ppm multiplet olarak
rezonans olurken kiikiirtiin bagli oldugu karbona bagli hidrojenler 3.71 ppm’de singlet

olaral rezonans olmaktadir. *C NMR spektrumunda gozlenen toplam 16 tane C pikinin 3
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tanesi kuvarterner karbonlara ait, 3 tanesi aromatik CH ve 10 tanesi de metilenik
karbonlara ait piklerdir. Yine bilesigin GC-MS ile alinan kiitle spektrumlarinda 371[M+1]"
da molekiiler iyon pikinin gbzlenmis olmasi (Tablo 3.1.) ve bilesige ait elementel analiz

sonuglarinin teorik degerlerle uyumu yeni bilesigin yapisini desteklemektedir (Tablo 3.2.).

Elde edilen yeni {riinlerin antioksidan ve radikal giderici oOzellikleri gida
miihendisligi laboratuarlarinda ¢asildi. DPPH', ABTS™ ve DMPD™ radikallerinin
kullanimina dayanan metotlar, saf maddelerin, yiyecek, icecek ve bitkisel ekstrelerin
antioksidan kapasitelerinin belirlenmesi i¢in siklikla kullanilir. Ayrica DPPH’, ABTS™ ve
DMPDe+giderme metotlar1 hizli, basit, secici ve tekrarlanabilir prosediirler olmalarindan
dolay1 saf maddelerin, ekstre veya izole bilesiklerin aktivitesini belirlemek i¢in yaygin bir
sekilde kullanilmaktadir (Ozgelik, Lee, Min, 2003) . Bu metotlarin esas1 spektrofotometrik

elektron transferine dayanir.

Spektrofotometrik elektron transferine dayanan metotlar; bir reaksiyon karigiminda
iki bilesen igerir. Bunlar antioksidan ve oksidandir. Oksidan antioksidandan bir elektron
alir ve bu oksidanda renk degisimine neden olur. Renk degisiminin derecesi antioksidan

derisimiyle orantilidir (Huang, Ou, Prior, 2005).
Oksidan + e-(antioksidan) — indirgenmis oksidan + yiikseltgenmis antioksidan

Bu metotlardan biri olan ABTS radikali giderme metoduna gore onceklikle ABTS
radikali olusturmak gerekmektedir. Burada tanimlanan ABTS olusumu icin gelistirilen
teknik, ABTS ve potasyum persiilfat (K,S,0g) arasindaki reaksiyon sonucu mavi yesil
ABTS kromoforunun dogrudan olusumu ve olusan bu radikal katyonun spektrofotometrik

olarak 734 nm de maksimum absorbans gostermesi esasina dayanir.

ABTS radikalleri DPPH radikallerinden daha reaktiftirler ve bir H atom transferini
gerektiren DPPH ile reaksiyonlar1 farklidir. ABTS radikalleri bir elektron transferini igerir
(Kaviarasan,Naik,Anuradha,Gangabhagirathi,Priyadarsini, 2006).

Asagida ABTS radikali giderme reaksiyonu agikg¢a verilmistir.

39



_ S 803_ X )
03S + antioksidan
S /N:< -
SN N

| - K2S,0g
h CoHs
CoHs
ABTS -~ _ S S04~
045
s =T
="

I\

CoHs
CoHs

ABTS? (renksiz)

Sekil 4.1. Potasyum persiilfat oksidasyonu ile ABST? den oksidan ABST™ nin
olusmasi (Huang, Ou, Prior, 2005).

Caligmamizda ise ABTS radikali giderme metoduna gore; ABTS radikali sentezlenen
hedef molekiilde yaklasabilecegi tek bdlge olan para konumunda ki N atomuna bagli O
atomundan elektron kopararak kendisi radikal ozelligini kaybeder ve NO; iizerindeki

radikal ise delokalize olur.

Sekil 4.1°deki sonuglara bakildiginda ¢alisma kapsaminda kullanilan biitiin
maddelerin ABTS radikallerini giderdigi gozlenmektedir. ABTS radikallerini giderme
tayininde de maddelerin ECsy degerleri 8-43 [Ig/ml arasinda degismektedir. BHA, BHT,
ABTS radikali giderme aktivitelerine ait ECs birbirine yakin degerlere sahiptir. Troloksun
gidermesi ise biraz daha diisiiktiir. Calismamizda 3. molekiil en yiiksek ABTS radikali
giderme aktivitesine sahiptir.

Yapilacak ¢alismalarda ABTS radikalinin 6nceden olusturulmasi gerekirken DPPH
radikali i¢in bdyle bir durum s6z konusu degildir. DPPH radikali mor renkli olup, 517
nm’de maksimum absorbans vermektedir (Prakash, 2001). DPPH radikali, antioksidan
maddenin hidrojeni ile birleserek, tek elektronu indirgenmis DPPH-H'I olusturmaktadir

(Sekil 4.2).

ABTS radikali hem sulu hem de organik ¢d6ziiclilerde ¢oziinebilir ve dolayisiyla

lipofilik ve hidrofilik bilesiklerin antioksidan kapasitesini 6l¢mek i¢in kullanilir.
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Sekil 4.2. Bir antioksidan tarafindan DPPH radikalinin giderilmesi

Deneyde kullanilan 3 bilesikte de hidrojen verebilme yetenegine sahip tek grup
kiikiirt atomuna komsu olan -CH,- dir. Fakat Sekil 4.2 de goriildiigii tizere DPPH radikali
hacimli bir molekiildiir. Ayn1 sekilde kullanilan molekiillerde bahsedilen bolge R-CH,-S-R
(R=fenil tiirevi) sterik engelli oldugu i¢in molekiille etkilesemedigi diisiiniilmektedir. Bu
durum Huang ve arkadaglarmin (2005) calismasinda da belirtilmistir. Calismada DPPH
radikaline sterik ulasabilme reaksiyonun baslica belirleyicisi oldugu ve kii¢iik molekiillerin
radikale daha kolay ulasabildiklerinden yliksek antioksidan kapasite degerlerine sahip
oldugu bildirilmistir (Huang, Ou, Prior, 2005).

Deneysel calismalarda kullanilan iigiincii bir radikal giderme metodu ise DMPD™
giderme aktivitesidir. DMPD™" giderme analizinin temeli, asidik pH ve uygun bir oksidan
¢ozeltinin varliginda DMPD’nin kararli ve renkli bir radikal katyonu (DMPD™)

olusturmasi esasina dayanir. DMPD™" 505 nm’de maksimum absorbans gdsterir.

Bu metottaki bir problem DMPD nin sadece sulu ¢dzeltide ¢oziinmesi ve hidrofobik
antioksidanlar i¢in kullanilmamasidir (Giilgin, 2012). Deneysel olarak kullanilan
molekiiller organik c¢oziiciilerde ¢oziindiigiinden bu metotla c¢alismadan sonug

alinamamustir.

Indirgeme kapasitesi bir bilesigin antioksidan aktivite sergilemesinde &nemli bir
faktordiir (Meir,Kanner,Akiri,Hadas, 1995). Ancak herhangi bir saf maddenin antioksidan
ozelligi farkli mekanizmalar iizerinden yiiriiyebilir. Ornegin, oksidasyonun gegis metalleri

tarafindan hizlandirildig1 bir sistemde, antioksidan bilesigin indirgeme giicli antioksidan
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0zellik yoniinden 6nemli degildir. Ama bilesigin sadece metal selatlama 6zelliginin olmasi

bile boyle bir sistemde oksidasyonu durduracak veya hizini yavaslatacaktir.

Ozetle antioksidan bilesikler antioksidan aktivitelerini gecis metal iyonlarini
baglama, peroksitleri par¢alama, hidrojen abstraksiyonunu engelleme, radikal giderme gibi

degisik mekanizmalar ile ortaya koyabilirler (Diplock, 1997; Mavi, 2005).

Antioksidanlar indirgeyici olabilme o6zelliginden yola ¢ikarak c¢alismamizda Fe*®
indirgeme metodu kullanilmistir. Kullanilan bu biyoanalitik metotta, test ¢ozeltisinin sar1
rengi ortamda bulunan antioksidan maddelerin indirgeme aktivitelerinden dolayr farkl
tonlardaki yesil rengine dontismektedir (Giilgin, 2006). Antioksidan madde gibi indirgeyici
ajanlari varliginda Fe**/ferriksiyanit kompleksi Fe?*/ferriksiyanit kompleksi olan ferroz
formuna indirgenir. Olusan bu kompleks ilave edilen FeCls ile Perl’s Prussian mavisi
Fes[Fe(CN)s]s kompleks olusturarak 700 nm’de maksimum absorbans verir (Chung,
Chao, Chang, Lin, Chou, 2002).

Molekiillerin ferrik iyonlarim (Fe**) ferrdz iyonlarma (Fe?*) indirgeme kapasitesi
grafigi ¢izildikten sonra (Sekil 3.2) herbir standart ve molekiiller igin 20 pg/ml’ye karsilik

gelen absorbans degerleri Tablo 3.4.’de verilerek birbirleriyle mukayese edildi.

20 pg/ml molekiillerin  (F e3+) indirgeme kapasiteleri karsilastirildiginda BHA >
Troloks > BHT > Bilesik 42 > Bilesik 41 > Bilesik 39 oldugu go6zlendi.

Ferroz (Fe*?) iyonu gibi iyonik tiirler, organizmada ROS iiretimini kolaylagtirdig:
icin, demir selatlama kapasitesi olduk¢a onemlidir. Metal iyonlar1 selatlama aktivitesi
metallerin katalizledigi oksidasyon reaksiyonlarim1 engellemek veya geciktirmek ig¢in
siklikla kullanilan 6nemli bir antioksidan metottur. Demir organizmalar i¢in esansiyel bir
mineraldir, fakat asiris1 hiicre hasarina sebep olabilir. Gegis metalleri arasinda demir
yiiksek aktivitesinden dolay1 lipitleri oksitleyen en dnemli oksitleyici metal olarak bilinir.
Metal iyonlar1 arasinda, ferrdz iyonlar (Fe2+), bilinen en 6nemli prooksidan iyonlardir.
Fenton tipi reaksiyonlarda peroksitlerin ortamda bulunmalar1 esnasinda ferrik iyonlar
(Fe**) da meydana gelebilir, fakat ferrdz iyonlar1 (Fe?"), ferrik iyonlarindan (Fe**) on kata
daha fazla reaktiftirler (Miller, 1996). Bu reaksiyonlar sonucu peroksitlerden daha reaktif
olan  OH radikalleri de olusabilmektedir  (Koksal,Giilgin,Oztiirk,Bursal,2009;
Halliwel,Gutteridge, 1984).
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Fe?” +H,0, > Fe*" + OH"+OH" (Fenton reaksiyonu)

Metal selatlama kapasitesi lipit peroksidasyonunda katalizlenen gecis metali
konsantrasyonunu azalttigindan dolayr 6nemlidir. Bagka bir ifadeyle ferr6z iyonlari (Fe2+)
selatlama kapasitesi ferrdz iyonlari (Fez+) konsantrasyonlarini minimuma indirme ve
dolayisiyla oksidatif hasara sebep olan serbest radikal olusumu inhibisyonu ile yakindan
ilgilidir (Oztiirk,Giilgin, 2013; Giilgin,Kdksal,Elmastas, 2007).

Ferrozin, ferr6z iyonlar1 (Fe2+) gibi iki degerlikli metal iyonlari ile kantitatif miktarda
bile kompleks olusturmaktadir. Olusan renkli ferrozin-metal kompleksi ise 562 nm’de
maksimum absorbans sergilemektedir. Metal selatlayici ajanlarin varliginda ferrozin-metal
kompleksi olusumu bloke olur. Dolayisiyla metal selatlama aktivitesinde 562 nm’de
absorbansta meydana gelen azalma metal selatlasyonunun bir gostergesidir.

Bununla beraber, -OH, -SH, -COOH, —H,P03, C=0, —-NR,, —S— ve —O- fonksiyonel
guruplardan iki veya daha fazlasina sahip olan molekiillerin metalleri kolaylikla
seklatlayabilecekleri bilinmektedir. Bu guruplarin bulunmasi antioksidan molekiiliin metal
selatlamada yapi-fonksiyon konfiigrasyonunun lehinedir (Oztiirk, 2009)

Son zamanlarda yapilan diger bir c¢alismada ise iiziim ve iizlim iriinlerde bol
miktarda bulunan trifenolik bir bilesik olan rezveratroliin ferréz iyonlari (Fe?") selatlama
aktivitesi i¢in miimkiin olan mekanizma aydmlatilmaya calisilmistir (Giilgin, 2010). Iki
rezveratrol molekiiliinlin ihtiva ettigi her iki difenolik aromatik halkalar arasinda bir adet

ferréz iyonunun (Fe?h selatladig1 gézlenmistir.

H H
OH O, 0

e O

2|10 O N\ O + Fe2t “Fezr H
o o
H H

OH

Rezveratrol Rezveratrol-Fe2* kompleksi

Sekil 4.3. 1ki molekiil rezveratrolun iki adet ferrdz iyonu (Fe2+) ile baglanarak Rezveratrol-

Fe?* kompleksi olusturmasi
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Ayni sekilde molekiillerin muhtemel baglanma sekilleri ise Sekil 4.4. Sekil 4.5. ve
Sekil 4.6’da gosterilmistir. Bu molekiillerin ii¢linlinde rezveratrole benzer bir mekanizma

ile metal iyonlarini1 bagladigi diisiiniilmektedir.

Sekil 4.4. Bilesik 39’un iki tanesinin iki adet ferr6z iyonu (Fez+) ile baglanarak Molekiil2-

Fe?* kompleksi olusturmasi

S —0 o—n

Sekil 4.5. Bilesik 41’in iki tanesinin iki adet ferr6z iyonu (Fe2+) ile baglanarak Molekiil3-

Fe?* kompleksi olusturmasi
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Sekil 4.6. Bilesik 42°nin iki tanesinin iki adet ferr6z iyonu (Fe®") ile baglanarak Molekiill-

Fe?* kompleksi olusturmasi

Metal selatlama aktivitelerinin ECsg degerleri mukayese edildiginde BHA ve BHT
nin selatlama kapasitelerinin birbirine yakin oldugu Bilesik 47’nin ise en yiiksek ECsp
degerine sahip oldugu goézlenmistir. Bu deger kullanilan standart antioksidanlara gore
kiyaslandiginda Bilesik 42’nin ¢ok iyi bir metal selatlama kapasitesi sergiledigi
gozlenmistir. Bilesik 39 ve Bilesik 41°in metal selatlama kapasitelerinin de etkin derecede
oldugu verilen tablodan gozlenmektedir (Tablo 3.5.).

Bu sonuglara bakildiginda ¢alismamizda kullanilan ve bir terpen tiirevi olan -

pinenden sentezlenmis olan 3 molekiiliinde antioksidan etkiye sahip oldugu gézlenmistir.
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5. SONUCLAR

Yaptigimiz bu arastirmada Rhinanthus angustifolius subsp. grandiflorus bitkisinin
subuhari1 destilasyonu ile elde edilen ugucu yagindan 31 adet dogal bilesigin yapis1t GC-MS
yontemiyle aydmlatildi. Rhinanthus angustifolius subsp. grandiflorus bitkisinden elde
edilen ugucu yaglarin GCMS analizi sonucu 31 adet bilesik dogal halde, alikonma
zamanlar1 ve kiitle spektrumlari, cihazda bulunan NIST ve Willey Kkiitiiphanelerindeki

bilesiklerle karsilastirilarak aydinlatildi.

Rhinanthus angustifolius subsp. grandiflorus bitkisine ait u¢ucu yagin B. cereus, E.
coli, E.coli O157:H7 ve S. aureus mikroorganizmalarina karsi aktivite gosterirken, 8
mikroorganizmaya, ve 3 mantara karsi aktivite gostermedigi yapilan testler sonucunda

gbzlemlenmistir.

Calismanin sentez basamagi olan B-pinen (18)’e 2,4-dinitrobenzensiilfenil kloriir (26)
‘nin katilmas1 sonucu 3 farkli diizenlenme iiriinii elde edildi. Saflastirma sonucu elde
edilen tirlinlerin yapis1 spektroskopik yontemlerle aydinlatildi. Gerilimli dortlii halkaya
sahip B-pinen (18)’in katilma reaksiyonunda diizenlenmeye maruz kaldigi anlasildi. Birer

terpenoid olan {irlinlerin anti oksidant antioksidan etkiye sahip oldugu anlasildi.
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