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ONSOZ
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yag bilesenleri (SPME ve GS-MS yontemleri) ve Fenolik bilesen igerikleri (HPLC-

UV yontemi kullanilarak) incelenmistir.
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OZET

REZENE (FOENICULUM VULGARE) BITKISININ UCUCU YAG VE FENOLIK
BILESENLERININ BELIRLENMESI; ANTIOKSIDAN VE ANTIMIKROBIYAL
AKTIVITELERININ INCELENMESI

Rezene (Foeniculum vulgare) diinyada eski ¢aglardan beri geleneksel tipta siklikla
kullanilmaktadir. Ulkemizde de ekonomik degeri olan ve tarimi yapilan tibbi ve
aromatik bitkilerdendir. Bu c¢alismada Foeniculum vulgare bitki meyvesinin
antioksidan i¢erigi, DPPH® radikali temizleme aktivitesi, Toplam flavonoid, CUPRAC
(Cu'? Indirgeyici Antioksidan Kapasite), Toplam Polifenol ve FRAP (Fe** indirgeme
Antioksidan Giicli) yontemleriyle belirlenmistir. Elde edilen sonuglara gore, toplam
fenolik ve flavonoid madde miktarlar1 1,154+0,94 mgGAE/100g numune, 0,54+0,00
mg Kuersetin/g numune olarak 6lciilmiistiir. Antioksidan aktiviteleri ise FRAP ig¢in,
0,01+0,00 umol FeS04.7H,0/g numune, CUPRAC i¢in 0,08+0,00 mmol TEAC/g

numune ve DPPH® i¢in ICs0-4,68 mg/mL olarak bulunmustur.

Antimikrobiyal aktivite icin ise Minimum inhibisyon konsantrasyon (MIK) ydntemi
kullanilmistir. Foeniculum vulgare bitkisinin, Proteus vulgaris NRRL B-123 ve
Gordonia rubripertincta bakterilerine 2000 pg/mL degeriyle antibakteriyel aktivite
sergiledigi, Candida glabrata ATCC 2001 ve Candida krusei ATCC 6258 kars1 ise 250

png/mL degeriyle antifungal aktivite gosterdigi bulunmustur.

Foeniculum vulgare bitkisinin ugucu yag bilesenleri SPME ve GC/MS teknikleri
kullanilarak aydinlatilmis analizler sonucunda bitki icin 34 adet bilesen
tanimlanmistir. Bu bilesenler arasinda, birer ester olan Pentadecanolide (%44.29),
Isobutyl angelate (%10.01), eter olan (Z)-Anethole (%5.84) ve yag asidi olan Palmitic
acid (%5.80) bilesikler arasinda en yliksek oranda olduklarindan Foeniculum vulgare

bitkisinin ana bilesenleri olarak tanimlanmistir.

Foeniculum vulgare’nin HPLC-UV yoéntemi ile fenolik bilesen tayini i¢in 15 adet
standart kullanilmistir. Analiz sonucunda Foeniculum vulgare bitkisinde sadece %0,7

(92 ppm) miktarinda klorojenik asit fenolik bilesiginin bulundugu tespit edilmistir.

Anahtar Kelimeler: Rezene, Foeniculum vulgare, Antioksidan, Antimikrobiyal,
Ucgucu yag, SPME, GC-MS, Fenolik bilesen, HPLC-UV
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SUMMARY

DETERMINATION OF ESSENTIAL OIL AND PHENOLIC COMPONENTS OF
FENNEL (FOENICULUM VULGARE); INVESTIGATION OF ANTIOXIDANT
AND ANTIMICROBIAL ACTIVITIES

Fennel (Foeniculum vulgare) has been utilized in classic medicine from old times all
around the world. It is one of the medicinal and aromatic plants that have economics
value and are cultivate in our territory. The antioxidant content of the Foeniculum
vulgare plant fruit DPPH® radical scavenging activity, Total Polyphenol, CUPRAC
(Cu™? Reducing Antioxidant Capacity), Total flavonoid and FRAP (Fe™ Reducing
Antioxidant Power) methods were determined in this paper. Looking at the outcomes,
the total phenolic and total flavonoid substance amounts were measured as 1.15+0.94
mgGAE/100g sample and 0.54+0.00 mg Quercetin/g sample. Antioxidant activities
were found as 0.01+0.00 pmol FeSO4.7H20/g sample for the FRAP, 0.08+0.00 mmol
TEAC/g sample for the CUPRAC, and ICs0-4.68 mg/mL for the DPPH® .

The minimum inhibition concentration (MIC) method was used for antimicrobial
activity. Foeniculum vulgare plant was found to exhibit antibacterial activity against
Proteus vulgaris NRRL B-123 and Gordonia rubripertincta bacteria with a value of
2000 pg/mL, and antifungal activity with a value of 250 pg/mL against Candida
glabrata ATCC 2001 and Candida krusei ATCC 6258.

As a result of the clarified analysis of the essential oil components of the Foeniculum
vulgare plant using SPME and GC/MS techniques, 34 components were identified for
the plant. Among these components, Pentadecanolide (44.29%), which is an ester,
Isobutyl angelate (10.01%), which is an ether (Z)-Anethole (5.84%) and Palmitic acid
(5.80%), which is a fatty acid, have the highest ratio of the Foeniculum vulgare plant.

identified as the main components.

For the phenolic component determination of Foeniculum vulgare by HPLC-UV
method, 15 standard phenolic compounds were used. As a result of the analysis, it was
determined that only 0.7% (92 ppm) chlorogenic acid phenolic compound was found

in the Foeniculum vulgare plant.

Keywords: : Fennel, Foeniculum vulgare, Antioxidant, Antimicrobial, Essential oil,
SPME, GC-MS, Phenolic compound, HPLC-UV
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1 GIRIS

1.1 Genel Bilgiler

Bitkiler, ilk ¢aglardan bu yana tedavi edici ve besin amagli olarak kullanilmaktadir.
Bitkinin sadece belirli bir kisminin degil, yaprak, meyve, ¢icek ve kdk kisminin da ¢ok
eskiden beri hastaliklari iyilestirmek i¢in kullanilmasi bitkilerin gegmisten gliniimiize

kadar hastalik tedavilerinde ne kadar 6nemli oldugunu gostermektedir.

Bitkiler canlilarda antimikrobiyal etkisinin incelenmesinde hem eski ¢aglarda hem de
giiniimiizde besin olarak tiiketilmesinin yaninda ila¢ kaynagi olarak da kullaniimistir.
Bazi tip calisanlar1 alternatif tip olarak bitkilerin hastalik iyilestirici etkilerini
gormezden gelseler de tibbi aromatik bitkiler (TAB) gibi dogal olan {iriinler insanligin
var olusundan beri hastalik durumlarinda ilk basvurulan tedavi yontemi olmustur.
Tamamlayici (alternatif) tip seklindeki tedavinin oldukc¢a olumlu onemli etkileri
oldugundan bitkiler ile ilgili ¢calismalar giin gectik¢e artmaktadir (Kulkarni, 2000).
Tarihi kaynaklar incelendiginde bitkilerin yemek hazirlamak ve cesitli hastaliklari

tedavi etmek amacli kullanildig1 gézlenmektedir (Sokmen ve Giirel, 2001).

Gorildigii gibi hastaligl tedavi etmek ve hasta insanlar1 eski saglikli haline dondiirmek
icin sifali tibbi bitkiler olduk¢a sik kullanilmistir. Daha sonra 19. Yiizyilda sentetik
olarak tretimin baglamasiyla ilag endiistrisi gelisme gostermis ve eski bilinen bu
geleneksel metot kullanilmaz olmustur. Ancak gegen son 25-30 yilda modern tibbin
var olan sorunlara ¢oziim vermemesi, yan etkilerinin olduk¢a fazla olmasi ve mevcut
ilaglara karsi goriilen mikroorganizmalarin gelistirdigi direng problemi olmasi
nedeniyle sifali tibbi bitkilerden temin edilen ekstraktlarla tedavi tekrardan giindeme

gelmis ve bu tedaviye olan ilgi giderek de artmistir (Diken, 2009).

Son zamanlarda neredeyse biitiin diinyada rastgele antibiyotik tiiketimi sebebiyle
organizmada bulunan bakterilerin bu yanlis tutumdan dolay1 kullanilan antibiyotiklere
kars1 diren¢ kazandigr bulunmus ve bundan dolay1 bakterileri Oldiirebilmek igin
yiiksek dozlarda ilag iiretilmek zorunda kalinmistir (Celik ve ark., 2010). Yine bu

ilaglarin yan etkilerinden ve mevcut ila¢ direncine kars1 gelemediklerinden dolay1



alternatif tip olan bitkilerle tedavi agir basmaktadir. Son yillarda mikroorganizmalar
ve cesitli patojenik mikroorganizmalar arasinda yiiksek miktarlarda antibiyotik direnci
probleminin agiga c¢ikmasiyla birlikte, arastirmacilar Ozellikle tibbi ve aromatik

bitkilerin antimikrobiyal 6zelliklerini incelemeye baslamislardir (Naz ve ark., 2007).

Diinyada bulunan 250.000 bitki ¢esidinin yaklasik 35.000 ila 70.000'1 hastalig
tyilestirmek amacl tiikketilmektedir. Giiniimiizde bile gelisme halinde olan tilkelerdeki
bir ¢ok insan iyilesme amacli tibbi ve aromatik bitkileri sifa kaynagi olarak
gormektedir (Mukerji, 1997). Hali hazirda tibbi amacli tiiketilen ilaglarin birgcogunun
bitkisel kaynakli oldugu bilinmektedir. Su anda eczane raflarinda bulunan ilaglarin
biiyiik cogunlugu bitkisel kokenli ilaglardir. Tibbi ve aromatik bitkilerden elde edilen
ucucu yaglar fitokimya ve fitoterapide onemli bir yer kaplar, bundan dolay1 bu isle
ugrasan medikal ve ila¢ endiistrilerince fazlalikla tercih edilirler. Bitki kokenli bu
esansiyel ugucu yaglar kozmetik, ila¢ ve diger endiistrilerde de sik bir sekilde

kullanilmaktadir (Miguel, 2010).

Bitkilerin metabolizmasi vasitastyla ikincil metabolitler olarak iiretilen ¢esitli nicelik
ve nitelikte bircok fenolik bilesenin bitkinin kendisine zararl olan seylerden korumada
rol aldig1 soylenmektedir (Saldamli, 2007). Fenolik bilesikler olduk¢a Onemli bir
bilesik grubudur. Bu bilesikler meyve ve sebzelerde oldukca az miktarda vardir ve
bitki kokenli gidalarin renk ve tadimi etkileyen oOnemli bilesiklerdir. Fenolik
maddelerin yapisinda bakildiginda bir aromatik halkaya sahiptir ve bu halka tizerinde
-OH grubu vardir, bu gruplar da bir veya daha fazla sayida bulunmaktadir (Shahidi ve
Naczk, 1995). Dogal antioksidan maddelerin en 6nemli kisminm1 fenolik bilesenler
meydana getirirler. Bu bilesenler bitkilerin biitiin kisimlarinda bulunan polifenolik
bilesiklerdir. En bilinen bitki fenolik antioksidan gruplar1 kumarinler, fenolik asitler,
tokoferoller, sinamik asit tlirevleri ve flavonoidler’dir. Bu fenolik bilesenlerin
antioksidan 0Ozellige sahip olmasi besinlerin tat ve koku o6zelliklerini ¢ogaltmak
amaciyla uzun zamandir ek katki maddessi gibi tiiketilen baharat ve tibbi ve aromatik
bitkilerin kullanimini ve énemini arttirmistir (Merken ve ark., 2001; Shahidi ve Naczk,
1995; Silva ve ark., 2000; Harborne ve Williams, 1999; Bilaloglu ve Harmandar,
1999). Dogal fenolik icerik bakimindan zengin sebze ve meyvelerin canli viicudunu
zararl serbest radikallere kars1 savundugu bilinmektedir. Bu alanda yapilan ¢alismalar

sebze ve meyvelerde dogal olarak var olan askorbik asit (C vitamini), glutatyon
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karotenoidler, fenolik asitler, alfa-tokoferol (E vitamini) ve flavonoidler gibi fenolik

maddelerin bu tiir korumay1 daha c¢ok arttirdigini géstermistir (Halvorsen, 2002).

Sanayi devriminden sonra hizli sanayilesme meydana gelmis ve yasanan hizh
sanayilesme sonucu doga olumsuz etkilenmistir. Yer alt1 ve yer iistiindeki dogal
kaynaklarin temizligi gitmeye baglamis en Onemlisi de atmosfere yayilan gazlar
yiiziine ozon tabakasi incelmeye baslamistir. Giines 1s1nlarindan yayilan zararli 1sinlar
ozon tabakasinda tahribata yol agmaktadir. Ayrica kimya endiistrisinin gelismesiyle de
cesitli petrokimya, insektisit, solvent ve herbisit vb. gibi kimyasal maddeler iiretilmis
ve bu tiir kimyasallar bircok alanda kullanilmaya baslanmistir. Uretilen bu kimyasal
igerikli ilaglar canlilarda bagisiklik sistemine ve viicut hiicrelerine kotii etki ederek
kalp hastaligi, kanser gelisimi ve hizli yaslanma gibi hastaliklarin cogalmasina sebep
olmustur. Bu tiir olumsuzluklar insanlar1 yeni yan etkileri az alternatif olabilecek
tyilestirici metotlar bulmaya yoneltmistir. Bu amacla hastaliklari iyilestirmek icin tibbi
ve aromatik olan sifali bitkilere ve dogal antioksidan maddelere odaklanilmistir (Demo
ve ark., 1998). Antioksidan bilesikler hastaliga neden olan serbest reaktif oksijen
cesitler ile reaksiyona girerek serbest radikalleri etkisiz yani zararsiz hale getirir.
Serbest radikaller, molekiil veya atomik kimyasal yapilarinda bir veya daha fazla
ortaklanmamis elektrona sahip bilesiklerdir (Cavdar ve ark,. 1997). Serbest
radikallarin organizmada sebep oldugu yikic1 oksidasyon tepkimelerine karst gelen
organik yapilara antioksidan madde denilmektedir. Diyabet, kanser ve yaglanma gibi
¢oziilmesi zor problemlere sebep olan serbest radikal reaksiyonlarinin yikici etkisini

ancak dogal antioksidan gruplarinin kullanilmasiyla dnleyebiliriz (Halliwell, 1992).

Son zamanlarda insanlar giderek organik ve dogal olan iirlinlere yonlenmektedir
bundan dolay1 da antioksidan 6zellik gosteren ugucu yaglara olan ilgi ve alaka da
sirekli olarak artmaktadir. Sifali tibbi ve aromatik bitkiler ve bu bitkilerden {iretilen
ucucu yaglardan eski ¢aglardan bugiine kadar 6zellikle sifa ve iyilestirici amaclh gida
uretilen endiistrilerde aroma verici ve koruyucu madde olarak faydalanilmaktadir.
Teknolojinin siirekli degismesi ve gelismesiyle kullanimi ¢ogalan dogal olmayan gida
katki maddelerinin saglik agisindan ¢ok fazla yan tesirinin oldugu bilimsel olarak
kanitlanmistir. Ayn1 zamanda viriis, bakteri gibi mikroorganizmalarin mantarlara karsi
kullanilan antifungallara ve sentez yoluyla tiretilen antibiyotiklere karsi direngli hale

gelip giiclenmesi halk arasinda ilag olarak kullanilan bu 6nemli sifali aromatik
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bitkilerin ve bunlardan iiretilen esansiyel yaglar ile ekstraktlarinin kullanimini tekrar
On plana ¢ikarmistir. Bu tiir bilesiklerin 6zellikle insanlarin hayatini direk etkileyecek
tip, organik tarim ve gida gibi ¢alisma alanlarinda kullanilmasinin yayginlastirmasi ve
gelistirmesine yonelik arastirmalart hizlandirmistir. Ugucu yag bilesiklerin anti-
ozellikleri (fungal, mikrobiyal, alerjenik, biyotik, mutajenik) i¢in yapilan ¢aligmalar
cogu zaman olumlu sonuglanmaktadir. Bundan dolay1 ugucu yag ve ekstraktlarinin
kullanimi etkili ve alternatif bir iyilestirme yolu olarak goriilmektedir. Ugucu yag ve
Oziitlerinin birgogunun mutajenik etkiye sahip olmamasi, bu ugucu bilesiklerin cogu
sentetik yan etkisi ¢ok olan katki maddelerine potansiyel alternatif bir madde

olabilecegini kanitlamaktadir (Bayaz, 2014).

Bu bilgiler 1s5181nda bu ¢alismadaki amagc; halk arasinda sifali olarak taninan aromatik,
tibbi bir bitki olan Rezene (Foeniculum vulgare) bitkisinin antioksidan igeriklerini
(DPPH, toplam flavonoid, FRAP, toplam polifenol ve CUPRAC metotlar
ile), antimikrobiyal aktivitesini (Disc Difiizyon ve MIK metotu ile), Ugucu yag
bilesenlerini (SPME ve GS-MS yontemleri) ve Fenolik bilesen igeriklerini (HPLC-
UV yontemi kullanilarak) belirlemektir.

1.2 Ucucu yaglar

Esansiyel yaglar aromatik ve sifali bitkilerden agiga ¢ikan dogal ve gii¢lii kokulara
sahip kompleks maddelerdir. (Bakkali ve ark., 2008; Mimica-Duki§ ve ark., 2010).
Ucgucu yaglar, aromatik yaglar ve eterik yaglar gibi degisik adlarla bilinen bu ugucu
bilesikler, bitkiyi olusturan ana yap1 elemanlarindan biridir (Celik ve Celik, 2007). Bu
yaglar bitkilerin tiim yapilarindan aciga ¢ikarilan oda sartlarinda ¢ogu zaman agik sar1
renkli veya renksiz, keskin kokuya sahip, ucucu ve kolay kristallesebilen dogal
bilesiklerdir. Bu ugucu yaglar su ile karigma yapmadig1 i¢in yaglar siniflandirilmasina
dahil olsa da gercekte var olan sabit yaglardan oldukca farklidirlar (Biger ve ark.,
2003). Bu yaglarin yapis1 yag asidi trigliserid yapilarinda olmayip etanol-su igerisinde
¢ozilinebiliyor olmalar1 da onlar1 sabit yaglarin yapisindan ayirmaktadir (Ceylan,

1987).

Ugucu yaglarin kimyasal yap1 olarak en biiyiiglinii terpenler sinifi olusturur. Ayrica

aldehitlerde, nitrojen ve kiikiirt iceren bilesiklerde, esterlerde, fenollerde ve alkollerde



miktar1 kiiglik olsa da bulunur. Terpenlerin oksidasyonu ile olusan oksijenli yapilar tat
ve kokuya sahiptir ayn1 zamanda terapotik 6zelliklere de sahiptir (Linskens ve Jackson,

1997).

Ugucu yaglar sudan hafif yapilara sahip olduklarindan suyla karisma 6zellikleri yoktur
sadece su icerisinde ylizerler. Bu bilesiklerin optik olarak aktiflikleri vardir ve kirilma
indisleri oldukga yiiksektir. Kullanilmis olan siizge¢ kagidinda leke birakmazlar.
Zamanla oksitlenme yapmamasi i¢in uzun silire depolama yapilmak isteniyorsa agzi

kapali durumda olan bir sise i¢erisinde saklamak daha uygun olacaktur.

1.2.1 Ucucu Yaglarin Biyolojik Etkinlikleri ve Kullanim Alanlar

Biiyiik eski uygarliklarda ugucu yaglar fazla miktarda kullanilmistir. Aromaterapi
alternatif bir tip dalinda yer alir ve bu tedavi sekli son zamanlarda insanlar tarafindan
yaygin olarak kullanilmaktadir. Bunun yani sira orantili olarak ugucu yaglarin
kullanimi1 da artmistir. Esansiyel yaglar yani ugucu yaglar ¢ogunlukla terapotik amacl
rahatlatic1 banyolar ve masaj yaptiranlarda kullanilir. Ayrica kozmetikte, ev deterjani
tretimlerinde, parfiimeride ve gida endiistrisinde de yaygin bir bicimde
kullanilmaktadir. Ozellikle lavanta ve sedir gibi bitkilerden elde edilen ugucu yaglar
bdcek uzaklastiric1 6zelliklerinden dolay: da tercih edilmektedir. Ucucu yaglar elde
etmek icin ilk gelistirilen yontem damitma yontemleridir daha sonraki zamanlarda

farmakoloji gibi metotlar da kullanilmaya baglanmistir (Rangahau, 2001).

Ugucu yaglar antimikrobiyal o6zellige de sahiptir ve aktivitenin yapisinda
bulundurdugu ketonlar, alkoller, terpenler ve fenoller gibi organik kimyasal gruplardan

iler1 geldigi literatiir verilerinde bildirilmistir (Tyagi ve Malik 2011).

Ugucu yaglarin suyu sevmeyen Ozellikleri sebebiyle bakteriyel hiicre zarlarinda
toplandig1 ve gegirgenligin yiikselmesine sebep oldugu goriilmiistiir (Sikkema ve ark.,
1995). Hiicre 6liimiiniin ve nihai hiicre yapisinin bozulmasi bakteriyel enzimlerdeki
degisikliklere ve hiicreyi birakip giden hiicre dis1t maddelere bagl oldugu séylenmistir
(Bajpai ve ark. 2013).



Ugucu yaglarin tim bu sayilan oOzellikleri disinda insektisidal, antitoksijenik,
antiparazitik, antienflamatuvar, antifungal, antibakteriyel ve antiviral gibi biyolojik

Ozellikleri de vardir (Bayaz, 2014).

1.2.2 Ucucu Yag Elde Etme Yontemleri

Bu baglik altinda ¢oziicii ekstraksiyonu ve su destilasyonu gibi klasik metotlarla, kati-
faz mikroekstarksiyonu ve mikrodalga ekstraksiyonu gibi daha yeni metotlardan
bahsedilmis, avantaj ve dezavantajlar1 sdylenmistir. Ugucu yag elde etme metotlar
asagidaki gibi 4 ana baslikta 6zetlenmistir.

e Destilasyon metodu

e Ekstraksiyon metodu

e (Cok yonlii 6ziitleme metotlar1 [Simultaneous destilasyon ekstraksiyon (SDE)]

e Mekanik metot [Presleme (Pressing)]

1.2.2.1 Destilasyon Yontem

Destilasyon yontemi, sivi bilesenlerin uguculuk o6zelliklerine ve farkli kaynama
sicakliklarina gore birbirinden ayirma islemidir. Sivi haldeki olan karigimin kaynama
noktasi sicakligina ulasincaya kadar isitilmasi, daha sonra sogutucu yardimiyla
sogutulan buharin yogusturulmasi ve kaynama noktasi sicakligi daha alcak olan
maddelerin buhar haline ge¢mesi sistemine dayanir. Su destilasyonu, buhar

destilasyonu ve vakum destilasyonu gibi ¢esitleri vardir (Cellat, 2011).

1.2.2.2 Ekstraksiyon Yontemi

Ekstraksiyon yontemi geleneksel ve yeni metotlar olmak tizere iki ana gruba
ayrilabilir. Maserasyon ve sokselet ekstraksiyonu geleneksel yontemlerdendir. Dogay1
kirletici ¢Oziiciiler kullanilir ve reaksiyon siireleri ¢ok uzundur. Buna karsi yeni
metotlardan biri olan mikrodalga ekstraksiyonu ve stiperkritik siv1 ekstraksiyonu son
zamanlarda gelistirilmis daha doga koruyucu, daha hizli ve daha etkili bir metottur.
Kati-faz mikroekstraksiyon, siiper kritik sivi, mikrodalga, ¢oziicii ve sikistirilmig

¢oziicii ekstraksiyonu gibi tiirleri bulunmaktadir (Moyler, 1993).



1.2.2.3 Cok Yonlii ekstraksiyon Yontemleri [Simultaneous destilasyon
ekstraksiyon (SDE)]

Cok yonlii ekstraksiyon metotunu etkileyen en Onemli faktor kullanilan ¢oziicii
tiriidiir. Sudan daha hafif veya sudan daha agir olan c¢esitli yogunluga sahip
coziiciilerle deneyler yapilmis, en iyi ¢oziiciiniin diklorometan oldugu belirlenmistir.
Diger onemli faktor ise kullanilan polar ¢oziiciilerin geri kazanimini yiikseltmek
amacli ornege eklenen tuzdur. Yine ekstraksiyon siiresi de 6nemli bir faktordiir. Bu
islemde en fazla verim ¢ogunlukla 30-45 civarindadir. Islem dakikalr i¢inde yani kisa
siirede gerceklesir ama siire¢ tamamlanmasi ¢ogunlukla 1-2 saat zaman dilimini bulur

(Chaintreau, 2001.).

1.2.2.4 Mekanik Yontem [Presleme (Pressing)]

Portakal ve limon gibi bazi turunggillerin kabuk kisminda bulunan ugucu bilesenler,
destilasyon metotu sirasinda bozunmaktadir. Bdyle olmamasi i¢in buna benzer
meyvelerde destilasyon yapmak yerine meyvelerin kabuk kismi1 bez olan bir torbaya
yerlestirilip soguk hidrolik preslerde bastirilarak ugucu yag eldesi yapilabilmektedir
(Ceylan, 1983).

1.3. Fenolik Bilesenler

Genellikle bitkilerde bulunan fenolik bilesikler olduk¢a 6nemli bilesiklerdir. Son 30
yilda ayrintili bir sekilde calisilmis ve yapilart daha iyi anlasilmistir. Kimyasal
yapilarinda benzen halkas1 igerirler. Fenolik bilesenin en basit formu
hidroksibenzendir ve hidroksisinnamik asit (kafeik, p-kumarik ve ferulik asit vb.),
hidroksibenzoik asit (4-hidroksibenzoik, kinik ve gallik asit, vb.), ve flavonoidler en

onemli fenolik bilesiklerdendir (Cemeroglu ve Acar, 1986).

Gegmisten glinlimiize kadar binlerce fenolik maddenin kimyasal yapis1 bilinmektedir
(Kafkas ve ark., 2006). Bugline kadar aciga ¢ikarilan fenolik maddelerin miktar
8.000'den coktur. Bitkiler yapilarinda ortalama 20-60.000 tane gen bulunmaktadir ve
var olan genlerin yiizde onbes-yirmi’sinin bitkilerde var olan sekonder metabolitlerin
iiretiminde yer aldig1 sdylenmektedir. Ikincil metabolitlerin  %20'si  fenolik
maddelerden olustugundan bitkilerde ortalama ortalama fenolik madde oldugu

diistiniilmektedir (Tsao, 2010; Pereira ve ark., 2009).
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Fenolik maddeler meyve ve sebzelerde az oranlarda yer almasina ragmen bitkilerin
renk tatlarini olusturmada c¢ok Onemli rol oynayan bilesiklerden biridir. Fenolik
bilesenler aromatik halkaya sahiptir ve iizerinde bir veya daha fazla hidroksil (-OH)
fonksiyenel gruba sahip yapilardir. Fenolik bilesigim en basit formu daha 6nce de
bahsedildigi gibi bir hidroksi grubu iceren benzendir, yani diger ismiyle fenol

bilesigidir (Shahidi ve Naczk, 1995; Cemeroglu ve Acar, 1986).

Yapilan bilimsel aragtirmalar fenolik maddeler agisindan zengin olan gidalarin
antioksidan 6zellige sahip oldugu, bundan dolay1 da insan sagligina zararli serbest
radikallerin olugsmasini engelledigini gostermektedir. Fenolik maddelerin sahip oldugu
antioksidan aktiviteleri onlarin kimyasal yapilarina bagli olarak degismektedir
(Halliwell, 2000). Yapisinda bulunan hidroksil grubunun bulundugu konum da
antioksidan 6zellik i¢in 6nemlidir. 3'-OH ve 4'-OH fonksiyenel gruplara sahip olan
fenolik bilesenlerin daha fazla antioksidan 6zelige sahip oldugu bulunmustur (Lien ve
ark., 1999). Fosfolipazlar, fosfodiesterazlar, protein kinaz C, siklooksijenazlar ve
lipoksijenazlar gibi enzim yapilar iltthaplanmaya dahil olan ve endotel hiicrelerin
aktivitesinde rol oynar. Yaygin fenolik maddelerden biri olan flavonoidler, bu enzim
yapilarii inhibe ederek viicuda katkida bulunur (Tripoli ve ark., 2007). Fenolik

maddeler flavonoidler ve fenolik asitler olacak sekilde iki grupta incelenir.

1.3.1 Fenolik asitler

Aromatik karbonik asitler olarak da bilinen fenolik asitler, fenolik maddelerin alt
grubunda yer alir ve bitkilerde fenil-propanoid metabolizmasindan olusur (Anklam,
1998). Flavonoidlerin metabolizmas1 en az iki fenol alt birimine sahipken, tanenlerin

metabolizmasi ise ii¢ veya daha fazla fenol alt birimine sahiptir (Robbins, 2003).

Fenol bilesiklerinin bir karboksil fonksiyonel grubuna sahip olanlarina fenolik asit ad1
verilir. Fenolik asitlerin ii¢ farkli karbon ¢ergeve yapisi vardir. Sekil 1°de goriildiigi
gibi bu formlar: sinnamik asit (Xa), benzoik asit (Xb) ve aldehit analogu (Xc)
seklindedir. Bu formlara bakildiginda temel yap1 hepsinde ayni olsa da aromatik
halkaya bagli -OH gruplarinin konumu ve sayisi degiserek bilesikler farklilagsmistir
(Robbins, 2003).



R

R, 0 0
Re Xb:iﬁ‘)}\OH XC:EJ\H

Sekil 1. Dogada yaygin olarak bulunan fenolik asitlerin yapist (Robbins, 2003)

Biitiin bitkiler fenolik asit icerir. Ozellikle benzoik asit ve sinnamik asit tiirevleri olan
protokatesik, vanilik, kafeik, ferulik ve p-kumarik gibi fenolik asitler tahillar, sebzeler
ve meyveler gibi besinlerde bol miktarda rastlanmaktadir. Sirinjik ve genistik gibi
fenolik asitler ise sinirlt bazi bitkilerde veya besinlerde yer almaktadir (Robbins,
2003). Kafeik asit ve kuinik asidin esteri olan klorojenik asit dogal bir fenolik madde
olup yapisinda ii¢ tane —OH grubu igerir (Sekil 2) (Anonim, 2005). Gallik asidin
ikizlesmesi yani dimerizasyonu sonucunda olusan ellajik asit ise, ceviz, findik gibi sert
kabugu olan yiyeceklerde, meyvelerde ve bitkilerde ya serbest halde bulunur ya da
fenolik maddelerle bir arada bulunmaktadir (Sekil 2) (Heur ve ark., 1992).

Besinleri olusturan renkler, kaliteleri ve antioksidan 6zellikleri yapilarindaki fenolik
asitler ile iligkilidir. Bundan dolay1 fenolik asitlerin serbest radikalleri yok ederek
antioksidan 6zellik gostermesi ve sagliga faydalariin bilinmesiyle bu bilesiklere olan

ilgi artmis ve arastirmacilarin dikkatini ¢ekmistir (Robbins, 2003).

HOOG.

OH
Ellajik asit

Sekil 2. Klorojenik asit ve ellajik asidin yapis1 (Heur ve ark.,1992)



1.3.2 Flavonoidler

Flavonoidlerin genel yapisinda propan zinciri ile birbirine bagh ve 15 adet karbon
atomunu igeren iki tane fenil halkasindan olusan difenilpropan vardir (C6-C3-C6).
Flavonoidler flavan tiirevleri olarak bilinirler ve kimyasal kompleks formiili Sekil
3’de gosterilmistir. Besinlerde polifenol olarak en fazla flavonoidler goriilmektedir

(Saldamli, 2007).

Sekil 3. Flavonoid bilesiklerinin kimyasal formiilii (Shahidi ve Naczk, 1995).

Flavanonlar, proantosiyanidinler, flavonlar ve flavonollar, antosiyanidinler ve

katesinler olmak iizere genel olarak flavonoidler 5 alt sinifa ayrilir.

1.3.2.1 Antosiyanidinler

Bu grup dogada serbest bir sekilde degilde, antosiyaninler diye adlandirilan glikozitler
ve sekerler halinde bulunurlar. Antosiyaninler, sebze ve meyvelerin mor, kirmizi,
pembe gibi degisik renklerde olmasina neden olan ve suda ¢6ziinebilen bilesiklerdir

(Cemeroglu, 2004).

1.3.2.2 Flavonlar ve Flavonollar

Aromatik (-OH) ve (H) fonksiyonel gruplari orta halkada tigiincii karbona baglanmistir
(Sekil 4) (Tablo 1). Antosiyaninler gibi bunlar da sekerlerler ve glikozitler formunda
bulunurlar (Saldamli, 2007).

Sekil 4. Flavonollar ve flavonlarin genel yapisi
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Tablo 1. Flavonlar ve flavonollarin kimyasal formiilleri (Cemeroglu, 2004).

Flavonollar Ri1 R: Flavonlar Ri R2

X=0H X=H

Kamferol H H  Apigenin H H
Kuersitin OH H Luteolin OH H
Mirisetin OH OH Kirisoeriol OCH3 H

[soramnetin OCH3z H Trisin OCH;s; OCH;

1.3.2.3 Flavanonlar

Flavononlar Sekil 5’de de goriildiigli gibi halkalarin ortasinda ayrica bir ¢ift baga sahip
degildir. Flavonon glikozitleri ¢ogunlukla turunggil meyvelerinde bulunmaktadir.
Ornegin greyfurt trunggilinde meyvedeki acimsi tad: saglayan yapidaki flavanon
glikozit bilesigidir (Cemeroglu, 2004; Saldamli, 2007).

Sekil 5. Flavanon yapis1 (Cemeroglu, 2004).

1.3.2.4 Katesinler

Katesinlerin yapisina bakildiginda hidroksil grubu karbon atomlarindan tiglincii
karbona baghdir. Sekil 6'da da gosterildigi gibi kimyasal yapilar1 flavon-3-ol
seklindedir (Shahidi ve Naczk, 1995). Besinlerde ¢ogunlukla bulunan flavonoidi
cesitli reaksiyonlar sonucu olusturur. Ornegin oksijenle kolayca enzimatik ve kimyasal

olarak tepkimeleri sonucu proantosiyanidinler olusur (Saldamli, 2007).
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{-)-Epikatesin: (R=H) OH (+-Katesin: {R=H) OH
(-)-Epigalloketsin:( R=0H) (+p-Ciallokatesin: (R=0H)

Sekil 6. Katesin bilesiklerinin molekiil formiilleri (Shahidi ve Naczk, 1995).

1.3.2.5 Proantosiyanidinler

Proantosiyanidinler, epikatesinler, katesinler ve bu komplekslerin gallat esterlerinden
meydana gelen polimerik yapidaki maddelerdir. Eger yalnizca katesin ve epikatesin
kombinasyonu olusmussa prosiyanidin seklinde isimlendirilir (Sekil 7).  Bir
gallokatesin/katesin birlesimi ile meydana gelen bilesik ise prodelfinidin olarak bilinir.
(Shahidi ve Naczk, 1995). Bitkisel besinlerde ¢ogunlukla proantosiyanidinler yer

almaktadir.

(BE=H}): Prosiyvanidin

(R=0OH): Prodelfinidin

Sekil 7. Proantosiyanidinlerin molekiil formiilleri (Shahidi ve Naczk, 1995).

1.4 Antioksidanlar

Reaktif serbest oksijen cesitleri ve bu bilesiklerin sebep oldugu zarar1 6nlemek,
detoksifikasyonu gerceklestirmek ve bloke etmek amaciyla organizmada var olan

savunma sistemlerine 'antioksidanlar' ya da 'antioksidan savunma sistemleri' adi
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verilmektedir (Sener ve Yegin Berrak, 2009). Antioksidanlar, serbest radikallerle cok
hizli tepkimeye girerek viicuda zarar veren peroksidasyonun/otooksidasyon
tepkimelerinin hizin1 yavaslatan bilesiklerdir. Yani antioksidan yapilarin gorevi asiri
serbest bicimde bulunan radikalleri notr hale getirmek, saglikli hiicreleri zehirli
etkilerden onlemek ve sagligimizi korumaya yardimci olmaktir (Diindar ve Aslan,

1999; Pham-Huy ve ark., 2008).

Antioksidanlar sayesinde kanser olusumu ve viicudumuzdaki hiicre anormallikleri
azalir, daha saglikli olabilecegimiz bir yasam tarzi ile yasam sansimiz artar diyebiliriz.
Diinyada bir¢ok cesitli maddenin antioksidan aktiviteye sahip oldugu goriilmektedir.
Bunlarin ¢ogu bitkilerden yani dogadan viicuda alinirken bazilar1 da viicudun kendisi
tarafinca bir savunma mekanizmasi olarak kendiliginden meydana gelir. Bu sekilde
viicudumuzun serbest radikallere karsi tirettigi antioksidan olarak adlandirilan
enzimler SOD (stliperoksit dismutaz), peroksidaz, glutatyon ve katalaz’dir (Seckin,

2014).

Antioksidan yapilarin serbest radikallerle etkilesimi dort degisik yontemle olmaktadir;

1. (Scavenging) Siipiirme 6zelligi: Mikro bilesikler ve antioksidan madde olarak

adlandirilan yapilar ve oksidanlarin zayiflamasina neden olarak yeni bir
bilesige doniistiiriir ve yeni olusan bu bilesik zararsizdir.

2. Sondiirme etkisi (Quenching): Mannitol, vitaminler,_ favanoidler ve
timetazidinler iceren antioksidan molekiillerden oksidanlara hidrojen
aktarilarak zararsiz hale gelmesini saglar.

3. Zincir reaksiyonlarmm1 kirma etkisi (Chain Breaking): Agir mineraller,
seriiloplazmin ve hemoglobin gibi bilesikler oksidanlar1 kendine baglayarak
zararsiz hale getirir.

4. Onarma Etkisi (Repair): Antioksidanlar, oksidanlara degen, hasar goren

molekiilleri onarirlar (Harsit, 2015; Gokpinar ve ark., 2006).

1.5 Antimikrobiyal Maddeler

Bakterilerden kaynaklanan enfeksiyonlar en etkili ve uygun olan antimikrobiyal
bilesikler ile tedavi edilir. Tla¢ endiistrisinde hastaliklar1 iyilestirmek amagli meydana

getirilen tibbi iriinlerin biiylik cogunlugunu bitki kaynakli tibbi {irtinler ve bitkiler
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olusturmaktadir (Dagc1 ve Digrak, 2006). Sifal1 ve tibbi aromatik etkiye sahip
bitkilerden temin edilen Oziitlerin antibakteriyel Ozelliklere sahip oldugu
bilinmektedir. Bundan dolayr mikroorganizmalarda antibiyotik direnci problemini
engellemek amaciyla bitkilerden elde edilen bitki kokenli tiriinlerin antimikrobiyal
madde olarak sentetik ilaglarin yerine ya da ilaglara yardim edecek sekilde kullanilma

fikri desteklenmektedir (Toroglu ve ark., 2006).

Bir¢ok arastirma sonucunda c¢ogu bitki ekstarktlarinin antibakteriyel etkiye sahil
olduklar1 bildirilmistir (Esen, 2008). Antimikrobiyal ajanlar mikroorganizmalarin
gelisimini Onleyerek, bakterilerin hastalik edici 6zelliklerine karsi organizma

viicudunu korurlar.

Antibakteriyel maddeler etkinlik saglayabildikleri bakteri cins-tiir rakaminin fazla
veya az miktarda olma durumuna bagl olarak dar ya da genis alanl (spektrumlu)
olacak sekilde iki farkli olarak adlandirilir. Bakterilerin sebep oldugu bizi hasta eden
enfeksiyonlara en etkili iyilestirme dar spektrumlu antibakteriyel bilesiklerle yapilir.
Fazla sayida mikroorganizmanin ayni anda bizi hasta ettigi enfeksiyonlarda ise dar
spektrumlu degil de genis spektrumlu antibakteriyel bilesikler kullanilir. Genis
spektruma sahip antibakteriyel ajanlar yasam dengemizi korumamiza fayda saglayan
canli viicudunun dogal olan bagisiklik sistemi i¢in olduk¢a bliyiik 6neme sahiptir

(Oztiirk, 2009).

1.6 Rezene (Foeniculum vulgare)

Foeniculum vulgare, Apiaceae (Umbelliferae) ailesine ait bir bitki tiirtidiir. Bu familya
kendine ait aromasi ve esansiyel yagi ile bilinmektedir. Bu bitki lilkemizde fazla
miktarda tarimi yapilan ve ekonomik olarak 6nemi olan sifal1 tibbi ve aromatik bitkiler
arasinda bulunmaktadir. Diinyada ve iilkemizde ticari olarak fazla dneme sahip olan
bu rezene bitkisinin ac1 rezene (Foeniculum vulgare subsp. vulgare var. vulgare) ve
tath rezene (Foeniculum vulgare subsp. vulgare var. dulce) olarak iki farkh cesidi

vardir (Baydar, 2016).

Yaklasik olarak bir buguk ya da iki metre uzunluga sahip, uzun émiirlii, genis kiimeler
meydana getiren, ot seklinde olan bir bitkidir. Yapraklar1t hem sapli hem de tiiysiiz

sekildedir. Bitkinin govdesi ise dik olarak, igleri bos silindir gibi ve tliysiizdiir.
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Uzerindeki ¢igekler uzun sapa sahip ve bilesik semsiyeye benzer durumundadirlar.
Meyveleri silindire benzer, yesilimsi ve tiiysiiz esmer renktedir. Tohumlar1 yag ve
protein olarak oldukca zengin bir besi dokuya sahiptir. Siklikla kurak ve kayalik olan
mekanlarda biiylir, haziran ve temmuz aylarina geldiginde cicek verir, iyilestirici etkisi
ve sifasi fazlasiyla yliksektir. Rezene bitkilerinin yesil renk govdeleri ve sar1 olan
cigekleri bulunmaktadir. Orta Dogu ve Avrupa gibi ¢ogu bolgeye 6zgii bir bitkidir.
Iliman ve tropik iklimi olan bélgelerde yetistirilebilmektedir. Ulkemizde ise daha ¢ok
Ege ve Akdeniz bolgelerinde bulunur. Rezenede, karakteristik bir anason kokusu
vardir ve oldukg¢a aromatik bir bitkidir. Corbalarda, salatalarda, konulur ve bunun
yaninda bitkisel ¢ay1 yapilarak da igilir (Baydar, 2016; Baytop, 1984; Santayana ve
ark., 2007; Carvalho, 2005).

Sekil 8. Rezene (Foeniculum vulgare)

Rezene bitkisi ¢ok fazla besin ve halk arasinda ilag olarak tliketilmektedir. Mesala,
geng slirgiin hali, ¢igceklenme govdeleri, olgun hale gelmis salkimlari, yumrular,
tohumlar ile yapraklar siklikla ev yapimi ilaglarin i¢inde bulunur ve en bagta sindirim
olmak tiizere degisik huzursuzluklarin iyilestirilmesinde faydali olarak diistiniiliir

(Santayana ve ark., 2007; Carvalho, 2005 ).

Rezene, ayn1 zamanda sindirim sitemimizi uyarmasi ile gidalarin sindirilebilirligini
arttirarak hazmimiz1 kolaylastirmaya yardimci olmaktadir. Rahatlatic1 etkisinden
dolayr kiigiik bebeklerin ve cocuklarin gaz agrilarmin yok edilmesinde siklikla
kullanilmaktadir. Solunum yoluna ait hastaliklarinin iyilestirilmesinde de ¢ogunlukla
rezene bitkisinden faydalanilmaktadir. Bobrek taglarimi tedavi eder, idrar soktiirmede
faydalidir, mide huzursuzluklari, seker rahatsizliklari, kroniklesmis oOksiiriik
vakalarma ve bronsit iyilestirilmesine de iyi gelmektedir. Bunlarla birlikte annelerin
var olan siitlerini de arttirdig1 sdylenmektedir (Esquivel-Ferrino ve ark., 2012;

Carvalho, 2005; Novais ve ark., 2004). Bunlarin yan1 sira rezene bitkisinin meyve
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kisimlarindan aciga cikarilan esansiyel yagin antioksidan ve antibakteriyel 6zellikleri
ile birlikte alternatif tip alaninda bir¢ok yarar1 oldugu tespit edilmistir (Gende ve ark.,

2009).

Tath (F. vulgare var. dulce) ve ac1 (F. vulgare var. dulce) kaba) olacak sekilde iki grup
rezene ticareti yapilir. Besin ve ilag endiistrisinde yer alan rezene tohumlar1 esansiyel
yaglar, vitaminler, fenolik bilesikler ve mineraller agisindan oldukg¢a zengindir.
Rezenenin tohum kisimlar1 flavonoidler, seskiterpenler, tanenler, fenilpropan,
kumarinler, saponinler yag asitleri (%20, cogunlukla petroselinik asit), glikozitler,
monoterpenler, ucucu yaglar (%3) ve triterpenler igerir (Rather ve ark., 2016; He ve
Huang, 2011; Balbino ve ark., 2021; Khammassi ve ark., 2018; Weiping ve Baokang,
2011; Akhtar ve ark., 2020).

Act tiir olan rezene bitkisine ait meyveler ugucu yagi, tath tiir rezene ugucu yagina
gore daha cok fenkol ve a-pinen igerirken, buna karsin daha az 9strojen ve transanetol
bilesiklerine sahiptir (Saini ve ark., 2014). Esansiyel yagin ana maddeleri limonen,
Ostrojen, fenkon ve transanetol bilesikleridir ve bunlarin bitki igerisindeki oranlari
rezenenin nerede yetistigine, ve iklim sartlarina gore degisir. Rezenenin sahip oldugu
antifungal, antibakteriyel ve antioksidan gibi biyolojik aktiviteleri yalnizca rezenede
bulanan bu ana bilesenlere bagli degildir. Bitkinin sahip oldugu diger ferulik asit,
kafeik asit, klorojenik asit, apigenin, 1,5-dikaffeoilkinik asit, rutin, quercetin ve p-
kumarik asit gibi maddeler de biyolojik aktiviteden sorumludur (Salami ve ark., 2017;
Kalleli ve ark., 2019). Rezene bitkisinde en fazla miktarda bulunan Transanetol
(%81,63-%87,85) organizmada dstrojenik madde gorevinde bir bilesik olarak bilinir
(Senatore ve ark., 2013).
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2 MATERYAL VE YONTEM
2.1 Materyal

2.1.1 Cahsmada Kullamlan Bitki Ornegi

Bu calismada, Mardin ilinde yetisen Rezene (Foeniculum vulgare), bitkisi
incelenmistir. Bitkini toprak iistii kismi1 (meyve) kullanilmistir. Bitki kurumus halde

aktardan hazir olarak satin alinmistir (Sekil 9).

Sekil 9. Calismada kullanilan rezene meyvesi

2.1.2 Arastirmada Yer Alan Test Mikroorganizmalari, Temini ve Saklanmasi

Yapilan analizlerde yer alan ve agagi kisumda olan fungal baktenlerin saf haldeka
izolatlars Amerika Birlegik Devletler: Tarum Aragtirma Servisi Kiiltir Koleksivonu
(NRRL)., Amerikan Tipi Kiiltir Koleksivonu (ATCC) ve Anadolu Universitesi
Eczacilik Fakiiltes1 e tican kiltir depolanindan getirtilmistir. Bakteri olarak
Staphviococeus aureus ATCC 6538, Proteus vulgaris NERL B-123, Salmonella
tvphimurium ATCC 13311, Staphyvlococcus epidermidis ATCC 12228, Bacillus subtilis
NREL B-4378, Streptomyces griseolus WEEL B-1062, FPseudomonas citronellosis
NEEL B-2304, Bacillus velezensis NRRL B-14380, Gordonia rubripertincta NEFL
B-3906, Escherichia coli ATCC 8739, maya olarak Candida albicans ATCC 90028,
Candida glabrata ATCC 2001, Candida kusei ATCC 6258 izolatlanindan
vararlanilmigtar.
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Getirtilen kiiltiir izolatlari, +4°C’de saklanmisti. Belirli araliklarla alt kiiltiirleri
safliklarinin kontrolii i¢in yapilmistir. Kullanilan biitiin mikroorganizmalar -85°C"de
ve %15 gliserolde saklanmistir. Calisilacak fungal ve bakteri kiltiir izolatlarin
devamliligi devam etmesi icin MHA (Sigma M-9552), PDA (Patates dekstroz agar)
(Merck 1.10130), SDA (Sabouraud dekstroz agar) (Fluka 84088) ile Nutrient agar
(NA) (Merck 1.05450.0500) besi ortamlarindan yararlanilmistir. Ve bunlarin diizenli
zamanlarda alt kiiltiirleri elde edilerek +4°C de saklanmistir. Antibakteriyel aktivite
belirleme deneylerinde mikrodiliisyon metotlar1 i¢in RPMI 1640 ve besiyerlerinden

faydanilmigtir.

2.1.3 Mikroorganizmalarin ¢ogaltilmasi1 adina faydalanilan besiyer materyalleri

Izolat sus depolarindan temin edilen fungal izolatlar ilk basta daha dnceden taze olark
hazirlanmis yatik seklinde olan agar, bakteri izolatlar1 ise Mueller hinton agar (MHA)
icinde temin edilmistir. Ardindan bu sekilde elde edilen fungal izolatlar PDA olana,
bakteri izolatlar1 ise MHB (Mueller hinton broth) (Merck 1.10293) sivi izolat
materyallerine almarak cogaltma islemi gergeklestirilmistir (Ozsen, 2011). Deneyde
bulunan maddelerin belirlenen fungal ve bakterilere kars1 antibakteriyel 6zelliklerinin
belirlenmesinde Klinik ve Laboratuvar Standartlar1 Enstitiisii (CLSI) tarafindan
sOylenen belirli metotlar temel alinmistir. Bu metotlardan mikrodiliisyon yontemleri,
funguslar M38-A2, bakteriler M100-S16 ve mayalar M27-A2 gibi esaslarda bir takim
degisiklikler yapilarak deneyler yapilmistir (M38-A2, 2008; M100-S16, 2006; M27-
A2, 2002). Antifungal deney calismalari i¢in standart ilag olarak ketokonazol ve
amfoterisin B kullanilirken, antibakteriyel deneyler i¢in standart ilag olarak tetrasiklin

ve kloramfenikol’dan yararlanilmisgtir.

2.1.4 Calismada Kullanilan Kimyasal Maddeler

Deneylerde yer alan biitiin kimyasal yapilar analitik derecede safliktadir. NaOH,
neokuproine, etil asetat, metanol, dietil eter, etanol Merck (Darmstadt, Germany)ve
Sigma-Aldrich Chemie GmbH (Steinheim, Germany) gibi saticilarindan temin
edilmistir. Folin-Ciocalteu’s, phenol reaktifi, 2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl (DPPH®),
TPTZ (2,4,6-tri (2-pridil)-S-triazin) yapilar1 Fluka Chemie GmbH (Buchs,
Switzerland)’dan elde edilirken, 6-hidroksi-2,5,7,8-tetrametil kroman-2-karboksilik
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asit (Trolox®) kimyasal1 ise Sigma-Aldrich Chemie GmbH (Steinheim, Germany)
saticisindan satin alinmistir. Yine diger kullanilan kimyasallardan H>SOa4, HCI, ferrik
kloriir, KCI, sodyum asetat, sodyum karbonat, karbon tetrakloriir ve glasial asetik asit

Merck (Darmstadt, Germany) firmasindan hazir olarak satin alinmstir.

2.1.5 Arastirmada Faydalamlan Cihaz ve Aletler

Yapilan bu yiiksek lisans tez calismasinin tamamlanmasi i¢in kulanilan kimyasal

aletler, makineler ve temin edildikleri saticilar Tablo 2 iizerinde gosterilmektedir.

Tablo 2. Kullanilan makine ve geregler, marka/modelleri

Cihaz Adq Marka / Model

GG-MS Shimadzu QP 2010, Japan
HPLC IKA, China

Evaporator Elite LaChrom, Hitachi, Japonya
Calkalayici Heidolph

UV-VIS Spektrofotometre
Etiv

Karistirict Su Banyosu
Manyetik Karistirict
Vorteks Karistiric

Yar1 otomatik Pipet

Hassas Terazi

Shimadzu, Japan

Binder ED 53, Germany
Niive, ST402, Ankara, Tiirkiye
IKA, China

Labnet VX 100, Inc. NJ, USA
Eppendorf

IKA, China

2.1.6 Analizler i¢cin Numune Cézeltisinin Hazirlanmasi

Mardin’den temin edilen Foeniculum vulgare bitki meyve kismi bigcakli blendir
yardimiyla toz formuna getirilmistir. Toz formuna gelen Foeniculum vulgare miktari
10.17 g olarak tartilarak ardindan ekstraksiyona tabi tutulmustur. Oziitleme islemi
metanol ¢oziiciisii iginde bir giin (24 saat) siiresince ¢alkalayicida karigtirma yapilarak
yapilmistir. Ekstraksiyon siiresi bitiminde basit slizge¢ kagidi ile siiziilmiis ve belirli
hacime gelinceye kadar metanol ile ilave edilmistir (Sekil 10). Daha sonra bu sekilde
hazirlanan bu bitki ekstrakti i¢in, DPPH®, Toplam Flavonoid, CUPRAC, FRAP ve
Toplam Polifenol gibi ¢esitli metotlardan yararlanilarak antioksidan igerik belirleme

deneyleri gergeklestirilmistir.
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Sekil 10. Analizlere hazirlanmig bitki 6rnegi

2.2 Antioksidan Tayinleri

Foeniculum vulgare bitki meyvesinin antioksidan igerik 6zelliklerini belirlemek i¢in
toplam falvonoid ve fenolik madde tayini, CUPRAC, FRAP ve DPPH yontemi gibi
cesitli yontemler kullanilarak antioksidan aktivite deney calismalar1 yapilmis (Sekil
11) ve UV/VIS Spektrofotometre cihazi (Sekil 12) ile absorbans degisimleri dl¢iilerek

antioksidan igerikleri belirlenmistir.

Sekil 12. UV/VIS spektrofotometre cihazi
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Bu yiiksek lisans tez kapsaminda faydalanilan antioksidan aktivite belirleme metotlari

asag1 kisimda ayr1 ayr1 agiklanmustir.

2.2.1 Toplam Fenolik Madde Miktar:1 Tayini

1977 yilinda aragtirmacilarin sdylemis oldugu metottan yararlanilarak toplam fenolik
icerik miktar1 deneyi yapilmistir (Slinkard ve Singleton, 1977) (Tablo 3). Bu metota
gore ornek icindeki toplam ¢oziinebilir fenolik bilesik, 760 nm absorbansta Folin-
Ciocalteu bilesigi ile renkli biiyiik bir karmasik kompleks olusturur. Bu prensipten
faydalanilarak gallik asit standard: kullanilarak ¢alisma grafigi hazirlanmis ve bu

grafige gore sonuglar yorumlanmaistir.

Tablo 3. Toplam fenolik icerik analizinin deney kosullar

Kor Standart Numune
Saf Su 0,7 mL - -
Standart (¢esitli - 0,68 mL -
konsantrasyonlarda)
Numune - - 0,68 mL
0,2 N Folin Reaktifi 0,4 mL 0,4 mL 0,4 mL

Tiipleri kanstirip, 3 dakikalik inkiibasyondan sonra
%10 Na>COs 0,4 mL 0,4 mL 0,4 mL

2 saat beklemeden sonra 760 nm absorbans kullanilarak él¢ctim yapilir.

2.2.2 Toplam Flavonoid Madde icerik Tayini

Zhishen ve arkadaslar1 tarafindan oOnerilen metot kullanilarak bitkinin toplam
flavonoid madde icerigi belirlenmistir (Tablo 4). Bu metota gore flavonollerin ve
flavonlarin i¢ermis oldugu C-3 ya da C-5 pozisyonunda bulunan —OH (hidroksil)

gruplar1 ve C-4 keto grubunun AICl; bilesigi ile asit ortaminda kararli yapilar olusturur.

Buna ilaveten AICl; ayn1 zamanda flavonoid fenoliklerinin igerdigi halkalardan A- ya
da B- olanlariyla orto konumunda bulunan dihidroksil bilesikleri ile de karmasik bir

kimyasal yap1 meydana getirir.

Yapilan deneyde standart olarak 1-0,03125 mg/mL konsantrasyonuna sahip kuersetin

bilesiginden faydalanilmigti. Bu konsantrasyonlara karsilik gelen absorbans
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sayilarindan yararlanilarak deney ig¢in standart ¢aligma grafik egrisi yapilmistir

(Zhishen ve ark., 1999).

Tablo 4. Toplam flavonoid igerik analizinin deney kosullari

Kor Standart Numune
Bitki numunesi B B 0,5 mL
Std. _ 0,5 mL _
Metanol 4,8 mL 4,3 mL 4,3 mL
%10 AI(NO3s)s 0,1 mL 0,1 mL 0,1 mL
IM
NH4CH3COO- 0,1 mL 0,1 mL 0,1 mL

40 dk. bekledikten sonra 415 nm absorbanstta dl¢timler yapilir.

2.2.3 FRAP ( Fe™ indirgeme Giicii ) Deneyi

Benzie ve Strain tarafindan 1996 yilinda 6nerilen metota gére FRAP yontemi deney
sartlar1 gerceklestirilmistir (Tablo 5). Demir iyonunun tripiridiltriazin (Sekil 13) ile
kompleks yapma demirin indirgenme esasina dayanir. Yani bu metota gore diisiik pH
degerinde ferrik tripiridiltriazin yapisi (Fe"3-TPTZ) var olan antioksidan maddeler
vasitasiyla ferrdz yapisina (Fe'2-TPTZ) indirgenmesi gergeklesir. Olusan bu yeni
indirgenme yapisinin 593 nm’ de verdigi absorbans kaydedilir. Bu sekilde bilesikteki
elektron kaybetmenin antioksidan bilesiklerin toplam indirgeme giiciiyle orantili
oldugu diisiiniiliir. Bu uygulamanin dezavantaj1 yontem okside olan bir substrata sahip
olmadigindan antioksidan maddelerin koruyucu aktiviteleri icin bilgi saglanamaz
(Huang ve ark., 2005; Benzie ve Strain, 1996). Bitkinin metanol i¢indeki 6ziitiiniin
deney bitiminde agiga ¢ikan FRAP sonucu TEAC (Troloks esdegeri) deger olarak

umol Troloks /g numune olacak sekilde verilmistir.
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Sekil 13. TPTZ (Tripiridiltriazin)

Tablo 5. FRAP analizinin deney kosullari

Reaktif Numune Renk Nl“{];:;ll? ¢
Tanik Tanik Tiipii Standart  Numune
Tiipii (Metanol) Lanik
ipu etano Tiipii (Su)
FRAP
_ 3 mL - - 3Ml 3mL
Reaktifi
Numune - 100 pL. 100 uL - 100 pL.
Troloks
(Degisen - - - 100 puL -
kons.)
Destile Su 0,1 mL - 3mL - -

4 dakika bekledikten sonra 593 nm absorbanstta dl¢timler yapilir.

2.2.4 CUPRAC (Cu(II) fyonu indirgeyici Antioksidan Kapasite) Analizi

Bir arastirmacit olan Apak ve arkadaslarinin Onerdigi bu metotta (Tablo 6),
Neokuproin-Nc’nin (2,9-dimetil-1,10-fenantrolin) Cu(Il) ile kamasik bir kompleks
olusturur. Olusan bu kompleks yap1 Cu(Il)-neokuproin (Cu(II)-Nc) absorbans olarak
450 nm’de Cu(I)- neokuproin [Cu(I)-Nc] kelatina elektron alma (indirgenme)
kapasitesinden faydalanilarak antioksidan 6zellik dl¢iilmektedir (Apak ve ark., 2004).
Bu deney igin standart olarak 1-0,03125 mM konsantrasyona sahip Troloks®
bilesiginden yararlanilmistir. Deney sonucunda agi1ga ¢ikan sonuglar TEAC (Troloks®

esdegeri antioksidan 6zellik) tiirtinden yazilmistir.

23



Tablo 6. CUPRAC analizinin deney kosullari

Kir Standart Numune
10mM CuClI; 1 mL 1 mL 1 mL
7,5 mM Neocuproin 1 mL 1 mL 1 mL
NH4CH;COO- Tamponu

(1M pH 7,0) 1 mL 1 mL 1 mL

Standart - 0.2 mL -
Numune
- - 0.2 mL
Su 1.1 mL 0.9 mL 0.9 mL

60 dakika beklemeden sonra 450 nm absorbanstta dl¢limler yapilir.

2.2.5 DPPH* Radikali Siipiirme Etkisinin Analizi

DPPH* kimyasali (2,2-difenil-1-pikrilhidrazil) hazir bir sekilde temin edilmis ve bu
deneyde ¢oziicii olarak kullanilan metanol i¢inde konsantrasyon 4 mg/100 mL olacak
sekilde  hazirlanmistir.  Bitkiden aciga  ¢ikarilan  ekstraktlarin  degisen
konsantrasyonlarinda calisildi ve bu 6rneklerin {izerine esit hacimde olacak sekilde
750 uL DPPH® c¢ozeltisi ilave edilip oda sicakliginda ve karanlikta 60 dakika
beklemeye birakildi. Bu siire tamamlandiginda DPPH®’1n en yiiksek absorbans verdigi
517 nm’de Slglimler yapildi. Koér numune numunenin ¢6ziildiigii metanol ve DPPH*®
¢ozeltisinde hazirlandi. Daha sonra konsantrasyonlara karsi elde edilen absorbanslar
grafigi ¢izildi (Molyneux, 2004). Cizilen grafik yardimiyla % 50 inhibisyon olarak
adlandirilan ICso sayilart mg/mL tiirlinden hesaplanarak verildi. Bu DPPH® radikal
temizleme testinde Troloks standart olarak kullanilmistir. Bu grafikten elde edilen
hesaplama sonuclarinda 6rnek konsantrasyon degeri ile standart olarak kullanilan

troloksun degeri ne kadar birbirine yakin ise DPPH® antioksidan 6zellligi o kadar iyidir

P
e

Sekil 14. DPPH (2,2-difenil-1-pikrilhidrazil)

denilmektedir.
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2.3 Antimikrobiyal Aktivite Analizi

Foeniculum vulgare bitki meyve kisminin in vitro ortaminda antifungal ve
antimikrobiyal kapasitelerini incelemek amaciyla Klinik Laboratuvar Standartlari
Enstitisi (CLSI) tarafindan sOylenilen sivi  mikrodiliisyon yonteminden

faydalanilmistir (Amsterdam, 1996).

Standart olarak antifungal madde olarak amfoterisin B ve ketokonazol bilesikleri iken
antimikrobiyal madde olarak kloramfenikol ve tetrasiklin bilesiklerinden yararlanildi.
Faydalanilan bu standartlar Sigma saticisindan hazir olarak temin edildi. Bu
antimikrobiyal aktivite analiz c¢alismalarinda kullanilan tiim deneyler iki bagimsiz

testte iki kez tekrarlanacak sekilde tayin gergeklestirildi (Sekil 15).

Sekil 15. Antimikrobiyal aktivite analiz ¢calismalari

2.3.1 Bakteriler icin Sivi Mikrodiliisyon Testi

S1vi mikrodiliisyon deneyi, CLSI, M100-S16 literatiiriine gore yapilmistir (M100-S16,
2006). Foeniculum vulgare bitkisinin minimum inhibe edici konsantrasyonu (MiK),
96 oyuklu mikrotiter plaklardan faydalanilarak sivi mikrodiliisyon metotu ile tayin
yapildi. bakteriyel soliisyonlar, ¢ift kuvvetli Mueller-Hinton suyu (MHB) (Merck,
Almanya) igerisinde tiim gece sliresince bliylimiistiir; tiirbido yardimiyla metrik olarak
degeri yaklasik 10> CFU 1/mL'ye (Mac Farland No: 0.5 kullanilarak) sabitlenmistir.
Test 0rnegi ¢oziicii olan %10 DMSO’da ¢oziildii ve MHB icinde konsantrasyonu
15.63-4000 pg/mL olacak sekilde seyreltildi. Negatif kontrol i¢cin DMSO’dan
yararlanilmistir. Daha sonra siispansiyon i¢in iki defa 100 L MHB i¢inde seyreltme
islemi yapildi, bakteriyel izolatlarla asilama yapilarak 37 °C'de bir giin (24 saat)

bekletildi. MIK’leri kontrol etmek igin Sigmadan alinan Resazurin ¢dzeltisi ilave

25



edildi. MIK son degeri %100 yani tam biiyiime inhibisyonu ile minimum
konsantrasyon olacak sekilde verildi. Yapilan bu antimikrobiyal deneylerden elden
edilen degerler Sigmadan satin alinan standart amfoterisin B ve kloramfenikol benzeri

bilesiklerlerin degerleri ile karsilagtirildi.

2.3.2 Maya Suslar1 I¢in S1vi Mikrodiliisyon Testi

CLSI Broth mikrodiliisyon deneyi ayn1 zamanda M27-A2 kuralinda séylendigi gibi 96
oyuklu mikrotiter plaklar, RPMI-1640 (Sigma, Almanya) ortami ve 0.5-2.5x103
hiicre/mL’de (Mac Farland 0.5) asilama yapildi. Rezene bitkisinin en son
konsantrasyonlar1 15.63 ile 4000 pg/mL seklindedir. MIK degerleri 37 °C'de bir giin
(24 saat) bekletilerek elde edildi. MiKleri kontrol etmek igin Resazurin soliisyonu
ilave edildi. MIK son degeri %100 yani tam biiyiime inhibisyonu ile minimum

konsantrasyon olacak sekilde verildi (M27-A2, 2002).

2.4 Ucucu Yag Bilesiklerinin Analizi

2.4.1 Kati1 Faz Mikroekstraksiyon Yontemi (SPME)

Diger metotlarla karsilagtirdigimiz zaman kati faz mikro ekstraksiyon daha ucuz,
pratik, ¢Oziicli gerektirmeyen ve daha az siire gerektiren bir tayin metotudur. Bu
yiizden bu yiiksek lisans tez ¢alismasinda ugucu bilesen analizi i¢cin SPME metotu

kullanilmasgtir.

Foeniculum vulgare bitki materyali rezene (5g) blendir yardimiyla kiigiik parcalara
ayrild1 ve silikon-kauguk septum kanatgikli agz1 kapali bir cam siseye (10 mL) ilave
edildikten sonra st bosluk kismi, kati1 fazli mikro ekstraksiyon aparatina konuldu
(Supelco, USA). Ust bosluk kismia bir DVB/Karboksen/PDMS kaplama lifi ilave
edildi ve esansiyel bilesikler agiga ¢ikmasi amaciyla kullanildi. SPME lifleri, GC
enjektoriinde 5 dakika stire ile 250 °C'de sicakliga konuldu. Ekstraksiyon, siire olarak
5 dakika ve 10 dakikalik bekleme (inkiibasyon) kullanilarak 80 °C sicaklikta manyetik
karistirici ile karistirilarak gerceklestirildi.

Esansiyel maddelerin 6ziitiine sahip elyaf ardindan GC enjektoriine ilave edildi. 1

mL/dak akis hiz1 olacak sekilde tasiyici gaz olarak helyumdan yararlanildi. Bolme
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modunda (1:30) 250 °C sicaklikta enjeksiyon iglemi yapildi. Deney sonunda bitki
numunesi tayin edildi ve sonug¢ rapor haline getirildi. Buradaki bekleme siiresi,
Oziitleme ve sicaklik gibi deney faktorleri Renda ve ark. tarafindan Onerilen

arastirmadaki sartlara gore yapildi (Renda et al., 2016).
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Sekil 16. SPME ekstraksiyon ve desorpsiyon prosediirii (Anonim, 1999)

2.4.2 Gaz Kromatografisi-Kiitle Spektrometresi (GC/MS)

Bu analiz i¢in Shimadzu QP2010 Plus marka gaz kromatografisi kullanilmistir. Bu
cihazin kolonu TRB-5MS kilcal kolon (30m x 0.25 mm, film kalinligi, 0.25 um)’dur.
Shimadzu QP2010 Plus gaz kromatografisi, bir Shimadzu QP2010 Ultra kiitle secici
detektoriine baglanmis olarak analiz gergeklesmistir. B6lme modu kullanilarak tayin
yapilmis ve bolme miktar1 1:30 seklindedir. Kullanilan firin programi ise ilk 1sitma
siiresi 2 dakika ve 40°C, daha sonra 3 dakikada sicaklik 240°C'ye ¢ikmistir. Son
1sitmada ise 4 dakika 250°C'de 6rnek tutularak toplam 55 dakika siiresinde analiz
tamamlanmistir. Kiitle transfer hat ve enjektor sicakliklart sirasiyla 200 °C ve 250 °C
olacak sekilde ayar yapilmistir. Cihazda tasiyict gaz olarak sabit akis degeri 1
mL/dakika olan %99,999’luk helyum kullanilmistir. Analiz elektronik darbe araliginda
(EI) yapildi. 70 eV iyonizasyon gerilimi ile 40-400 m/z aralig1 kiitle elde etmek igin
kullanilan degerlerdir (Renda ve ark., 2016).
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Sekil 17. GC/MS cihazi

2.4.3 Bilesenlerin Tanimlanmasi

C7-C30 alkan standartlarin1 kullanan Kovats yontemi ile genel olarak maddelerin
alikonma indeksleri temin edildi (Kovats, 1958). Esansiyel yaglarin bilesenleri, FNSC
1.3 kiitiiphane verilerinin (FFNSC, 2008), bilesiklerin sahip oldugu kiitle spektrumlari

ile karsilastirilarak belirlenmistir.

2.5 HPLC-UV Yardimiyla Fenolik Bilesiklerin Analizi

Bu fenolik bilesen tayini igin Foeniculum vulgare bitkisinin ektraktt metanol
icerisinde ¢alkalayici iizerinde bir gilin (24 saat) karistirilarak yapilan ekstraksiyon
sonucunda elde edildi. Siire bitiminden sonra metanolik kisim basit siizge¢ kagidi
ile siiziilerek, siiziintiiniin ¢6ziiclisii olan metanol doner buharlagtiric1 yardimiyla
uzaklastirildi ve kalan kalintiya 10 mL pH’1 2 olan destile su katildi. Ardindan
3’er kez, hacim olarak 5’er mL kullanilarak sirasiyla dietileter ve etilasetat
coziiziileriyle ekstraksiyon islemi gerceklestirildi (Sekil 18). Ekstraksiyon islemi
bittikten sonra elde edilen kalint1 cam olan evoparator balonuna konuldu ve ¢oziiciileri
45 °C sicakliktaki doner buharlastiricida uguruldu (Sekil 18). Bu islemden sonra balon
igerisindeki ekstrakt kalintisi 2 mL metanolle ¢oziildiikkten sonra 6rnek 0,45 pm

filtreden siiziiliip HPLC-UYV ile fenolik bilesen madde tayinleri gergeklestirildi.
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Sekil 18. Ekstraksiyon islemi ve ¢oziiclisii ugurulmus ekstraktlar

HPLC-UV tayini dalga boyu 280-315 nm olavak sekilde UV-VIS dedektor ile
donanimli (Elite LaChrom Hitachi, Japonya) HPLC cihazinda gerceklestirilmistir.
Tayinler ters faz Cigskolonu (150 mm x 4,6 mm, Sum; Fortis) alinarak ve su, asetik

asit ve asetonitrille gradient program secilerek yapilmistir.

Gradient program igerigi cthazin A rezervuar kisminda asetik asit (%2), B rezervuar
kisminda ise asetonitril—saf su (%70-30) bulunmaktadir. Bunlarin yaninda standart ve
numunelerin enjeksiyon i¢in hacmi 20 pL’ye ayarlanmis, kolon firininda 30 °C kolon
sicakligl, 0.75 mL.dk' mobil faz akis hizi olacak sekilde optimum sartlar
saglanilmistir (Can ve ark., 2015).

Sekil 19. HPLC-UV cihaz1
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3 BULGULAR

3.1 Antioksidan Aktivite Calismalari

Bu yiiksek lisans tez aragtirmasinda Foeniculum vulgare bitki meyvesi i¢in yapilan
tayinler sonucunda antioksidan aktivite igerikleri belirlenmistir. Bu testler i¢cin UV
spektrofotometrik yontem kullanilmistir.  Orneklerin  metanol ekstraksiyonlari
sonucunda hesaplanan toplam polifenol mgGAE/100g olarak, toplam flavonoid mg
Kuersetin/g numune olarak, CUPRAC degeri mmoLTroloks/ g numune olarak, FRAP
degeri umolTE/g olarak ve DPPHe* degeri ICso mg/mL olarak hesaplanmis ve sonuglari
Tablo 7, Tablo 8 ve Sekil 24°de verilmistir.

3.1.1 Toplam Fenolik Madde Testi Sonucu

[1k basta analiz i¢in numunenin metanolik &ziitii hazirlanmistir. Toplam fenolik icerik
miktari tayininde gallik asit standart olarak kullanilmistir. Konsantrasyon degerleri x-
siitununda iken 760 nm’de Ol¢iilen absorbans sayilari ise y-siitununda olacak bigimde
deney icin bir standart grafik ¢izilmistir. Ortaya ¢ikan absorbans degerleri standart
grafikte konsantrasyon degerleriyle dogru orantili sekilde ele gegen dogrunun
denklemi y = 1,1865x + 0,0253 ve R? degeri 0,9991 seklindedir (Sekil 20). Cizilen bu
standart ¢aligma grafiginden yararlanilarak 100 g numunenin i¢indeki fenolik madde

icerigi mg tiiriinden gallik asit esdegeri olacak sekilde yazildi.

Toplam Polifenol Kalibrasyon Grafigi
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Sekil 20. Toplam fenolik madde kalibrasyon grafigi
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Yapilan toplam fenolik madde analizi sonucu Tablo 7°de goriildiigii gibi Foeniculum

vulgare bitkisi i¢in 1,15+0,94 mgGAE/100g numune olarak dl¢lilmiistiir.

3.1.2 Toplam Flavonoid Madde icerik Testi Sonucu

Flavonoid madde tayini i¢in Kuersetin standart bilesigi kullanilmis ve konsantrasyon
degerleri x-ekseninde ve 415 nm’deki absorbans degerleri y-ekseninde olacak sekilde
bir standart ¢alisma grafigi cizilmistir. Grafikten elde edilen dogrunun denklemi y =
6,3568x + 0,0196 ve R? degeri 0,9994 olarak hesapland1 (Sekil 21). Flavonoid madde

icerigi mg cinsinden Kuersetin esdegeri olarak belirlendi.

Toplam Flavonoid Kalibrasyon Grafigi
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Sekil 21. Toplam flavonoid analizi kalibrasyon grafigi

Grafikten elde edilen sonuca gore Foeniculum vulgare bitkisinin toplam flavonoid

madde miktar1 0,54+0,00 mg Kuersetin/g numune olarak bulunmustur.

3.1.3 FRAP Testi Sonucu

Ferric Reducing Antioxidant Power “FRAP” metodu olarak bilinen bu metotta Fe(III)-
TPTZ yapisinin indirgeme kapasitesi agiga ¢ikarildi ve bu metot ile 1 mmol.L™!
Troloks esdegeri demir(IIl) indirgeme kapasitesine sahip antioksidan konsantrasyon
degeri bulundu. Kalibrasyon egrisi icin troloksun c¢esitli konsantrasyonlarindan

yararlanild1 ve bu sekilde olusan grafik asagidadir (Sekil 22).
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FRAP Kalibrasyon Grafigi
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Sekil 22. FRAP kalibrasyon grafigi

Tablo 7’de goriildiigli gibi FRAP testi sonucuna gore Foeniculum vulgare bitkisi
0,01£0,00 umol FeSO4.7H,0/g numune degeri ile antioksidan aktivite gostermistir.

3.1.4 CUPRAC Testi Sonucu

Cu(II)-neokuproin yapisinin (Cu(Il)-Nc ), 450 nm’de en yliksek absorbans gosteren
Cu(I)- neokuproin [Cu(I)-Nc] yapisina elektron vererek indirgenme o6zelliginden
faydalanilarak antioksidan 6zellik hesaplandi. Kalibrasyon egrisi i¢in troloksun gesitli
konsantrasyonlarindan yararlanildi ve bu sekilde olusan c¢aligma grafigi asagida

verilmistir (Sekil 23).

CUPRAC Kalibrasyon Grafigi
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Sekil 23. CUPRAC kalibrasyon grafigi

Tablo 7°de de goriildiigli gibi CUPRAC testi sonucuna gore Foeniculum vulgare
bitkisinin 0,08+0,00 mmol TEAC/g numune degeri ile antioksidan aktivite gosterdigi

bulunmustur.

32



3.1.5 DPPH" Testi Sonucu

DPPH® (2,2-difenil-1-pikhidrazil radikali) ticari olarak hazir temin edilmis olup,
radikal temizleme aktivitesinde siklikla kullanilan bir bilesiktir. DPPH?® testi i¢in 517
nm i¢in Olciilen degerler y-ekseninde, artan numune konsantrasyonlari da x-ekseninde
olacak sekilde grafik ¢izildi. Cizilen bu grafikten yararlanilarak en yiiksek absorbansin
yarisina denk gelen Ornek konsantrasyonu ICso seklinde gosterildi. Antioksidan

aktivite i¢cin 6rnegin mg/mL tiirtinden degerleri bulunarak karsilastirma yapilmistir.

DPPH"* tayininde kiiciik ICso degeri, yliksek radikal temizleme yetenegine denk
gelmektedir. Yani ne kadar kii¢ciik 6rnek kullanarak ne kadar ¢ok Ornekten radikal
giderilebiliyorsa, bu durum Ornegin antioksidan giiciiniin o kadar c¢ok oldugunu

gostermektedir.

DPPH?* testi sonucu Sekil 24 ve Tablo 8’deki gibidir ve bu bitkinin DPPH* testi
sonucuna bakildiginda Foeniculum vulgare bitkisi i¢in antioksidan aktivite ICs0=4,68

mg/mL olarak 6l¢iilmiistiir.

Tablo 7. Antioksidan aktivite sonuclar1

Frap Cuprac Toplam Toplam
Testi (nmol Tes tilznmol Polifenol Flavonoid
Numune FeS04.7H20/g (TEAC/ Analizi Analizi (mg
numune) g (mgGAE/100g Kuersetin/g
numune)
numune) num.)
Rezene 0,01+0,00 0,08+0,00 1,15+0,94 0,54+0,00
DPPH?* Grafigi
. 4,68
-
E 4
jo))
E 3
§ 2
1
0,008
0
Trolox Rezene

Sekil 24. DPPH® aktivitesi sonug grafigi
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Tablo 8. DPPH® antioksidan analiz sonug degerleri

Numuneler DPPH* Aktivite Sonucu (mg/mL)
Troloks 0,008
Rezene 4,68

3.2 Antimikrobiyal Aktivite Sonuclar:

Elde edilen bitki 6ziitlerinden antioksidan igerikleriyle birlikte, on tanesi bakteri ve {i¢
tanesi maya susu olacak sekilde toplam on ii¢ adet mikroorganizmaya karsi aktivite
durumlarina da bakilmistir (Tablo 9). Bu c¢alismada, antimikrobiyal igerik tayin
deneylerinde, miithim bitki ile insan izolatlar1 olarak kullanilan, biyofilm agiga ¢ikaran
ve giiniimiiz incelemelerinde de pek fazla bilim adamlarinca arastirma konusu bulan
mikroorganizmalar secilmistir. Antimikrobiyal tayinler igin MIK testi CLSI’dan
(maya suslar1 i¢in; M27-A2, fungus izolatlar1 i¢in; M38-A2 ve bakteri kiiltiirleri i¢in;
M100-S16) yararlanilarak uygulanmistir.

Tablo 9. Foeniculum vulgare’nin antimikrobiyal aktivite sonuglar1 (ng/mL)

Bakteri Rezene Kloramfenikol Tetrasiklin
Staphylococcus aureus ATCC 6538 - 0.5 0.125
Proteus vulgaris NRRL B-123 2000 0.5 8
Salmonella  typhimurium ATCC - 0.125 0.25

13311

Staphylococcus epidermidis ATCC - 1 8

12228

Bacillus subtilis NRRL B-4378 - 0.125 0.125
Streptomyces griseolus - 0.125 0.125
Pseudomonas citronellosis - 1 0.25
Bacillus velezensis - 4 4

Gordonia rubripertincta 2000 0.125 0.25
Escherichia coli ATCC 8739 - 0.25 1

Candida Rezene Amfoterisin B Ketokonazol
Candida albicans ATCC 90028 500 0.25 0.0625
Candida glabrata ATCC 2001 250 0.125 0.0625
Candida krusei ATCC 6258 250 0.25 0.125

Antimikrobiyal tayin sonuglari incelendiginde, Foeniculum vulgare bitki 0ziitlinlin

deneyde yer alan test bakterilerindense candidalar iizerine iyi aktiviteye gosterdigini
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yani antifungal Ozellige sahip oldugu goriilmiistiir. Maya suslarindan olan, Cg
(Candida glabrata ATCC 2001) ve Ck’ya (Candida krusei ATCC 6258) 250 pg/mL
degeriyle antifungal aktivite gosterirken Candida albicans ATCC 90028’e kars1 500
ng/mL degeriyle antifungal aktivite gosterdigi bulunmustur. Test bakterileri
icerisinden de sadece Proteus vulgaris NRRL B-123 ve Gordonia rubripertincta
bakterilerine 2000 pg/mL degeriyle antibakteriyel aktivite sergiledigi goriilmiis ancak

diger test mikroorganizmalarina kars1 herhangi bir aktivite sergiledigi gozlenmemistir.

3.3 Ucucu Yag Bilesiklerinin Analiz Sonug¢lar

Mardin ilinde yetisen Foeniculum vulgare’den ¢ikarilan esansiyel yagin GC/MS
tayiniyle 34 tane bilesen tanimlanmistir. Bu tamimlanan bilesikler monoterpen,
izotiyosiyanat, aldehitler, alkoller, yag asitleri, eter, esterler, hidrokarbonlar olmak
tizere sekiz sinifa ayrilarak Tablo 10°da gosterilmistir. Kimyasal bilesenler, literatiir

verilerine ve kiitliphane arastirmasina (FFNSC, 2008) dayal1 olarak formiile edilmistir.

Tablo 10. Foeniculum vulgare ugucu yaginin GC/MS’de belirlenen bilesenleri

No Bilesikler RT (dak) Alan % ) 4RI
(Allkkonma (Indeks)
zamani)
Monoterpen
1 Limonene 12.094 0.28 1026
Izotiyosiyanat
2 Phenylethyl isothiocyanate 5.944 0.25 851
Aldehitler
3 Capronaldehyde 3.790 0.63 765
4 2,4-dimethyl benzaldehyde 7.492 0.72 902
5 Pelargonaldehyde 15.152 0.30 1106
6 Dec-2(E)-enal 19.067 3.97 1189
Trans, trans-2,4- 20.752 0.91 1256
7 .
undecadianal
. Deca-2(E), 21.817 2.43 1285
4(E)-dienal
Cis-8-undecenal 23.885 3.78 1331
10 2-methyl undecanal 40.819 1.25 1910
Total 13.99
Alkoller
11 Phenethyl alcohol 2.937 0.27 720
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Tablo 10 (devam)

12

13
14
15

16

17

18

19
20
21
22
23
24
25

26
27

28

29
30
31
32
33
34

35

2-ethyl hexanol

Yag Asitleri
Capric acid
Caproleic acid
Palmitic acid

16-hydroxy hexadec-6-
enoic acid

Eter
(Z)-Anethole

Esterler
Isopropyl 2-methyl-
butyrate
Methyl caprate

Methyl non-3-enoate

Delta-undecalactone

Endo-fenchyl acetate
Isobutyl angelate
Methyl palmitate
Pentadecanolide

Hidrokarbonlar
Hendecane

Hexadecane
10-B(H)-Cadina-1(6),4-
diene
Heptadecane

Docosane
Octadecane
Nonadecane
Pentacosane
Tetracosane

Diger
Tanimlanamayanlar

12.232
Total

24.497
31.937
42.217
49.820

Total

21.962

14.752

26.730
28.797
33.357
34.387
50.153
41.330
46.626
Total

23.615
32.291
34.867

35.223
35.392
38.006
40.654
47.917
52.274
Total

4.527-52.925
Total

Total percentages

0.44
0.71

0.23
1.71
5.80
0.68

8.42

5.84

0.29

1.38
0.46
3.74
0.33
10.01
0.54
44.29
61.04

1.41
0.73
0.28

0.42
1.14
0.34
0.36
1.12
0.62
6.42

0.26-0.77
3.05
100

1030

1363
1594
1950
2103

1289

1096

1429
1403
1643
1678
1682
1925
2109

1337
1606
1694

1707
1713
1807
1906
1977
2410
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ARI degerleri, polar olmayan TRB-5MS kolonunda, (C7-C30) alkanlarinkine gore

alikonma siirelerinden hesaplanmistir. Kalin degerler ana bilesenleri temsil eder.

Elde edilen sonuglara gore, kolondan ilk ¢ikan phenethyl alcohol bilesigi iken
(RT=2937 dk), tetracosane bilesigi kolonda en uzun siire tutulmustur (RT=52.274 dk).
Birer ester olan Pentadecanolide (%44.29), Isobutyl angelate (%10.01), eter olan (Z)-
Anethole (%5.84) ve yag asidi olan Palmitic acid (%5.80) bilesikler arasinda en yiiksek
oranda olduklarindan ana bilesenler olarak tanimlanmustir. Diger bilesenler; dec-2(E)-
enal (%3.97), cis-8-undecenal (%3.78), delta-undecalactone (%3.74), deca-(2E)-
dienal, (%3.74), 2-methyl undecanal (%1.25), Caproleic acid (%]1.71), Methyl caprate
(%1.38), Hendecane (%1.41), Docosane (%]1.14) ve Pentacosane (%]1.12) seklinde

bulunmustur. Bilesenlerin geri kalani ise icerik olarak % 1'den azdir.

3.4 HPLC-UYV ile Fenolik Bilesen Tayini Sonucu

Omegin metanol iginde hazirlanan &ziiti déner buharlastiricida  ¢oziiciisii
uzaklastirildiktan sonra dncelikle etil asetat ve dietil eter ile ekstrakte edildi daha sonra
geriye kalan kalinti kismina metanol ilave edildi ve HPLC-UV cihazina konuldu.
Cihazda mobil faz olarak su, asetik asit ve asetonitril kullanildi. Ornegin kolonu terk
etme zamani yani eliisyon degeri ile Tablo 11°de gosterilen 15 tane standart fenolik
maddenin eliisyon degerleri karsilastirildi. Standartlara ait degisik dalga boyundaki
kromatogramlar (Sekil 25, Sekil 26) ve fenolik bilesenlerin alikonma zamanlar

(Tablo 12, Tablo 13) asagida verilmektedir.

Tablo 11. HPLC analizinde kullanilan standart fenoliklerinin kimyasal yapilar

O Oy _OH Oy_OH
HO
OH
HO
OH OH
OH OH
Gallik Asit Protokatekuikasid p-OH benzoik asit
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Tablo 11 (devam)

OH o) CHs o)
OH 0]
sulifean b vac
HO O
' HO HO
"OH
HO
Epikatesin p-Kumarik asit Ferulik asit
OH
OH o) o
HO O . HO N OH
) HO
ORy 'S OCHs
HO
Katesin Kafeik asit Vanilik asit

OH H
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OH X
wa T m " L OH
o 0" ™"~ 0H
0 OH
HO
OH
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HO— 1, d
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OH OH
HO OH O
(@] OH
o-Kumarik asit Kuersitin Kaemferol
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Sekil 25. 15 adet fenolik standartin 280 nm’deki HPLC-UV kromatogrami

Tablo 12. 280 nm’de goriilen standart fenolikler ve alikonma zamanlari

Bilesik RT (Alikonma zamani)
1. Gallik Asit 3,70
2. Protokatekuik asit 6,75
3. Katesin 10,22
4. Vanilik asit 11,49
5. Epikatesin 12,01
6. p-OH benzoik asit 21,86
7. o-kumarik asit 23,30
8. t-sinnamik asit 25,54
6007 - @
- )
= -
a0 :
2001
100+
00 50 100 150 200 250 200 min

Sekil 26. 15 adet fenolik standartin 315 nm’deki HPLC-UV kromatogrami
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Tablo 13. 315 nm’de goriilen standart fenolikler ve alikonma zamanlari

Bilesik RT (Ahikonma zamani)
1.Klorojenik asit 10,61
2 Kafeik asit 11,69
3.p-kumarik asit 15,39
4 Ferulik asit 19,30
5.Rutin 21,02
6.Kuersetin 25,31
7. Kaemferol 26,31

Yapilan HPLC analizi sonucunda, Sekil 27 ve Sekil 28’ye bakildiginda, kullanilan 15
adet standart fenolik bilesikten, rezene bitkisinde sadece klorojenik asit fenoliginin
bulundugu tespit edilmistir. Klorojenik asit miktar1 3,92 ppm olarak 6l¢iilmiis yani
%0,7 miktarinda oldugu bulunmustur. Diger 14 adet fenolik bilesige ise rezene

bitkisinde rastlanmamustir.
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Sekil 27. Rezene bitkisinin 280 nm’deki HPLC-UV kromatogrami
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Sekil 28. Rezene bitkisinin 315 nm’deki HPLC-UV kromatogrami
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4 TARTISMA

Ulkemizde rezene olarak tanman Foeniculum vulgare bitkisi, sahip oldugu etken
bilesenlerden dolay1 eski caglardan beri tibbi amacli olarak tiiketilmektedir. Rezene,
cok eski zamanlardan bu yana Cin, Orta Avrupa ve Akdeniz’de besin ve ilag amagh
yararlanilan bir bitki tliriidiir. Cok lezzetli bir yiyecek olarak tiiketilmesinin yaninda
sagligimiz i¢in de oldukca O6nemi bulunmaktadir. Yapisinda biyolojik olarak aktif
polifenolik bilesenlerden, kumarin, seskiterpen, fenkon, dstragol ve Trans-anetol gibi

bilesikler igerir (He ve Huang, 2011).

Bu yapilan aragtirmada, Mardin ilinden alinan Foeniculum vulgare bitkisinin toprak
iist kismi, yani meyvesinin antioksidan ve antimikrobiyal aktivitesi, ugcucu yag ve

fenolik bilesenleri ¢esitli birden fazla metotlar kullanilarak aciga c¢ikarildi.

Calismanin ilk kisminda Foeniculum vulgare’nin metanol ekstraklari hazirlandi ve bu
oziitin DPPH® radikalini giderme aktivitesi ve indirgeme kapasitesi (FRAP,
CUPRAC) gibi ii¢ degisik yontemle antioksidan aktiviteleri detayli olarak olarak
incelendi. Bitkilerde pek degisik antioksidan materyaller yer alir ve bunlarin hepsini
ayr1 ayr1 aciga ¢ikarmak kolay degildir. Bundan 6tiirii ayr1 ayr1 6ziitiin antioksidan
kapasitesini incelemek adina cesitli degisik testlerden yararlanmak daha agiklayici
oldugu 6n goriilmektedir (Zalibera ve ark., 2008; Huang ve ark, 2005). Daha 6nceki
var olan incelemelerde flavonoid ve fenolik materyal miktariyla antioksidan 6zelligin
birbirleriyle orantili oldugu bulunmus ve fenol igeren materyallerin ¢ogunun
antioksidan yani radikal giderici 6zellige sahip oldugu (Turkoglu ve ark., 2007, Mohd-
esa ve ark., 2010) diisiiniilmiistiir. Bu sebeplerden o6tiiri bu ¢alismada Foeniculum

vulgare’nin flavonoid ve fenolik madde miktarlar1 da tayin edilmistir.

Yapilan bir caligmada Sirnak ilinde yetisen Foeniculum vulgare bitkisinin yine meyve
kismi galigilmis ve toplam fenolik madde miktari, 6.454+0.20 mgGAE/100g numune,
toplam flavonoid miktar1 ise 0.52+0.02 mg Kuersetin/g numune bulunmustur (Ceylan
ve ark., 2019). Bizim calismamizda ise bu degerler toplam fenolik madde i¢in

1,154+0,94 mgGAE/100g numune, toplam flavonoid i¢in ise 0,54+0,00 mg Kuersetin/g
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numune seklinde tanimlanmigtir. Sirnak ilindeki Foeniculum vulgare nin toplam
fenolik madde miktar1, Mardin ilinde yetisen bitkinin toplam fenolik miktarindan daha
cokken, toplam flavonoid miktar1 ise bizim buldugumuz degerden daha az oldugu
gorilmistiir. Yine ayni c¢alismada (Ceylan ve ark., 2019) antioksidan aktivite
CUPRAC yontemine gore 0.32+0.02 mmol TEAC/g numune, FRAP yontemine gore
ise 0.36+0.02 umol FeSO4.7H>O/g numune olarak belirlenmis. Bizim ¢alismada ise bu
degerler CUPRAC ig¢in, 0,08+0,00 mmol TEAC/g numune iken FRAP i¢in 0,01+0,00
umol FeSO4.7H,0/g numune olarak tespit edilmis. Yani CUPRAC ve FRAP
yontemine gore Sirnak ilinde yetisen Foeniculum vulgare bitki meyvesinin

antioksidan aktivitesinin bizim ¢aligmamizdakinden daha yiiksek oldugu bulunmustur.

Karadag tarafinda yapilan bir calismada (Karadag, 2019), Istanbul’da aktardan hazir
alian Foeniculum vulgare bitki yapraginin antioksidan aktivitesine bakilmis, toplam
fenolik madde miktar1 3.77+0.54 mgGAE/100g numune olarak bulunmustur. Bu deger
Foeniculum vulgare yapraginin bizim ¢alismamizdaki bitki meyvesinden (1,15+0,94
mgGAE/100g numune) daha yiiksek fenolik madde igerdigini gostermektedir. Yine
ayni ¢aligmada bitki yapraginin antioksidan aktivitesi (Karadag, 2019), CUPRAC
yontemine gore 105.16+2.40 mg Troloks/g, FRAP yontemine gore 1.61+£0.07 mg
Troloks/g, DPPH yontemine gore ise 54.314+2.88 mg/mL olarak olclilmistiir. Bu
degerler bizim calismamizdaki sonuglar ile kiyaslandiginda CUPRAC ve FRAP
yontemi i¢in Foeniculum vulgare bitki yapraginin meyvesine gore daha iyi antioksidan
aktiviteye sahip oldugu gozlenmisken DPPH* testine gore ise tam tersi gozlenerek
meyvesinin yapragindan daha iyi radikal temizleme aktivitesi oldugu goriilmiistiir.
Yani bu c¢alismada elde edilen 1Cs50-4,68 mg/mL degeriyle Mardin ilinde yetisen
Foeniculum vulgare meyvesi, Istanbul ilindeki Foeniculum vulgare’nin yapragindan

cok daha iyi DPPH* radikal temizleme aktivitesi gostermistir.

Besinlerdeki fenolik materyal igerigi ve cesitleri ekstraksiyon yontemi ve siiresine,
cevresel kosullara, bitkinin yetistirilme sartlarina, su miktarina, giineslenme siiresine,
genetik Ozelliklerine, olgunluguna, gidanin islenmesi ve saklanmasi gibi kosullara
gore degiskenlik gdsterebilmektedir (Bravo, 1998). Bitkilerde bulunan bu tiir genetik
cesitlilikler, enlem, sicaklik, yagmur, baki, tiir 6zellikleri, giinesi alma acis1 ve toprak

sartlar1 analiz sonuglarini etkileyebilir. Bundan dolayr ayni bitki tiiriintin farkli yerlerde
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yetismesi antioksidan aktivitelerinin de birbirinden farkli sonuglarla karsimiza

¢ikmasina neden olabilmektedir.

Calismanin diger kisminda ise hazirlanan metanol ekstraktlar1 i¢in antimikrobiyal
aktivite c¢alismalar1 yapildi. Ceylan ve arkadaglar1 tarafindan yapilan ¢alismadaki
(Ceylan ve ark., 2019) sonuglara benzer sekilde Foeniculum vulgare meyvesinin
bakterilerden ¢cok maya suslari yani Candidalar lizerine daha iyi aktivite gosterdigi
bulunmustur. Sirnak ilinde yetisen Foeniculum vulgare meyvesi test i¢in kullanilan
bakterilerin hepsine 250-1000 pg/mL araliginda aktivite gosterirken bu calismada
kullanilan Mardinden elde edilen Foeniculum vulgare, test bakterileri igerisinden de
sadece Proteus vulgaris NRRL B-123 ve Gordonia rubripertincta bakterilerine 2000
pg/mL degeriyle antibakteriyel aktivite sergiledigi goriilmiistiir. Ancak diger test
mikroorganizmalarina karsit herhangi bir aktivite sergiledigi gézlenmemistir. Diger
taraftan yine aymi c¢alismadaki (Ceylan ve ark., 2019) sonuglara gére maya
izolatlarindan Candida albicans (ATCC 90028)’e kars1 62,5 ng/mL, Candida glabrata
(ATCC 2001) ve Candida krusei (ATCC 6258)’e karst 15.6 pg/mL degeriyle
antigungal aktivite gosterirken, bu calismada ise ayn1 maya suslari olan Candida
albicans ATCC 90028’¢ karst 500 ug/mL, Candida glabrata ATCC 2001 ve Candida
krusei ATCC 6258 kars1 250 pg/mL degeriyle antifungal aktivite gostermistir. Yani
Sirnak ilinde yetisen Foeniculum vulgare’nin Mardin ilinde yetisene gore daha iyi hem

antibakteriyel hem de antifungal aktiviteye sahip oldugu gbzlenmistir.

AbduRahim ve arkadaslarmin yaptigi bir makalede (AbduRahim ve ark., 2017)
Foeniculum vulgare meyvesinden elde edilen ugucu yagin antimikrobiyal aktivitesine
bakilmis yine bu ¢alismadaki sonuglara benzer sekilde rezene bitkisi bakterilerden
(0.781-25 pl/ml MIK degeri) cok maya suslari iizerine daha iyi aktivite gdstermistir
(<0.0625-0.125 pl/ml MIK degeri).

Son zamanlarda, dogal iiretilmeyen sentetik materyallerin ¢ok fazla yan tesirlere sahip
olmasi, bilhassa antimikrobiyal olarak tiiketilen dogal olmayan sentetik ilaglara kars1
organizmalarin direngli hale gelmeleri gibi durumlardan dolay1 dogal bitki kdkenli
tiriinlerin ve bu dogal materyallere sahip sifali tibbi bitkilerin 6nemi giin gectikge
artmaktadir. Geleneksel tip i¢in yararlanilan bu bitki kdkenli yeni antimikrobiyal

maddelerin ana kaynagi olabilece8i potansiyeli ile bilimsel agidan incelenmesi
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fazlasiyla onemlidir. Kalinti sorununa sebep olmamalari ve dogal olmalarindan
kaynakli bitkilerin, organik besin yetistirilmesinde miihim bir antibakteriyal olarak

diisiiniilecegi 6n goriilmektedir.

Calismanin bir diger kisminda ise Foeniculum vulgare meyvesinin esansiyel yagi GC-
MS ile incelenmis ve 34 adet bilesen tanimlanmistir. Bu bilesenler arasinda birer ester
olan Pentadecanolide (%44.29), Isobutyl angelate (%10.01), eter olan (Z)-Anethole
(%5.84) ve yag asidi olan Palmitic acid (%5.80) bilesikler arasinda en yiiksek oranda
olduklarindan ana bilesenler olarak tanimlanmistir. 2006 yilinda yapilan bir ¢alismada
(Kan ve ark., 2006) Foeniculum vulgare bitkisinin ana bilesenleri trans-anetol (%60.6-
87.0), anisaldehit (%6.1-21.3), estragol (%3.2-11.7), a-fenkon (%0.7-3.2), limonen
(%0.3-2.5) araliklarinda tanimlanmistir. Sonuglara bakildiginda Anethole bilesiginin
her iki ¢calismada da ana bilesen olarak tanimlandig1 goriilmektedir. Diger taraftan bir
monoterpen olan limonen bizim c¢alismamizda tanimlanmis fakat alani kiigiik
oldugundan (%0.28) ana bilesen olarak diisiiniilmemistir. Rezene ugucu yaginin
kimyasal bilesimlerindeki bu tiir farkliliklar, bolgelerin cesitli (iklimsel, mevsimsel,

cografi) kosullar1 ve bitkilerin genetik yapisiyla iliskilendirilebilir (Anwar, 2009).

Baska bir ugucu yag analizi ¢alismasinda (Karayel, 2019) Foeniculum vulgare i¢in ana
bilesenler olarak trans-anethole (%85,82), limonene (%5,94), p-allylanisole (%4,26),
fenchone (%1,20) bilesiklerinin oldugunu bulmuslardir. Yine bu ¢alismada da
Anethole bilesigi ana bilesen olarak tespit edilmistir. Yakin zamanda yapilan bagska bir
calismada (Dogan, 2020), trans-anethole (%81.6343.79-92.64+1.90), estragol
(%2.97+0.10), limonene (%2.05%1.32), L- fenkon (%0.61+ 0.09) ana bilesenler olarak

tespit edilmistir.

Calismanin son kisminda ise HPLC-UYV ile fenolik bilesen analizi yapilmis kullanilan
15 adet standarttan Foeniculum vulgare bitkisinde sadece klorojenik asit fenoliginin
bulundugu tespit edilmistir. Klorojenik asit miktar1 3,92 ppm olarak 6l¢iilmiis yani
%0,7 miktarinda oldugu bulunmustur. Diger 14 adet fenolik bilesige ise rezene
bitkisinde rastlanmamistir. 2019 yilinda yapilan calismada da (Karadag, 2019)
Klorojenik asit 17.73+1.7 degeriyle miktar olarak en fazla fenolik bilesen olarak
bulunmustur. Ayn1 zamanda bizim ¢alismamizdan farkli olarak da Foeniculum vulgare

bitkisinde asitlerden, p-Kumarik, Protokate suik, Ferulik, Kafeik, p-OH benzoik asit
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ve Kuersitin gibi fenolik bilesenler de tespit edilmistir. Yine yapilan baska calismada
da (Krizman ve ark., 2007) Klorojenik asit, en fazla fenolik bilesenlerden biri olarak

bildirilmistir. Yani bizim ¢alismalarimizla literatiir verileri uyum igerisindedir.

Foeniculum vulgare tibbi aromatik bitkisiyle ilgili yapilan arastirmalara bakildiginda,
hem antioksidan ve antimikrobiyal aktiviteleri, hem de ugucu yag ve fenolik bilesen
analizleri ayni anda tek caligmada toplayan hi¢ bir ¢alisma bulunmamaktadir. Bu

ac¢idan bu tez arastirmasi bu konuda ilk olmas1 agisindan 6nemlidir.
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5 SONUCLAR VE ONERILER

Giiniimiizde dogal iiriinlere olan ilgi ve alaka giinden giine artmaktadir. Ozellikle ¢ok
fazla tiiketimi olan bitki ¢aylar1 gibi biyolojik aktivite 6zelligi fazla olan materyaller
yaslanma ve yasglanmanin bozucu etkilerine sebebiyet veren serbest radikallerin
aktivitesini azaltmaktadir. Bunun yani sira da bu tiir ek besinler bir¢cok hastalig

korudugu ve tedavi ettigi i¢in halk arasinda siklikla kullanilmaktadir.

Yapilan bu yiiksek lisans tezi ile Foeniculum vulgare bitkisinin hem antioksidan,
antimikrobiyal 6zellikleri hem de ucucu yag ve fenolik bilesenleri belirlenmistir.
Calismada Mardin ilinden temin edilen, bitkinin belirlenen yontemle ekstrakti
hazirlanarak antioksidan aktivite tayinleri yapilmistir. Foeniculum vulgare bitkisinin
toplam fenolik madde miktar1 1,15+0,94 mgGAE /100g numune, toplam flavonoid
madde miktar1 ise 0,54+0,00 mg Kuersetin/g numune olarak bulunmustur. Fe**
elektron alma antioksidan yetenek (FRAP) 0,01+0,00 umol FeSO4.7H>O/g numune
iken CUPRAC testine gore ise 0,08+0,00 mmol TEAC/g numune degeri ile
antioksidan aktivite gostermistir. Bitkinin DPPH® Radikal Temizleme aktivitesi ise

4,68 mg/mL olarak ol¢iilmiistiir.

Elde edilen bitki 6ziitlerinden antioksidan igeriklerinin yan1 sira, on tanesi bakteri ve
li¢ tanesi maya susu olacak sekilde toplam onii¢ adet mikroorganizmaya kars1 aktivite
durumlarim1 da bakilmis, Foeniculum vulgare bitki Oziitiiniin deneyde yer alan test
bakterilerindense candidalar lizerine iyi aktiviteye gosterdigini yani antifungal 6zellige
sahip oldugu gériilmiistiir. Ozellikle maya suslarindan olan, Cg (Candida glabrata
ATCC 2001) ve Ck’ya (Candida krusei ATCC 6258) 250 pg/mL degeriyle antifungal

aktivite gosterdigi gézlenmistir.

Foeniculum vulgare bitkisinden agiga ¢ikan esansiyel yagin GC/MS analiziyle 34 tane
bilesik tanimlanmigtir. ~ Bu tamimlanan bilesikler; monoterpen, izotiyosiyanat,
aldehitler, alkoller, yag asitleri, eter, esterler ve hidrokarbonlar olmak iizere sekiz sinifa
ayrilmistir. Elde edilen sonuglara gore, kolondan ilk ¢ikan phenethyl alcohol bilesigi
iken (RT=2937 dk), tetracosane bilesigi kolonda en uzun siire tutulmustur (RT=52.274

dk). GC/MS’de belirlenen bilesenler arasinda birer ester olan Pentadecanolide
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(%44.29), Isobutyl angelate (%10.01), eter olan (Z)-Anethole (%5.84) ve yag asidi
olan Palmitic acid (%5.80) bilesikleri en yiiksek oranda olduklarindan Foeniculum

vulgare bitkisinin ana bilesenleri olarak tanimlanmastir.

HPLC ile 15 standart fenolik bilesik kullanilarak yapilan fenolik bilesen analiz
sonucunda foeniculum vulgare bitkisinde sadece klorojenik asit fenoliginin bulundugu
tespit edilmistir. Klorojenik asit miktar1 3,92 ppm olarak Ol¢iilmiis yani %0,7
miktarinda oldugu bulunmustur. Diger 14 adet fenolik bilesige foeniculum vulgare

bitkisinde rastlanmamustir.

Polifenol bilesiklerinin zengin oldugu bir diyet, insan viicudundaki hastaliklar
Onleyen, serbest radikallere karst da viicudumuzu koruyan bir sistemdir.
Besinlerimizde bu tiir maddeleri iceren besinler tiiketmek antioksidan savunma
sistemimize de fayda saglayacaktir. Bu nedenle foeniculum vulgare bitkisinin sagliga

olumlu yararlar1 dogrultusunda giinliik diyetlere eklenebilecegi Onerilebilir.

Bu tez calismasinda Mardin ilinde yetisen foeniculum vulgare bitkisinin biyolojik
aktiviteleri, ucucu yag ve fenolik bilesenleri agiga ¢ikarilmistir. Baska sehirlerde
biliyliyen Foeniculum vulgare bitkileriyle de benzer tayinler gergeklestirilip, farkli
sehirlerde biiyiiyen bitkiler i¢in aciga ¢ikan neticelerle karsilagtirma yapilabilir. Ayni
zamanda bu calismada foeniculum vulgare bitkisinin tohumu analiz edilmistir.
Foeniculum vulgare bitkisinin sogan ve yaprak kismi i¢in de ayni analizler yapilip

ornekler arasindaki analiz sonuglar1 kiyaslanabilir.

Antioksidan analizler i¢in bu ¢alismada ekstrakt hazirlamada kullanilan ¢oziicii tek
metanoldiir. Eter, aseton, etanol ve su gibi degisik ¢oziiciilerde de ekstraktlar
hazirlanarak tayinler tekrar yapilabilir. Boylece bu tayini yapilan bitkinin degisik
coziicii ekstraktlarindaki antioksidan igeriklerinin birbiriyle karsilastirmalar

gerceklestirilip, en giizel aktivite sergileyen ¢ozgen secilebilir.

Bu arastirmada bitkinin sadece antibakteriyel aktivite ¢alismasi yapilmistir, bu bitki
icin ayn1 zamanda antikanser, anti-iireaz, anti-lipaz, antienflamatuar vb. biyolojik

aktivitelerinin olup olmadig: arastirilabilir.
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Antifungal aktivite gosterdigi bulunan foeniculum vulgare bitkisi, antifungal ilaglarin
yapisinda yer almasi i¢in daha ileri ilag gelistirme calismalarinda baslangi¢c materyali

olarak kullanilabilir.

Ulkemiz oldukga zengin bir bitki ailesine sahiptir. Bu zenginlikten en verimli ve uygun
olacak sekilde yararlanilip, tilkemize ekonomi ve bilim kisimlarinda fayda
saglamalidir. Bu nedenle ziraat, eczacilik ve gida gibi bircok yerde sifali tibbi ve
aromatik bitkilerin kullanimina ve arastirmalar yiiriitiilmesine ihtiya¢ vardir.
Ulkemizde kendiliginden yetisen sifa deposu olan bu foeniculum vulgare bitkisinin
daha ileri incelemeleri gergeklestirilerek 6zellikleri agiga ¢ikarilabilir ve elde edilen

giizel aktiviteler ile ¢ogu alana katki saglanilabilir.
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