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1. OZET

Lathyrus laxiflorus subsp. laxiflrous Uc¢ucu Yag Bilesenlerinin SPME-GC-MS-FID

Yontemiyle Aydinlatilmasi ve Antimikrobiyal Aktiviteleri

Bu tezde, Lathyrus laxiflorus subsp. laxiflrous bitkisinin ugucu yag igerikleri
GC-MS ve SPME-GC-MS-FID teknikleri ile arastirilmistir. Tibbi amacgla kullanilan
ilaglarin biiylik bir kismimin bitkisel kaynakli olduklar1 bilinmektedir. Bu amagla bu
calismada clevenger yontemiyle elde edilen ugucu yag bilesenlerinin antimikrobiyal
aktiviteleri yapilmistir. Ugucu yaglar, bitkilerden su buhari destilasyonu veya degisik
yontemlerle elde edilebilen, genelde oda sicakliginda sivi halde olup bazen donabilen,
ucucu, kuvvetli kokulu ve yagimsi karisimlardir. Literatiirde belirtildigi gibi dogal
bitkilerde yiizlerce degisik tiir organik bilesikler vardir. Bitkide, miligram
mertebesinden ¢ok daha az miktarda bulunan organik bilesikler 6rnegin ugucu yaglar
gaz-kromatografisi (GC) ve gaz kromatografisi-kiitle spektrometresi (GC-MS) veya kati
faz mikro ekstraksiyon (SPME) GC-MS-FID gibi tekniklerle aydinlatilmaktadir.

Anahtar Kelimeler: Lathyrus laxiflorus subsp. laxiflrous, Ugucu Yag Bilesenleri,
SPME-GC-MS-FID, Antimikrobiyal Aktiviteler



2. SUMMARY

Antimicrobial Activities and lllumination of Essential Oils Component of Lathyrus
laxiflorus subsp. laxiflrous with SPME-GC-MS-FID Methods

In this thesis, the contents of volatile oil of Lathyrus laxiflorus subsp. laxiflrous
plant have been researched by GC-MS and SPME-GC-MS-FID techniques. Most of the
drugs used for medical purposes are known to be herbal. For this purpose, antimicrobial
activities of the volatile oil contents obtained by Clevenger method have been made in
this study. Volatile oils, which can be obtained by water steam distillation or different
methods, are volatile, strongly redolent and greasy mixtures which are generally in the
liquid state at ambient temperature and can sometimes be frozen. As stated in the
literature, there are hundreds of different types of organic compounds in natural plants.
In plant, organic compounds existing less than milligram level, for instance volatile oils,
are highlighted by the techniques like gas-chromatography (GC) and gas-
chromatography mass spectrometer (GC-MS) or solid phase micro extraction (SPME)
GC-MS-FID.

Key Words: Lathyrus laxiflorus subsp. laxiflrous, Essential Oil Components,
SPME-GC-MS-FID, Antimicrobial Activities



3. GIRIS ve AMAC

Biitiin diinya {ilkelerindeki gibi, Tiirkiye’de de yillardir ¢ok fazla bitki tiirii tedavi
amactyla kullamlmaktadir. Ulkemiz bitki bakimindan oldukca zengin bir iilkedir.
Toplam bitki tiirii sayist 9000°den fazla olup bu say alttiirlerle 10.000°1 gegmektedir.
Tibbi ve aromatik bitkilerin bircogu tlilkemizde dogal olarak yetismektedir. Yaklasik
500 bitki ¢esidi tibbi amagla kullanilmaktadir (1).

Tibbi amagla kullanilan ilaglarin biiyiik bir kisminin bitkisel kaynakli oldugu
bilinmektedir. Giiniimiizde eczanelerde satilan ilaglarin bir¢ogu da bitkisel kaynakli
ilaglardir. Bitkilerde bulunan ugucu yaglar bitki kimyasinin 6nemli roliinii

istlendiginden ilag ve tip sektoriinde dnemli 6l¢iide tercih edilmektedir.

Bununla birlikte, bitkilerden elde edilen ugucu yaglar farmasdtik, kozmetik ve

diger endiistri alanlarinda yaygin olarak da kullanilmaktadir (2).

Anadolu topraklarinda 18’i endemik tir olup toplaminda 61 Lathyrus

(miirdiimiik) tiirtin dogal olarak yetistigi belirlenmistir (3).

Bu ¢alismada kullanilan Lathyrus laxiflorus subsp. laxiflrous bitkisinin ugucu
yaglart GC/MS, GC/FID ve SPME yontemleri ile analizi yapilmis ve antimikrobiyal
ozellikleri arastirildi. Ugucu yag bilesimi NIST ve WILEY Kkiitiiphanelerinin yardimiyla

belirlenip literatiir karsilastirmasi gerceklestirildi.

Bu ¢alismadaki amag; Tiirkiye’de dogal olarak yetisen Lathyrus laxiflorus subsp.
laxiflrous bitkisinin ugucu yaglarmin kimyasal bilesimlerini belirleme ve antimikrobiyal

aktivitelerini incelemektir.



4. GENEL BILGILER
4.1. Ugucu Yaglar

Ugucu yaglar, bitkilerden veya bitkilerin yaprak, gévde, kok gibi kisimlarindan
destilasyon yoluyla elde edilen kompleks karisimlardir. Eteri yaglar, eterik yaglar,
kokulu yaglar, esans yaglari, esans ruhu olarak da isimlendirilen ugucu yaglar
cogunlukla renksiz veya acik sar1 renkli, oda kosullarinda sivi halde bulunan, ¢ok sayida

bilesenden olusan dogal tiriinlerdir.

En o6nemli ayirt edici 6zellikleri, ugucu ve kokulu olmalaridir. Bu yaglarin diger
normal yaglardan farklt olma sebebi ise sudan hafif olduklarindan dolayr suyun
yiizeyinde birikmeleri ve agikta birakildiklarinda kolayca buharlasabilmeleridir. Ancak
bilesimindeki oksijenli bilesiklerin bir kismi suda ¢oziindiigiinden aromatik sular

hazirlanabilmektedir.

Bitkilerde ugucu yaglarin neden olustugu ve nasil olduguna dair ¢ok cesitli
teoriler vardir. Bitkiyi korumak, bocekleri cezbetmek, haseratlar1 kagirmak bunlardan
bazilaridir. Bazi arastirmalara gore de, ugucu yaglar dogrudan hiicre zarinda olusan artik

trtinlerdir ve genellikle serbest halde bulunurlar (4).
4.2. Ucucu Yaglarin Biyolojik Etkinlikleri ve Kullanim Alanlar:

Uzun yillardir yapilan arastirmalar sonucu bitkilerin mikroorganizmalar1 6ldiirticii
ve insan sagligr acisindan Onemli Ozellikleri oldugu goriilmiistiir. Diinya Saglik
Orgiitii’niin arastirmalarina gére tedavi amagh yaklasik 20.000 bitki kullanilmistir.
Bitkilerde, protein, nisasta, seker, pektin, seliiloz gibi tedavi yoniinden etkin olmayan
maddelerin yaninda, az miktarda da olsa ‘etkili madde’ ad1 verilen farmakolojik etkilere
sahip bilesiklerde bulunmaktadir. Ugucu yaglarin igerigini ise c¢esitli alkoller, esterler,

terpenler, aldehitler, kumarinler olusturmaktadir. Bu maddeler ugucu yaglara;

e Antidepresan,

e Tansiyon diizenleyici,

e Analjezik,

e Antitoksik gibi ¢cok sayida ¢esitli etkinlik kazandirmaktadir (5,6,7).



Bitkilerdeki ugucu yaglar, kokulu olduklarindan dolayr aromaterapi alaninda
oldukga fazla kullanima sahiptirler. Parfiim veya oda spreyi seklinde uygulanarak uyku
problemleri, stres, endise gibi problemlerin giderilmesinde kullanilmaktadir. Havaya
kolay sekilde karisabildiklerinden solunum sistemindeki rahatsizliklarin giderilmesinde
de oOnemli rol oynamaktadir. Ayrica ciltten rahatlikla emilebildiginden ve kan
dolagimima karigtigindan cildin daha saglikli hale gelmesi igin cilde masajla

uygulanmaktadir (8).

Gida sektoriinde de ugucu yaglar oldukca fazla kullanilmaktadir. Gida kaynakl
hastaliklarin azaltilmasi i¢in yeni tekniklere ilgi giin gectikce artmaktadir. Bakteriyel
bozulmayr geciktirdikleri ve bundan dolayr koruyucu amacgla kullanildiklar

saptanmistir.

Bitkilerden elde edilen ekstraktlarin yan etkileri ve ilaglarla birlikte
kullanildiginda meydana gelebilecek olan ilag etkilesimleri tam olarak bilinmemektedir.
Gilnliik olarak alinan bazi yiyeceklerdeki maddelerin etkilesime gecerek istenmeyen
yan etkilere neden oldugu belirtilmektedir. Bundan dolay1r bircok hastaliklarin

tedavisinde mutlaka doktor tavsiyesine ihtiyag vardir (9).
4.3. Ucucu Yag Elde Etme Yontemleri
Ucgucu yag eldesinde kullanilan yontemler;

e Su destilasyonu

e Buhar destilasyonu

e Sogukta stkma

e (Cozici ekstraksiyonu

e Enflariyj

e Siiper kritik s1v1 ekstraksiyonu (SFE)
e Kati faz mikro ekstraksiyon (SPME)
e Mikrodalga ekstraksiyon (MWE)’dur.

4.3.1. Su Destilasyonu

Bu destilasyon da, kiiciik olgekli iiretim yapilmak istendiginde Clevenger tipi
aparatla, biiyiik 6lgekli liretim yapilmak istendiginde ise biiyiik destilasyon kaplarinda



uygulama yapilmaktadir. Bu yontem, bitki ve suyun 2-8 saat siire ile sogutucu altinda
bir cam balon icerisinde kaynatilarak, buhar ile hareket eden yag molekiillerinin
yogunlastirilip sudan ayristirilmasi ile yapilmaktadir. Elde edilen ugucu yag miktarlari

volumetrik olarak ifade edilmektedir (10).
4.3.2. Buhar Destilasyonu

Bu yontemde bitki su ile degil su buhari ile temasta birakilir. Kurutulmus olan
bitkiler bir cam balona alinip iizerine su ilave edilir. Geri sogutucu yardimiyla su buhari
yagi siiriikleyerek uygun bolmeye gonderir. Sivilasan su-yag karigimi toplama kabinda
yogunluk farkindan dolay1 iki tabakaya ayrilir ve ugucu yag elde edilir. Diizenek Resim

1 'de gosterilmistir.

Resim 1. Clevenger destilasyon diizenegi

4.3.3. Sogukta Sikma

Destilasyon islemi sirasinda narenciye esanslari gibi bazi ugucu yaglar bozulurlar.
Narenciye kabuklarinin yag igeren hiicreleri yag eldesi i¢in patlatilir ve bir miktar agiga
cikan yag su ile yikanarak kabuktan alinir. Santrifiij ile narenciye esansi alinir. Bu islem

icin, FMC In Line ve Polisitrus ekstraktor olmak tizere iki tip ekstraktor kullanilir (1).
4.3.4. Coziicii Ekstraksiyonu

Bitki direkt olarak oda sicakliginda ¢oziicii icerisinde kaynatilmaktadir. Coziicli

olarak en ¢ok hegzan ve etanol kullanilmaktadir. Ekstraksiyon sonunda, ¢oziicii



destilasyon ile uzaklastirilarak geri kazanilmaktadir. Kalan yagimsi kisim igerisinde ise

ugucu yag aranir.

Cozicii ekstraksiyonunda, diisiik sicaklikta uygulandigindan daha dogal ugucu
yag elde edilmektedir. Fakat ekstraksiyon sonrasi yogunlastirma sirasinda molekiil
agirligr disiik ugucu bilesiklerin kaybi s6z konusudur. Bu nedenle hem ekonomik hem
de ¢evre kirliligi (toksit ozellikleri) bakimindan diger yontemlere gore dezavantaja

sahiptir (10). Diizenek Resim 2’ de gosterilmistir.

Resim 2. Coziicii ekstraksiyonu reaksiyon diizenegi

4.3.5. Enflariij

Genelde ¢iceklere ve aromatik bitkilere uygulanan bu yontem, drneklerin soguk
hayvansal yaga temas ettirilmesiyle gerceklestirilir. Cam plaklarin ylizeylerine siiriilen
yag ile temas eden bitki, bu plaklar arasina sikistirilarak bitkinin aroma maddelerinin

yag tarafindan absorplanmasi saglanir.
4.3.6. Siiper Kritik Siv1 Ekstraksiyonu (SFE)

Bu yontem 1980’lerden sonra parfiim endiistrisi i¢in gelistirilmis bir yontemdir.

Sogutulan karbondioksit gaziyla basing uygulanarak sivi hale getirilir. Basing



kaldirildiginda karbondioksit buharlasir geriye ucucu yag kalir. Karbondioksit inert
oldugundan dolayr ucucu yagla etkilesime girmez ve saf yag elde edilir. Yontem
sogukta uygulandigindan bitkideki ugucu yaglarin bozunmasina da ihtimal yoktur
(11,12,13). Siiper kritik bir akiskanla ekstraksiyon, se¢ilen akiskanin, basing ve sicaklik
degerinin iizerinde bir ¢oziicii olarak kullanilmasi oldugundan bu boélgede, akiskanin
fizikokimyasal oOzellikleri degiserek, sivi ve gaz arasi farkli Ozellikler gosterirler.
Bundan dolay1, bu kosullardaki madde ‘akiskan’ olarak isimlendirilir (14). Tablo 1°de

gaz, s1v1 ve siiper kritik akiskanin fiziksel 6zellikleri gosterilmistir.

Tablo 1. Gazlarin, sivilarin ve siiper kritik akiskanlarin fiziksel 6zelliklerinin
karsilastirilmasi (15).

Ozellik Yogunluk (kg/m®)  Viskozite (cP) Difiizivite(mm® /s)
GAZ 1 0.01 0.1-10

SFE 100-800 0.05-0.1 0.01-0.1

SIVI 1000 0.5-1.0 0.001

Ekstraksiyon igleminde karbondioksit kullaniminin avantajlar1 sunlardir;

e Sudaki c¢oziiniirliigii disiik oldugundan dolayi, sulu ¢ozeltilerden organik
maddelerin ekstraksiyon edilmesi oldukga kolaydir.

e Viskozitesi diisiiktiir.

e [sil iletim 6zellikleri ¢ok iyidir.

e Toksik degildir.

¢ Yanici degildir.

e Maliyeti duisiiktiir.

e Kolaylikla ve saf halde eldesi miimkiindiir.

e (Cevre agisindan herhangi bir problem olusturmaz (14).
4.3.7. Kat1 Faz Mikro Ekstraksiyon (SPME)

SPME, modifiye edilmis bir siringaya benzeyen, oldukca basit ve ¢oziici
gerektirmeyen bir ydntemdir. Ince polimer film kapl eritilmis slika optik bir life

sahiptir. Ornek, gaz ya da ¢ozelti halinde iken SPME ignesi kapali ortama sokulur ve



lifi koruyan kisim geri gekilir. Daha sonra 6rnek GC veya GC-MS’e desorpsiyon ile
aktarilarak analiz edilir (10).

SPME ekstraksiyonunun siiresi 1-20 dakika arasinda degigmektedir. Bu siire
hegzan gibi ugucu bilesiklerde yeterli olmakta fakat daha az ugucu bilesikler i¢in daha
fazla siireye ihtiya¢ duyulmaktadir. Maliyeti diisiik bir yontemdir. Resim 3’te kullanilan

fiber ug¢ gosterilmistir.

Resim 3. Kat1 faz mikro ekstraksiyon fiber ucu

4.3.8. Mikrodalga Ekstraksiyon (MWE)

Mikrodalga enerjisinin etkinligi ¢oziiciiniin igerigine, bitki materyaline ve
uygulanan mikrodalga giiciine baghdir. Bu ekstraksiyon yontemi, sicaklik ve basing
kontrolii edilebilen kapal1 bir kap igerisinde yapilan veya atmosferik basing altinda agik
kap igerisinde gerceklesen bir sistemdir. Ayrica bu yontemde az ¢Ozici
kullanildigindan islem kisa silirede gergeklesmektedir. Mikrodalga ekstraksiyon
yontemiyle bitkilerdeki polifenoller ve lignanlar ayristirilabilmektedir. Mikrodalga

ekstraksiyon yontemi i¢in kullanilan firin Resim 4’te gosterilmistir.



Resim 4. Mikro Dalga Firin

4.4. Ucucu Yaglarin Simflandirilmasi
4.4.1. Kimyasal Yapilarina Gore Siniflandirilmasi

Ugucu yaglar bilesimlerinde hidrokarbonlar, alkoller, asitler, esterler, aldehitler,
ketonlar ve fenoller gibi ¢esitli bilesikler bulundurmaktadir. Karmasik bir kimyasal
yapiya sahip olduklar: bilinen ugucu yaglar kimyasal yapilarina gore baslica 4 grupta

toplanmistir. Bunlar;

e Terpenik maddeler,
e Aromatik maddeler,
e  Diiz zincirli hidrokarbonlar,

e Azot ve kiikiirt tasiyan bilesiklerdir.

Terpenik ve aromatik olan grup ugucu yaglarin ana bilesiklerini olustururlar. Diiz
zincirli hidrokarbonlardan ve azot-kiikiirt tagiyan ugucu yaglardan etken maddeyi

olusturanlar ¢ok azdir.

Glinlimiizde ugucu yaglarin yapisinda 2000°den fazla kimyasal bilesik
bulunmaktadir ve bunlarin % 90’1 terpenik maddelerden olusmaktadir. Ugucu yaglarin
kendisine has kokusu terpenlerin oksitlenmesi ile olusan oksijenli tiirevlerinden

kaynaklanir (16).
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4.4.2. Aromatik Ozelliklerine Gore Simiflandirilmasi
Ucgucu yaglar koku ve tat 6zelliklerine gore de gruplandirilirlar. Bunlar;

e Aromatika (¢ok kokulu ve tadi iyi olanlar),
e Aromatika-aroma (kokulu ve tad1 ac1 olanlar),

e Aromatika-akria (kokulu ve tadi keskin olanlar)’dur.
4.4.3. Terapik Etkilerine Gore Siiflandirilmasi
Ucucu yaglar, terapik 6zelliklerine gore;

e {ltihap olusmasini1 azaltic
e Idrar soktiiriicii

o  Oksiiriik kesici

e Balgam soktiirticti

e Gaz giderici

e  Safra soktiiriicli olarak kullanilirlar (16).
4.5. Terpenler

Terpenler hidrokarbonlarin genis bir smifidir. Bitkilerde, 06zellikle 18ne
yapraklilarda iiretilmekte olup bazi bocekler de terpen salgilamaktadirlar. Cogu bitki ve
ciceklerdeki esans yaglarinin baglica bileskeleridir (17).

Terpenler, ugucu yaglarda en fazla bulunan dogal bilesiklerdir. Terpen adi
turpentin kelimesinden tiiremistir. Terpenlerin basta oksijen olmak tizere heteroatom

igeren tiirevleri ‘terpenoid’ olarak isimlendirilmektedir (18).

Terpenler C5H8 kapali formiiliine sahip ‘izopropen’ olarak adlandirilan, 2-metil-

1,3-biitadienin bir araya gelmesiyle olusurlar. Dallanmanin oldugu u¢ ‘bas kism1’ diger
u¢ ‘kuyruk kismi’ olarak adlandirilir ve 25 karbonlu yapilara kadar izopropenler
cogunlukla bas-kuyruk seklinde baglanirlar. Daha fazla sayida karbon igeren yapilar da
genellikle 2 terpenin birlesmesinden olusurlar (19,20).
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4.6. Terpenlerin Simflandirilmasi

Terpenler igerdikleri izopropen birimlerinin sayisina gore 8 ana baslik altinda

siiflandirilirlar. Terpenlerin siniflandirilmas: Tablo 2’de gosterilmistir.

Tablo 2. Terpenlerin Siniflandirilmasi

Sinifi Izopren Unitesi Karbon Sayisi Kapal Formiil
Hemiterpenler 1 5C CsHs
Monoterpenler 2 10C CioH16
Seskiterpenler 3 15C Ci5H24
Diterpenler 4 20C C20H32
Sesterpenler 5 25C C2s5H40
Triterpenler 6 30C C3oHa4s
Tetraterpenler 8 40C CaoHea
Politerpenler n 5nC (CsHs)s

4.6.1. Hemiterpenler

Hemiterpenler terpenlerin en kiigiikk birimidir. Bitkide genellikle alkoloid,
flavonoid gibi yapilara bagli olarak bulunurlar. Yapisinda oksijen icerenlerine
‘hemiterpenoidler’ denir. Dogal alkol olarak bilinen prenol (3-metil-2-biiten-1-0l) bu

smifa 6rnektir.
ﬁ/ ~._-OH

Prenol

4.6.2. Monoterpenler

Iki izopren {initesinin biraraya gelmesiyle olusan dogal bilesiklerdir. Oksijen

icermelerine gore ‘monoterpenoidler’ olarak isimlendirilirler. Monoterpen ve tiirevleri
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asiklik, monosiklik ve bisiklik yapida olabilirler. Asiklik yapida olanlart diiz
zincirlidirler ve cifte bag tastyabilirler. Monosiklik yapida olanlar, bir halka ve ¢ifte bag
tagirlar. Bisiklik yapidakiler de, iki halka ve ¢ifte bag tasirlar. Monosiklik
monoterpenler bir izopropil grubu iceren siklohegzandan tiiretilebilirler. Monosiklik

yapida olan limonen buna 6rnektir.

Limonen
(Monosiklik)

4.6.3. Seskiterpenler

Seskiterpenler 15 karbonlu olup, ii¢ izopren biriminin birlesmesiyle olusan
bilesiklerdir. Yapisinda oksijen icermelerine gore ‘seskiterpenoidler’ ismini alirlar.
Seskiterpenler asiklik, monosiklik, bisiklik, trisiklik ve tetrasiklik yapilarda
olabilmektedirler. Asiklik yapida olanlar, diiz zincirli olup gifte bag tasirlar. Monosiklik
yapidakiler, bir halka ve ¢ifte bag tasirlar. Bisiklik yapidakiler, iki halka ve ¢ifte bag
tasirlar. Trisiklik yapidakiler, ti¢c halka tasimakta olup tetrasiklik yapida olanlar dort

halka tasimaktadirlar. Bisiklik yapiya sahip olan bergamoten buna 6rnektir.

\

Bergamoten
(Bisiklik)
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4.6.4. Diterpenler

Diterpenler 20 karbonlu olup, dort izopropen biriminin birlesmesiyle
olugmuslardir. Oksijen igerenlere ‘diterpenoidler’ denilmektedir. Asiklik, monosiklik,

bisiklik ve trisiklik yapilarindadirlar.

Abietic Asit

4.6.5. Sesterpenler

Bes izopren biriminin birlesmesiyle olusurlar ve oksijen igerenler
‘sesterpenoidler’ olarak isimlendirilirler. Cesitli doymamis ve dallanmis sesterpenler

haslenler olarak da bilinmektedirler (18).

4

Haslen

4.6.6. Triterpenler

Triterpenler alt1 izopren iinitesinin biraraya gelmesi ile olusurlar. Oksijen
icerenlerine ‘triterpenoidler’ denir. Genellikle iki seskiterpen iinitesinin birlesmesiyle

olusurlar. Asiklik, tetrasiklik ve pentasiklik yapilarindadirlar.
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4.6.7. Tetraterpenler

Tetraterpenler, karotenoidler olarak bilinen bitkisel ve hayvansal pigmentlerdir.
40 karbonlu olup, sekiz izopren biriminin birlesmesiyle olusurlar. Oksijen ig¢erenlerine
‘tetraterpenoidler’ denilmektedir. En bilinen 6rnegi havugtan izole edilen karoten

bilesigidir.

Karoten

4.6.8. Politerpenler

Cok sayida izopren biriminden olusan polimerik yapili terpenlerdir. En ¢ok bilinen

ornegi poliizopren olan dogal kauguk (cis-1,4-poliizopren)’tur.
4.7. Spektroskopik Yontemler

Spektroskopi, bir 6rnekteki atom, molekiil veya iyonlarin bir enerji diizeyinden
digerine gecis swrasinda yayilan elektromanyetik 1s1manin  Olglilmesi  ve
yorumlanmasidir. Spektroskopik yontemler, ultraviyole-goriiniir bolge absorpsiyon
spektroskopisi, floresans ve fosforesans spektroskopisi, atomik absorpsiyon
spektroskopisi, infrared (IR) spektroskopisi, niikleer manyetik rezonans (NMR)
spektroskopisi, kiitle (MS) spektroskopisidir.

Absorpsiyon spektrometresi veya absorpsiyon spektrofotometresi maddenin 15181
absorplamasini incelemek i¢in kullanilan diizenektir. Isik kaynagi, dalga boyu segicisi,

dedektdrden olusur. Dedektorde optik sinyal bir kaydedici ile dl¢iliir.

Infrared (IR) spektroskopisi, yap:r aydinlatilmasinda ve fonksiyonel gruplarin
varliginin belirlenmesinde kullanilan bir yontemdir. Bilinmeyen maddelerin infrared

spektrumlari, olmas1 beklenen maddelerin ayni kosullarda ¢ekilen spekrumlar ile veya
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kataloglarda bulunan spektrumlarla karsilastirilir. Bunun igin kullanilan cihazlar,

infrared absorpsiyon spektrofotometreleridir.

Niikleer manyetik rezonans (NMR) spektroskopisi, daha ¢ok saf haldeki
bilesiklerin nitel analizinde ve yapilarinin belirlenmesinde kullanilan bir yontemdir. Bu
yontemle nicel analiz de gergeklestirilebilmektedir ancak bu amagla kullanilirken
yontemin duyarliligi oldukc¢a azdir. Molekiillerdeki belirli ¢ekirdeklerin kuvvetli bir
magnetik alandayken, radyo dalgalarin1 absorblamasina dayanir ve bir molekiildeki C

ve H atomlaria dair bilgiler verir (21).

Kiitle (MS) spektroskopisi, maddelerin elementel bilesimlerinin belirlenmesinde,
molekiillerinin yapilarinin aydinlatilmasinda ve bir Ornekteki atomlarin izotopik

oranlarinin bulunmasinda kullanilan bir yontemdir.
4.7.1. Kromatografik Yontemler

Kromatografi, bir karigtmdaki iki veya daha fazla bilesenin, hareketli (tasiyict) bir
faz yardimiyla, sabit (durgun) bir faz arasindan degisik hizlarda hareket etmelerine
dayanan saflagtirma ve ayirma teknigidir. Bu yontemle, birbirine hem kimyasal hem de

fiziksel olarak ¢ok yakin karisimlar1 ayirmak oldukca kolaydir ve kisa zaman alir.

Kromatografide durgun faz, bir kat1 veya kat1 yiizeyine kaplanmis bir siv1 fazdir.
Durgun fazin iizerinden akan hareketli faz ise bir gaz veya sividir. Hareketli fazin siv1
oldugu kromatografi tiirline Sivi Kromatografisi; hareketli fazin gaz oldugu

kromatografi tiiriine de Gaz Kromatografisi denir (22).

16



Kromatografi’nin Siniflandirilmasi

Ayrilma Mekanizmalarina <— —> Faz Tiplerine Gore
Gore

v Swvi-Kati Kromatografisi

Adsorpsiyon Kromatografisi v Swi-S Kromatografisi

Partisyon Kromatografisi

Iyon Degistirme Kromatografisi

Jel filtrasyon Kromatografisi

Iyon ¢ifti Kromatografisi

AN NN

Afinite Kromatografisi

Uygulama Bicimine Gore

v Kagit Kromatografisi

v Ince Tabaka Kromatografisi (TLC)

v Gaz Kromatografisi (GC)

v' Yiiksek Basingli S1vi Kromatografisi (HPLC)

Sekil 1. Kromatografi’nin siniflandirilmasi

4.7.2. Gaz Kromatografisi

Gaz kromatografisi, ugucu organik bilesikleri ayirmak igin kullanilan
kromatografik bir yontemdir. Bir tasiyict gaz kaynagi, bir enjeksiyon portu, sabit faz
igeren ayirma kolonu, bir dedektor ve kayit edici kisimlardan olugmaktadir. Genel bir

gaz kromatografi cihaz1 Sekil 2°de gosterilmistir.

tasiyicl gaz girisi
silikeon lastik r” ] 1 [ ' \ f

septum ———— :,__'_li
Lo : 1k

§

;‘;J:ktﬁf enj ekil:ﬁr ( - 4\\] J\ -‘ |T\I de.tiktﬁr bilgisayar
firm | |detektdr
\\ // ™

'-.H_“::_.__-"—_: '

| kolon

Lkolon fumu

Sekil 2. Gaz kromatografi sistemi (16)
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Kolon boyunca numuneyi ilerletmek i¢in hareketli faz olarak hidrojen, helyum ya
da azot gibi inert gazlar tasiyict gaz olarak kullanilirlar. Gaz akis hizint 6lgmek igin
genellikle basingélgerler kullanilir. Gaz kromatografisinde (GC) kullanilan en yaygin
form kapiler gaz kromatografisidir (CGC). Cogu kapiler kolonlar dis1 poliimidle kapli
eritilmis silikadan yapilmis olup, oldukca esnek bir yapiya sahiptirler. Bundan dolayz,
¢ok uzun bir kolon kiiciik bir bobin halinde sarilabilir. Organik bilesikler kolonda
hareketli faz ve sabit faz arasinda farkli dagildiklarindan dolay1r ayrilirlar. GC
kolonlarinda en yaygin sabit fazlar polisiloksanlardir. En apolar sabit faz ise
polidimetilsilioksandir. Cok polar analitler i¢in polietilen glikol yaygin bir sekilde sabit
faz olarak kullanilir (16).

4.7.2.1. Tasiyic1 Gaz

Tas1yic1 gaz, analiti kolon boyunca tasir. Genellikle kullanilan tasiyic1 gazlar He,
Ar, N2, H2 ve CO2 dir. Tas1yic1 gazin se¢imi kullanilan dedektore baglidir. Asil gorevi,
safsizliklar1 uzaklagtirmak icin kullanilan elek olmasidir. Hidrojen gazi da iyi bir
tasiyict gazdir fakat analit ile reaksiyona girip yeni maddeler olusturabileceginden ¢ok

fazla tercih edilmez.
4.7.2.2. Enjeksiyon Portu

Enjeksiyon kismi kolonun basinda, i¢inde buharlastirici olan lastik bir septumdan
olusur ve sicakligit maddeyi buharlastirabilmek i¢in oldukg¢a yiiksek olamalidir.
Enjeksiyon portu iki modda c¢alisir. Bunlar; split ve splitlessdir. Split mod kolonun
kirlenmesini Onler. Derisik numuneler icin split mod tercih edilir. Splitless mod da ise,
enjekte edilen maddenin tamami kullanildigindan numune miktar1 az oldugunda bu mod

tercih edilir.
4.7.2.3. Kolon

Gaz kromatografisinde kullanilan iki tip kolon vardir. Bunlar dolgulu kolonlar ve
kapiler kolonlardir. Giinlimiizde kullanilan dolgulu kolonlar, cam, paslanmaz c¢elik,
bakir veya teflon gibi malzemelerden yapilmaktadir. Kolonlar 2-3 m uzunlugunda, 2-4
mm ¢apindadirlar. Kapiler kolonlar ise, duvar kapl kapiler kolonlar (WCOT) ve destek
kapli kapiler kolonlar (SCOT) olmak {iizere iki tiirliidiir. Bu kolonlarin avantajlari,

fiziksel dayaniklilik, numune bilesenlerine karsi inertlik ve yiiksek esneklige sahip
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olmalaridir. Kolonun optimum sicakligi maddenin kaynama noktasina baglidir. Diisiik

sicakliklar iyi ¢oziiniirliik verir ancak alikonma zamanini arttirir (23).
4.7.2.4. Dedektor

Kromatografik kolonla elde edilen ayrilmayi bir dedektor takip eder. Gazlar
kolondan dedektore gecerek atik kisimdan ¢ikarlar. Dedektorden ¢ikis sinyali
kromatogram1 ¢izen kaydediciye iletilirler ve ayrilmis olan numune bilesenlerine
karsilik gelen bir seri pik elde edilir. Bir dedektorde olmasi beklenen o6zellikler
sunlardir: stabilite, hassasiyet, hizlilik, ayni derecede tekrarlanabilen sonug. Gaz

kromatografisinde bir¢ok dedektor kullanilmaktadir. Bunlardan bazilari;

Infrared Analiz Cihaz1 (GC-FT-IR)

Yiizey Potansiyeli Detektorii

Kiitle (mass) Spektrometresi (GC-MS)

Desarj Detektorii

Alev Iyonizasyon Detektérii (FID)

Beta Isin1 Iyonizasyonu Detektorii (Elektron Yakalama Dedektorii (ECD)
Termal iletkenlik Dedektérii (TCD)

Nitrojen Fosfor Dedektorii (NPD)’diir (24,25).

N N N N

Baz1 dedektor tiirlerinin kullanilabilir 6rnekleri Tablo 3°te gdsterilmistir (26).

Tablo.3. Dedektér Tiplerinin Uygulanabilir Ornekleri

Dedektor Tipi Uygulanabilir Ornekler
Termal iletkenlik (TCD) Evrensel

Alev iyonizasyon (FID) Hidrokarbonlar

Nitrojen fosfor (NPD) N, P iceren drnekler
Elektron yakalama (ECD) Halojenli hidrokarbonlar
Atomik emisyon (AED) Element segici
Fotoiyonizasyon (PID) Gaz ve buhar bilesikler
Kiitle spektrometre (MSD) Ayarlanabilir 6rnek
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4.8. Antimikrobiyal Maddelerin Ozellikleri

Ugucu yaglar c¢esitli amaclar i¢in uzun yillardir kullanilmaktadir. Son yillarda
farkli ozelliklerinden yararlanilarak daha genis amagli kullanimlart ve bu amag
dogrultusunda yapilan arastirmalar hizla siirdiiriilmektedir. Uzerinde en ¢ok durulan
konu ise antimikrobiyal 6zellikleridir (27). Bu 6zelliklerinden dolay1 ugucu yaglar ¢ig
gidalarin  korunmasinda, modern ilaglarda katki maddesi ve dogal tedavilerde
kullanilmaya  baglanmistir.  Antibiyotiklerin =~ duyarhiliklarin1  belirlemek  igin
kullanilmakta olan testler, ugucu yaglarin antimikrobiyal 6zelliklerinin belirlenmesinde
de kullanilabilir. Uzun yillarca bu konuyla ilgili birgok calisma yapilmistir. Genelde
ucucu yaglarin antimikrobiyal aktivitelerini test etmek ve degerlendirmek zordur.
Bunun sebebi de, sudaki ¢oziiniirliiklerinin az olmasidir. Yapilan deneyi ve sonuglari
etkileyen en onemli faktorler; deneyin yapilis teknigi, kullanilan mikroorganizma ve

ucucu yagin yapisal ozellikleridir.

Antimikrobiyal madde; istenmeyen fakat herhangi bir sebepden dolay1
bulunabilen bakteri, kiif ve mayalari, her tiirlii mikroorganizmay1 ortamdan yok etmek
ve ¢ogalmasini Onlemek icin gidalara katilmaktadir. Antimikrobiyallarin etkisi,
cogalmayr durdurucu veya Oldiiriicii olabilmektedir. Mikroorganizma 6liimii; genetik
yapilarinin etkilenmesi, protein sentazinin etkilenmesi, enzim sisteminin etkilenmesi

seklinde olabilir.

Uygun antimikrobiyal madde se¢iminde dikkat edilmesi gereken konular

sunlardir;

Genis spektrumlu olmali

Gida bileseni ile reaksiyona girmemeli

Saf olmali, toksikolojik yonden problem olusturmamali
Ucuz olmal

Paketleme materyali ile reaksiyona girmemeli
Fizyolojik yonden sakincali olmamali

Gidanin duyusal 6zelliklerini etkilememeli

N N N N N R

Gidalarda bulunan mikroorganizmalart miimkiin oldugu kadar az

etkilemelidir.
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5. MATERYAL ve METOT
5.1. Kullanilan Cihazlar

Yapilan calismada gaz kromatografisi cihaz1 olarak Shimadzu QP20104 Ultra
marka cihaz kullanilmistir. Bununla birlikte, Shimadzu 2010 plus FID, Shimadzu Class-
5000 Chromatography Workstation yazilimlari ve dedektdr olarak Shimadzu marka
kiitle spektrometresi kullanilmistir. Lathyrus laxiflorus subsp. laxiflrous bitkisi igin elde

edilen deneysel kosullar Tablo 4’te gdsterilmistir.

Tablo 4. GC Spektrumlarinin Alindig1 Deneysel Kosullar

Sicaklik 60 °C'dan 240 °C

Akis Hizt 1.0 mL dk-1

Toplam Analiz Siiresi 62 dk

Enjekte Edilen Numune Miktari 2 uL

Enjeksiyon Sicaklig 260 °C

Tasiyic1 Gaz Helyum

Kolon RTX-5M 30 m Kapiler Kolon
Iyonizasyon Voltaji 70 eV

Laboratuvarda kullandigimiz GC-MS cihazi Resim 5’te gosterilmistir.

Resim 5. GC-MS cihaz
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Bitki yapraklar1 0.2 cm ve daha kiiciik pargalara ayrildiktan sonra bir havan i¢inde
ezildi ve toz haline getirilen materyalden 7 g kadar tartilip 10 mL hacimli bir erlen
igerisine koyulup bdlme igerisine yerlestirildi. 10-15 dakika kadar ekstraksiyon
yapildiktan sonra RTX-5M kapiler kolonu igerisinde 62 dakikada analiz edildi.

Tablo 5. SPME Deneysel Kosullari

Kolon RTX-5M 30 m Kapiler Kolon
Toplam Analiz Siiresi 62 dk

Kullanilan Fiber Ug DVB/Karboksen/PDMS Kararli Ug
Enjeksiyon Sicakligi 260 °C

Ekstraksiyon Siiresi 10 dk

Laboratuvarda kullandigimiz SPME fiber u¢ Resim 6’da gosterilmistir.

Resim 6. SPME fiber u¢

Bu ¢aligmada tiim bilesenlerin alikonma zamanlar1 n-alkanlarin (C6-C32) standart
olarak kullanildigi Kovats metodu ile belirlendi. Spektral data eslestirmeleri ve
karilastirmalar1 NIST (National Institute of Standards and Technology ) ve Wiley

kiitiiphanelerinden yararlanilarak yapildi.
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5.2. Bitki Materyali ve Temini
5.2.1. Calismada Kullanilan Bitki (Lathyrus laxiflorus subsp. Laxiflorus)

Fabaceae familyasina ait lathyrus cinsi bu bitki ugucu yag bakimindan zengin
icerige sahiptir. Baklagiller olarak bilinen bu familya (fabaceae), ¢ogunlukla otsu
bitkilerin olusturdugu cal1 ve agag tiirlerini de iceren genis bir alana sahiptir. 400 cins ve
10.000 civarinda tiir igerir. Fasulye, bakla, nohut, soya, mercimek, bezelye gibi insan
gidas1 olarak kullanilan tiirler bu familyadandir. Bu bitkinin literatiirdeki bazi
kullanimlari; kalp hastaliklarina karst korumasi, sirt agrilarimi iyilestirmesi, ciger
tikanikligina faydali olmasi, viicut direncini arttirmasi, kirtlan kemikleri iyilestirmesi

seklindedir (28).

Resim 7. Lathyrus laxiflorus subsp. laxiflorus bitkisi

5.2.2. Bitki Materyalinin Temini

Lathyrus laxiflorus subsp. laxiflorus bitkisi Temmuz 2010°’da Tiirkiye’ nin
kuzeydogusundaki Bayburt ilinin Kopuz Koyl ¢evresinden (2900 m) toplanmustir. BitKi
dogrulanmas1 Karadeniz Teknik Universitesi Biyoloji Boliimii'nden Prof. Dr. Kamil
Coskuncelebi'ye yaptirilmistir. Tiim bitki materyali Karadeniz Teknik Universitesi
Biyoloji Boliimii herbaryumunda muhafaza edilmis ve analiz siiresine kadar oda

sicakliginda agik havada kurutulmustur.
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5.3. Ucucu Yaglarin izolasyonu

Lathyrus laxiflorus subsp. laxiflorus bitkisinden 50 gram alinarak par¢alanmis
sekilde Clevenger balonuna koyuldu. Balona yaklasik 400 mL kadar su ilave edildi.
Clevenger diizeneginde bitki 3 saat su buhari destilasyonuna tabi tutuldu. -15 °C deki
sogutma banyosuyla sogutularak su iizerinde toplandi. Bitkiden elde edilen ugucu
yaglar, 0.5 mL n-hegzan ile ¢oziilerek alindi. 2 pL’si GC-MS cihazinda viallere
konularak analizleri yapildi. Kullanilan GC-MS cihazindaki ugucu yaglarin konuldugu

vialler Resim 8’de gosterilmistir.

Resim 8. GC-MS cihazindaki ugucu yaglarin konuldugu vialler

5.4. Antimikrobiyal Aktiviteleri

Antimikrobiyal aktivite testi i¢in kullanilan biitlin mikroorganizmalar Refik
Saydam Hifzissihha Enstitiisiinden alinmistir. Bu mikroorganizmalar; Escherichia coli
ATCC 25922, Yersinia pseudotuberculosis ATCC 911, Staphylococcus aureus ATCC
25923, Enterococcus faecalis ATCC 29212, Bacillus cereus 702 Roma, Mycobacterium
smegmatis ATCC607 ve Candida albicans ATCC 60193 diir.

5.4.1. Agar Jel Difiizyon Metodu

Izole edilen ugucu yaglarin antimikrobiyal aktiviteleri, agar-jel difiizyon metodu
kullanilarak tayin edilmeye calisildi. Her bir mikroorganizma Mueller Hinton (MH)
(Difco, Detroit, MI) suyunda bir siire bekletildikten sonra, mililitresinde yaklasik olarak
106 koloni olusturulacak bi¢cimde seyreltildi. Daha sonra Mueller Hinton Agar (MHA)

24



ve Sabouraud Dextrose Agar (SDA) (Difco, Detriot, MI) iizerine asilanarak kurutuldu.
Candida tropicalis mikroorganizmasi i¢in sadece SDA kullanildi. Agarlardan, steril bir
mantar matkab1 kullanilarak 5 mm’lik kuyucuklar kesildi ve bu kuyucuklara 50 pl
numune konuldu. Plakalar 35 °C’ de 18 saat inkiibasyona birakildi. Antimikrobiyal
aktivite, test organizmalarina karst meydana gelen inhibisyon alanlar1 dlgtilerek
belirlenmistir. Ampicillin (10 pg) standart ilag olarak ve dimetilsiilfoksit ¢oziicii olarak

kullanilmistir (29,30).
5.5. Kullanilan Alet ve Cihazlar

Calismada kullanilan aletler, cihazlar ve satin alindiklar1 firmalar Tablo 6'da

verilmektedir.

Tablo 6. Calismada Kullanilan Cihazlar ve Satin Alindiklar1 Firmalar

Ad Satin Alindig1 Firma
GC-MS Shimadzu

Clevenger Wisetherm Heating Mantle
Sicaklik Kontrol Sistemi Poly Science Chiller

Tart1 Gec Avery

Blendir
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6.BULGULAR ve SONUCLAR

Bu c¢alismada Lathyrus laxiflorus subsp. laxiflorus bitkisine ait ugucu yaglarin
GC-MS cihazi ve SPME yontemi ile analizi yapildi. Analiz sonucunda, bitkiye ait
toplam bilesiklerin yapis1 aydmlatildi. Yapisi aydmnlatilan bilesikler monoterpen,
monoterpenoid, seskiterpen, seskiterpenoid halinde 4 smf olarak gruplandirildi.
Bitkide, toplam clevenger yontemi ile yirmi yedi, SPME yontemi ile otuz ugucu yag

bilesigi tespit edildi.
6.1. Clevenger Yontemi Sonuclari

Clevenger yontemi ile Lathyrus laxiflorus subsp. laxiflorus bitkisine ait toplam 27
ucucu yag bileseni tespit edilmistir. Bu ugucu yag bilesenleri; 11 monoterpen, 14

monoterpenoid, 1 seskiterpen, 1 seskiterpenoid bilesiklerinden olusmaktadir.
6.2. SPME Yontemi Sonuclar:

SPME yontemi ile toplam bu bitkiden 30 ugucu yag bileseni elde edilmistir. Bu
ucucu yag bilesenleri; 12 monoterpen, 9 monoterpenoid, 9 seskiterpen bilesiklerinden

olusmaktadir.

Tablo 7. Lathyrus laxiflorus subsp. laxiflorus Bitkisinin GC-MS Ugucu Yag
Bilesenlerinin Siniflandirilmasi

Clevenger SPME
Bilesik Sinifi Bilesiklerin Bilesiklerin
%Alan %Alan
Sayisi Sayis1
Monoterpen 27.03 11 53.71 12
Monoterpenoid 69.49 14 14.15 9
Seskiterpen 0.14 1 18.96 9
Seskiterpenoid 0.2 1 - -
Digerleri 68.2 15 31.84 15

26



Tablo 8. Lathyrus laxiflorus subsp. laxiflorus Bitkisinin Kimyasal Sinif Dagilimindaki

Anabilesenler

Clevenger SPME
Bilesik Simifi % %

Ana Bilesen Alan RI Ana Bilesen Alan RI
Monoterpen Camphene 9.64 946  f- Phellandrene 16.28 1038
Monoterpenoid  Camphor 44.60 1246 Isobornyl formate 6.6 1239
Seskiterpen trans-Caryophyllene 0.14 1434  o- Copaene 5.05 1380
Seskiterpenoid  Juniper camphor 0.2 1688 - - -

Lathyrus laxiflorus subsp. laxiflorus bitkisine ait elde edilen sonuglardan,
Clevenger ve SPME yontemleriyle sirasiyla toplam 27 ve 30 tane ugucu yag elde
edilmistir. Tablolarda goriildigii gibi Clevenger yontemi ile yapilan analizde
monoterpenoid grubu ana bilesenlerini olustururken SPME yoOntemine gore ise
monoterpenler ana bilesenleri olusturmaktadir. Clevenger yontemi i¢in Camphor,
SPME yontemi i¢in de S~ Phellandrene ana bilesen olarak tespit edilmistir. Tablo 7°de
Lathyrus laxiflorus subsp. laxiflorus bitkisine ait 4 ugucu yag sinifina gore yiizde
bilesimler verilmis. Bu bitkinin toplam olarak ugucu yag bilesen yiizdeleri, Clevenger
icin %96.86, SPME i¢in %86.82 olarak belirtilmistir. Clevenger yonteminde,
monoterpenoid grubu %69.49 bulunurken SPME metodunda %14.15 tespit edilmistir.

Lathyrus laxiflorus subsp. laxiflorus bitkisi i¢erisinde ugucu yaglardan Camphor
ve S~ Phellandrene biiyiik terpen tiirleridir. Karsilastirma amagli yapilan bu ¢alismada
her iki destilasyon yontemiyle elde edilen ucgucu bilesenlerin benzer olduklari
gozlenmistir. Tablo 8 de temel gruplardan daha az miktarda olan farkli gruplarin
yiizdeleri de gosterilmektedir. Lathyrus laxiflorus subsp. laxiflorus bitkisinin literatiirde
bulunan ucgucu yag verilerine bakildiginda temel bilesenlerinin camphor, izobornil

format, trans-chrysanthenly asetat, kamfen, trans-karyofilen oldugu goriilmektedir.
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Tablo 9. Lathyrus laxiflorus subsp. laxiflorus Bitkisinin Tiim Ugucu Bilesenleri

Clevenger SPME
No Bilesikler DeneyRI Sapt. (RI/MS)
%B  %Alan %8B %Alan

1  o-Thujene 98 5.99 938 931
2 o-Pinene 97 1.71 97 2.60 945 939
3 Thuja-2,4(10)-diene 96 3.83 955 953
4 Camphene 97 9.64 97 3.16 957 946
5  Sabinene 97 0.55 97 2.76 973 969
6  pB-Pinene 97 0.5 97 11.04 978 974
7 Myrcene 96 12.85 997 991
8  oa-Phellandrene 96 0.15 95 0.27 1009 1002
9  A4-3-Carene 97 1.09 1020 1008
10 a-Terpinene 98 0.57 1020 1014
11 p-Cymene 95 2.89 85 0.61 1028 1020
12 Thujol 88 2.75 1036

13 - Phellandrene 95 16.28 1038 1031
14 trans-B-Ocimene 97 1.86 1042 1044
15 sTerpinene 97 0.96 94 0.62 1066 1054
16 cis-Sabinene hydrate 93 0.25 1076 1068
17  Terpinolene 93 0.24 87 0.57 1095 1086
18 Linalool 97 0.66 98 1.74 1102 1095
19 Phellandral 95 0.45 1114

20 grlans- p-Menth-2-en-1- 93 053 1135 1136
21 Camphor 98 44.60 97 0.50 1148 1141
22 Borneol 97 1.06 1167 1165
23 cis-Pinocarveol 95 1.42 1178 1182
24 4-Terpineol 96 241 94 0.35 1189 1177
25 p-Cymen-8-ol 93 0.27 1194 1183
26  a-Terpineol 97 0.39 91 0.65 1193 1186
27  trans-Piperitol 95 0.23 95 0.40 1214 1027
28  Isobornyl formate 96 6.60 1239 1235
29 trans-Chrysanthenyl 96 11.78 1246 1235

Acetate

30  Chrysanthenone 84 0.35 1262

31 Isobornyl acetat 88 3.13 97 2.60 1289 1283
32 Carvacrol 97 0.52 1301 1298
33 A-Elemene 93 0.33 1347 1339
34  o- Copaene 5.05 1380 1374
35 p-Bourbonene 96 1.06 1394 1387
36  p-Elemene 96 2.46 1396 1389
37 trans-Caryophyllene 95 0.14 97 3.97 1434 1438
38  a-Humulene 98 1.71 1469 1452
39 j~curcumene 85 0.28 1488 1481
40 Germacrene D 94 2.23 1495 1484
41  5Cadinene 97 1.87 1535 1522
42 Juniper camphor 9102 1688 1691

Toplam 96.86  86.82

Bu ¢alismada Lathyrus laxiflorus subsp. laxiflorus bitkisinin GC-MS cihazi ile

clevenger yontemine gore toplam 27 ugucu bilesen, SPME yontemine gore de toplam
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30 adet ugucu bilesen saptanmis olup toplamda her iki yontem ile 42 adet ucucu bilesen
belirlenmigtir. Tabla 9’da toplam ugucu bilesenler gosterilmistir. Asagida bu

bilesiklerden bazilarinin siiflarina gore molekiil yapilari verilmistir.

(4) Kamfen (Monoterpen)

/H\D-ﬁ

(29) trans-Chrysanthenyl Acetate (Monoterpenoid)

(37) trans-Caryophyllene (Seskiterpen)

(42) Juniper camphor (Seskiterpenoid)

6.3. Antimikrobiyal Aktivite Sonuclar:

Lathyrus laxiflorus subsp. laxiflorus bitkisinin ugucu yaglarmin sahip oldugu

antimikrobiyal aktiviteyi belirlemek amaciyla yapilan antimikrobiyal aktivite testleri
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Minimum inhibisyon konsantrasyonu (MIC) yontemine goére yapilmistir.
Antimikrobiyal aktivite testi Escherichia coli ATCC 25922, Yersinia
pseudotuberculosis ATCC 911, Staphylococcus aureus ATCC 25923, Enterococcus
faecalis ATCC 29212, Bacillus cereus 702 Roma, Mycobacterium smegmatis
ATCC607 ve Candida albicans ATCC 60193 mantarlarina kars1 standart antimantar
ajan olarak Ampicillin kullanilarak yapilmistir.

Tablo 10. Lathyrus laxiflorus subsp. laxiflorus Bitkisinin Antimikrobiyal Aktivite

Sonuglari
Mikroorganizmalar ve Inhibisyon alami (mm)
Num. Stok. pg/ml
Ec Yp Sa Ef Bc Ms Ca
L. laxiflors 33 9 18 - - - 15 -
Ampicillin 10 10 18 35 10 15 10 -

(Ec: Escherichia coli ATCC 25922, Yp: Yersinia pseudotuberculosis ATCC 911, Sa: Staphylococcus
aureus ATCC 25923, Ef: Enterococcus faecalis ATCC 29212, Bc: Bacillus cereus 702 Roma, Ms:
Mycobacterium smegmatis ATCC607, Ca: Candida albicans ATCC 60193)

6 tiir bakteri, 1 tlir mantar ile yapilan bitkinin antimikrobiyal aktivite ¢alismasinda
daha cok gram negatif bakterilere karsi aktivite gozlenmis, gram pozitif bakterilere
aktivite gostermemistir. Standart olarak kullanilan maddeler gibi mantar tiirii lizerinde

de bu bitkinin aktivitesi gdzlenmemistir.

Minimum Inhibisyon Konsantrasyonlar1 temel almarak aktiviteleri belirlenen

bakteri ve mantarlar Tablo 10°da gosterilmistir.
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7. TARTISMA

Lathyrus laxiflorus subsp. laxiflorus bitkisine ait ugucu yaglar, su buhari
destilasyonu ile elde edilerek, GC-MS, GC-FID yontemleriyle analiz edilmis ayrica
SPME yontemi ile de ugucu bilesenleri analiz edilmistir. GC-MS analizi sonucu yapisi
aydinlatilan 42 adet bilesik 5 ayn tirde smiflandirilmistir. Smiflarina gore bu
terpenlerin maximum miktarda bulunan bilesikleri Tablo 8 ‘de verilmistir. Clevenger
yontemiyle yapist aydinlatilan bu bitkinin neredeyse tamamini terpenler
olusturmaktadir. Terpenler giiniimiizde ilag, gida, kozmetik gibi alanlarda
kullanildigindan dolay1 bu tiir bilesikler bitkilerin ugucu yaglarindan izole edilebilirler.
Toplamda belirlenen 42 adet ucucu bilesenin, 27 tanesi clevenger yontemi ile 30 tanesi
ise SPME yontemi ile belirlenmistir. Yapis1 aydinlatilan terpenlerden monoterpenler
%27.03, monoterpenoidler %69.49, seskiterpenler %0.14, seskiterpenoidler 9%0.2,
digerleri %68.2 ‘lik alan kaplamakta olup, %69.49 oranla monoterpenoidler en fazla

bulunan terpen smifin1 olusturmaktadir.

Elde edilen ucucu yagin kimyasal bilesimi aydinlatilmis olup, yag verimi %0.22
olmasina ragmen biliylik bir kismini monoterpenoidlerin olusturdugu zengin bir

kimyasal bilesime sahip oldugu goriilmiistiir.

Lathyrus laxiflorus subsp. laxiflorus bitkisinin clevenger yontemi ile belirlenen
ana bilesenleri; camphene (9.64), camphor (44.60), trans-Caryophyllene (0.14), Juniper
camphor (0.2)’dir. SPME yontemi ile belirlenen bitkideki ana bilesenler ise; f-
Phellandrene (16.28), Isobornyl formate (6.6), a- Copaene (5.05)’dir.

Bu bitkilerdeki yapist aydmlatilamayan bilesikler farkli spektroskopik
yontemlerle aydinlatilabilir. izole edilen bilesiklerin, antimikrobiyal aktiviteleri

incelenip tibbi amagla kullanilabilirlikleri arastirilabilir.

Lathyrus laxiflorus subsp. laxiflorus bitkisine ait ugucu yaglara Minimum
Inhibisyon Konsantrasyonu (MIC) yéntemine gore antimikrobiyal aktivite testleri
uygulanmistir. Bu test sonuglarina gore; 6 bakteri ve 1 mantar iizerinde test edilmistir ve

daha ¢ok gram negatif bakterilere kars1 aktivite gosterdigi goriilmiistiir.
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8. ONERILER

Bu ¢alismada Lathyrus laxiflorus subsp. laxiflorus bitkisinin GC-MS cihazi ile
clevenger yontemine gore toplam 27 ugucu bilesen, SPME yoOntemine gore de toplam
30 adet ugucu bilesen saptanmis olup toplamda 42 adet ugucu bilesen belirlenmistir.
Yapis1 aydinlatilan bilesiklerin ¢ogunun terpen sinifi oldugu goriilmektedir ve
terpenlerin kullanim alanlar olduk¢a genis oldugundan bu tiir bilesikler izole edilip, saf

hale getirilip, antimikrobiyal aktiviteleri incelenebilir.

Bu c¢alismada yapilan antimikrobiyal testi 6 bakteri ve 1 mantar iizerinde test
edilmistir. Elde edilen ugucu yaglarin antimikrobiyal aktiviteleri bu mantar ve bakteriler
haricinde farkli mikroorganizmalar iizerinde incelenip aktivite gosterip gostermedikleri

incelenebilir.
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10. EKLER

Ek 1. Lathyrus laxiflorus subsp. laxiflrous Bitkisinin GC-MS Spektrumu
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Ek 3. Lathyrus laxiflorus subsp. laxiflrous Bitkisinin GC-MS-SPME Spektrumu
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Ek 4. Lathyrus laxiflorus subsp. laxiflrous Bitkisinin GC-FID-SPME Spektrumu
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