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OZET

Yeni Derin Otektik Céziiciilerin Sentezi ile Baz1 Origanum Tiirlerinin Ekstraksiyonu,

GC-MS Analizi ve Biyolojik Aktivite Uygulamalari

Bu tez calismasinda, yesil kimyanin énemli konularindan biri olan derin otektik
coziiciilerin sentezi ve ¢oziicli 6zelliklerinin genel ¢oziiciilere kiyasla fenolik bilesenlerin
ekstraksiyonu ve wugucu yag eldelerinde 6n muamele reaktifi olarak kullanimi
degerlendirilmistir. Elde edilen ugucu bilesenler ve derin Otektik c¢oziiciilerle elde edilen
ekstraktlarin antioksidan ve antimikrobiyal aktiviteleri incelenmis ve karsilagtirilmistir.
Sentezlenen derin oOtektik ¢oziiciilerin infrared ve diferansiyel taramali kalorimetrik
analizleri karakterizasyon Ozellikleri aydinlatilmistir. Tez calismasinda kullanilan bitki
tirleri Labiatae (Lamiaceae) familyasindan Origanum micranthum Vogel ve Origanum
minutiflorum Schwarz Et P. H. Davis olarak se¢ilmistir. Ugucu yaglar igin p-kumarik asit-
tert butil amonyum bromiir kullanilmistir. On muamele yapilmadan elde edilen ugucu
bilesen sayis1 sirasiyla 20 ve 27, dog ile edilen ugucu bilesen sayist ise 52 ve 58 olarak
tespit edilmistir. Elde edilen ugucu yaglarin antioksidan aktiviteleri FRAP, CUPRAC ve
DPPH testleri ile analiz edildi. FRAP ve CUPRAC testleri troloks es degeri olarak, DPPH
testleri ise SCsp degerleri olarak verilmistir. Antimikrobiyal aktiviteler icin patojen
ozellikli 1 mantar ve 4 bakteri iizerinde calismalar gergeklestirilmistir. On muamele
yapilmadan elde edilen yaglarin daha yiliksek antioksidan aktiviteye sahip oldugu
goriilmiistiir. On muamele ile elde edilen ugucu yaglarin daha yiiksek antimikrobiyal
aktiviteye sahip oldugu goriilmiistiir. Ekstraksiyon yontemi Design Expert 11.1.2
kullanilarak optimize edildi. Ekstraksiyon siirecine en ¢ok etki eden parametreler derin
otektik ¢oziicli hacmi, ekstraksiyon siiresi ve sicaklik olarak tespit edildi. Daha sonra Box-
Behnken tasarimi ile merkez noktada 3 tekrarli 3 parametre ig¢in ¢oklu regresyon analizi
uygulanmistir. Elde edilen model karesel ve anlamli sonu¢ vermistir. Yapilan ANOVA
analizine gore R? 0.9727, CV % 5.08, Standart sapma 3.66, sinyal/giiriiltii oran1 14.47
olarak bulunmustur. Derin 6tektik ¢oziicii olarak 1-hegzadekanol-timol ve 1-oktadekanol-
timol ¢oziiciileri kullanilmistir. Fenolik bilesenlerin tespiti ig¢in kullanilan yontem valide
edilmistir. Validasyon parametreleri sistem uygunluk, dogrusallik, LOD ve LOQ, geri

kazanim ve segicilik olarak belirlenmistir.

Anahtar Sozciikler: Biyolojik aktivite, Derin Otektik c¢oziicii, Kromatografi,

Optimizasyon, Validasyon
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ABSTRACT

Synthesis of New Deep Eutectic Solvents and Extraction of Some Origanum Species,
GC-MS Analysis and Biological Activity Applications

In this thesis, the synthesis of deep eutectic solvents, which is one of the important
topics of green chemistry, and their solvent properties compared to general solvents, the
extraction of phenolic compounds and their use as a pretreatment reagent in essential oil
extraction were evaluated. The antioxidant and antimicrobial activities of the extracts
obtained with the volatile components and deep eutectic solvents were examined and
compared. Infrared and differential scanning calorimetric analysis and characterization
properties of synthesized deep eutectic solvents were elucidated. The plant species used in
the thesis study were selected as Origanum micranthum Vogel and Origanum minutiflorum
Schwarz Et P. H. Davis from the Labiatae family. p-coumaric acid- tert butyl amonium
bromide was used for essential oils. The number of volatile components obtained without
pretreatment was determined as 20 and 27, respectively, and the number of volatile
components obtained with des was determined as 52 and 58. The antioxidant activities of
the essential oils obtained were analyzed by FRAP, CUPRAC and DPPH tests. FRAP and
CUPRAC tests are given as trolox equivalent, and DPPH tests are given as ICsp values. For
antimicrobial activities, studies were carried out on 1 fungus and 4 bacteria with
pathogenic properties. It was observed that the oils obtained without pretreatment had
higher antioxidant activity. Essential oils obtained by pretreatment were found to have
higher antimicrobial activity. The extraction procedure was optimized using the Design
Expert 11.1.2. The most influential parameters on the extraction process were determined
as deep eutectic solvent volume, extraction time and temperature. Then, with the Box-
Behnken design, multiple regression analysis was applied for 3 parameters with 3
repetitions at the central point. The obtained model gave square and significant results.
According to the ANOVA analysis, the R* was 0.9727, the CV was 5.08%, the standard
deviation was 3.66, and the signal/noise ratio was 14.4. 1-hexadecanol-thymol and 1-
octadecanol-thymol solvents were used as deep eutectic solvents. The method used for the
detection of phenolic compounds has been validated. Validation parameters were

determined as system suitability, linearity, LOD and LOQ, recovery and selectivity.

Keywords: Biological activity, Chromatography, Deep eutectic solvent, Optimization
Validation
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1. GIRIS ve AMAC

Derin otektik sivilar, iyonik sivilarla es ozelliklere sahip, yesil kimyanin gozde
alanlarindan biri olmustur. Iyonik sivilar yiiksek termal kararliliga sahip, genis siv1 faz
aralig1 imkam saglayan ¢esitli polaritelerde hazirlanabilen diisiik buhar basincina sahip
stvilardir. Derin tektik sivilar ise iki ya da daha fazla katinin bir araya getirilerek karisimi
olusturan katilardan daha diisiik erime noktasinda sivilasan karisimlardir (1). Otektik
dontisiimlerde karigimi olusturan ana faz tamamen yok olur ve tamamen sivi faza gecis
saglanir. Tuzlarin kat1 olusu farkli yiiklii iyonlarin ¢ekim giiclinden kaynaklanmaktadir,
yani birbiri istline istiflenmis iyonlar sebebiyledir. Kati fazdan sivi faza gecis, bu
istiflenmenin yani + ve — yiklerin arasindaki ¢ekim kuvvetinin azaltilmasiyla
saglanmaktadir. Otektik sivilarm olusturulmasinda bu gekim giiciiniin azaltilmasi, biiyiik
veya simetrik olmayan maddelerin kullanimiyla istiflenmenin engellenmesi ile
saglanmaktadir. Elde edilen bu sivilar buharlasmaz, elektrigi iyi iletir ve hemen hemen her
seyi ¢Ozebilir (1). Bu baglamda yeni alternatif sivilarin olusturulmasi yesil kimya

uygulamalari i¢in biiyiik bir 6nem tagimaktadir.

Analitik ¢alismalarda deney tasariminin yapilmasi ¢alismalar1 daha etkin bir sekilde
sonuclandirmak i¢in biliylik bir Onem tagimaktadir. Bir sisteme etki edecek tim
parametrelerin belirlenmesi, daha sonra bu parametrelerin sistem lizerine etkisinin ne kadar
oldugunun ortaya koyulmasi ¢aligmalar1 daha kiymetli yapmaktadir. Yapilan ¢alismalarda
genellikle her parametrenin sistem tizerine etkisi tek tek incelenir, daha sonra en iyi sonug
veren veriler temel alinarak caligsmalar tamamlanir. Ancak bu bakis acisiyla parametrelerin
etkilesimleri incelenememekte dolayisiyla parametrelerin sistem iizerine etkileri tam olarak
anlasilamamaktadir. Deney tasarimi ile parametreler arasi etkilesimlerin incelenmesi ve

cevaba etkisinin nasil yansidig: belirlenebilir.

O. micranthum ve O. minutiflorum bitkileri endemik olup antioksidan ve
antimikrobiyal aktivileteleri yiiksek oldugu bilinen bilesiklerdir (2). Yapilan ¢alismalarda
metanol ekstraktlarinin yiiksek fenolik igerige sahip oldugu bildirilmistir (2). Derin 6tektik
¢oziicliler ile muamele edilen bitkilerin ugucu bilesenlerinin ve ugucu tiirlerinin arttig1 daha
onceki ¢aligmalarda goriilmistiir (3). Yeni sentezlenecek derin oOtektik ¢oziiciilerin O.
micranthum ve O. minutiflorum tiirlerine uygulanmasi ile bu bitkilere ait ugucu yag
bilesimlerinin nasil degisecegini gormek, bu yaglarin endiistriyel kullanimini ile ilgili

degerlendirme yapmamiza imkan taniyacaktir.



Fenolik igerige sahip oldugu bilinen O. micranthum ve O. minutiflorum tiirlerinin
derin otektik c¢oziciiler ile ekstraksiyonu sonucu elde edilen ekstraktlarin antioksidan ve

antimikrobiyal etkilerinin nasil degisim gosterecegi de ayrica incelenmistir.



2. GENEL BILGILER
2.1. Botanik Bilgiler
2.1.1. Labiatae ( Lamiaceae) Familyasi

Labiatae (Lamiaceae) familyasi diinya tizerinde 4000 {izerinde tiire sahip en biiyiik
ve en Ozgiin ailelerinden biridir. Bu aile diinya tizerinde kozmopolit bir dagilima sahiptir.
Labiatae (Lamiaceae) familyas1 en iyi ugucu yaglariyla bilinmekte olup bu 6zellik ailenin
bircok iiyesi i¢in ortaktir. Bir¢ok biyolojik olarak aktif ucucu yaglar bu ailenin ¢esitli
iiyelerinden izole edilmistir. Labiatac (Lamiaceae) familyas1i yapilarinda bulunan
diterpenoidlerin varlig ile de tnlidiir (4). Bu familyaya ait bitkiler tarih dncesi caglardan
beri insanlar tarafindan kullanilmistir. Arkeolojik kazilardan elde edilen kanitlar,
giiniimiizde sadece yabani bitkiler olarak bilinen bu familyaya ait bazi tiirlerin gegmiste
yerel Olgekte yetistirildigini gostermektedir (5). Labiatae (Lamiaceae) familyas: tim
diinyadaki mutfaklarda sebze ve sifali bitkilerin ana kaynaklarindan biridir. Mentha,
Thymus, Salvia, Coleus, Omicum ve Origanum tiirleri gida tatlandiricilart olarak kullanilir.
Ayrica bu aileye ait cesitli tiirler modern tipta ve geleneksel tipta kullanilmaktadir.
Labiatae (Lamiaceae) familyas1 ¢ok ¢esitli kimyasal igerige sahiptir. Ailenin {iyelerinden
terpenoidler, iridiodlar, fenolik bilesikler ve flavonoidler gibi ¢ok c¢esitli bilesikler
bildirilmistir (6-9). Ugucu yaglardaki kisa zincirli terpenoidlerin bazilar1 bu bitkilerdeki tat
ve kokudan sorumludur. Diinyanin farkli yerlerinden geleneksel yollarla aile {iyelerinin
farkli kullanimlar1 da mevcuttur. Mentha, Thymus, Lavandula, Ocimum, Origanum,
Melissa ve Satureja tiirleri de mutfak ve aroma bitkisi olarak kullanilmaktadir. Bu
kullanimlar ¢ogunlukla ailede ortak olan ugucu yaglarin varligindan kaynaklanmaktadir.
Akdeniz bolgesi, Labiatae'nin evcillestirilmesi ve yetistirilmesi i¢in ana merkez olmustur

ve yetistirilen birgok tiir, bu bdlgenin vahsi atalarindan tiiretilmistir (4).
2.1.2. Origanum Tiirleri

Origanum ayn1 zamanda mercankosk ve merzengiis diye de adlandirilan tiirler
calims1 ya da otsu ¢ok yillik bitkilerden olusur. Tiiylii ve tiiysiiz tiirleri bulunmaktadir.
Tiiyli tiirleri genellikle soluk mavimsi-yesil renkte bulunurlar. Yapraklar sapsiz ya da ¢ok
az sapl eliptik, ovat, kordat veya suborbikular sekilde bulunurlar. Yaprak kenarlari diiz
veya az ¢ok dislidir; u¢ kismi obtus veya akuminattir. Timol ve karvakrol tasiyan tiirler

baharat olarak kullanilmaktadir (2).



2.1.3. Origanum Tiirlerinin Morfolojik Ozellikleri

Origanum tiirleri farkli lezzet ve koku igeriklerine sahip sifa ve beslenme amagl
kullanilabilen, kii¢iik yaprakli ¢ali gibi goériinen bitki topluluklarindan olusur. Bu tiirler
genellikle Akdeniz ikliminin yaygin goriildiigii sicak havayir seven diinyada yayilimi ise
Asya’nin giiney kisimlar1 ile Avrupa’nin gliney ve orta bati kisimlar1 olmakla birlikte,
Afrika’nin kuzey alanlarina yayilmis sekildedir. Birgok Origanum tiirii az ya da orda
derecede odunsu koklere sahipken 6zellikle Akdeniz bolgesinde yetisen tiirlerinde daha
¢ok odunsu kok yapilarina sahip oldugu gorilmiistiir. Tiirlerin bir ka¢1 hari¢ ¢ogunun
uzunlugu 30-60 cm araliginda goriilmektedir. Biiyiime sezonu bittikten sonra bitkiler
tabana dogru kurumaya baslar. Bazi Akdeniz tiirlerinde 1-2 mevsim siiresi boyunca

yasamini siirdiirebilen tiirleri de bulunmaktadir (5).

Cok zengin gesitlilige sahip olan Origanum cinsi Labiatae familyas1 i¢inde yer
almaktadir. Yaklasik 4000 tiirle Labiatae familyasi diinya iizerinde en genis familyalardan
birini olusturmaktadir. Tirkiye’de 46 cins ve 575 tiirle yayilhim gostermektedir (10-14).
Labiatae familyas1 igerdigi hos kokulu yaglar, fenolik bilesikler ve sekonder metabolitler
nedeniyle diinya genelinde yetistigi bircok iilkede ekonomik 6neme sahip bitkiler arasinda

yer alir.

Labiatae familyasina ait cinsleri belirlemede; stamen sayisi, korolla sekli, rengi,
uzunlugu, tily durumu, kaliks boyu, nutlet yapisiyla birlikte tek veya c¢ok yillik olusu
parametreleri degerlendirilir. Bu familyada bulunan bitkiler ugucu bilesimler bakimindan
Ozgiin bir kokuya sahiptir. Labiatae tipi salg: tiiylerinde ve diger tiiylerde salgilanmakta
olup bitkinin toprak istii kisminda bulunurlar (15). Labiatae familyasindan ugucu yag
bilesimi bakimindan timol ve karvakrol terpenleri iceren tiirler, kekik olarak sofralarda yer
almaktadir. Origanum tiirlerinin Anadolu’da Milattan Once 7.yy’dan beri kekik olarak
kullanildig: bilinmektedir (16).

Origanum cinsine ait tiirlerden bazilar1 monoik; yani erkek ve disi organlari ayni
bitki {izerinde fakat ayri ¢igekler tizerinde bulunmasi hali, bazilar1 ise ginodioiktir; yani
erkek ve disi cinslerin ayri1 bitkiler iizerinde bulunmasi halidir (9). Bu familyaya ait
bitkilerde bulunan organlarin lizerinde salgi tiiyleri bulunur. Yapraklar yiizeyinde bulunan

salgi tliyleri ugucu yaglari igerir, Labiatae tipi salg tiiylerinde de ugucu yag bulunur (17).

Labiatae familyasinda bulunan bitkilere ait ugucu yaglar genellikle sar1 veya agik
amber rengine benzeyen ve oldukc¢a kuvvetli kokan olduk¢a akiskan sivi seklinde elde
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edilir. Yogun koku igerisinde kafur benzeri hafif odunsu serinletici bir etki hissedilir. Bu

sebeple siklikla parfiimeri endiistrisinde kullanilir (18).

2.1.4. Origanum Tiirlerinin Takson Bilgileri

Tiirkiye Bitkileri Veri Servisi verilerine gére Origanum tiirleri 22 tiire ait ve 4 alt

tir (Tablo 1) ile 33 takson bulunmaktadir (19). Diinyada ise 278 adet takson bilgisine

erisilmistir (20).

Tablo 1. Tiirkiye’de yetisen Origanum tiirleri

No Tiir Isimleri

1 Origanum boisseri letswaart (E)

2 Origanum munzurense Kit Tan et Sorger (E)

3 Origanum saccatum P. H. Davis (E)

4 Origanum solymicum P. H. Davis (E)

5 Origanum hypericifolium O. Schwarz et P. H. Davis (E)
6 Origanum sipyleum L. (E)

7 Origanum rotundifolium Boiss

8 Origanum acutidens (Hand.-Mazz.) letswaart

9 Origanum haussknechtii Boss.

10 Origanum bargyli Mouterde

11 Origanum brevidens (Bornm.) DK.

12 Origanum husnucanbaseri H. Duman (E)

13 Origanum leptocladum Boiss. (E)

14 Origanum amanum Post (E)

15 Origanum bilgeri P. H. Davis

16 Origanum. micranthum Vogel (E)

17 Origanum. minutiflorum Schwarz Et P. H. Davis (E)
18 Origanum majorana L.

19 Origanum onites L.

20 Origanum syriacum L. Var. Bevanii (Holmes) letswaart
21 Origanum laevigatum Boiss. (E)

22 Origanum x adanense Baser Et H. Duman

23 Origanum vulgare L. Subsp. Vulgare L.

24 Origanum vulgare L. Subsp. Hirtum (Link) letswaart
25 Origanum vulgare L. Subsp. Viride (Boiss.) Hayek
26 Origanum vulgare L. Subsp. Vulgare L.




2.1.5. O. minutiflorum’un Tiirkiye’de dagilim

Omiirleri ¢ok yillik olan, 1500-1800 m rakim seviyelerinde yetisen ve iilkemizin
Dogu Akdeniz Bolgesinde yer alan endemik bir tiirdiir. TBVS ‘den alinan dagilimi Resim

1’de gosterilmistir.

T

r—””f’ﬂ

Resim 1. O. minutiflorum bitkisinin Tiirkiye’de dagilimi

35 cm’ye kadar uzanan boyuyla, ¢alimsi ve kisa- yumusak tiiye sahiptir. Her
govdede 10 ¢ift ve dallar1 4 cm’ye kadar uzanan boydadir. 2-8 X 3 mm spikulalara sahiptir.
Ovat veya eliptik braketlere sahip olup, 1-3 x 0.5-1.5 mm ve hemen hemen obtusdur.
Kaliks ise yaklasik 2 mm’dir; iist dudak loblu veya yaklasik 2/5’ine kadar genisce liggen
dislidir veya kenarlar1 hemen hemen diizdiir; alt dudak ve iist dudak neredeyse ayni
uzunluktadir, ayrica genisce ticgen dislidir. Beyaz renkli korollaya sahiptir ve 2.5-4 mm
boyundadir. Temmuz ve Agustos aylar1 arasinda cigeklidir. Ulkemizde yaklasik 1500 -
1800 m’de kayalik alanlarda ve yamaglarda yetismektedir. Yapraklar ovattan eliptige kadar
degisen sekilde; 2-14 x 1.5-12 mm boyutlarinda, hemen hemen akut olup, saplidan hemen
hemen sapsiza kadar degisen sekilde (yaprak sapt 6 mm’ye kadar uzunlukta);dir. Ulkemiz
i¢in endemik bir tiirdiir (2, 13).



2.1.6. O. micranthum’un Tiirkiye’de dagilimi

Cok yillik bir tiir olup, 1500 m rakimda yetismektedir. Kaya ve yamaglarda yetisip
Dogu Akdeniz ve Giineydogu Anadolu bolgesinde yetisen endemik bir tiirdiir. TBVS ‘den

alinan dagilimi Resim 2’de gosterilmistir.

I

—

Resim 2. O. micranthum Bitkisinin Tiirkiye’de dagilimi

35 cm’ye kadar uzanan boyuyla, ¢alimsi ve tomentoz tiiye sahiptir. Her govdede 10
cift ve dallar1 13 cm’ye kadar uzanan boydadir. 3-10 x 3 mm spikulalara sahiptir. Obovat
veya eliptik braketlere sahip olup, 1.5-4 x 1.5-3 mm ve hemen hemen obtusdur. Kaliks ise
yaklasik 2 mm’dir; list dudak loblu veya yaklasik 2/5’ine kadar genisce licgen dislidir veya
kenarlart hemen hemen diizdiir; alt dudak ve tist dudak neredeyse ayni uzunluktadir, ayrica
genisge tlicgen diglidir. Pembe renkli korollaya sahiptir ve 2.5-5 mm boyundadir. Temmuz
ve Eyliil aylar1 arasinda ¢igeklidir. Ulkemizde yaklasik 1500 m’de kayalik alanlarda ve
yamagclarda, yetismektedir. Yapraklar yuvarlagimsi ovattan eliptige kadar degisen sekilde;
2-14 x 1.5-12 mm boyutlarinda, hemen hemen obtus olup, saplidan hemen hemen sapsiza
kadar degisen sekilde (yaprak sap1 5 mm’ye kadar uzunlukta)dir. Ulkemiz igin endemik bir
tirdiir (2, 13).

2.2. Derin Otektik Coziiciiler
Yesil kimya terimi ilk olarak 1990 yilinca Cathcart tarafindan kullanilmistir (21).
Stirdiiriilebilir teknoloji ve analizlerin yapilabilecegi arastirmalar1 ve gelismeleri kapsayan

bir alan haline gelmistir (22). Yesil kimya cergevesinde ¢oziiciiler stratejik bir yer tutar.

Yesil bir ortam olarak nitelendirilmek icin, bu ¢oziiciilerin kullanilabilirlik, toksik olmama,
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biyolojik olarak parcalanabilirlik, geri dontistiiriilebilirlik, yanicilik ve digerlerinin yam
sira diisiik fiyat gibi farkli kriterleri karsilamasi gerekir. Literatiide Deep Eutectic Solvents
(DES) olarak adlandirilan derin &tektik ¢odziiciiler (DOC) son yillarda popiilaritesi artan
yesil kimyanin uygulamali alanlarindan birisidir. 2 ya da daha fazla katinin
karigtirilmasiyla molekiiler arasi etkilesimlerden yararlanarak karigimi  olusturan
maddelerin kendilerine 6zgii erime noktalarindan daha diisiik derecelerde sivi form halde
bulunmasiyla olusur. ilk 6rnegi Abbott ve arkadaslari tarafindan 2003 yilinda iyonik
stvilara bir alternatif olarak tiretilmistir. Kolin kloriir ve ¢esitli kuaterner amonyum tuzlari

kullanilarak yeni DOC’ler sentezlenmistir (23).

DOC’ler iyonik sivilara iyi birer alternatiftir. Otektik karisimlar iki veya daha fazla
kat1 karigimmin hidrojen baglari, van der Waals kuvvetleri gibi molekiiller arasi
etkilesimlerden yararlanilarak sivi bir faz olusumuna dayanir. Kat1 formda bulunan tuzlar
iki farkli iyonun (+ ve — yiiklii) ¢ekim giiciinden yararlanir ve istiflenmis halde bulunurlar.
Bu molekiiller arasi iyonik giiciin azaltilmasi ile oOtektik karisimlar kolaylikla elde
edilebilmektedir. Iyonik giiciin azaltilmas icin biiyiik ve simetrik olmayan molekiiller bir
araya getirilir. Ayrica farkli erime noktasina sahip iki kati1 karistirilarak elde edilir. Bu
sekilde elde edilen iyonik sivilar organik c¢oziiclilere ve asitlere alternatiftir.
Buharlagsmayan, yiiksek termal stabiliteye sahip, diisitk buhar basincina sahip, elektrik
iletkenligi yiiksek, ¢esitli polariteye sahip ve hemen hemen her seyi ¢ozebilen ¢oziiciiler
elde edilir. Yesil kimya ile yeni iriinlerin tasarlanmasi, tretimi, bu maddelerin
uygulanmas1 sirasinda tehlikeli maddelerin olusumunu azaltan veya ortadan kaldiran

ozelliklerinin olmas1 Onceliktir.

Gelisen teknoloji ve uygulamalari i¢erdikleri kimyasallardan 6tiirii ¢evreyi olumsuz
etkilemektedir. Gelecek nesillere miras birakacagimiz bu diinyada yasanilabilirligi
azaltmak yerine arttirma girisimlerinde bulunmak bir¢ok alan i¢in biyiik aciliyet
gerektirmedir. Sentez, yeni materyal tasarimlari, ham madde kullanimlari, olusacak
prosesler ve etkiler géz ard1 edilmemelidir. Azaltilmis toksisite, geri doniistiirebilirlik, atik
kullanimi, yeni ¢oziiciiler bu konuda 6nemli bagliklardan bir kagidir. Yesil kimyanin en
biiyiik 6zelligi tek bir kimya disiplini olmayip biitiin disiplinlere uygulanabilir olmasidir.
Cevreyi korumadaki rolii ise daha ilk adimda miidahalesi ile olusur. Kirlilik daha

olugsmadan engellenir. Yesil kimya, bertaraf edilmek istenen bir maddenin tutulmasi i¢in



kullanilan kimyasalin daha tehlikesiz bir kimyasal ile degistirilmesi, ya da tehlikeli

olmayan bir madde kullanilmasiyla etkinlik gosterir (24).

Bu ¢oziiciiler ile matris ¢ikarma, analit zenginlestirme yapilmaktadir (25, 26). Son
yillarda iyonik sivi elde edebilmek i¢in farkli farkli yontemler ortaya konmustur (27, 28).
Asagidaki faz diyagrami otektik sivilarin olusum sicakliklarinin seviyesinin nasil

degistigini gostermektedir.

Erime Noktasi B

Erime Noktasi A
o

Sicaklik

Sivi+ Kati A Sivi+ Kati B

(Kat1 A + Kat1 B) Otektik Nokta

SafA B’ nin Mol Kesri Saf B

Resim 3. Farkli karigimlarin erime sicakliklarinin sematik faz diyagrami

En sik kullanilan DOC’ler kolin kloriir (ChCl), karboksilik asitler, terpenler,
kuaterner amonyum tuzlari, sitrik asit ve gliserole dayanir ve istenilen oranlarda
hazirlanmas1 miimkiindiir (27). Hammadde ucuzlugu sayesinde iyonik sivilara gore tiretimi

daha uygundur.

DOC’lerin siniflandirmas1 4 kategoride yapilir. Smith ve arkadaslar1 tarafindan

yapilan kategorizasyon Tablo 2’de verilmistir (29).



Tablo 2. Derin 6tektik ¢6ziictilerin siniflandirilmasi ve genel formiilasyonlari

Tip Genel Formiil Kosullar

Tipl Kua® X zMCl M=Zn, Sn, Al, Ga, In

Tip2 Kua® X" zMCl,. YH,0 M=Cr, Co, Cu, Ni, Fe

Tip3 Kua® X zRZ Z=CONH,, COOH, OH

Tip4 MCLy + RZ=MCL"1.RZ+ MCLyss M= Al ve Zn ve Z= CONH,,0H

Kua® ile gosterilen genellikle bir kuaterner amonyum tuzunu, fosfonyum tuzunu ya
da siilfonyum tuzunu temsil etmektedir. X ile gosterilen kisim anyonik kismi, R ile
gosterilen alkil gruplarimi Z ise CONH,, COOH, OH igeren gruplar temsil etmektedir.
Sentezlenen ¢ogu DOC hidrofilik 6zellige sahipken, Tip 3 grubunda olan DOC ler
hidrofobik 6zelliklere sahiptir. Son yillarda yapilan ¢aligmalarda Tip 3 gruba ait DOC
sayisinin arttirllmasina yonelik calismalarin arttigi goriilmiistiir (28). Tip 3 grubu dogal
DOC smufi olup diisiik gecis sicakligi igeren karisimlar, karboksilik asit bazli DOC’leri ve
terapatik DOC’leri (TDOC) icermektedir.

2.3. Dogal Derin Otektik Céziiciiler

Dogal maddeler kullanilarak olusturulan DOC’lere ise NADES (Natural Deep
Eutectic Solvents) ad1 verilir. Bu ¢oziiciilerle polar matrislerde bulunan apolar bilesenlerin
ekstraksiyonu kolaylikla yapilir (28). Dogal derin &tektik ¢oziiciiler (DDOC) zayif hidrojen
baglar1 olustururlar. Bunun igin iki ya da daha fazla bilesen kullanilabilir ve biyolojik
olarak pargalanabilir toksik olmayan ¢oziiciiler elde edilmis olur. Sulu matrislerde

kullanilabilir olusu DDOC’leri DOC’lere gére daha cevre dostu yapar.

Ik olarak 2011 yilinda Choi ve arkadaslari tarafindan su ve lipitlerden farkli olarak
ara derecede polariteye sahip bir alternatif matris olarak onerilmistir (28). Sonraki yillarda
ise bu 4. nesil sivilar yeni bir iyonik s1vi sinifi olarak kabul edimistir (30). Kimya a¢isindan
incelendiginde, DDOC’ler DOC’lerin diisiik gegis sicakligt karigimlart  olarak
siniflandirilabilir. DDOC’ler siirdiiriilebilir bilesenlerin sahip oldugu diisiik toksisite
nedeniyle akademide biiytiik ilgi gérmektedir.
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Stirdiiriilebilir bilesenlerin yani sira genis sicaklik araliginda sivi fazda kalmasi,
diisiik toksisiteye sahip olmasi, yanmamazlik 6zelligi, termal ve kimyasal olarak kararli

yapiya sahip olmalar1 uygun fizikokimyasal 6zelliklerinden sayilmaktadir.

DDOC’lerin kombinasyonlar1 dogada bol miktarda ve kolayca bulunabilen, toksik
olmayan maddeler oldugundan ve ilave saflagtirma islemi gerektirmediginden
laboratuvarlarda kullandigimiz geleneksel ¢oziiciilere kars1 biiyiik bir avantaja sahiptirler.
Bu oOzelliklerinden dolayr biyolojik olarak yenilenebilir ayni zamanda gida

formiilasyonlarina dahil edilebilir olduklari da bildirilmistir (31-33).

Literatiirde  bildirildigine gére DDOC’lerin ekstraksiyon verimi, organik
¢oziiclilerden daha yiiksek, bunu yani sira ekstraksiyon ve depolama sirasinda ekstre edilen
bilesiklerin stabilitesinin arttiginin gdzlemlenmis olmasi biiyiik bir avantajin1 daha ortaya
koymaktadir. Coziiniirliigii diisiik olan biyolojik olarak aktif bilesikler i¢in potansiyel ilag

salim sistemi uygulamalari ¢alismalarina da agirlik verilmistir (34-39).
2.4. Derin Otektik Céziiciilerin Hazirlanmasi

DOC ler birkag fiziksel yontemin ¢esitlendirilmesi ile olusturulmaktadir. Asagidaki
tabloda bu yontemler ve uygulanma sekilleri agiklanmistir. Isitma ve karigtirma yontemleri
literatiirde en sik rastlanan yontemlerdendir. Ucuz olusu hem ekonomik hem de sicaklik
kontroliiyle birlikte olusumun kolaylikla kontroline imkén tanir. Bazi durumlarda
isitmadan  kaynakli safsizliklarin = olustugu da bildirilmistir. Bu safsizliklardan
kurtulabilmek i¢in diger yontemlerin kullanilmasinin daha uygun olacagi bildirilmistir
(40). Kullanilan ydntemlere bagl olarak elde edilen DOC lerin fizikokimyasal 6zellikleri
incelenmektedir. Vizkozite, polarite, 6z kiitle ve termodinamik 6zellikleri incelenmektedir.
FTIR ve NMR verileri ile hidrojen bagi donér (HBD) ve hidrojen bagi akseptor (HBA)

Ozellikleri de incelenmektedir.
2.5. Dogal Derin Otektik Céziiciilerin Fiziksel Ozellikleri

Coziiclilerin ¢ozme etkisine etki eden parametreler donma noktasi, viskozite,
polarite, yogunluk, iletkenlik vb. seklinde siralanabilir. Bu oOzellikler ayni sekilde
DDOCleri de etkilemektedir. Fizikokimyasal dzellikler ise karisimi olusturan bilesenlerin
yapisina ve molekiiler arasi etkilesimlerine gére degismektedir. Baz1 DDOC ler susuz

hazirlanirken bazilarina su eklenmesi yapilmaktadir.
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Yapisina su katilan DDOC’lerin 6zellikleri korunurken hareket kabiliyetlerinin
arttigr gortismiistiir (41). Su katilmasi ile hazirlanan bu ¢ozeltiler ile farkli ve ¢ok sayida
DDOC hazirlanabilir. Baz1 durumlarda ise suyun varligt DDOC’lerin erime noktasini

diistirmektedir buna bagli olarak fizikokimyasal 6zellikleri de, ¢oziiniir kilma 6zellikleri de

degisir (36, 42-43).
2.5.1. Donma Noktasi

Yukarida bahsedildigi gibi DOC olusumu iki katmmn hidrojen baglar1 yardimiyla
yeni sivi bir faz olusturmasiyla olusur. Bu faz genellikle kendini olusturan katilardan daha
diisiik derecelerde donma noktasina sahiptir. Bir 6rnekle agiklamak gerekirse kolin kloriir
ve iire karisiminin 1:2 oranindaki karigimi 12 °C de erirken kolin kloriir 302 °C {ire ise 133
°C’ye sahiptir. Genellikle olusan DOC’lerin donma noktalarinm 150 °C altinda oldugu
bildirilmistir. 50 °C ve altinda bulunan DOC’lerin ise ucuz ve giivenilir olmalar1, birgok

alanda onlar1 daha ¢ekici kilmaktadir (1).
2.5.2. Yogunluk

Yogunluk sivilarin ve c¢oziiciilerin en Onemli fiziksel Ozelliklerinden biridir.

Sentezlenen DOC’lerin gogunun yogunlugu suyun yogunlugundan fazladir.

Tablo 3. Derin 6tektik ¢oziiciilerin hazirlanma yontemleri

Yontem Adi Uygulama Sekli Referans

Bilesenler su i¢inde
Buharlastirma ¢ozlindiikten sonra, su doner (41)
evaporator ile uzaklastirilir

Karigim bir havanda homojen
Ogiitme bir s1vi olusuna kadar (40)
ogitiiliir.
Kapal1 bir kaba koyulan
bilesenler berrak bir siv1 faz

B Isit 1, 40-41
Su Banyosunda Isitma olusana kadar su banyosunda (* )
1sitalir.
Dondurarak Kurutma ;
Sulu ¢ozeltiler saf halde DOC
elde etmek i¢in su (44)

siiblimasyonu olusturmak
amaciyla kurutulur.
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Tablo 3. (Devam)

Bilesim homojen bir s1v1 faz
elde edilene kadar ultrasona
Ultrasona Maruz Birakma maruz birakilir gerekli (45)
durumlarda 1sitma iglemiyle
entegre yuritiiliir.

Birkag saniye boyunca diigiik
Mikrodalga 1s1masi giicte mikrodalga 1sinlarina (46)
maruz birakilir

Ayn1 yontemler kullanarak hazirlansa bile elde edilen DOC’lerin fiziksel

ozelliklerinde farkliliklar goriildiigii de bildirilmistir (47).
2.5.3. Polarite

Polarite, bircok maddenin ekstraksiyon kabiliyetinini ve diger c¢doziiciilerle
karigsabilme durumlarini inceleme agisindan ¢ok onemli fiziksel parametrelerden biridir.
2015 il itibariyle hidrofobik derin 6tektik ¢ozeltiler literatiirde yerini almistir. Bunlarin
disinda olan DOC’ler ise hidrofiliktir.

2.6. Derin Otektik Coziiciilerin Uygulamalari

DOC’ler ¢ogunlukla organik sentez, kataliz ve biyoyakit isleme gibi 6nemli
uygulamalarda hidrojen bag: etkilesimleri ile bir sivi olusturan dogal ve yiiksek erime
noktasma sahip baslangic maddelerinin karistirilmasiyla sentezlenir (48-52). DOC lerin
yeterince kesfedilmemis alanlari sivi-sivi ekstraksiyonlari ve ekstraktif damitmay1 igerir
(53). DOC’lerin kapsaml1 bir incelemesi ve elektrokimyasal algilama ve biyosensdrler igin
elektrot yiizeylerinin modifiye edilmesindeki uygulamalar1 yayinlanmistir (54,55).
Candida antartica B lipaz transesterifikasyon reaksiyonlari icin ortam olarak DOC’iin

kullanimi ayrintili olarak agiklanmuistir (56).

DDOC, fruktoz, glukoz, sitrik asit, prolin ve diger metabolitler gibi hiicresel
bilesenler, tanimlanmis molar oranlarda viskoz bir sivi olusturdugunda ortaya ¢ikmustir
(28). DDOC sentezi, tipleri, karakterizasyonu ve ekstraksiyon ve lignoseliilozik biyokiitle
on isleminde kullanimlart dahil uygulamalar daha once baska bir yerde goézden

gegirilmigtir (57-63).
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Vanda ve ark. (64) DDOC’lerin iyonik sivilardan ve DOC'den evrimini incelemis
ve DDOC'in farmasotik, kozmetik, gida ve tarim ortamlarindaki Uygulamalarin1 daha da
genisletmistir. DDOC’iin, makromolekiiller i¢in ¢6ziindiirme maddeleri ve enzimatik

reaksiyonlar igin ortam olarak kullanilabilirligini gostermistir.

Bazi durumlarda, TDOC hem aktif bilesenler hem de diger hammaddeler dogal
kaynaklardan oldugunda DDOC olarak simiflandirilabilir. Tlag dagitimi igin etkili olacak
TDOC’iin gelistirilmesi icin gelistirme arastirmalart halen devam etmektedir. Suyla
karsilastirildiginda, kolin kloriir-iire ve kolin kloriir-malonik asit, benzoik asit, danazol,
griseofulvin, AMGS517 ve itrakonazol ile ¢oziiniirliikklerini 5 ila 22.000 kat artirdig1 tespit
edilmistir (65). DOC'iin bu dikkate deger 6zelligi, onlar1 farmasotik uygulamalar ve ilag
dagitimi igin umut verici kilmaktadir. Bunun 1s1ginda, DDOC gelistirmek sadece s1vi-sivi
ekstraksiyonu i¢in degil, ayn1 zamanda ila¢ ¢Oziiniirliigli icin aracglar olarak da One

cikmaktadir.
2.7. Deney Tasarim

Deney tasarimi bir siireci etkileyen tiim parametreleri tek tek inceleyen, cikti
tizerindeki etkileri ve birbirleri ile etkilesimlerini belirlemek i¢in kullanilan bir yontemdir.
Elde edilecek ¢iktiya ulagsmak i¢in prosesleri optimize etmek i¢in bu siireglere ait girdileri
yonetmek i¢in gerekli bilgileri erismemizi saglar. Deney tasarimi sirasinda kontrol
edilebilen ve kontrol edilemeyen girdilerin belirlenmesi, dogru uygulamayi belirlemek i¢in

temel deney tasarim kavramlarini belirlemek (Sekil 1) ve anlamak énemlidir.
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Kontrol Edilebilen Kontrol Edilemeyen

Parametreler Parametreler

Siirec

Cikt1

Sekil 1. Deney tasarimi siireci

2.7.1. Deneysel Tasarimin Tarihcesi
Deneysel tasarim siirecinin gelisimi 4 evreye ayrilmaktadir.
Bu evreler;

o Tarimsal koken donemi ( 1918-1940)

e  llk endiistriyel donem(1941-1970)

e  Ikinci endiistriyel donem(1970 sonlari-1990)

. Modern ¢ag (1990- giliniimiiz) seklinde ayrilabilir.

1920’11 yillarin baglarinda A Ronald ve is arkadaslari tarim tiriinlerinin daha verimli
tiretilebilmesi amaciyla deneysel tasarimin temellerini atmistir. Deneysel tasarim
uygulamalarindan faktoriyel tasarimlarin ve ANOVA (varyans analizi) testinin olusmasini
saglamistir. Deneysel tasarim teknigi yardimiyla, topraktaki nem miktari gibi her bir

faktoriin etkisini ayirt edip ve giibre ¢esidinin yani1 sira toprak altinin durumu, mahsuliin
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son durumu tiizerine yorumlar yapilabilir. Sonradan ise bu yontem tarimsal ve biyolojik

alanlarda kullanilan ¢ok faydali bir ara¢ haline gelmistir (66,67).

Ikinci Dénem de ise Box ve Wilson, yiizey yanit ile proseslere etkileri iizerinde
calismalarini ilerletmistir lkinci Diinya Savasi’nin hemen ardindan, ilk endiistriyel
donemde deney tasarimi kullaniminda bir canlanma olmustur. Box ve Wilson elde ettikleri
ciktiyr bir yanit fonksiyonu olarak diisiinerek ve bu fonksiyon i¢in en uygun kosullari

bulmaya caligsarak yiizey yanit tasariminda oncii caligmalarini tamamlamislardi.(68).

Istatiksel kalite kontroliin 6nemi, 1950’lerde W. Edward Deming tarafindan
Japonya’ya gétiiriildii ve Montogomery’nin Ikinci bir sanayi ¢ag1 diye adlandirdig1 dénemi
baslatt1. Ikinci Diinya Savasi sonrasinda Japon iiriinleri ¢ok kotii bir kalitede, ucuza mal
edilmisti. 1960 sonlarina dogru kalite artmaya baslamistir. Ozellikle otomobil
endiistrisinde istatistiksek kalite kontrol prosediirleri benimsenmis ve bu alanlara yonelik
deneyler yapilmistir. Donem miihendislerinden Taguchi, ortogonal olarak adlandirdigi
bagimsiz dizileri kullanarak bir tasarim teknigi olusturmustur. Bunlara kesirli faktoriyel
tasarimlar adi verilmistir. Saglam parametreler ve siire¢ saglamligr kavramlarini ortaya

atmustir (69, 70).

Modern Cag’a gelindiginde siirekli kalite gelistirmeyi temsil etmenin yeni bir yolu
bulunmustu. Artik bir sirket ve bircok biiylik imalat girketi tarafindan benimsenmis bir
teknik kullanilmaya baslanmisti. Bu sekilde, kalite ve geri bildirim dongiilerine dayali
kararlar almak igin istatistikleri kullanan bir teknik olusmustu ve bu yontem, dnceki bircok
istatistik ve yontem teknigini de icermekteydi. 6 sigma (6 o) diye adlandirilan bu yontem

aslinda 6 basamaktan olusmaktadir.

e Tanimla
¢Ol¢

¢ Analiz Et
o Gelistir

e Kontrol Et

Bu sekilde sistemin dongiisel olarak ¢aligmasi saglanmaktadir.
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2.7.2. Deney Tasariminda Kullanilan Degiskenler

Deney tasariminda kullanilan degiskenler kontrol edilebilen ve kontrol edilemeyen

parametreler olarak ikiye ayrilir.

Kontrol Edilebilen Parametreler: Bu parametreler tasarimi uygulayan tarafindan

secilir. Deneyde kullanilacak maddenin cinsi, miktari, sisteme etki eden sicaklik, basing,
uygulanan kuvvet, dalga boyu siddeti, mikrodalga giici gibi fiziki degisiklik
uygulanabilecek degerlerden olusur. Kontrol edilebilen parametreler varyansa ve
ortalamaya etki eden, sadece ortalamaya etki eden ve ortalama ve varyansa etki etmeyenler
seklinde kendi iginde tice ayrilir. Sirasiyla Xy, Xa, Xo seklinde gosterilir. Kontrol edilebilen

degiskenler birden fazla deger alabilir ve bu degerlere seviye ad1 verilir.

Kontrol Edilemeyen Parametreler: Bilesenler arasi etkilesim, titresim, giiriiltii, toz,

nem, deneyin yapilacagi ortam sicakligi, kullanilan maddenin 6zelligini yitirmesi gibi
kontrol edilmesi zor degiskenlerdir. Sistem {lizerinde olumsuz etkisi oldugu diisiiniilen bu
parametreler lizerinde oynama yapilmazken, sistem tizerine etkisi olan parametreler kontrol
edilebilen parametreler iyilestirilir. Bu sekilde olumsuz etkisi diisliniilen parametrelere

sistemin duyarsiz olmasi saglanmaya ¢alisilir (71).
2.7.3. Deneysel Tasarimin Temel ilkeleri

Deneysel tasarimlar olusturulurken, denemelerin etkili uygulanabilmesi igin
bilimsel bir yaklasim tarz1 uygulanir. Gegerli ve nesnel sonuglar elde etmek i¢in en uygun
veriler toplanip istatistiksel analizi saglanir. Tekrarlama, rassallik ve bloklama olarak

deney tasariminin temel prensiplerini olugturan Ronald A Fisher tarafindan belirlenmistir.

Rassallik tamamen tesadiifi olarak olusmay1 temsil eder. Bilimsel ¢alismalar i¢in
yorumlanabilir ve gecerli sonuglar iiretecek bir yontem se¢mek cok onemlidir. Cesitli
gruplardaki konular sistematik bir farklilik gostermemelidir. Sistematik farkliliklar
sonuglarda da yanl bir farkliliga sebep olacaktir bu nedenlerden dolayi rassallik 6nemli bir
kriterdir. Yanli olmayan sonuglar elde etmek icin analizdeki ortak degiskenlerin kontrolii

biiylik 6nem arz etmektedir (72).

Bloklama ile deneysel hatalar kiiciiltiiliir, bunun i¢in homojen gruplarla denemeler
yapilir. {lgili faktorler arasindaki iliskiyi kiyaslamak i¢in kullanilan bir tasarim yontemidir.

Deneylerin hassas bir sekilde yiiriitiilebilmesi amaciyla deney alaninin bdliimlere ayrildig:
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bir tekniktir. Buradaki temel disiince benzer igerikteki deneysel birimin gruplara

boliinmesidir.

Tekrarlama ile deneyler ¢ok sayida yapilir. Deneysel hatalarin belirlenmesinde
tekrarlama yapilarak hata 6l¢timii yapilir. Hatalar genellikle, rastgele ve degismeye katkida
bulunan diger deneysel faktorler nedeniyle ortaya ¢ikar. Denemenin igine katilmayan ve
kontrol edilemeyen bu faktorlerin etkisinin azaltilabilmesi i¢in deneyin gerekli kisminin
tekrarlanmasi gerekir. Tekrarlama ile elde edilen hata sonuglari ile olasi dis etmenlerin
etkisi Olg¢iilmiis olur. Tekrar1 yapilmayan deneyler icin dis etkenlerin ne derece etkili

oldugunun belirlenmesi miimkiin degildir (73).
2.7.4. Deneysel Tasarimin Uygulanmasi
Bir deneysel tasarim uygulamasi 7 asamadan ge¢gmektedir.

1. Spesifik arastirma sorusunun belirlenmesi; baslamak igin belirli bir arastirma
sorusu olusturulmali. Arastirma sorusu, hakkinda daha fazla bilgi edinilmesi
umulan bir konudur. Miimkiin olan en iyi sonuglar1 elde etmek i¢in konunun
miimkiin oldugunca 6zellikli hale getirilmesi gerekmektedir.

2. Degiskenlerin tanimlanmast; deneyin dogru ve diizenli tutulmasi i¢in, deneyde yer
alan degiskenler tanimlanmalidir. Ele alinmasi gereken ti¢ degisken vardir (bagimli,
bagimsiz ve kontrol)

3. Hipotez olusumu; hipotez, deneyin beklenen sonucudur. Deneylerde, bir analistin
hipotezi genellikle arastirma sorusuyla yakindan Ortiisiir.

4. Uygulanacak tasarim tipinin se¢ilmesi; deneyler i¢in secilen deneysel tasarimin
tiiri, deneyin nasil yiiriitilecegini etkileyebilir. Hangi tasarim tiirliniin
kullanilacagina karar verirken, denemeye ayirabilecek siire dahil olmak iizere
mevcut kaynaklarinizi géz oniinde bulundurulmalidir.

5. Test grubunun olusturulmasi; hangi deney tasarim tipini kullanilacagini bilmek, test
gruplarinin nasil bir araya getirilecegini belirlemeye yardimer olur. Bir test grubu
olustururken dikkate alinacak bazi hususlar deney boyutu, grup siralamasi ve hedef
Kitledir.

6. Verilerin toplanmasi; veri toplamak, deneyi yiiriitmeyi ve gozlemleri kaydetmeyi
icerir. Tiim gozlemler, alakasiz oldugunu diisiiniilenler bile, belgelenmelidir. Bu,

daha sonra analiz etmek i¢in bol miktarda veri saglamaya yardimci olur.
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7. Deneylerin tekrarlanmast; deneyi tekrarlamak, toplanan verilerin dogru oldugundan
emin olmak i¢in en 6nemli adimlardan biridir. Bu, deneydeki kii¢lik bir insan hatasi
veya deneyi uygulayan analistin kisisel tercihleri gibi bilinmeyen girisimleri
aciklayabilir (74).

2.8. Deney Tasarim Tiirleri

Deneysel calisma tasarimlarinin tiirleri 6n deneysel, yari deneysel ve gercek

deneysel olarak tig tiire ayrilir (Sekil 2).

Deneysel Tasarim ‘

On Deneysel Gergek Deneysel ‘ Yar1 (Quasi) Deneysel ‘
Bir Kerede Bir On Test- Son Test

| Faktor | Kontrol Grubu — Rastgele Blok

Tek Grup OnTest On Test

ek Grup OnTest- :
— " aon Test = Sadece Kontrol — Latin Kare
Grubu

— Statik Grup — SOIO(;I;SEFP Ort — Faktoriyel Dizayn

Sekil 2. Deney tasarim tiirleri

On deneysel arastirmalar {i¢ kategoriye ayrilabilir:

Tek oturumda vaka g¢alismasi arastirma tasarimi; deneysel ¢aligmada yalnizca bir

bagimli grup veya degisken arastirilir. Test sonrasi arastirmadir.

Arastirmada tek gruplu 6n ve son testler kullanilirsa; dncesi ve sonrasi tek bir gruba
test uygulanarak, bu arastirma tasarimi son test ve On test calismalarini igermektedir.

Birinci 6l¢iim baslangigta, ikincisi ise sonunda alinir.

Statik gruplarin karsilastirilmasi; statik grup karsilastirma ¢alismasinda, iki veya

daha fazla grup gozlemlenir, gruplardan yalnizca biri Slgiilmesi gerekeni igerirken diger
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gruplar degismeden kalir. Olgiimden sonra tiim gruplar tekrar test edilir ve aralarinda

gozlenen farkliliklarin uygulamadan kaynaklandig: varsayilir.

Quasi, kismi, yarim veya yanlis anlamina gelir. Sonu¢ olarak, yari-deneysel
arastirmalar, gercek deneysel arastirmalara benzemekle birlikte, aynmi degildir. Yari
deneylerdeki katilimcilar rastgele atanmaz ve sonug olarak, rastgelelestirmenin sorunlu
veya imkansiz oldugu durumlarda calistirilirlar. Bu, yoneticilerin 6grencilerin deneysel
orneklemler ic¢in rastgele secilmesine izin vermedi8i egitim arastirmalarinda tipik bir
olaydir. Zaman serisi, karsilik gelen kontrol grubu tasarimi ve karsi dengeli tasarim, yari

deneysel arastirma tasarimlaridir.

Gergek deneysel aragtirma, bir kavrami kanitlamak veya reddetmek igin
biyoistatistiksel analize bagli oldugundan, maksimum dogruluga sahip ¢alisma tiiriidiir.
Tiim deneysel tasarim tiirlerinden yalnizca basit bir tasarim, bir grup i¢inde neden-sonug

baglantisini gosterebilir (75).
2.8.1. Faktoriyel Tasarimlar

Faktoriyel deneyler ayni1 anda birden fazla faktor icerir ve her faktor iki veya daha
fazla diizeydedir. Faktoriyel deneylerde calisilan 6zelligi ayn1 anda birkag faktor etkiler ve

deneyi yapan kisi, ana etkiler ve farkli faktorler arasindaki etkilesim etkileri ile ilgilenir.
Bir 6rnekle agiklamak gerekirse:

Tarimsal bir deneyde farkli arazilerden elde edilen verimin sunlara bagli oldugunu

varsayalim:

. Mabhsul ¢esitliligi

J Giibre tiirti.

Her iki faktor de deneyi yapanin kontroliindedir.
. Toprak verimliligi.

Bu faktdr deneyi yapanin kontroliinde degildir.
Farkli mahsul ¢esitlerini karsilagtirmak igin;

. Sulama, giibre vb. diger faktorleri sabit ve tiim parseller i¢in ayni tutarak
farkl parsellere atayin.
° Buna iligkin ¢ikarimlar, giibreleme, sulama vb. faktorler acisindan sadece

benzer kosullarda yetistirilen iiriinler i¢in gegerli olacaktir.
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Farkli giibreleri (veya farkl giibre dozlarini) karsilagtirmak igin

. Tiim arazilere tek iirlin ekin ve araziden araziye giibre miktarin1 degistirin.
. Uriiniin farkl1 cesitleri ekilirse sonuglar gecersiz olacaktir.
. Belirli bir giibre tiiriine bir ¢esidin digerinden farkli tepki vermesi oldukga

olasidir.
Diyelim ki karsilagtirmak istiyoruz

. Iki iiriin gesidi — a ve b, giibreyi sabit tutar ve
. Ug cesit giibre — A, B ve C.
Bu, iki rastgele blok tasarimi1 (RBD) ile herhangi bir bloktaki {i¢ araziye ve rastgele

iki Urin ¢esidine rastgele uygulamalar atanarak gergeklestirilebilir. Gorlinebilecek

muamelelerin olasi1 diizenlemesi asagidaki gibi olabilir.

bC bA bB bC aA aB
ve

bA bB bC aA aB aC

hB bC bA aB aC aA

Bu iki RBD ile iki giibre arasindaki fark tahmin edilebilir ancak iiriin gesitleri
arasindaki fark tahmin edilememektedir. Mahsul ¢esitleri arasindaki fark, bloklardaki

farkla i¢ icedir.

Ote yandan, her biri ii¢ bloktan olusan ii¢ set kullanirsak ve her blok iki parsele

sahipse, 0 zaman

» Her blogun icindeki ¢esitleri rastgele siralayin ve
» Muameleyi rastgele ii¢ sete atayin.

Goriinebilecek uygulamalarin olas1 diizenlemesi agsagidaki gibi olabilir.

bB aB aC bC aA bA
aB bB bC aC bA aA
bB aB aC bC bA aA
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Burada ekin cesitleri arasindaki fark tahmin edilebilir, ancak giibre uygulamasi

arasindaki fark tahmin edilemez.

Faktoriyel deneyler bu zorlugun iistesinden gelir ve her iirlinii her giibre

uygulamasiyla birlestirir.
aA, aB, aC, bA, bB, bC olmak iizere alt1 uygulama kombinasyonu vardir.

Toplam goézlem sayisim1 18 olarak tutarak (6nceki gibi), RBD'yi her biri alti

¢izimden olusan ii¢ blokla kullanabiliriz,

bA aC aB bB aA bC
aA aC bC aB bB bA

bB aB bA aC aA  DbC

Simdi mahsul cesitleri arasindaki fark ve gilibre uygulamalar1 arasindaki farki
tahmin edebiliriz. Faktoriyel deneyler, her biri iki veya daha fazla seviyede ayni anda

birden fazla faktor igerir.

Her faktoriin seviye sayist aymi ise buna simetrik faktoriyel deney denir. Her

faktoriin seviye sayisi ayni degilse buna simetrik veya karigik faktoriyel deney denir.

Sadece simetrik faktoriyel deneyleri dikkate alarak faktoriyel deneyler yoluyla
inceleyebiliriz

o Her faktoriin bireysel etkisi ve

° Etkilesim etkisi.

Simdi 22 faktoriyel bir deneyi bir drnekle ele alalim ve bu drnek iizerinden teoriyi

gelistirmeye ve anlamaya c¢aligalim.

Faktorleri temsil etmek i¢in genel gosterim biiyiik harfler kullanmaktir, 6rnegin A,
B, C vb. ve bir faktériin seviyeleri kiiciik harflerle temsil edilir. Ornegin, A'nin iki seviyesi
varsa, bunlar ap ve a; olarak gosterilir. Benzer sekilde, B'nin iki diizeyi by ve b; olarak
temsil edilir A'nin iki diizeyini belirtmek icin baska bir alternatif gosterim 0 (ag i¢in) ve

1'dir (a1 i¢in). O halde B'nin ¢arpanlari 0 (bg igin) ve 1'dir (b; i¢in) (76).
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2.8.1.1. iki Seviyedeki Faktorlerle Faktoriyel Deneyler ( 2° Faktoriyel Deney)

Bir deneydeki akim ve potansiyel degerlerinin potansiyostat /galvanostat

cihazindan elde edilen voltamogramm biiyiikliigiinii etkiledigini varsayalim. ki akim

seviyesi oldugunu varsayalim.

o 5 Amper, seviye 1 (C) olarak adlandirin ve ag olarak gosterin

° 10 Amper, seviye 2 (C,) olarak adlandirin ve a; olarak gosterin.
Benzer sekilde, iki voltaj seviyesi

= 200 volt, seviye 1 (V1) olarak adlandirin ve by olarak gosterin
. 220 volt, seviye 2 (V) olarak adlandirin ve by olarak gosterin.

Iki faktor, akim igin A ve voltaj i¢in B olarak gosterilir.

Bir deney yapabilmek i¢in akim ve potansiyel degerlerinin 4 farkli kombinasyonu

vardir.

o Akim =5 Amper ve Voltaj =200 Volt
CoVo= aghg

. Akim = 5 Amper ve Potansiyel = 220 Volt
CoVi=agh:

. Akim = 10 Amper ve Voltaj = 200 Volt

C1Vo=aibo

J Akim = 10 Amper ve Potansiyel = 220 Volt

CiVi=aib,

Bu kombinasyonlardan alinan yanitlar su sekilde temsil edilir:
aobo=(1)
agh:1=(b)
aibo=(a)
a1b,;=(ab)

seklinde siralanir.
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Simdi agagidakileri inceleyelim;

Akim seviyesi Cy i¢in voltajin ortalama etkisi = M (Esitlik 9)
— (COVO)';(Covl) = (aobo)‘z"(aobl) = (1):(b) (ESltllk 10)

seklinde hesaplanir.

(C1Vp)+(C1Vy)

Akim seviyesi C; i¢in voltajin ortalama etkisi = >

(Esitlik 11)

— (C1Vo):(C1V1) = (a1bo):(a1b1) = (a)"'z(ab) (Esitlik 12)

seklinde hesaplanir.

Bu iki grup ortalamasini (veya toplamini) asagidaki gibi karsilastirirsak,

[Vl seviyesinin ortalama etkisi] y [Vo seviyesindeki ortalama etkisi]

CHED) _ @+ (Esitlik 13)

Esitlik 13 voltajin ana etkisi= B'nin ana etkisini gosterir.

(CoVy) — (CoVp) = (@) — (D) (Esitlik 14)
Esitlik 14 Cg seviyesindeki akimin voltaja etkisini gosterir.

(C1V1) — (C1Vp) = (a) — (1) (Esitlik 15)
Esitlik 15 C; seviyesindeki akimin voltaja etkisini gosterir.

Potansiyel ve akimin ortalama etkilesim etkisi su sekilde elde edilebilir:

[lo akim seviyesinde voltajin ortalama etkisi- |; akim seviyesinde voltajin ortalama

etkisi] farkli akim seviyelerinde voltajin ortalama etkisini gosterir.

(C1V1)—(C1Vo) _ (Covl)_(COVO) (E ltllk 16)
2 2 S

@@ab)-b) _ @-1
2 2

(Esitlik 17)
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Esitlik 16 ve Esitlik 17 ortalama etkilesim etkisini gosterir.
Ayni sekilde;

(CoVp)+(C1Vp) _ (D+(b)
2 T2

(Esitlik 18)

Esitlik 18 Voltajin V, seviyesinde akimin ortalama etkisini gostermektedir.

(CoV1)+(C1V1) — (a)+(ab)
2 2

(Esitlik 19)
Esitlik 19 Voltajin V; seviyesinde akimin ortalama etkisini gostermektedir.

Bu ikisinin karsilastirilmast;

[Vo voltaj seviyesinde akimin ort. etkisi]- [V1 voltaj seviyesinde akimin ort. etkisi]

_ (CoV1)+(C1V1)  (CoVo)+(C1Vo)

> > (Esitlik 20)
= @@ L0 (Esitlik 21)
Esitlik 21 akimin ana etkisi= A'nin ana etkisini gosterir.
(C1Vo) — (CoVp) = (b) = (D) (Esitlik 22)
Esitlik 22 V seviyesindeki voltajin akima etkisini gosterir.
(C.V1) — (CoVy) = (ab) — (a) (Esitlik 23)
Esitlik 23 V; seviyesindeki voltajin akima etkisini gosterir.
Akim ve voltajin ortalama etkilesim etkisi su sekilde elde edilebilir:
Akimun farkli voltaj seviyelerinde ortalama etkisi
= C)-Con) _ Gl (Colh) (Esitlik 24)
= @ 00 (Esitlik 25)

2 2
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Esitlik 25 ortalama etkilesim etkisini gosterir. Farkli akim seviyelerinde voltajin
ortalama etkileri ile aynidir. Akim ve voltajin etkilesim etkisinin, voltaj ve akimin
etkilesim etkisi ile ayn1 olmasi beklenir.

_ (CoVo)+(C1Vp)+(CoV)+(CaVy) _ (+(a)+(b)+(ab)
4 4

(Esitlik 26)

Esitlik 26 uygulanan tiim kombinasyonlarin genel ortalama etkisini verir.

(ab) 6gesini sembolik olarak (a)(b) seklinde ele alirsak (matematiksel ve kavramsal
olarak yanlistir), tim ana etkileri, etkilesim etkisini ve genel ortalama etkisini asagidaki

gibi ifade edemeyiz:

A’nin ana etkisi;

. (a)+2(ab) A (1);(b) : % [(ab) — (b) — 1 + ()] = % (Esitlik 27)

B’nin ana etkisi;

_ (b)+2(ab) B (1);(a) _ % [(ab) — (@) — 1 + (b)] = % (Esitlik 28)

A ve B'nin etkilesim etkisi;

= @) _ D0 _ Liah) - (a) + 1 - (b)] = 2D (Esitlik 29)
Genel Ortalama Etkisi (M);
_ (1)+(a)+4(b)+(ab) _ %[(1) +(a) + (b) + (ab)] = w (Esitlik 30)

Bolenlerin yani sira + ve — isaretlerinin rollerine dikkat edin.
A ve B ile ilgili iki etki vardir.

Bir carpanin etkisini elde etmek ig¢in ilgili carpami — isaretiyle, digerlerini +
isaretiyle yazilmalidir. Ornegin, A'nin ana etkisinde, (a-1)'deki gibi - isaretiyle a,(b +
1)'deki gibi + isaretiyle b olusur. AB'de her iki etki de mevcuttur, yani (a + 1)(b + 1)'deki
gibi a ve b'nin her ikisi de + isaretlerle olusur. Ayrica, ana ve etkilesim etkilerinin,
ortalamalarin tipik farklar1 dikkate alinarak elde edildigine dikkat edin, bu nedenle bdlen

2'ye sahipken, genel ortalama etkisi tiim islem kombinasyonlarina dayalidir ve bu nedenle
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bolen 4'e sahiptir. Bu mantigin arkasinda iyi tanimlanmig bir istatistiksel teori vardir, ancak

bu mantik nihai iglem kombinasyonunun kolayca yazilmasina yardimci olur.

Uygulama kombinasyonlariin diger popiiler gdsterimleri asagidaki gibidir;

o= 0, 0=l (Esitlik 5)
=0, 1=a (Esitlik 6)
ab=1, 0=b (Esitlik 7)
aib;=1, 1=ab (Esitlik 8)

Bazen 0, ‘diisiik seviye’ olarak adlandirilir ve 1, “yiiksek seviye’ olarak adlandirilir.
Burada I, her iki faktoriin de daha diisiik seviyelerde (aghp ya da 0,0) oldugunu

gostermektedir. Bu kontrol uygulamasi olarak adlandirilir.

Tablo 4. iki faktorlii deney tasarimi matrisi

Faktoriyel etki Uygulama Kombinasyonlar1 Bolen
1) (a) (b) (ab)
M + + + + 4
A - + - + 2
B - - + + 2
AB + - - + 2

2? faktoriyel deneyine ait matris Tablo 4’de verilmistir ve karsilik gelen model

asagidaki gibidir;
yijk=y+Ai+B,-+(AB)i,-+ai,-k, i=1,2, j:1,2, k=1,2, ...... N (Esitlik 31)

Burada her uygulama kombinasyonu i¢in n sayida sonug elde edilir. Deneyler bir
seferde bir faktor olarak yapildiginda, faktoriyel deneye kiyasla ¢ok daha fazla kaynak
gerekir. Hata varyansinda 10 serbestlik derecesine sahip olmak i¢in voltajda 6 akimda 10
tekrar gerekir. Toplam 40 Olgiim ile deney tamamlanmak zorundadir. Fakat RBD
kullanilarak bu say1 18 deneyle de elde edilebilir (76). 2 faktorlii deneyin ANOVA tablosu

Tablo 5’de verilmistir.
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Simdiye kadarki durumu, her bir uygulama kombinasyonu i¢in sadece bir cevap

varsayarak, yani tekrarlama olmadan degerlendirildi. Uygulama kombinasyonlarinin her

biri i¢in r kadar tekrarlanan sonuglar elde edilirse, ana ve etkilesim etkileri i¢in ifadeler su

sekilde ifade edilebilir;

A’nin ana etkisi;

= —~[(ab) = (b) - 1 + (a)] (Esitlik 32)
B’nin ana etkisi;
= —[(ab) — (a) — 1+ (b)] (Esitlik 33)
A ve B'nin etkilesim etkisi;
= —[(ab) - (a) + 1 — (b)] (Esitlik 34)
Genel Ortalama Etkisi (M);
= —[(1) + (@) + (b) + (ab)] (Esitlik 35)
Tablo 5. 2° faktorlii deneyin ANOVA tablosu
Serbestlik
Kaynak ] Ortalama Kareler F
Derecesi
KT, OK,
A 1 e F,=
OKA 1 A OKE
KTg OKp
B 1 = Fp =
OKB 1 B OKE
KTAB OKAB
AB 1 = =
OKas 1 4B~ 0Ky
KTy
Hata 4(r-1) OK, -1
Total Kareler
Toplam 4r-1

Toplami1 (TKy)
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Hata nedeniyle karelerin toplami1 asagidaki gibi hesaplanir;

A B ve AB'ye karsilik gelen F istatistigi;

0K,
Fy=——~F (1,4(r — 1) Hy altinda

0K
0Kj
Fg = 0K, ~F (1,4(r — 1) Hy altinda
0K
Fas = Kf‘B ~F (1,4(r — 1) Hy altinda
E

Karar kuraly, ilgili F istatistiginin degeri, ilgili sifir hipotezini reddetmektir.

Frou > Fi_o(14(r — 1)) (Esitlik 37)

2.8.1.2. Ug Seviyedeki Faktorlerle Faktoriyel Deneyler ( 2° Faktoriyel Deney)

Tam bir faktoriyel deneyinde li¢ faktdr oldugunu varsayalim - A, B ve C her biri iKi
diizeyde, yani sirasiyla ag,a;; bo,b1 ve Co,ci. Toplam sekiz kombinasyon vardir ve
kombinasyonlar asagidaki gibi siralanir.

aoboco, apbocy,apbi¢o, agbicy ;a1bgcy, a;bocy, asbico,asbscy
Her uygulama kombinasyonunun r tekrari vardir, bu nedenle yanit {izerindeki

etkileri agisindan analiz edilecek toplam gdzlem sayis1 N = 2°r = 8r'dir.

Toplam yanit degerlerini Y, = [ (1),a, b, ab,c,ac, bc,abc] seklinde simgelersek.
Cevap degerleri ii¢ olasilik tablosunda diizenlenir. Ug faktorlii deney tasarimi matrisi Tablo

6’da verilmistir.
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Tablo 6. Ug faktorlii deney tasarimi matrisi

o . Uygulama Kombinasyonlari
Fakoryel el 1) @ ) @) © () () (abo)
M + + + + + + + +
A - + - + - + - +
B - - + + - - + +
AB + - - + + - - +
C - - - - + + + +
AC + - + - - + - +
BC + + - - - - + +
ABC - + + - + - - +

Tablo 6’da birkag satir belirlendikten sonra, geri kalanin sembolleri basit bir sekilde
carpilmasiyla elde edilebilir. Oregin, a’ya karsilik gelen siitunu igin, A’nin + isaretine,
B’nin - isaretine, yani AB’nin - isaretine (A isareti * B isareti) sahip oldugunu not
ediyoruz. AB - isaretine, C’ye - isaretine sahip oldugunda, ABC’nin (AB’nin isareti *
C’nin isareti) + isareti vb. Her satir kendisiyle ¢arpilirsa, M (ilk satir) elde ederiz. Herhangi
iki satirin carpimi, tabloda farkli bir satira gétiiriir. 2° sayida deneyin ANOVA Tablo 7°de
verilmistir.

A.B=AB
AB.B=AB*=A
AC.BC=AC’BB=AB

Tablodaki yapi, ortalama etkinin tahmin edilmesine yardimci olur. Ornegin, A’nin

ortalama etkisi
A= 2[() + @b) + (ac) + (abe) — (1) = (b) = (c) — (bc)] (Esitlik 38)
Digerleri de sirasiyla

B = —[(b) + (bc) + (ab) + (abc) — (1) — (@) — (¢) — (ac)] (Esitlik 39)

¢ =—1[(c) + (ac) + (be) + (abc) — (1) — (@) — (b) — (ab)] (Esitlik 40)
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AB = i [(1) + (ab) + (c) + (abc) — (a) — (b) — (ac) — (bc)] (Esitlik 41)
AC = i [(1) + (b) + (ac) + (abc) — (a) — (ab) — (¢) — (bc)] (Esitlik 42)
BC = i [(1) + (a) + (bc) + (abc) — (b) — (ab) — (¢) — (ac)] (Esitlik 43)
ABC = i [(c) + (b) + (ab) + (abc) — (1) — (ac) — (bc) — (ab)] (Esitlik 44)
Tablo 7. 22 faktorlii deneyin ANOVA tablosu
Kaynak aaeler Serbesth_k Ortalama Kareler F
Toplami1 Derecesi
KTA OKA
A KT 1 == =
A OKA 1 A OKE
KTy OKp
B KT 1 b 2 =
B OKB 1 FB OKE
KT ,p OK g
AB KTag 1 OKAB = 1 Fyup = OKE
KT, OK.
C KT 1 ¢ =
C OKC 1 FC OKE
KT 4 OK sc
AC KTac 1 0K, = 1 Fyuc = 0K,
KTg OKpc
BC KTBC 1 OKBC = 1 FBC = OKE
KTABC OKABC
ABC KTABC 1 OKABC = 1 ABC — OKE
Hat KT 8(r-1 0K KTu
ata ; (r-1) ET8r—1)
Toplam Total Kareler 8r-
P Toplami (TKy)
Karsilik gelen F-istatistikleri su sekilde elde edilir;
Fpopy = —Etki (Esitlik 45)

OKHata



Ilgili sifir hipotezi altinda serbestlik dereceleri 1 ve hata serbestlik dereceleri ile bir
F-dagilmi izler. Karar kurali, Fgy > Fi_o(1,dfhata) oldugunda alfa anlamlilik

diizeyinde karsilik gelen bos hipotezi reddetmektir.
2.8.2. Yiizey Yanit Metodolojisi

Cogu durumda, bazi kontrol edilebilir degiskenleri (faktorleri) bir yanitla
iliskilendiren teorik model ya mevcut degildir ya da c¢ok karmasiktir. Bu durumda,
faktorler ve tepki arasindaki iliski hakkinda bilgi deneye dayali olarak elde edilmelidir
(77). Box ve Wilson tarafindan tanitilan yanit yiizeyi metodolojisi (YYM) amaci deneye
dayali bir modelle sorunlar1 ortaya kondugu gibi analiz etmek olan, matematiksel ve

istatistiksel tekniklerin bir koleksiyonudur (68). Daha somut olarak amaglar1 sunlardir:

e Deneysel ilgi alaninda bilgi tiretmek.

e Deneysel degiskenligi glivenilir bir sekilde tahmin etmek (saf hata).

e  Onerilen model ile deneysel veriler arasindaki yeterliligi garanti etmek (uyum
eksikligini tespit etmeyi kolaylastirmak igin).

e Gozlemlenen yaniti, deney alani i¢inde hicbir deneyin yapilmadigi noktalarda
miimkiin oldugunca kesin olarak tahmin etmek.

e Flde edilen sonuglara gore farkli alternatiflerle deney yapmak i¢in siral
stratejiler onermek.

e Ekonomik maliyet, zaman ve diger pratik kisitlamalar agisindan yliksek bir
verimliligi stirdiirmek.

e  Aykir verilerin tanimlanmasini kolaylastirmak igin.

e Belirsizlik kosullarinda karar vermeyi miimkiin kilmak, belirsizligi azaltmak
(77).

YYM, deneye dayali model olusturma ve modelin kullanimi igin bir dizi
matematiksel/istatistiksel teknigi kapsar. Deneylerin uygun tasarimi ve analizi yoluyla,
YYM bir yanit1 onu etkileyen bir dizi girdi degiskeni veya faktoriin diizeyleriyle

iliskilendirmeye caligir.

Iki seviyeli faktdriyel tasarimlar dogrusal olarak modellenir ve bu nedenle iig
boyutlu uzayda ortaya ¢ikan yanit yiizeyleri diiz diizlemlerdir veya etkilesim durumunda
biikiilmiis diizlemlerdir. Bir yanit yiizeyindeki egrilik, iki faktorlii kuruluma bir merkez

noktas eklenerek izlenebilir. Onemli bir egrilik tespit edilirse, bir sonraki adim, mevcut
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seviyeler i¢inde daha kiigiik tasarimlarin ¢aligtirilmasi veya YYM'nin kullanilmast olabilir
(77).

Burada, iki seviyeli faktoriyel tasarimlarin, belirli bir projede 6nemli girdi
degiskenlerini siralamak i¢in kullanilan tarama yontemleri oldugu tekrar edilmektedir.
Cogu durumda bu, optimizasyon amaglart i¢in de yeterli olabilir. Bununla birlikte, yanit
yiizeyleri siklikla 6nemli bir egrilik sergiler. Bu durumlarda YYM uygulamasi en iyi

yaklasim olabilir.

Giliniimilizde, uygulayicinin hem tarama hem de optimizasyon i¢in yanit yiizey
deneyleri olusturmasina izin veren bir¢ok tasarim araci vardir. Diizenli faktoriyel ve kesirli
faktoriyel planlar, Plackett-Burman, merkezi bilesik, kiigiik bilesik, Box-Behnken ve hibrit
tasarimlar dahil olmak iizere birgok yazilim paketi standart tasarimlari olusturur. Oncelikle
D (test et ve degerlendir) kriterine dayanan bilgisayar tarafindan olusturulan tasarimlarin
uygulanmasi o6nemli Ol¢iide artmistir (78). Yamit yiizeyi tasarimi, optimize edilmesi
amagclanan bir slirecin yanitin1 birka¢ faktoriin etkiledigi durumlarda hem modelleme hem
de analiz i¢in kullanilir. Yanit yiizeyi analizi, merkezi kompozit tasarim ve Box Behnken

tasarimi olarak adlandirilan iki tiire sahiptir.
2.8.2.1. Merkezi Kompozit Tasarim

Yaygin olarak ‘Merkezi Kompozit Tasarim’ olarak adlandirilan bu tasarim cesidi
aslinda bir Box-Wilson Merkezi Bilesik tasarimidir. Egrilme tahminine izin veren bir grup
yildiz noktast ile merkezi noktalar iceren faktoriyel veya kesirli faktoriyel tasarimlari
igerir. Merkezden her faktoriyel noktasina +1 birim uzakliga sahiptir. Ayn1 sekilde yildiz
noktalarm merkeze uzaklhigi ise |aj>1 seklindedir (79). Iki faktdr icin merkezi bilesik

tasarimi Sekil 3°de gosterilmistir.

-

-

"

Sekil 3. iki faktor icin merkezi bilesik tasarimi
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3 ¢esit merkezi kompozit tasarim tipi vardir. Bunlar; sinirh, yazili ve yiizey
merkezlidir (Sekil 4). Sinirhi tasarimlar merkezi bilesik tasarimin orijinal seklidir. ‘o’
tasarimda istenen Ozelliklere ve tasarimdaki faktor sayisina bagli olarak yildiz noktalar
merkezden belli bir uzaklikta bulunmaktadir. Y1ldiz noktalari, tiim faktorler icin diisiik ve
yiiksek ayarlar igin yeni u¢ noktalar olusturur. Bu tasarimlar dairesel, kiiresel veya hiper
kiiresel simetriye sahiptir ve her faktdr icin 5 seviye gerektirir. Mevcut bir faktoriyel veya
¢Oziintirliklii V kesirli faktoriyel tasarimin yildiz noktalariyla genisletilmesi bu tasarimi
tiretebilir. Sinirli tasarimlar, tiim tasarim alani lizerinde yliksek kaliteli tahminler saglar,

ancak faktoriyel kisimdaki faktorlerin araligi disinda faktor ayarlari gerektirir (79).

Yazili tasarimi, faktor ayarlari igin belirtilen limitlerin ger¢ekten limit oldugu
durumlar i¢in faktor ayarlarini yildiz noktalar1 olarak kullanir ve bu limitler dahilinde bir
faktoriyel veya kesirli faktoriyel tasarim olusturur. Baska bir deyisle, bir yazili tasarimu,
yazili tasarimi olusturmak igin sinirli tasariminin her faktér seviyesinin a'ya bolindiigii
kiictltiilmiis bir sinirl tasarimidir Bu tasarim ayrica her faktdriin 5 seviyesini gerektirir.
Yazili tasarimlar, yalnizca baslangicta belirtilen faktor araliklari i¢indeki noktalar1 kullanir,
ancak smirh ile karsilastirildiginda tiim alan tizerinde ayni yiiksek kaliteli tahmini

saglamaz (79).

Yiizey merkezlide ise yildiz noktalar1 faktor uzaymin her yiiziiniin merkezindedir,
yani o= = 1. Bu ¢esitlilik, her faktoriin 3 seviyesini gerektirir. Mevcut bir faktoriyel veya
¢coziinlirliklii V tasarimim1 uygun yildiz noktalariyla zenginlestirmek de bu tasarim
tiretebilir. Yiizey merkezli tasarimlar, tiim tasarim alani lizerinde nispeten yliksek kaliteli
tahminler saglar ve orijinal faktor araliinin disindaki noktalarin  kullanilmasin
gerektirmez. Ancak, saf ikinci dereceden katsayilari tahmin etmek i¢in zayif kesinlige

sahiptir.
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Sekil 4. Ug tip merkezi kompozit tasarimi

Sekil 4’de, iki faktor igin {i¢ tiir merkezi bilesik tasarimi gosterilmektedir (80).
Siirlinin en biiyiik islem alanin1 ve Yazilinin en kiicliik islem alanmi arastirdigini
gormekteyiz. Hem Sinirli hem de Yazili donebilir tasarimlardir, ancak Yiizey Merkezli
degildir. Sinirli tasarim da tasarim noktalari, faktor karesi etrafinda ¢evrelenmis bir daireyi
tanimlar. Ug faktdr icin, Sinirli tasarim noktalari, faktdriyel kiipiin etrafindaki bir kiireyi
tanimlar. o degeri donebilirligi korumak i¢in segilir. Donebilirligi korumak ic¢in a'nin
degeri, merkezi bilesik tasarimin faktoriyel kismindaki deneysel c¢alismalarin sayisina
baglidir. Donebilirlik, herhangi bir x noktasinda tahmin edilen tepkinin varyansi yalnizca
x'in tasarim merkez noktasindan olan uzakligina bagliysa tasarim donebilir. Bu 6zellige
sahip bir tasarim, x'teki tahmin varyansim1 degistirmeden merkez noktasi etrafinda

dondiiriilebilir (81).
1/4

a=[faktoriyel ¢alistirma sayisi]

Faktoriyel tasarim tam faktoriyel ise, 0 zaman asagidaki sekilde olur
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o= [2k] 1/4

Bununla birlikte, faktoriyel kisim ayn1 zamanda bir V ¢6ziimiiniin kesirli faktoriyel

tasarim1 da olabilir.
2.8.2.2. Box- Behnken Tasarim

Box-Behnken tasarimi, gomiilii faktoriyel veya kesirli faktoriyel tasarimi
icermedigi i¢in bagimsiz bir ikinci dereceden tasarimdir. Bu tasarimda islem
kombinasyonlar1 islem alaninin kenarlarinin orta noktalarinda ve merkezdedir (Sekil 5). Bu
tasarimlar donebilir (veya neredeyse donebilir) ve her faktoriin 3 seviyesini gerektirir.
Tasarimlar, merkezi bilesik tasarimlara kiyasla ortogonal engelleme igin sinirlt kapasiteye

sahiptir (82).

Sekil 5. Ug faktor icin Bir Box-Behnken tasarimi

Bu tasarimin geometrisi, kiirenin yiizeyi, alanin her bir kenarmin orta noktasina
teget olacak sekilde her ylizden ¢ikint1 yapacak sekilde, islem alan1 iginde bir kiire onerir.
Ug faktorii arastirirken kullanilabilecek dért ortak ikinci dereceden tasarimim yapilarini
karsilagtirirsak, yapisal olarak ayni olduklari igin Sinirli ve Yazili tasarimlarini birlestirmek

gerekir.
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Ug faktér icin Box-Behnken tasarimi, daha az sayida calistirma gerektirme
konusunda bazi avantajlar sunar. 4 veya daha fazla faktor igin ise bu avantaj ortadan kalkar
(82).

Tablo 8. Merkezi Kompozit Tiirleri ve Box-Behnken tasarimlarinin ii¢ faktor i¢in yapisal

karsilastirmalari
Sinirh ve Yazili Yiizey Merkezli Box- Behnken

Say1 X4 X, X3 Say1 X4 X, X3 Say1 X X, X3
1 -1 -1 -1 1 -1 -1 -1 1 -1 -1 0
1 +1 -1 -1 1 +1 -1 -1 1 +1 -1 0
1 -1 +1 -1 1 -1 +1 -1 1 -1 +1 0
1 + +1 -1 1 + +1 -1 1 +1 +1 0
1 -1 -1 +1 1 -1 -1 +1 1 -1 0 -1
1 +1 -1 +1 1 +1 -1 +1 1 +1 0 -1
1 -1 +1 +1 1 -1 +1 +1 1 -1 0 +1
1 +1 +1 +1 1 +1 +1 +1 1 +1 0 +1
1 -1.682 0 0 1 -1 0 0 1 0 -1 -1
1 +1.682 0 0 1 +1 0 0 1 0 +1 -1
1 0 -1.682 0 1 0 -1 0 1 0 -1 +1
1 0 +1.682 0 1 0 +1 0 1 0 +1 +1
1 0 0 -1.682 1 0 0 -1 3 0 0 0
1 0 0 +1.682 1 0 0 +1
6 0 0 0 6 0 0 0

Toplam Deneme Sayisi = 20 Toplam Deneme Sayis1 = 20 Toplam Deneme Sayis1 = 15

Tablo 8’de durumda 1’den 8’¢ kadar olan islemler tasarimdaki faktoriyel
noktalardir, 9 ila 14 arasindaki uygulamalar yildiz noktalaridir ve 15 ila 20, sistem
tarafindan Onerilen merkez noktalaridir. Smirli tasariminda her bir faktoriin diisiik ve
yiiksek degerlerinin yildiz noktalarini olugturmak icin nasil genisletildigini gdrmekteyiz.
Yazili tasarimda, belirtilen alt ve iist degerler yildiz noktalar1 haline gelir ve sistem,
tasarimin bu sinirlar igindeki faktoriyel kismi i¢in uygun ayarlart hesaplar. Box- Behnken
tasarimi 3 veya 4 faktorii iceren durumlarda, merkezi bir bilesik tasarima gore daha az
islem kombinasyonu gerektirir. Box-Behnken tasarimi donebilir (ya da neredeyse
donebilir), ancak yazili gibi diisiik tahmin kalitesine sahip bolgeleri igerir. "Eksik koseleri",
deneyi yapan kisinin birlesik faktor asiriliklarindan kaginmasi gerektiginde yararl olabilir.

Bu 6zellik, bu durumlarda olas1 bir veri kaybini 6nler.

Tek tekrarli bir Box-Behnken tasarimi ic¢in gerekli deney sayist Esitlik 46°da

verilen formiille hesaplanir ve islem sayis1 Tablo 9’daki gibidir.

Uygulama Sayist = 2[k(k-1)]+1 (Esitlik 46)
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Tablo 9. Merkezi Kompozit ve Box-Behnken tasarimlarina gereken islem sayisi

Faktor Sayisi Merkezi Kompozit Box-Behnken
2 13 (5 merkez noktast) -
3 20 (6 merkez noktas1 denemesi) 15
4 30 (6 merkez noktas1 denemesi) 27
5 33 (kesirli faktoriyel) veya 52 (tam fakt.) 46
6 54 (kesirli faktoriyel) veya 91 (tam fakt.) 54

Merkezi Kompozit ve Box-Behnken arasindaki fark nedir diye sormamiz gerekirse:
Merkezi kompozit tasarimlar gibi, Box-Behnken tasarimlari1 da tam bir ikinci dereceden
modele uyabilen yanit ylizeyi tasarimlaridir. Cogu merkezi bilesik tasarimin aksine, Box-
Behnken tasarimlar1 her faktoriin yalnizca ii¢ seviyesini kullanir. Bu, faktorler nicel

oldugunda ancak ulasilabilir degerler kiimesi kii¢iik oldugunda onlar1 ¢ekici kilar.
2.9.Biyolojik Aktivite

Canli hiicrelerde ve insan viicudunda olusan tepkiler biyolojik olarak adlandirilir.
Biyolojik aktivite metabolik veya fizyolojik bir yanit olarak ortaya g¢ikan, bir molekiile
maruz kalmanimn belli bir etkisi olan Ol¢lim sonucu olarak tanimlanabilir. Cok basit
sistemlerden ¢ok karmasik sistemlere kadar bir¢ok sisteme uygulanabilir. Bu uygulamalar
in vivo ve in vitro olarak incelenebilir. Absorbsiyon, tasinma, metabolize olma bosaltim
gibi sistemler ile biyolojik aktivite 6l¢iimleri gerceklestirilir. Biyolojik aktivitenin diger bir
tanim1 ise; bir ¢Ozlinenin termodinamik aktivitesini, bir aktivite katsayisi araciligiyla
konsantrasyonuna baglayan denkleme yiizeysel olarak benzemesi seklindedir (83). Burada
anlatilmak istenen; molekiiler bir varligin biyolojik aktivitesi A=cf olarak tanimlanir;
burada A aktivitedir, ¢ madde miktar1 konsantrasyonudur ve f ‘dogal aktivite’ olarak
belirtilen bir parametredir. Birimler ve aktivite tipi, katalitik (katal) veya baglanma (mol™
L) ile belirlenir. Olgiilen, bir etkinligin izlendigi varlig1 tanimlayan kimyasal bir denklemle

tanimlanir.

Biyolojik siireclerin ¢ok 6nemli olmasi, biyolojik aktiviteler ile onlar1 ifade eden
kimyasal maddeler arasindaki islevsel iliskilerin tanimina parca parca yaklagimlari tesvik
etmistir (83). Biyolojik aktivite bir cevaptir. Ozellikle biyolojik fonksiyon bozuklugu
belirteglerinin Sinir degerlerine dayanarak hayat kurtaran veya hayati tehdit eden kararlar

veren aragtirmacilar icin bir bilgi iletme kanal1 olarak da adlandirilabilir.
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Biyolojik aktivite caligmalari canli lizerindeki etkileri yoniinden bir¢ok alaninda in
vivo ve in vitro ¢alisilmaktadir. Literatiire bakildiginda en sik rastlanan ¢aligmalar ise

antioksidan ve antimikrobiyal ¢aligmalardan olusmaktadir.
2.9.1. Serbest Radikal Tiirleri

Valens elektron orbitallerinde bir tane eslesmemis elektronu bulunan atom ya da
molekiillere radikal ad1 verilir. Kararli ve kararsiz formlari mevcuttur ancak yapilarindaki
eslesmemis bu elektron asir1 bazen oldugundan ¢evresinde bulunan diger molekiillere atak
yapar. Bu ataklar sonucu ise bazen zincir reaksiyonlar olusur. Saldirgan dogalar1 geregi
biyolojik sistemlerde bulunan DNA, protein ve lipitlere saldirisi ise bilinmektedir (84).
Daha 6nce de bahsedildigi gibi kalp hastaliklari, kanser ve diger hastaliklarin olusmasinda
oncii olduklar1 bilinmektedir (85-87). Serbest radikaller 4 ana grupta toplanir. Bunlar
oksijen atomlu, azot atomlu, kiikiirt atomlu ve klor atomlu temellidir. Literatiirde
kaliplasmis kullanimlar1 ROS (reactive oxygen species) reaktif oksijen tiirleri, RNS
(reactive nitrogen species) ise, reaktif azot tiirleri olarak yer alir. Kiikiirt kaynakli olanlar
RST ve klor kaynakli olanlar RKT olarak isimlendirilir. Biyolojik sistemlerde sik¢a yer

alan radikaller Tablo 10’da verilmistir.

Tablo 10. Biyolojik sistemlerde yer alan bazi radikaller

Reaktif Oksijen Tiirleri Reaktif Azot Tiirleri
Radikal Ismi Radikal Formiilii Radikal Ismi Radikal
Formiilii
Hidroksil (OHe) Nitrik oksit (NO»)
Stiperoksit (02 Azot di oksit (NO2e)
Lipit peroksil (LOOe)
Peroksil (ROOv)
Alkoksil (ROe)
Hidroperoksil (HO2e)

Reaktif oksijen tiirleri ve reaktif azot tiirlerine ait radikallerin bir kismi serbest
radikallerden olusurken, bir kismi da canlilar tarafindan {iretilen ve canli organizmada
kolaylikla serbest radikal reaksiyonlarina yol acabilen nonradikalik molekiil tiirlerine
doniistiigii ve bu doniisiimiin patolojik ve fizyolojik durumlar altinda gerceklestigi
bilinmektedir. Valens orbitallerinde eslenmemis elektron olmadig: i¢in bu tiirler radikalik

ozellik gostermezler (85-88).
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2.9.2. Antioksidanlar ve Antioksidan Aktivite

Oncelikle oksidan madde ve oksidan maddelerin canli organizma iizerine etkisinin
ne oldugunu bilirsek, antioksidan maddelerin neden Onemli oldugunu daha 1iyi
anlayabiliriz. Oksidan madde, karsisinda bulunan molekiilii ya da elementi yilikseltgeyen
madde olarak tanimlanabilir. Kendisi elektron alarak indirgenirken karsidaki molekiilii

yiikseltgeyen bir mekanizma ile ¢alisir.

Oldukca reaktif olan bu molekiiller insan viicudunda bulunan ve ¢evrede bulunan
diger maddelerle etkileserek yapilarinda degisime neden olurlar. insan viicudu yapisini
olusturan protein, deoksiriboniikleik asit (DNA) ve lipitlerin yapisina yapilacak molekiiler
atak ile degisme olusmasi insan saghigi agisindan kritik bir énem tagimaktadir. Bu
yapilarda olusacak hasara bagli olarak hastaliklar ve inflamasyon gozlenebilmektedir. Bir
maddenin oksijen ya da oksitlenmeye neden olan bagka bir madde ile gergeklestirdigi bu

kimyasal tepkimelerin giderilebilir olmasi insan saglig1 agisindan asir1 6nemlidir.

Reaktif 6zellik gosteren bu molekiillerin sistemde birikmesi sonucu oksidatif stres
olusur. Oksidatif stres ile birlikte viicut yapisinda bulundurdugu eslesmis oksijen
elektronlart ikiye ayrilir. Tek basina ve eksik elektronuyla ortamda bulunan bu molekiiller
serbest radikal admi alir. Reaktif oksijen tiirleri tiim radikalleri temsil eder. Biyolojik
sistemlerde serbest radikallerin varligi yaklasik 70 yil once kesfedilmistir (89). Canli
viicudunda serbestce bulunan bu radikaller kalp hastaliklari, kanser ve diger hastaliklarin
olugmasinda oncii olurlar. Viicutta olusan bu serbest radikaller aslinda dogal bir siirecin

sonunda olusur.

Serbest radikallerin olusumunda 6ncii olan dis etmenler, cok yogun yag asidi igerigi
olan besinlerin tiiketilmesi, alkol ve sigara, asir1 glineslenmeden kaynakli radyasyon, bazi
minerallerin asir1 tiikketimi, yogun ve asir1 yapilan egzersizler, antioksidan igerigi yliksek

besinlerin ¢ok asir1 tikketimidir, bu sebeplerle oksidatif stres diizeyi artabilir.

Bir insan ne kadar saglikli beslenip, saglikli yasamaya c¢aligsa da viicudunda
olusacak olan serbest radikallerin olusumunu engelleyemez. Serbest radikaller ¢ok zararli
etkiye sahip olsa da viicutta iretiliyor olmasinin bir amaci da bagisiklik sistemindeki
infeksiyona neden olan mikroplar1 ortadan kaldirmak icin kullanilmasidir (90,91). Nefes
almamizla vicudumuza aldigimiz oksijen ile baglayan bu siireci enerji iiretiminin
gerceklestigi mitokondri de radikal olusumu ile sonuglanir. Besin olarak aldigimiz yag
asitleri ve sekerin sindirilmesiyle yan iiriin olarak radikaller de viicuda salinir.
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Antioksidan maddeler oksitlenmeye, buna bagl radikallerin olusmasini yavaslatan
ve azaltan maddeler olarak tanimlanabilir. Dogal olarak ortaya g¢ikmalarinin yani sira
cevresel faktorler ve basingla ortaya c¢ikan bu dengesiz radikal molekiillerinin neden
oldugu hasar1 gidermede antioksidan maddeler biiyiik rol oynar. Antioksidan kaynaklari
hem diyetle aliman gidalardan hem de viicudun dogal olarak {irettigi hali hazirda

viicudumuzda bulunan molekiillerden olusur.

Antioksidan aktivite, aktif radikallerden kaynakli oksidasyon ile lipit ve proteinlerin
yapisinda olusan zincir reaksiyona bagli bozunmalarin azaltilmasi ve durdurulmasi olarak

tanimlanabilir.

Antioksidan aktivite i¢in ¢aligma mekanizmasi 5 adettir (Resim 4). Radikal
temizleme mekanmasi ile reaktif oksijen tiirlerinin dogrudan sondiiriilmesi, He tiirlerinin
bagisi, oksidatif enzimlerin inhibisyonu, O, ve Hy0;’yi HOe<’ye doniistiiren gecis

metallerinin selasyonu ve hasarli hiicre bilesenlerinin onarimidir.

Membran Lipid
Protein

/DNA +Xe—> X X
5

W -v0- —> mO

N

B
4
HO* + Cu*2, Fe'2—> Selat

W xx /

3 l
Enzim+Xe—> X : X

Resim 4. Antioksidan ¢alisma mekanizmalar1

Ozetle bahsetmek gerekirse; birinci yol reaktif oksijen tiirlerinin sondiiriilmesiyle,
bunun i¢in radikal yakalama mekanizmasi araciligiyla dogrudan zincir reaksiyonlarinin

kesilmesi saglanir ve bdylece oksidasyon reaksiyonlari inhibe edilir.

2. mekanizma, olusan kararsiz serbest radikale bir He tiirii bagislayarak kararli

molekiiliin geri kazanilmasiyla saglanir, boylece pratik olarak reaktif olmayan ve var olan
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zincir reaksiyonun daha fazla yayilmasima izin vermeyen daha Kararli bir radikal elde

edilir.

Antioksidan etki i¢in baska bir yol ksantin oksidaz, protein kinaz C ve benzerleri
gibi oksidatif enzimlerin inhibisyonuna karsilik gelir ve reaktif oksijen tiirleri {iretiminin

azalmasina neden olur.

4. olast mekanizma O; ve H;O.nin olduk¢a saldirgan HOe radikaline
dontstiirilmesinde yer alan Fe™? ve Cu* gibi metal kaynakli serbest radikal olusumunu

Onleyen selatlastirma reaksiyonu saglayan gecis metalleriyle saglanir.

Son olarak, sonuncusu zar lipitleri, proteinler ve DNA gibi 6nemli hiicre
bilesenlerinde halihazirda meydana gelen hasarin onarilmasindan olusur. Antioksidan
aktivitenin goriilebilmesi i¢in yukarida siralanan mekanizmalarin tek basina veya koordine
birsekilde ¢oklu olarak gerceklesmesi gerekir. Ek olarak, belirli bir antioksidan, a-tokoferol
gibi diger giiclii antioksidanlarin rejenerasyonu yoluyla antioksidan savunmayi1 yukari

dogru diizenleyerek veya koruyarak sinerjistik olarak da hareket edebilir (92-95).

Antioksidan tiirleri dogal tiirler ve dogal olmayan tiirler olarak 2’ye ayrilir (Sekil
5). Dogal tiirler, enzimatik olan ve enzimatik olmayan olarak kendi iginde 2’ye
ayrilmaktadir. Dogal olmayan antioksidanlar ise ayrica yapay antioksidanlar olarak
adlandirilmaktadir. Yapay antioksidanlar biitil hidroksitoluen (BHT), Ter-butilhidrokinon,
biitil hidroksianisol (BHA) ve Troloks gibi maddelerden olusur (96). Enzim antioksidanlar
Siiperoksit Dismutaz (SOD), Glutatyon Peroksidaz, Katalaz, Glutatyon S-Transferazlar,
Sitokrom oksidaz, Ksantin oksidaz, NADPH oksidaz (84) gibi enzimlerinden olusurken,
enzimatik olmayanlar da endojen ve eksojen olmak iizereye kendi iginde 2’ye ayrilir.
Endojen tiirler; bilirubin, ferritin, tirik asit, glutatyon, albiimin, haptoglobinlerden olusan
antioksidanlari igerirken, eksojen tiirler, e vitamini, alkaloidler p-karotenoitler, askorbik
asit, flavonoidler, polifenollerden olusur. Reaktif oksijen tiirleri ve reaktif azot tiirlerinin
viicutta patolojik sonuglara neden oldugu bilinmektedir. Bu tiirlerin aktivasyonunu ¢esitli

mekanizmalarla sondiiren antioksidan tiirlerini iceren 6zet sekil asagida gosterilmistir
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Resim 5. Antioksidan turleri

2.9.3. Antioksidan Aktivite Belirleme Yontemleri

Bitkisel iiriinlerin, sentezlenen yeni molekiil ve olasi etken maddelerin, gidalarin
antioksidan kapasitesini degerlendirmek i¢in bir¢ok farkli metot kullanilmaktadir. Bu
metotlar elektron ve hidrojen atomunun transferine bagli olmak iizere iki grupa ayrilir.
Oksijen radikal absorbans kapasite (ORAC), toplam radikal yakalayici antioksidan
parametre (TRAP) ve krosin beyazlatma yontemleri ¢oziicii ve pH etkisinden kismi
bagimsiz ¢alisir ve analizler ¢ok kisa siirelerde tamamlanir. Bu yontemlerin temeli hidrojen
atomunun transferine dayanir, peroksil radikallerinin antioksidan ve substrat arasindaki

rekabeti Olgiiliir.

Literatiirde sik¢a rastlanan toplam fenolik madde yontemi, Troloks esdegeri
antioksidan (TEAC), demir iyonu indirgeyici antioksidan (FRAP), oksidan olarak bakir (1)
kullanan toplam antioksidan yontemi (CUPRAC) ve (2,2-difenil-1-pikrilhidrazil ) radikal
stipiiriicii antioksidan (DPPH) yontemi elektron transfer yontemlerini olusturmaktadir.
Yontemler, antioksidan aktivite daha yavas gergeklesen ¢oziicii ve pH'a bagimli olmasi
yaninda Olgiimler kolorimetrik olarak yapilir. Bu yontemler antioksidanin indirgeyici
yetenegini Olgerken, hidrojen atomunun transferine bagli yontemler substratin hidrojen
verme kapasitesini Olcer Literatiire bakildiginda elektron transferini 6lgen yontemler,

hidrojen atomu transferini 6lgen yontemlere gore daha az tercih edilmektedir (97).

43



2.9.3.1. DPPH (2,2-difenil-1-pikrilhidrazil) Serbest Radikal Siipiirme Tayini

1995 yilinda gelistirilen metodun, 1998 yilinda modifiye edildigi litaretiirde
mevcuttur (98,99). Bu yontemin temelini 517 nm’de absorbansin spektrofotometrik olarak
Ol¢iilmesi olusturur. DPPH kararli bir radikaldir (Resim 6). DPPH radikaline bir protonun
antioksidan madde tarafindan aktarilmasi ile radikalik etki sondiiriiliir. Ne kadar az
antioksidan maddesi ile radikal sondiiriilmesi gerceklesirse maddenin antioksidan

aktivitesinin o kadar ¢ok yiliksek oldugu soylenebilir.

N—N NO,

Resim 6. DPPH (2,2-difenil-1-pikrilhidrazil) radikali

AH ile gosterilen antioksidan radikal siipiiriilmesi sonucu Ae sekline doniisiir.

Radikal ise valens orbitalindeki eksik elektronu He ile tamamlamis olur (Resim 7).

O.N
N NO
Nf 2

NO;

Resim 7. DPPH (2,2-difenil-1-pikrilhidrazil) radikalinin H transferi yapilmis hali
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2.9.3.2. (FRAP) Ferrik Indirgeyici Antioksidan Gii¢c Tayini

FRAP tayini, Benzie ve Strain tarafindan 1999 yilinda gelistirilmis dogrudan bir
"toplam antioksidan gii¢" testidir. FRAP testi saglam, hassas, basit ve hizlidir. Deneysel ve
klinik calismalar1 kolaylastirir. Kan plazmasi gibi taze biyolojik sivilarin toplam
antioksidan giiciiniin 6l¢imii dogrudan olgebilir; ¢esitli diyet maddelerinin antioksidan
icerigi objektif ve tekrarlanabilir bir sekilde Olciilebilir ve viicudun antioksidan durumunu

tyilestirme potansiyelleri arastirilabilir (100).

Spektrofotometrik 6lgiim 593 nm’de koyu mavi renkli son iiriin olan Fe(ll)-TPTZ
kompleksinin absorbansinin Slgiilmesi ile tamamlamr On hazirlik asamasinda Fe***iin
TPTZ molekiilii (Resim8) ile tepkimesi sonucu Fe(l11)-TPTZ kompleksi olusturulur daha
sonra antioksidan varliginda Fe**iin Fe+2’ye indirgenmesiyle son ftriin Fe(ll)-TPTZ
kompleksini (Resim 9) olusturmasi ve bu molekiiliin konsantrasonuna bagli absorbans
Olciimii esasmma dayanir. Hassas, basit, hizli ve ucuz olmasi nedeniyle arastirmacilar
tarafindan sikg¢a tercih edilen bir yontemdir. Sonuglar antioksidan standart bir madde olan

Trolox esdegeri seklinde verilir.

N> °N

N |
‘\ N l\
~N N_ _—~

Resim 8. 2,4,6-Tripyridyl-S-triazine (TPTZ) molekiilii

\ /

Resim 9. Fe(l11)-TPTZ nin antioksidan varliginda Fe(ll)-TPTZ’ne indirgenmesi
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2.9.3.3. (CUPRAC) Cu (1) iyonu indirgeyici Antioksidan Kapasite Tayini

Apak ve arkadaslar1 tarafindan FRAP yontemine bir alternatif olarak 2004 yilinda
gelistirilmistir (101). Cu*? iyonunun kinetiginin, Fe*? iyonuna gore daha hizli olmasindan
dolay1 yeni bir alternatif olarak diisiiniildii. 450nm’de spektroskopik bir yontemle analizler
tamamlanir. Stabilitesi yiiksek, ucuz, tekrar edilebilirligi yiiksek, pH degisimlerine uygun
olmasi ve lipofil molekiillere uygulanabilirligi ile tercih edilen bir yontemdir. Ydntemin
temeli, heterosiklik bir molekiil ve selatlastirict olan 2,9-dimetil- 1,10-fenantrolin
(Neokuproin) (Resim 10) bilesigi ile Cu*? molekiiliiniin redoks reaksiyonu sonucu bakir(I)-
neokuproin kompleksinin (Resim 11) olusmasidir (102). Antioksidan madde ile etkilesimi

ile mavi renkli bakir(I)-neokuproin kompleksi (Resim 12) sari-turuncu renge doniisiir

HsC CHs

N N
\C"/ =
u
= N/ \N

Resim 11. Bakir(II)-neokuproin kompleksi

46



— ] 2+ r— -+
O Q Oxidized O O
N\ N AOX AOX Product N N
HiC U/ CHgy g oA _ | HsC \C / CHj i
HaC / \\ CHg H5G % U\ CHs |
Agik Mavi Cuprac Sari-Turuncu Uriin

+

Resim 12. Bakir (I)-neokuproin kompleksi (Ozyiirek‘den, 101)

2.9.4. Origanum Tiirlerinin Uzerinde Yapilan Antioksidan Calismalar

2011 yilinda O. micranthum, O. minutiflorum ve O. rotundifolium iizerinde yapilan
fitokimyasal ¢aligmalar ile metanollii ekstreler elde edilip bu ekstrelerden alt ekstreler

hazirlanip izolasyona devam edilmistir (2).

O. micranthum bitkisinden, 1-tetradekanol, ursolik asit ve oleanolik asitten olusan
bir karisim, rosmarinik asit, [4(3,4- dihidroksibenzoiloksimetil)fenil-B-D-glukopiranozit],
Salvianic asit A bilesikleri izole edilmistir. Bilesik tiirleri triterpen, doymus yag alkolii ve
fenolik bilesiklerden olusmaktadir. O. minutiflorum bitkisinden, 1-tetradekanol, rosmarinik
asit, apigenin, visenin-2 izole edilmistir. Bilesik tiirleri doymus yag alkolii, flavonoit ve
fenolik bilesiklerden olusmaktadir. O. rotundifolium bitkisinden ise 1-tetradekanol,
rosmarinik asit, litospermik asit izole edilmistir. Bilesik tiirleri fenolik asit ve doymus asit
alkoliinden olusmaktadir. Biyolojik aktivite kisminda noéroprotektif etkiler incelenmis,
bunun i¢in hiicre kiiltiiri ¢aligmalar1 yapilmistir. Calismalar sonucu bazi O. micranthum
bitkisine ait metanol ekstrelerin aktif oldugu goriilmiistiir. Izole edilen rosmarinik asitin de
ayni sekilde yiiksek aktiviteye sahip oldugu gbézlemlenmistir. Bu c¢alismadan elde edilen
sonuclara gore uygun dozda kullanildiklarinda Parkinson, Alzheimer, Epilepsi gibi
norodejeneratif hastaliklardan korunmada kullanilabilecekleri 6n goriilmiistiir (2). Diger
Origanum tiirlerine yapilan c¢aligsmalarda; 1999 yilinda O. compactum bitkisi iizerine
yapilan bir c¢alismada ucucu yag bilesenleri saptanmig ve antioksidan Ozellikleri

incelenmistir. Karvakrol, p-simen, jp-terpinen major ucucu bilesikleri olustururken

47



antioksidan aktivite caligmalar1 asit degeri ve peroksit degeri ile tayin edilmis ve

antioksidan aktivitesinin oldigu gézlemlenmistir (103).

Origanum vulgare L. subsp. glandulosum (Desf.) letswaart iizerine yapilan
calismada, 3 ayr1 lokasyondan elde edilen tiirlin ucucu yag analizleri ayr1 ayri
gerceklestirilmis ve DPPH ile antioksidan tayini yapilmistir. Caligmada elde edilen
bulgularda iyi bir antioksidan aktivite gosterdigi ve ugucu bilesenlerinin farkli igerige sahip

oldugu goriilmiistiir (104).

O. onites and O. vulgare ssp. Hirtum {izerine yapilan ¢alismada ugucu yaglar1 elde
edilmis ve P-karoten agartma testi antioksidan aktivite tayini i¢in kullanilmig olup,
antioksidan aktivitesinin yiiksek oldugu gozlemlenmistir. Ugucu yag olarak major
bilesenler karvakrol (%79.32, %68.19) p-simen (%4.32, %6.81) ve y-terpinene (%3.94,
%4.63) oranlarinda goriilmiistiir (105).

2004 yilinda yiiriitilen bagka bir calismada ise O. onites, O. syriacum, O.
minutiflorum bitkilerinin sulu ekstrelerinin yiiksek antioksidan aktivite gosterdigi
goriilmiistiir. Bu aktiviteye sebep olan seyin ise bitkilerin iceriginde bulunan fenolik

bilesenler oldugu iddia edilmistir (106).
2.9.5.Antimikrobiyal Aktivite

Organizma, canli sistemde varligini siirdiirebilmek i¢in gerekli sistemlerin bir araya
gelmesi ile olusan karmasik yap1 diye tanimlanabilir. Yeni Latincede ‘Mikro’ kelimesi eski
Latincede ise ‘mikros’, kii¢iik anlamini karsilayan sozciiktiir. Bu iki kelimeden tiireyen
mikroorganizma kelimesi gozle goriilemeyecek kadar kiigiik canli sistemlerini tanimlamak

amactyla kullanilir. Bu mikroorganizmalardan bir kism1 mikroplar1 olusturur.

Mikroorganizmalar bulasict hastaliklarin onciileri prion ve viriisler de dahil olmak
tizere, bakteri, protozoa (tek hiicreli bakteri), algler ve mantarlar1 da igeren bir gruptan
olusur. Robert Hooke ve Antoni van Leeuwenhoek 1665-1683 yillar1 arasinda mikroskobik
organizmalarin kesfini yapmuistir (107). 1665 yilinda Hooke, bir mikroorganizma olan
mikrofungus Mucor'un yayinlanan ilk betimlemelerini sunmus, Leeuwenhoek daha sonra,

mikroskobik protozoa ve bakterileri gézlemlemis ve tanimlamistir (108,109).

Mikroorganizmalarin ~ siniflandirilmas:1  yapilarina, morfolojik  6zelliklerine,

fizyolojik 6zelliklerine, antijenik yapilarina gore, sayisal ve genetik olarak yapilir.
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Yapilarina gore;

e Okaryotlar

e Prokaryotlar

e Virisler
e Prionlar
e Mantarlar

Morfolojik ozelliklerine gore;

e Boyanma 6zelliklerine gore; ( Gram + ve Gram -). Mikroskopta mor goriinenler +
pembe goriinenler ise — olarak siniflandirilir.

e Mikroskobik morfolojilerine gore; gergek bakteriler ve flamentéz bakteriler.
Gergek bakteriler ( KOK, Comak, Spiroketler) yuvarlak, comak sekilli ve sarmal
sekillere sahiptir.

Fizyolojik 6zelliklerine gore;

e Aerob Bakteriler

e Anaerob Bakteriler

Antijenik vapilarina gore;

e Belli bir antijene 0zel antikorlarin kullanildigi serolojik yoOntemler ile

siniflandirilirlar.

Savisal simiflandirma;

e Bircok 0Ozelligi incelenen bakterilere ait veriler bilgisayar programlar: ile
gruplandirilir ve karakterlerine ait uyusma ve ayrilma durumlarina karsilik +1 ve -1

degerleri alirlar. Bu puanlarin toplamiyla %0 ile %100 arasinda siralanir.

Genetik Siiflandirma;

e Her tiire ait G+S (guanin ve sitozin) orani tim DNA oranina gore sabittir. Bu oran
farkl tiirler i¢in farkli bir degerlere sahiptir. Orana gore yapilan bu siniflandirma

genetik siniflandirmadir.

Giinlik hayatimizda kullandigimiz pek c¢ok {irlin birgok insan bilmese de
mikroorganizmalar yardimiyla elde edilir. Sirke, boza, yogurt, alkollii igecekler, mayali

ekmekler gibi. Mikroorganizmalar, biyoatikatiklarin sudan aritilmasinda, alkol, aseton ve
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biitanol gibi kimyasallarin iiretiminde endiistriyel amacl da kullanilirlar. Diger yandan
mikroorganizmalar canli varliklart hastalandirirlar. Bitki, hayvan ve insan topluluklarinin
diizenini bozalar. En biiyiik 6rneklerinden biri de daha yeni atlattigimiz COVID-19 viriisii
salgimidir. Salgin basladigindan bu giine yaklasik 650 milyon vaka goriilmiis ve bunlarin
7.5 milyonu ise hayatini kaybetmistir. Can kaybinin yani sira diinyamiz da derin ekonomik

degisimlere de sebep olmustur (110).

Insan sagliginda hastaliga sebebiyet veren bu mikro organizmalar patojen olarak
adlandirilir. Hastaliklarin - durdurulmasinda bliylik gorev alan mikroorganizmalarin

tiremesini durduran maddelere antimikrobiyal — antibiyotik adi verilir.

Gozle goriinmeyen mikroorganizmalar da bile tiim canlilarda var olan hayatta
kalma giidiisii bulunur. Bu sebeple kendilerine zarar veren maddelere karsi direng
olustururlar. Direncli mikroorganizmalar olan bakteriler tip biliminde insan sagligi icin
kritik O6nem tagimaktadir. Viicutta olusacak enfeksiyon giderilemezse en nihayetinde
hastanin 6liimi kagmilmaz olur. Bu sebeple yeni antibiyotikler ve yeni antimikrobiyal

ozellik gosteren tiirlerin arayisi siireklilik gosterir.

Son yillarda yogun bir sekilde antibiyotik kullanim1 bakteriler {izerinde secici bir

baskiya ve sonunda ¢oklu ilaca direngli suslarin gelismesine yol agmugtir (111).
Antimikrobiyal testleri asagidaki gibi siralanir.

1. Diliisyon yontemi
e Buyyon diliisyon
Makrodiliisyon
Mikrodiliisyon
e Agar diliisyon
Difiizyon yontemi

E Test

Otomatize Yontemler

o b~ w0 N

Molekiiler Yontemler
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2.9.5.1. Diliisyon Yontemi

Mikrobiyolojide, bir bakteri konsantrasyonunu belirli bir test yontemi igin gerekli
bir konsantrasyona veya bir agar plakasina kaplandiginda saymasi1 daha kolay olan bir

konsantrasyona diisiirmek i¢in seri diltisyonlar (log diliisyonlar) kullanilir.

Bir log seyreltme, on kat seyreltmedir, yani konsantrasyon on kati kadar azaltilir.
On katin1 tamamlamak i¢in seyreltme orani 1:10 olmalidir. 1, eklenen numune miktarini
temsil eder. 10, nihai numunenin toplam boyutunu temsil eder. Ornegin, 9 ml seyrelticiye 1
ml’lik bir numune toplam 10 ml’ye esit olacak sekilde eklenir. 1:10 seyreltme -
konsantrasyon 1.000 CFU ise, bir giinliik seyreltme, konsantrasyonu 100 CFU’ya diisiiriir
(112).

2.9.5.2. Difiizyon Yontemi

Bu yontemlerde test edilecek mikroorganizmalarin besiyerine dogru diflizlenmesi
temel alinmaktadir. Basitce kagit disklere emdirilen antimikrobiyal maddenin ve inoliike
edilen mikroorganizmalarin kati besiyerine yerlestirlmesiyle baslar. Daha sonra kagit
diskler ¢oziiliir ve agara dogru difiizlenir. Bu sirada inokiile dilen mikroorganizalar da
cogalmaya baslar ancak bir silire sonra antimikrobiyal maddenin inhibitor
konsantrasyonlarinin ~ saglandigi  disk  ¢evresinde genisleme  goriilmez  (113).
Mikroorganizmalar antimikrobiyal maddelere ne kadar duyarli ise kagit disk etrafinda
goriilen bolge o kadar genis olacaktir (Resim 13). Degerlendirmeler disk etrafinda goriilen
alanin ¢apmin mm cinsinden Ol¢lilmesiyle tanimlanir. Bu amagla kullanilan standart

maddelerle karsilastirilarak aktiviteleri ve duyarliliklar: hakkinda yorum yapilir.

Resim 13. Disk difiizyon test gorseli (Solda) ve Inhibisyon cap 6l¢iimii (Sagda)
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2.9.6. Origanum Tiirlerinin Uzerinde Yapilan Antimikrobiyal Calismalar
O. minutiflorum bitkisinden elden edilen esansiyel yaginin;

Escherichia coli ATCC 25922

Bacillus subtilis ATCC 6633

Staphylococcus aureus ATCC 25923

Streptococcus faecalis ATCC 19433

bakterilerine kars1 yiiksek antibakteriyal aktivitesi gozlenmistir (114).

O. minutiflorum bitkisinin antimikrobiyal aktivitesini belirlemek igin broth
mikrodilusyon ve agar well-difizyon metodlariyla in vitro olarak calisiimistir
Siprofloksasin direnci bulunan 21 tiir Campylobacter sp.© ye kars1 ve hepsine karsi yiiksek
aktivite (MIK degeri 7.8-800 ug/ml) gosterdigi tespit edilmistir. Bu calismayla O.
minutiflorum ugucu yaginin gida kaynakli hastaliklara karsi dogal koruyucu olabilecegi

savunulmustur (115).

Bir baska calismada yiyeceklerden bulasan bir patojen olan E. coli, Listeria
monocytogenes, Salmonella typhimurium ve S. aureus iizerine antimikrobiyal aktivite
gostermistir. Oke ve Aslim tarafindan yapilan diger bir ¢alismada ise agar well difiizyon ve
mikrodiliisyon broth metodu kullanilmis, O.minutiflorum n-hekzan ekstresinin
antibakteriyal aktivite gosterdigi bulunmus ve gida endiistrisi i¢in dogal bir kaynak
alternatifi olacagi iddia edilmistir (116,117).

Penalver ve arkadaglarinin yaptigi bir ¢alismada O. vulgare, O. majorana ve
Thymus vulgaris esansiyel yaglari, O. vulgare (test edilen tiim mikroorganizmalarda MIK
<%2), O. majorana (%0,25 ile >%2 arasinda MIK) i¢in en yiiksek antimikrobiyal
aktiviteyi gostermistir. Bununla birlikte, agar seyreltme yontemiyle, O. vulgare esansiyel
yaginin MIK'i (%0,12 h/h), hem E coli hem de S typhimurium’a karsi calismada elde
edilenden (%4,0 ve %1,0 h/h) belirgin sekilde daha diisiik oldugu gozlendi (118).

Cesitli oranlarda seyreltilerek antimikrobiyal aktivite icin gerekli miktarin
belirlenmesine yonelik yapilan bagka bir ¢alismada elde edilen yaglarin 1/50-1/100-1/200
ve 1/300 oraninda seyreltilmesi ile aktiviteye ne oranda etki edildigi arastirilmigtir. 1/50
oranda tatbik edilen tiim orneklerin 15 tiir organizma iizerinde aktiviteye sahip oldugu

goriilmiis fakat seyreltmeyle bu etkinin gittik¢e azaldig: belirlenmistir (119).
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2.10. Kromatografik Yontemler

Kelime kokeni yunan temellere dayanan ‘Kromatografi’ herkesin bildigi gibi 1903
yilinda gelistirilmistir. Kalsiyum karbonattan olusturulan bir kolon igerisinde pigment
ayrimi yapmaya calisan Rus Botanist Mikhail Tswett bu yontemi hayata gecirmistir. Daha
sonrasinda bircok cesiti de tiiremistir. Gelistirildigi giinden bugiine kadar ayirma ve

saflagtirma amaciyla kullanilmistir.

1903 yilindan giinlimiize kadar c¢esitli tekniklerin gelistirilmesi ile yiizyildir bilim

insanlarmin ilgilisi kromatografik teknikler iizerinde toplanmustir (120).

heséd}m%cm.es‘ “‘m,‘m itk UHBLC
dolay Kimys Iyon Degizim -Ureﬁldi
Nobsl 6dili Hromstozrafisi ile
vasildi Itgiti Bitgiler

Rous Botanikei

Mil:lmlza';%‘et‘m

itk Kez Monelitik

Partisyon
Ksomatografisinin Kolon Kegidildi
Kegh ve Kolon
Materyalleri
Tzzrine
Caligmalar Yapildy

Apiema Kapasitesi
Geligtirildi va
Farkl Hazzss

Deadaktbrler
Eagidildi

Resim 14. Kromatografinin tarihsel gelisimi

1903 yilinda baglayan kromatografi kesfi (Resim 14), 1930-1940 yillar1 arasinda
daha da gelisti fakat teknolojiyi daha yaygin kullanacak bir seviyeye getirecek kadar
gelismedi. Archer Martin ve Richard Laurence Millington Synge partisyon
kromatografisini kesfettikleri i¢in Kimya alaninda Nobel Odiiliinii kazanmislardir. Bu
kadar biiylik bir taninma ile bilim insanlar1 arasinda popiilaritesi artan kromatografi gaz
kromatografisi (GK) ve yiiksek performansli sivi kromatografisinin(HPLC) daha hizli

benimsenmesine ve bu alanlarda énemli ilerleme saglanmasia vesile olmustur. Oncelikle
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basit kiiglik molekiill ve kimyasal maddeleri ayirmak icin kullanilan bu yontem en

nihayetinde biyolojik stvilar i¢in de kullanilir bir hale gelmistir.

[lk ticari HPLC 1967 yilinda iiretilmistir. Bunun ardindan afinite kromatografisi, ters
faz yontemler gibi hidrofobik etkilesimlerin kullanildig1 teknolojiler gelisti. Yiksek
performasli sivi kromatografi ile duyarli, hizli erisilebilir yenilik¢i ¢aligmalar ve siirekli

iyilestirmeler yapilmaya halen daha devam ediliyor.

Bir yiizyll boyunca gelisen tekniklere giiniimiiz sartlar1 ve ihtiyaglar1 sekil
vermektedir. Diinya ¢apindaki birgok laboratuvarda ve biyoproses kullanan tesislerde
kullanilan kromatogtafi teknikleri biyolojik terapilerin gelistirilmesinde 6ncii olmaktadir.
Hiicre ve gen terapileri gibi yeni modellerin saflastirilmasinda, yeni ilag ve tedavilerin

piyasaya siiriilmesinde HPLC teknikleri yeni ¢agin alani olarak goriilmektedir (120-121).
2.10.1. Kromatografik Yontemlerin Siniflandiriimasi

Kromatografik yontemler temelde 3 ana baslik altinda siniflandirilmaya (Sekil 6)
tabi tutulur.

1.  Uygulama sekline gore
2.  Hareketli ve sabit faz tipine gore

3. Ayrilma mekanizmasina gore
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Mobil Faz . . Ayirma Uygulama Kromatografik
Tirt Sabit Faz Tiirii Mekanizmasi Teknigi Teknigin Ismi

Klasik S1vi-Sivi

Kolon | Kromatogtafi

= Sivi — Partisyon

ince Tabaka

Diizlem | Kromatografi

Iyon Degistirme

= lyon Degistirme == Kolon Kromatografisi

; | | JelFiltrasyon
Jel Filtrasyon Kolon Kromatografisi

Klasik Kati-S1vi
Kromatografi

- Kat1 =
Sivi Kromatogtafi Kolon Yiiksek

Performasnli Sivi
Kromatografi

=  Adsorbsiyon

Inc e Tabaka
Kromatografisi

Diizlem

Kagit
Kromatogtafisi

Yiiksek
Kolon Performansli Sivi
Kromatografi

Bagli Sivi Modifiye Partisyon

Kromatografik
Y ontemler
|

Yiiksek
Persormansh Ince
Tabaka
Kromatografisi

Diizlem

. Gaz-Sivi
Stvi Partisyon Kolon Kromatografisi

Gaz Kromatografisi

. Gaz-Kati
Kati Adsorbsiyon Kolon Kromatografisi

Sekil 6. Kromatografik yontemlerin siniflandirilmasi

Kolon igindeki dolgu materyali ve kullanilan ¢6ziicii tiiriine gore Jel filtrasyonu
(biiyiikliik), Iyon ¢ifti (yiik) ve Affinite(ilgi) tipleri kullanilmaktadir.

2.10.2. Gaz Kromatografisi

Iki tiir sabit faz sistemi bulunur bunlar kat1 ve sividir. Hareketli faz olarak gazlar
kullanildigr i¢in genel olarak GK olarak adlandirilir. Ancak kullanilan sabit faz tiirii de goz

ontinden bulunduruldugunda Gaz-Kati ve Gaz-Sivi kromatografi olarak da rastlamak
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miimkiindiir. Gaz-S1v1 sistemler partisyon 6zelliginden yararlanilarak ayrilirken Gaz- Kati
sistemler adsorbsiyon 6zelliginden faydalanarak ayirma islemini gerceklestirir. Gaz-Kati

sistemler daha ¢ok diisiik molekiil agirligina sahip molekiillerin ayrilmasi i¢in kulanilir.

GK ile ayrim, gaz halindeki bir numunenin GK siringas1 yardimiyla injeksiyon
bélmesine enjekte ediligi, burada buharlagma iglemine tabi tutuldugu ve daha sonra sabit
faz tlizerinden inert gazlar tarafindan dedektore kadar tasindigi bir islemdir. Kullanilan
gazlar Helyum, Argon gibi soygazlar, Nitrojen ve hidrojendir. Bir kolon firini yardimi ile
kademeli olarak sicaklik yiikseltilmesiyle buhar fazina gecisi saglanan molekiiller kolon
iizerinde siiriikklenerek detektorlere kadar ulasir. Hareketi saglanan molekiillerin ayrimi
genellikle diisiik molekiil agirlikli olandan yiiksek molekiil agirligina sahip olana dogru
gerceklesir. Bu siirecin tamamlanmasi sonucunda bilgisayarlar yardimiyla elde edilen
kayitlar pikler seklinde elde edilirler. Zamana karsi pik yiiksekligi elde edilen veri

¢iktilarina ise kromatogram adi verilir (Resim 15).

]
v 7y

Column
--

I

Resim 15.Gaz kromatografisinin sematik gdsterimi (StudioGuy’dan (122))

2.10.2.1. Tasiyic1 Gaz

Oksijensiz inert gazlardan olusurlar ve ayrilmak istenen molekiilleri injeksiyon
bolmesinden dedektore kadar tasima gorevini Tstlenirler. Molekiillerle herhangi bir
etkilesime girmemeleri en biiyiik dzellikleridir. Istenilen performansa gore tasiyici gaz

tiirleri degiskenlik gdsterir. En iyi tagiyicilardan biri olan Hidrojen gazi ¢ok iyi ayrim
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yapmasinin yani sira bazi durumlarda molekiillerle reaksiyona girdiginden dolay1 tercih
edilmemektedir. Siklikla Helyum ve Azot gazlar1 tastyict olarak kullanilir.
2.10.2.2.injeksiyon Bolmesi

Yapilacak analiz tiiriine gore kullanilan pek¢ok tiirli mevcuttur. Split/ splitless,
termal buharlastirma, kolonda sogutma bunlardan birkacidir. Analizi gerceklesecek
ornegin sistemle ilk bulusma noktasi injeksiyon bdlmesidir. Ornekler bir mikrosiringa
kullanilarak sisteme verilir ve daha sonra ucgucu hale getirilen 6rnek kolonda ayrilir.
Ornekler s1v1 olacag: gibi gaz olarakta sisteme verilebilir. Injeksiyon bdlmesinin sicaklig1
maddeleri bozmayacak kadar yiiksek olmalidir. Yiiksek sicakliklara g¢ikmamasi gaz
kromatografinin verimsiz kullanimina sebebiyet verir. 250°C ve {izerinde genelde biiyiik
molekiil yapili bilesikler bozulur bu sebeple maksimum 250 °C’ye kadar bozulmadan
ucucu hale gegen bilesiklerin analizi kolaylikla gergeklestebilir. Split mod ile 6rnegin bir
kismi analize verilip kalan kismi disar1 atilir. Splitless modda ise injeksiyon portuna
yiiklenen tiim 6rnek kolon igerisine verilir. Sivi 6rnek analizlerinde ¢ogunlukla split mod

kullanilirken, gaz 6rnekleri ile ¢alisirken splitless mod kullanilir (Resim 16).

Septum Somunu
Tasiyic1 Gaz
Septum

Septum Temizleme

< Split Cikis

Injeksiyon Port
Kaplamasi

Siringa Ignesi

Buharlastirma B6lmesi

J. Baslik
ifd %

<«————— Kapiler Kolon

Resim 16.Split/Splitless injeksiyon bélmesi (McHammer’dan, 123)

Giinde birden fazla numuneyi analiz etmek icin, gece giindliz ¢aligmak veya

numune injeksiyonunu otomatiklestirmek gerekir.
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2.10.2.3. Ayirma Portu ( Kolon)

Kilcal ve dolgulu olmak iizere iki ¢esit kolon siklikla kullanilir. Injeksiyon
bolmesine yiiklenen karisim burada birbirinden ayrilir. iki ucu agik sekilde bulunan
dolgulu ve kilcal kolonlar1 mevcuttur. Dolgulu kolonlar adsorban bir malzeme veya kat1 bir
fazla kaplanmis paslanmaz tiiplerden veya cam malzemeden olusurlar. I¢ ¢aplar1 2-4 mm
arasinda degisen uzunluklart ise 0.5-5 m arasinda degisir, ancak en sik 2m’lik olanlar ile
calisilir.

Kilcal kolonlar ise sivi faz veya adsorban bir malzeme ile kimyasal olarak
baglanmis ince bir tabakaya sahip erimis silika cam tiiplerden olusur. Dolgulu kolonlara
gore daha az ceside sahip ancak ¢ok daha yiliksek ayirma giicline sahiptirler.

Kilcal kolonlar daha uzun daha sivri pikler iiretirken dolgulu kolonlarda genis
pikler goriiliir. Ayrica kilcak kolonlarin ¢ok diisiik konsantrasyonlarin saptanmasini

saglayacak hassasiyete sahip oldugu da bilinir. Kilcal kolonlarin en biiyilik avantaji budur.

AN

Resim 17. Dolgulu kolon (mavi) piki ve kilcal (kirmizi) kolon piki (Shimadzu’dan, 124).

Kolon secimi yapilirken c¢alisilacak madde tiirii 6nemlidir. Polar olmayan
bilesiklerin analizi i¢in polar olmayan kolon, polar bilesiklerin analizi i¢in ise giiclii polar
kolonlar kullanilir. Yiiksek ¢Oziiniirlikli ayirma igin i¢ ¢apir ince ancak uzun kolonlar
tercih edilmelidir. Daha kisa analiz siireleri ile etkin ayirma istenmesi durumunda ise i¢
capt kalin ve kisa kolonlarla kaplama kalinlig1 ince kolonlar tercih edilmelidir. Diisiik
kaynama noktal1 bilesiklerin tayini i¢in uzun ve kapmalas1 kalin kolonlar tercih edilirken,
yiiksek kaynama noktasina sahip molekiiller ayirmak istenirse uzun ve i¢ kaplamasi ince

kolonlar tercih edilmelidir (124).
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WCOT, SCOT ve FSOT tiirlerinde kolonlar mevcuttur. Bunlar;

e Wall Coated Open Tubular  Duvar Kaplamali A¢ik Boru
e Support Coated Open Tubular Destek Kaplamali Ag¢ik Boru
e Fused Silica Open Tubular  Kaynasmis Silika A¢ik Boru

Yekpare ve mikro duvar kaplamali agik boru kolonlar 2000°1i yillarin baglarinda
GK teknolojisinin en u¢ noktasi olarak goriilmekteydi. Bunlar dolgulu olmayip agik boru
ve kilcal kolonlarda in situ hazirlanir. Birbirine bagli godzeneklere sahip polimerik
maddeler veya silika kopiikle tamamen doldurulur. Gozenekli kopiik yapisi sayesinde
viskoz sivilarla kaplanabilir veya siv1 fazlar ile kalici reaksiyonlari saglanabilir. 1990’larda
capraz bagli bir monomerin gozenekli bir sivi varliginda polimerlestirilmesiyle organik
polimer monolitleri hazirlanmig daha sonra 2002 yillarinda silika monolit kolonlar yerini

almustir.

Destek kaplamali agik boru kilcal kolonlarinda, kilcalin i¢ duvari diyatomlu toprak
gibi ince bir parcacikli destek tabakasiyla kaplanir, daha sonra bu destek malzemesinin
izerine ince bir sivi sabit faz tabakasi kaplanir. Bu durum destek kaplamali agik boru
kolonlarina, duvar kaplamali agik boru kolonlarindan daha genis yiizey alani1 ve daha kalin

sabit faz tabakas1 sagladig1 i¢in ek bir avantaj olusturmaktadir.

Kaynasmais silika acik borular cam kapiler kolonlara gore daha ince i¢ kaplamaya
sahiptirler. Poliamid kapmalaya sahip olmalar1 nedeniyle giiglii bir mukavemete sahiptir.
Esnektirler, boylelikler bobin seklinde sarilmalari miimkiindiir. Fiziksel saglamlik,

esneklik ve diisiik reaktiviteye sahip olmalar1 en cazip kilict 6zelliklerindendir.
2.10.2.4. Kolon Firmm

Gaz kromatografisinde ayrimin gergeklestigi kolonlar bir kolon firin1 igerisinde
bulunur (Resim 18). Kademeli olarak sicaklik arttirilarak ve tasiyici gazin kolon igerisinde

akmasi suretiyle bilesenler birbirinden ayrilarak detektorlere ulagir.

Firin sicaklik kontrolorleri genellikle en az bes programlanabilir dogrusal rampa
segmentine sahiptir. Bir sicaklik profili programi olustururken, farkli egim oranlarina sahip
dogrusal rampalar, kromatografi ¢alismasinin farkli noktalarinda ayirma elde etmek igin
birbirine baglanir. Tasiyic1 gaz akis hiz1 ve yardimer valf anahtarlamasi, sicaklik rampalari

boyunca zaman noktalarinda ayarlanabilir ve degistirilebilir
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Firin programi genellikle bir injeksiyon sinyali ile baglatilir, ancak 6n panelden
veya kiitle spektrometresinin bilgisayar kontrol panelinden de baslatilabilir. Ideal olan,
sistemi bir c¢alistirma sinyalinin tiim calistirma bilesenlerini  baglatacagi sekilde

diizenlemektir.

Resim 18. GC-MS analizlerinde kullanilan kapiler kolon ve kolon firmn1

Dahili olarak, GK {i¢ bolmeden yapilmistir. Elektronik mahfaza, dis yiiziinde ekran
ve klavye bulunan mikroislemci kartlar1 i¢in alan saglar. Isitilmamis bir alan enjektor
baglant1 noktas1 bagligini, enjektdr tetigini, bosaltma gazi hatlarini, valfleri ve kablolar
tutar. Firinin biiytik, yalitimli kiipii, 6n yiiziinii olusturan bir kap1 ile enjektdr govdesini ve

kolonu tutar ve kolonun ucuna bagl kiitle spektrometre arayiizii i¢in bir ¢ikis portu saglar.
2.10.2.5. Dedektorler

Kiitle Spektrometresi: GK analizlerinde en sik kullanilan detektorlerden biridir. Cok genis

bir yelpazeye sahip kiitiiphane destegi ile analizlerin pahali standartlar alinmadan
tamamlanmasini saglamast en biiyiik artilarindandir. Kiitle spektrometresinin temel
bilesenleri pompalama, kromatografi arayiizii, iyonizasyon odasi1 ve elektron kaynagi,
odaklama mercegi, dort kutuplu analizér, kendi icindeki dedektorii ve veri kontrol
sistemlerinden olusur. Yiiksek vakum altinda g¢alisilmasi kiitle spektrometreler i¢in en
onemli parametreyi olusturur. Elektron bombardimanina tutulmus molekiiller varliklarini
stirdiirebilmeleri i¢in hava molekiilleri ile ¢arpismadan dedektore varabilmeli ve bu

nedenle yiiksek vakum altinda ¢aligsmalar gerceklestirilmektedir.
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Kombine olarak kulanilan bu sistemde arayiiz sistemin performansi i¢in g¢ok
onemlidir. Numuneyi kolondan kiitle spektrometresi kaynagia aktarir ve bu aktarma

sirasinda numuneyi tasiyici gazdan arindirarak dedektore iletir.

Sisteme verilen numune kolondan ayrildiktan sonra iyonize edilir ve bu
iyonizasyon sirasinda olusan tim fragmentler analizdre iletilir ve sayilar dedektorde
sayilir. Bir plakaya dogru cekilen iyonlar dort kutuplu analiz cihazina girerken yogun bir

akis halinde sikistirir.

Dort kutuplu kiitle analizorii (quadrupole) kiitle spektrometresinin  olmazsa

olmazidir. 4 adet silindirik kuvars gubuktan olusur (Resim 19).

S
S

>

4
S,

7

-

Resim 19. Kuadrupole kiitle filtresi (Reliance Presicion’dan, 125)

Kiitle spektrometrelerinin parmak izi gibi her bilesige 0zgii verdikleri
spektrumlardan yararlanilarak olusturulan kiitiiphaneler sayesinde, kesin olarak kalitatif
tayin yapilabilmesi pahali bir sistem olmasina ragmen yogun talep olugsmasina sebep
olmaktadir. Ancak analizlerde kalitatif tayin yapildigi gibi aym1 zamanda kantitatif sonug
almak arastirmacilar i¢in ¢ok onemlidir. Bu amagla GC-MS sistemlerinde arastirmacinin
amacina bagl baska dedektorler de baglanarak kantitatif analizler de gergeklestirilir. En sik
kullanilan detektorlerden biri de Alev iyonlastirmali (FID, flame ionization detector)

detektorlerdir.

Alev iyonlastirmali Dedektér: Alev iyonlastirmai dedektorlerin tarihi 1958 yilinda Harley

ve ark. (126), McWilliam ve ark (127)‘a dayanmaktadir. O giinden giiniimiize kadar alev

iyonlagtirmali dedektdr, GK’de en yaygin kullanima sahip detektorlerden biri olmustur.
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2.10.2.6. Rezoliisyon ve Bilesenlerin Ayrilmasi

Optimum kromatografik ayirma, makul bir ¢alisma siiresi i¢inde tiim bitisik pikler
arasinda temel rezoliisyona sahip oldugunuzda elde edilir. Rezoliisyon ve kolon

parametreleri Resim 20’de gosterilmistir.

-

[} ta _,‘ r's L_ Wes

Resim 20. Rezoliisyon ve kolon parametreleri

Bu tiir bir ayirmay1 bagarmak icin, bir ayirmay1 etkilemek icin kullanilabilecek
degiskenleri anlamak gerekir. Bunun i¢in iki parametre olgiiliir, alikonma stiresi t, ve her
bir zirvenin tepe genisligi w. Ayrica slitunun bosluk hacmi siiresini, t.p, tutulmayan bir
¢Ozliclinin alikonma siiresinin de Olgiilmesi veya bilinmesi gerekir. Bu verilerden
hareketle, bir tutma faktorii k (kapasite faktorii olarak da adlandirilir), bir ayirma faktorii a
ve bir verimlilik faktdrii n hesaplanir. Son olarak, bu degerleri kullanarak, tiim bu
faktorleri birlestiren bir ¢oziiniirlik denklemi {iretilebilir. Bu verilerin gergek degeri
teorisyen i¢in dnemlidir, ancak asil dnemli olan bu verileri esas olarak yontem gelistirme
sirasinda bir ayirmada yapilabilecek degisiklikleri tahmin etmek i¢in veya zaman iginde
kolon deformasyonuna bagli olarak ayirma degisikliklerini takip etmede teshis yardimcilari

olarak kullanilirsa yararli olur (128).

Alikonma Faktori: K, = w (Esitlik 47)
0
Ayirma Faktorii: o = (t)=(ta) _ (Kp) (Esitlik 48)
(ta)—(to) (Ka)
z 2
. s e _ (tg) (tg) C.
Verimlilik Faktori: n = 5.4 <(W% h)) yada 16 ((Wsa)) (Esitlik 49)
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Calisma siiresinin ¢ok uzun oldugu zamanlarda uygun bir aymrma elde
edilemeyebilir. Burada, tiim tepe noktalarinin kullanilabilir bir ayrimda temel ¢oziintirliige
sahip olmasi gerekmedigine dikkat etmek gerekir. Belirli bir analiz i¢in bir ayrimin ne
kadar mitkkemmel olmasi gerektigine birinin karar vermesi gerekir. Tekrar iiretilebilirlik,

gercek diinyada ayirma mitkemmelliginden genellikle daha 6nemlidir.

Verimlilik faktorii n, tepe noktalarinin ne kadar keskin oldugunu ve bitisik tepe
noktalar1 arasinda ne kadar ortiisme oldugunu gosterir. Pikler ne kadar keskin olursa,
birbirine 0 kadar yakin ¢alistirilabilirler ve o kadar hizli ayrilirlar. Ayrica, toplam ¢alisma

suresi de o kadar kisa olur.

Verimliligi 6lgmek i¢in, belirli bir alikonma siiresinde tepe genisligi 6l¢iilmelidir.
Pik siitunda ne kadar uzunsa, pik genisligi diflizyon kaynakli bantli yayilma nedeniyle o
kadar daha genis olacaktir. GK tepe noktalari ¢cok simetriktir, bu yiizden GK’de 6l¢iilen en
yaygin genislik, yar1 tepe yiiksekligindeki genisliktir. Eger pikler simetrik HPLC’de
oldugu gibi arka tarafta kuyruklanmis ise, bes sigma genisligi ad1 verilen tepe genisligini
yaklasik olarak tepe yiiksekliginin 1/10°’unda Olcen ikinci verimlilik hesaplamasinin
kullanilmasi 6nerilir (123). Bu yontem kolon degisikliklerine ve kirlenmeye karsi yarim
tepe Olclimiinden daha hassas cevap verir. Tepe egiminin her bir tarafi taban cizgisiyle
bulusana kadar uzatilarak Olciiliir, ardindan olusan taban ¢izgisi segmenti olgiiliir. Iki

verimlilik hesaplama yontemi, simetrik tepe noktalari i¢in aynidir.

Verimlilik teorik plaka/metre cinsinden gosterilir Tabaka sayist ne kadar biiyiik
olursa, verimlilik o kadar yiliksek olur ve ayirma tepe noktalar1 o kadar keskin olmalidir.

Tabaka sayisin1 bulmak i¢in Esitlik 50 kullanilir, kolon uzunlugu verimlilige bdliintir.

Teorik Tabaka Sayisi: h = L (Esitlik 50)

n

Farkli dolgu pargacik ¢aplarindan yapilmig kolonlar i¢in en uygun akis hizinm
segmek icin akis hizina kars1 h grafikleri kullanilir (123).

Son olarak, verimlilik, tutma ve ayirma faktorleri, rezoliisyon denklemi Rs’de
birlestirilir (Esitlik 51). Bu, denklemin alikonma faktorii teriminin yakinsak bir terim
oldugunu gosterir. Burda denklem sonucunun bir sayisal deger oldugu ve her zaman

sayisal olacagi anlagilmaktadir.
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Rezoliisyon Esitligi: Rs = 5 (=) (Va) (=) (Esitlik 51)

Alikonma faktorii terimini ¢oziliniirliik tizerinde biiytik bir ilk etkiye sahiptir, ancak
faktor biiylidiikge bu etki diiser. Verimlilik faktorii terimi bir karekok fonksiyonudur.
Verimli degisiklikler, rezoliisyonda dogrusal bir yanit {iretmez. Rezoliisyon denkleminin
ayirma faktorlii terimindeki degisiklikler, ¢oziiniirlikk lizerinde neredeyse dogrusal bir
etkiye sahiptir. Oyleyse, denklemin tutma faktorii terimi olan alikonma, ayirma ve

verimliligi etkileyen degiskenler tam olarak nedir sorusu sorulabilir.

Kolon ve tasiyic1 gaz secildikten sonra kontrol degiskeni olarak yalnizca birkag
degisken kullanilabilir. Calistirmaya baslamadan Once asagidaki ilk bes degisken

sec¢ilmelidir.
1. Sabit faz kimyasi
2. Sabit faz kalinlhig1
3. Siitun i¢ ¢ap1
4. Siitun uzunlugu
5. Tastyic1 gaz kimyasi
6. Tasiyic1 gaz basinci
7. Sicaklik
2.10.2.7. Gaz Kromatogtafisinde Tiirevlendiriciler

Basaril1 bir gaz kromatografisi analizinin gergeklestirilebilmesi i¢in bilesigin ucucu
olmasi en arzu edilen 6zelligidir. Sadece ugucu olan bilesikler icin analiz yapilmasi bu
yontemin kapsamini dar tutacaktir. Ugucu olmayan bilesiklerin ugucu hale getirilebilmesi
ile analizleri gerceklestilir. Bunun i¢in tiirevlendirici adi verilen bilesikler kullanilarak
analizi gerceklestirilecek maddeler tlirevlendirilir ve ugucu olmayan yapilari kolaylikla
ucucu hale getirilebilir. Molekiil agirlig1 arttik¢a ugucu 6zelliginin azalmasi beklenir ancak
tirevlendirme ile molekiil agirligi artar ve ucucu oOzellikler de eklenir. Bu islemin
mekanizmas1 su sekilde agiklanir: Fonksiyonel gruplar igeren bistrimetil-sililasetamid
(BSA) ya da bis-trimetilsililtrifloroasetamid (BSTFA) molekiilleri trimetilsilil veya
triflorometilsilil gruplarini aminler, alkoller veya karboksilik asit gruplarindaki aktif

hidrojen bolgelerine yerlestirir. Alkil ester tiirevleri, karboksilik asit gruplarindan
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olusturulur bu esterler oksimler, ketonlardan ve aldehitlerden yapilir. Herhangi bir
tiirevlendirme islemine maruz birakilmadiginda, tiim bu gruplarin ortak bir noktasi vardir.
Ortak noktalari, hidrojen baglar1 olusturmalar1 ve bulunduklart ortamda kiimece
birikmeleridir. Dogal olarak birbirine hidrojen bagi etkilesimi ile bagli olan bu bilesiklerin
ucuculugu azalir. Hidrojen bagini 6nleyen veya hidrojen bagi fonksiyonel grubunu ortadan

kaldiran tiirevler, bir bilesigin uguculugunu artirir.
2.10.3. Yiiksek Performansh Sivi Kromatografisi

Gaz kromatografisinin ¢ok yaygin olarak kullanildigi bilinmekle birlikte, kullanim
alaninin termal kararligi saglayan gazlasabilen maddelerle sinirli oldugu bilinmektedir.
Bununla birlikte ugucu olmayan karbonhidratlar belli tiirevlendiriciler ile analiz edilebilir.
S1vi kromatografinin gelisiminden itibaren, en yaygin kullanilan teknigi olan HPLC ile ¢ok
genis yelpazede ayirmalar ve arastirmalarin yapilmasi miimkiindiir. Uygun c¢oziiciide
¢oOziilmiis kat1 karisimlari, ayarlanan ¢oziicii sistemleri ve hassas dedektorler sayesinde
kolaylikla ayrilir. Ayirma, partisyon, adsorbsiyon, boyut eleme ve iyon diglama gibi
yontemler yardimiyla yapilir. Yontemler farklilik gosterse de temelde ayni hat iizerinde
kurulmus bir sistemle aywrma saglanir. Gaz kromatografisinden farkli olarak, kolon

uzunlugu basta olmak tizere hareketli faz tiirii en biiyilik sistemsel farklilig1 olusturur.

YUKSEK PERFORMANSLI SIVI
KROMATOGRAFISI

Kolon

Enjektor

Coziici Pompa Dedektor  Atik

Resim 21. Yiiksek performansl sivi kromatografisi sematik gosterimi
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HPLC sistemleri (Resim 21) hemen hemen her alanda uygulanabilirligi ile evrensel
bir iine sahiptir. Diinya iizerinde bir¢ok sehirde egitim kurumlarinda, tiretim tesislerinde ve
arastirma merkezlerinde sik¢a kullanilan kolaylikla ulagilabilir bir cihazdir. Yiksek

yontem kesinligiyle en genis 6l¢iide kullanilan yontemler arasinda onciidiir.
2.10.3.1. Hareketli Faz, Hareketli Faz Gaz Giderim Sistemi ve Coziicii Filtrasyonu

HPLC’da kullanilan hareketli fazlar cam siselerde saklanmaktadir. Izokratik
sistemle yiiriitiilen yontemlerde tek cam hazne kullanilir. Bilindigi gibi gradiyent
sistemlerde 1’den ¢ok hareketli faz kullanilmaktadir. Bu sebeple kullanilan ¢6ziicii tiirii de
degismektedir. Kullanilan cam siselerin temizligi calismalarin hassasiyeti i¢in biiyiik 6nem
tasimaktadir. Caligmalara herhangi bir girisim olmamast ig¢in igerisinde pargacik
olmamasia 6zen gosterilmeli dolayisi ile ¢oziicii siselerinin temizlenmesi ve kuru bir
sekilde saklanmasi gereklidir. Kullanilacak kromatografi tiiriine gore cam harici

malzemelerde hareketli faz sisesi olarak kullanilmaktadir (129).

Analizler sirasinda hareketli fazin kirlenmemesi i¢in bulunduklar: siselerin kapali
olmas1 gereklidir ancak, kolon igerisinde akisindan kaynakli vakum olugmamasi i¢in
siselerin agzinin cok siki kapatilmamasi gereklidir. Sisenin igindeki ¢oziiciinlin tekrar
filtrelenmesi i¢in hareketli faz kablosunun dibinde seramik, polimer veya paslanmaz
celikten olusan filtreler bulunur. Bu filtreler ayn1 zamanda kabloyu sisenin dibinde tutmak

icin agirlik gorevi de gortir.

Hareketli faza karisan parcaciklar HPLC sistemine girerse tikanikliga yol acar. Bu
tikaniklik sadece kolon igerisinde olmamakla beraber sistemin bir¢ok onemli parcasini
bozabilir. HPLC safliktaki ¢oziiciiler siselenmeden 6nce 1pum’den diisiik por ¢apina sahip
filtrelerden ¢oziiliir. HPLC sistemlerinde kullanilan ¢oziiclilerin kromatografik saflikta
olmasi analizlerin en sorunsuz yapilmasini saglar ancak her zaman bu safliktaki maddelere

erisilemedigi durumlarda ¢oziiciiler filtrelerden gegirilmelidir.

Kullanilacak hareketli faza gore filtre se¢imi yapilmalidir. Hidrofobik karakterde
maddeleri iceren filtreler sulu cozeltilerin filtrasyonunda kullanilmaz. PTFE filtreler
metanol ve asetonitril gibi saf organik ¢oziiciileri filtrelemek igin uygundur. Sulu

cozeltileri filtrelemek i¢in seliiloz asetat tercih edilmektedir.

Coziicii tanki i¢inde bulunan ve agirlik yapan filtrelerin bir amaci ¢oziiciiyll

filtrelemek digeri ise baglant1 kablosunu tankin dibine yakin tutmakdir. Bu sekilde baglanti
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kablosu mutlak surette hareketli faz i¢inde durur ve sisteme herhangi bir hava kagmasini da
engeller. Her ne kadar bu sekilde hava kabarciklari engellenmeye caligilsa da bazi
durumlarda yetersiz olur. Bu amagla HPLC cihazlarina injeksiyon yapilmadan 6nce hava
kabarciklarin1 azaltacak ve pompa hatalarin1 engelleyecek ayrica dedekdr hatalari
sebebiyle olmayan piklerin goriilmemesini saglayacak sistemler (Resim 22) biitiinlesmistir

(130,131).

Gaz + Sivi

Girig | | ﬁ

Vakum
Pompasi

Gaz
&

Ayirma Carki / / \,\ Ana Cark
Indiikleyici

8 "

Resim 22. Degazor gaz giderme ilkesi sematik gosterimi (AquaDevice’den, 132)

Pompalanan hareketli faz, giris kismindan pompanin giris kismimna akarken,
hareketli fazdaki ¢6ziinmiis gaz dekompresyon ile sividan ayrilir ve flretilen gaz-sivi
karigimi indiikleyiciye siiriiklenir. Gaz-sivi karigimindaki sivi, gevreye dogru itilir ve
indiikleyicinin donmesiyle tabakalagir ve birikir. Sivida kalan gaz, sividan ayrica ayrilir,
¢linkii bu s1v1 tabakas1 genis 6l¢iide yiiksek vakuma maruz kalir. Gaz daha sonra pervane
araciligiyla vakum pompasi tarafindan g¢ekilir. Vakum pompasi tarafindan ¢ekilen gazda

kalan s1v1, ¢ark tarafindan ayrilir ve indiikleyicinin girig tarafina geri donddirtiliir.
2.10.3.2. Pompalama Sistemleri

Piyasada kullanilan hemen hemen tim HPLC sistemlerindeki pompalama

sistemleri piston pompalardan olusur. Piston pompalar yiizlerce saat kullanabilirligi ve
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bakim gerektirmemeleri nedeniyle en saglam pargalar olarak HPLC sistemlerindeki yerini

almistir.

Analitik ayirmalarda kullanilan HPLC pompalari, 400 bar basinca kadar
calisabilecek sekilde tretilmistir, ancak analizciler g¢ogunlukla 150-200 bar araliginda
calismaktadir (129).

Rutin tayinler i¢in kullanilan HPLC cihazlarinda genellikle tek pistonlu pompalar
kullanilir (Resim 23). Yapisinda bulunan motorun doniisii pistonu ileri ve geri yonde ittirir.
Giris ve ¢ikis kontrol valfleri ile hareketli fazin akis yonii belirlenir. Pompaya hareketli faz
cekilirken ¢ikig valfleri kapatilir ve giris valfinden ¢oziicii alinir, ¢ekilen hareketli faz
kolona verilecegi zaman ise giris valfleri kapatilir ve ¢ikis valfi agilir Bu sekilde kolona

stirekli ¢oziicli pompalanir (131,133).

Piston
Cikis Valfi

7~

Mil

Giris Valfi
Conta  Bas

Resim 23. Tek pistonlu hplc pompasi (LC Source’dan, 134)

2.10.3.3. Gradiyent Sistemler Icin Céziiciilerin Karistirilmasi

Izokratik sistemlerde sistemsel ¢oziicii karistirilmasi yapilmadan, daha analize
baslanmadan ¢oziicli karistirilmasi yapilabilir. Gradiyent analizler icin ise karigim HPLC
cihaz1 tarafindan ayarlanir. Bu islem 3 teknikle gerceklestirilir. Yiiksek basing, diisiik
basing ve hibrit sistemler kullanilarak karistirma saglanir. Yiiksek basingli karistirmalar her
¢Oziiciiniin kendine ait pompasi yardimiyla g¢ekilerek karistirilmasina dayanir. Yani, 1
mL/dk akig hizinda ACN: Tampon ¢6zelti karisimi (70:30, v/v) segilmis ise ACN pompast
0.7 mL/dk ve Tampon ¢6zelti pompasi 0.3 mL/dk akis hizinda ¢gekmektedir.

Yiiksek basingli karistirma sistemlerinin diger sistemlere gore avantaji, minimum
sistem hacmi gerektiren LC-MS gibi uygulamalarda karistiricinin mikro-karistirici ile

degistirilebilmesidir. Diislik basingli sistemlerde karistirma pompaya gelmeden yapilir.
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Haliyle birden ¢ok pompaya ihtiyag duyulmaz ve tek pompa ile islem gergeklestirilir.

Oranlama valfi belli araliklarda agilarak hareketli faz karigimi olusturulur.
2.10.3.4. Otomatik Ornekleyiciler

Preparatif HPLC analizlerinde analizci saflastirma yapacaksa manuel injeksiyon
kullanicitya mantikli gelebilir. Ancak analitik ayirmalar gergeklestirilirken bazi durumlarda
100-150 analizin bir giinde tamamlanmasi gerekebilir. Bu durumda manuel injeksiyon
analiz i¢in biliylikk bir zaman Kkiilfetine doniisiir. Zamandan tasarrufun yani sira
injeksiyonlarin ayni hassasiyette ve otomatize edilmis olmasi ¢alismanin dogrulugunu ve
kesinligini de biiyiik 6lgiide etkileyecektir. Bu amagla giiniimiizdeki ¢ogu HPLC otomatik

ornekleyici icermektedir.

Birgok tasarimi bulunur ve 6 girisli, doner valf en sik kullanilan gesitidir. Ignesi x,
y ve z eksenlerinde hareket ederek belirlenen miktardaki 6rnegi ¢eker ve kolona verir.
Omnekler analitik ayirmalarda genellikle 1-1,8 mL hacimdeki kiiciik siselere konur. Bu
siseler de tizerinde ¢ok sayida kuyucuk bulunduran plakalara yerlestirilir. Otomatik olarak

kuyudan ¢ekilen 6rnek dogrudan kolona verilir (131, 135).
2.10.3.5. Dedektorler

Kromatografi sistemlerinde kullanilan dedektorler analitin fiziksel ya da kimyasal
ozelligine bagli nicel veriyi isleyip pik seklinde almayi saglayan sistem aygitidir. HPLC
analizlerinde ¢ok sayida dedektdr kullanilmaktadir. HPLC analizlerinde kullanilacak
dedektorlerin hareketli fazdan bagimsiz olarak cevap vermesi beklenmektedir. Bunun
haricinde yliksek duyarliliga sahip, akis hiz1 ya da sicakliktan etkilenmeme, genel olarak
tiim analitlere cevap verme, analiti par¢alamama ya da yapisin1 bozmama, analit miktarina

bagli dogrusal artan cevap verme gibi 6zelliklerinin bulunmas istenir.

Dedektor ¢esitleri; giliniimiizde bir c¢ok teknikte calisan dedektéor HPLC
sistemleriyle entegre edilerek kullanilabilmektedir. Bunlar refraktif indeks, floresans,
elektrokimyasal, radyoaktivite, kiitle, kemiliiminesans, NMR, IR ve en sik kullanilan
mordtesi-goriinlir bolge detektoriidiir. Tez calismasinda mor Otesi- goriiniir bolge

dedektorii kullanildigindan sadece bu dedektor hakkinda bilgi verilecektir.

Morotesi- Goruniir Bolge Dedektorii;

Temeli mordtesi ve goriinlir bolge alanindaki 1s181n absorbsiyonuna dayanan,

giiniimiizde en sik kullanilan detektdrlerden biridir. Analizciler bu dalga boyu araliginda
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absorbsiyon yapan bilesikler i¢in yiiksek duyarliliga sahip saptama imkéanina sahip olurlar.
Olgiim prensibi Lambert-Beer yasasina dayanir. Bu yasaya gore 151k akisinin oldugu alanmn
uzunlugu ve analitin konsantrasyonu, Olciilecek olan maddenin ne siddette absorbsiyon
yapacagini belirlemektedir. Degisik biiyiikliikte giiriiltii bliyiikliigiine sahip fotometreler
icerebilen tiirleri ile diisiik mor6tesi-goriinlir bolge aktivitesine sahip analitlerin analizi
miimkiin kilinir, ayrica nanogram derecesinde saptamalar yapilmasi da miimkiindiir. Hiicre
i¢ cap1 Imm, uzunlugu 10 mm akis hiicreleri Z seklinde tasarlanmis modeller kullanilir. Bu
tip hiicreler kiigiik partikiil boyuna (3 pm) sahip kolon maddeleri i¢in olduk¢a uygundur.
Daha biiyiik partikiillii kolonlarda bant genislemesine neden olurlar. Akis hiicrelerinin
uzunlugu arttikca elde edilen sinyal diizeyide artacaktir. Bu kriterler degerlendirilerek

kolon tercihi yapilmalidir.

Mordtesi- Goriiniir Bolge dedektorleri 190nm-800nm dalgaboyu araliginda cevap
verirler. Bir ¢ok aromatik bitki, ¢ifte bag i¢eren bilesikler, fenolikler, halkasiz diiz zincirli
hidrokarbonlar, 200-260 nm araliginda tespit edilebilir. Bu sebeple bir¢ok alanda
kullanilabilir. Hareketli faz segimi calisilacak dalga boyuna gére yapilmalidir. Ornegin
metanol 210-220 nm’den diisiikk seviyelerde kullanighi degildir. Gradiyent ayrimlarda
morotesi-goriinlir  bolge absorbanslari birbirine yakin ¢oziiciiler tercih edilmelidir.
Birbirinden ¢ok uzak absorbans degerine sahip hareketli faz bilesenleri birlikte

kullanilmamalidir.

Diyot dizinli dedektorler (Resim 24), mordtesi-goriiniir bolge dedektor tiplerinden
biridir. Akis hiicresine gonderilen beyaz 151k diyot dizisiyle temas: ile dalga boylarina

ayrilir. Ayni anda birgok dalga boyunda es zamanli veri toplanabilir.
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Resim 24. Isigin absorbsiyonu prensipli ¢alisan dedektorlerin  sematik gdsterimi,
(Wysocki’den 136) a) Mordtesi- goriiniir bolge dedektorii b) Diyot dizinli
dedektor (DAD)

2.10.3.5. Kolon

Tim kromatografik sistemlerde oldugu gibi HPLC sistemlerinin de en etkin ve
onemli parcasi kolondur. Ayirimin etkin bir sekilde yapilmasi hareketli faz katkisiyla
olsada ayirmada en Onemli gorevi istlenen kistm kolondur. Uzunlugu 30-250mm
uzunlugunda ve ticari olarak satilmaktadirlar. Ilk {iretildigi zamanlara nazaran kolon
etkinligi artmis, kolon igin stabilitesi yiiksek ve tekrar edilebilir sonuglar veren uzun
Oomiirlii kolonlara erismek gilinlimiizde miimkiindiir. Kolonlar dolgu maddesi partikiillerle
doldurulmus ya da monolitik halde bulunabilirler. Kullanlan partikiiller ¢esitli 6zelliklere
sahip olabilmektedir. Gozenekli, gozeneksiz ya da core-shell tiirleri mevcuttur. 3um
captaki partikiil boyutuna sahip kolonlar analiz siiresini biiyiik Olcilide kisalttiklari igin
oldukga popiilerdir. Bu sekilde is verililigini arttirdiklari i¢in siklikla tercih edilmektedirler.
Tek dezavantaji olarak partkiil boyutuna bagli bant genislemesine neden olabilirler. Bu

dezavantaj ise daha yiiksek basin¢la ¢alisilan kromatografik tekniklerle dnlenebilinir.

Kolon dolgusu olarak kullanilan maddelerden biri silikadir. Yiiksek mekanik

dayanikliga sahip bu madde kolon iiretiminde siklikla kullanilmaktadir. HPLC sartlari
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geregi olusan basinca karsi yiiksek stabiliteye sahiptirler. pH 8’in iistiinde yapilacak
caligmalarda tercih edilmemelidir. Bu seviye daha yiiksek pH dereceleri silikanin

¢Oziinmesine neden olur.

Sabit fazlar genellikle organik yapilidir. 8 veya 18 karbonlu tiirleri en sik kullanilan
tirlerdendir . Bunun haricinde 3-30 karbona kadar diiz dincirli ve kovalent bagl tiirleri de
bulunur. Bu maddeler kolonda alikonmay1 ve analite 6zgii segiciligi saglar. Resim 25’de

HPLC’da analitik amagli kullanilan kolon 6rnegi gosterilmistir.

Core-shell kolonlar ise bir ¢ekirdek ve ona saran kabuktan olusur. Bu kolonlar
gozenekli partikiil iceren kolonlardan farklidir. 60 yil once biiylik capli olan tiirleri

gelistirilmis ve kullanilmistir.

HPLC Columns ..-cos

———3

Resim 25. HPLC’da analitik amagli kullanilan kolon, (ChromTech’den, 137)
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3. GEREC ve YONTEM
3.1. Enstriimantasyon

3.1.1. Gaz Kromatografisi

Shimadzu QP20104 Ultra (Japonya) marka gaz kromatografisi cihazi ve Shimadzu

2010 plus FID, Shimadzu Class-5000 Chromatography Workstation yazilimlari ve

dedektor olarak Shimadzu marka kiitle spektrometresi kullanilmaistir.

3.1.2. Yiiksek Performansh Sivi Kromatografisi

Shimadzu LC-20AT pompa,

DGU-20A5 gaz giderici, SIL-20A otomatik

ornekleyici, CTO10ASVP kolon firini, SPDM20A DAD dedektorii kullanilmaistir.

3.1.3. Diger Cihazlar

Asagidaki tabloda kullanilan diger cihazlar ve markalar listelenmektedir.

Tablo 11. Kullanilan arag ve geregler

Cihaz Tiiri

Marka

Mikrodalga firin
Hassas terazi

Rotary evaporator

pH metre

Ultrasonik su banyosu
Ultra saf su cihazi
Vortex

Mikropipetler
Membran Filtre
Siringa ucu filtre
Santrifiyj

Mikro plate okuyucu
Vial (HPLC)
Differansiyel Taramali Kalorimetre

FT-IR Spektrometre

DBK Manual Microwave Instrument
Ohaus, PA214C

Heidolph Hei-VAP Precision

Hanna Instruments, HI 2211

Sonica, 3300MH

Sartorius Stedim, Arium pro UV
Isolab, MX-S

Socorex

Sartorius Stedim, Seliiloz asetat, 0.45 pm
Agilent, Naylon, 0.45 um

Sigma, 3-30K

BMG Labtech Spectrostar Nano

Hitachi-7020
IRAffinity-1S
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3.2. Bitki Orneklerinin Toplanmasi, Kurutulmasi ve Ogiitiilmesi

O. micranthum (Resim 26), yaklasik 1300 m yiikseklikten Adana Kozan’ da 2020
yil1 agustos ayinda toplanmustir. O. micranthum, drnekleri Ankara Universitesi, Eczacilik
Fakiiltesi Herbaryumu’nda saklanmaktadir (AEF 25873).

Resim 26. O. micranthum bitkisi (Karaoglan’dan, 2)

O. minutiflorum (Resim 27), Antalya Inan Tarim’dan alinmistir. Yaklasik 1800 m
yiikseklikten Serik ilgesi, Etler Yaylas1 Antalya’da 2020 yili eyliil ayinda, toplanmistir O.
minutiflorum Herbaryum kodu (AEF 25949)’dir.

Resim 27. O. minutiflorum bitkisi (Karaoglan’dan, 2)
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Tez calismasinda kullanilan bu iki tiir golgede hava dolasimi bulunan serin ve kuru
bir alanda kurutulmus, calismalarda c¢icekli toprak istii kisimlart ogiitiicii degirmen

yardimiyla toz haline getirildikten sonra kullanilmistir.
3.3. Derin Otektik Céziiciilerin Sentezlenmesi

DOC’lerin sentezi icin Hidrojen Bagi Donér ve Hidrojen Bagi Akseptdr olarak 2

grup kimyasal kullanilmistir.

Tablo 12. Derin 6tektik ¢oziicii sentezi i¢in kullanilan kimyasallar

Hidrojen Bag1 Donor Hidrojen Bag1 Akseptor
Gallik Asit Timol
Sinnamik Asit Mentol
Sirinik Asit Rezorsinol
p-Kumarik Asit tert- Biitil Amonyum Bromiir

1-Hegzadekanol
1-Oktadekanol

Hidrojen Bagi Dondr ve Hidrojen Bagi Akseptor olarak ayrilan kimyasallarin
10mmol ve katlarindaki miktarlar1 1:1 ile 1:10 arasindaki oranlarda degisen karisimlar
hazirland1 ve mikrodalga firin ile 60 °C’ye kadar 1sitildi daha sonra oda sicakliginda

sogumaya birakildi.

Hidrojen Bag1 Dondr ve Hidrojen Bagi Akseptor olarak ayrilan kimyasallar 1:1
ile 1:10 arasindaki oranlardaki bilesimleri Tablo 13’deki gibi hazirlanmistir. Toplamda 240
adet sentez denemesi yapilmistir. Sentez icin kullanilan saf maddelerin IR Spektrumlar
alimmustir. Bu sekilde sentezlenen DOC ile saf maddelerin molekiiler farklar1 ortaya
konmustur. Daha sonra sivi fazini koruyabilen DOC’ler igin 6z kiitle hesaplamalar
yapilmistir. Calismalarda kullanilan DOC’lere ait Diferansiyel taramali kalorimetre ile

1sitma/ sogutma analizleri gerceklestirilmistir.

75



Tablo 13. Derin 6tektik ¢oziicii kombinasyonlari

Kombinasonlar (1:1-1:10)

Gallik Asit- Timol Sinnamik Asit- Timol
Gallik Asit- Mentol Sinnamik Asit- Mentol
Gallik Asit- Rezorsinol Sinnamik Asit- Rezorsinol
Gallik Asit- TBAB Sinnamik Asit- TBAB
1-Oktadekanol- Timol 1-Hegzadekanol- Timol
1-Oktadekanol- Mentol 1-Hegzadekanol- Mentol
1-Oktadekanol- Rezorsinol 1-Hegzadekanol- Rezorsinol
1-Oktadekanol- TBAB 1-Hegzadekanol- TBAB

Sirinik Asit- Timol p- Kumarik Asit- Timol

Sirinik Asit- Mentol p- Kumarik Asit- Mentol
Sirinik Asit- Rezorsinol p- Kumarik Asit- Rezorsinol

Sirinik Asit- TBAB p- Kumarik Asit- TBAB

3.3.1. Sentezlenen DDOC’lerin Fiziksek  Ozelliklerinin  Belirlenmesi  ve

Karakterizasyonu

Sentezlenen DOC lere ait fiziksel 6zelliklerin belirlenmesi amaci ile IR analizleri,
Ozkiitle hesaplamalari, termal ozelliklerinin incelenmesi amaciyla diferansiyel taramali

kalorimetre analizleri gergeklestirilmistir.
3.3.2. IR Analizleri

IR analizleri i¢in baslangic saf maddelerinin ve DOC'lerin Fourier déniisiimii
kizil6tesi (FT-IR) spektrumlari, zayiflatilmis bir toplam yansitma aksesuari ile donatilmig

bir IRspektrometresi kullanilarak elde edildi.
3.3.3. Ozkiitle Hesaplanmasi

Ozkiitle hesaplamalar1, gravimetrik yontem kullanilarak ii¢ tekrarl olarak 6lciildii.
3.3.4. Diferansiyel Taramah Kalorimetre Analizleri

Sentezlenen ve calismalarda kullanilan DOC’lerin termal 6zellikleri, bir Hitachi-
7020 cihazt kullanilarak diferansiyel tarama kalorimetrisi (DSC) ile 10 °C/dk
1sitma/sogutma hizinda 6l¢iilmiistiir. Sicaklik araligi olarak -20°C ile 230 °C segilmistir.
Olgiimlerde referans olarak bos krozeler kullanilirken ¢alisma igin yaklasik 10 mg drnek
oncesi dondurulduktan sonra analiz edilmistir. Termogram grafiklerinden elde edilen

grafikler yorumlanmaistir. Faz doniisiimiine (erime — donma) karsilik gelen entalpi degisimi
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piklerin altinda kalan alan {izerinden hesaplanir. Bu calismada karakterizasyon erime

noktas1 degisimine gore degerlendirilecektir.
3.3.5. En Iyi Verime Sahip DDOC ‘iin Belirlenmesi

Gelistirilen teknigin performansini1 degerlendirmek i¢in DOC i¢in ekstraksiyon geri

kazanimi (EGK) ve zenginlestirme faktorii (ZF) asagidaki denklemlerle tahmin edildi.

Ekstraksiyon Geri Kazanimi: EGK = (%) (Esitlik 52)
0
Jengi . R 1
enginlestirme Faktori: ZF = <o X 100 (Esitlik 53)
0 0

3.4. Tiirlerin Ekstraksiyonu

Tiirlere ait ekstraksiyon iki sekilde gergeklestirildi biri; metanol ekstraksiyonu
digeri ise DOC’lerle mikro ekstraksiyon seklinde uygulandi. Metanol ekstraksiyonu
mikrodalga ekstraksiyon ile mikrodalga ekstraksiyon ve ¢alkalayici ekstraksiyonu seklinde
gerceklestirildi. Kuru ekstrelerden kazinan numune, konsantrasyonu 10 mg/mL olacak
sekilde HPLC saflikta metanolde yeniden ¢oziildiikten sonra 0.45 um membran filtreden

gecirilmek suretiyle analiz 6rnekleri hazirlandi.

Mikrodalga firin sartlar1 400 W, 40°C 10 dk siirede gergeklestirildi. O. micranthum
icin 1.1133 g 6rnek hassas terazide tartilip iizerine 10 mL HPLC saflikta metanol ilave
edilmis ve mikrodalga ekstraksiyonu gergeklestirilmistir. O. minutiflorum igin 1.0009 g
ornek hassas terazide tartilip lizerine 10 mL HPLC saflikta metanol ilave edilmis ve

mikrodalga ekstraksiyonu gergeklestirilmistir

Metanol ile galkalayict ile O. micranthum igin 1.0239 g 6rnekten alinip tizerine 10
mL HPLC saflikta metanol ilave edilmis ve 40 °C de 24 saat ¢alkalayicida ekstraksiyonu
yapilmistir. O. minutiflorum igin 1.0009 g 6rnek hassas terazide tartilip tizerine 10 mL
HPLC saflikta metanol ilave edilmis ve 40 °C de 24 saat c¢alkalayicida ekstraksiyonu
yapilmustir.

Dispersif sivi sivi ekstraksiyon yontemi ile sulu bir numunede ince ekstraksiyon
solventi olarak segilen DOC damlaciklarmin dispersiyonunu igeren bir ekstraksiyon teknigi

kullanildi. Ekstraksiyon islemi mikrodalga firin igerisinde tamamlandi. DOC su igindeki
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bitki ornekleri ile birlikte ayn1 anda mikrodalga firin iginde optimum sartlar1 belirlenen

derecelerde gercgeklestirildi.
3.5. Gaz Kromatografisi Yontemleri Deneysel Kosullari

O. micranthum ve O. minutiflorum bitkilerinden elde edilen ugucu yaglari,
Shimadzu QP20104Ultra marka gaz kromatografisi cihazi ve Shimadzu 2010 plus FID,
Shimadzu Class-5000 Chromatography Workstation yazilimlari ve dedektér olarak
Shimadzu marka kiitle spektrometresi kullanilarak analiz edilmistir. Analizlerin yapildig:

kosullar Tablo 14’de verilmistir.

Tablo 14. GC-MS deneysel kosullar

Parametre Durum

Sicaklik 60 C 'dan 240°C (dakikada 3°C)

Akis Hizi 1.0 mL.dak *
Toplam Analiz Siiresi 62dak
Enjekte Edilen Numune Miktari 1uL
Ara faz Sicakligi 250°C
Enjektor Sicaklig 250°C
Tasiyic1 Gaz Helyum
Kolon RTX-5M 30 m Kapiler Kolon

Iyonizasyon Voltaji 70 eV
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3.5.1.Ucgucu Yaglarin Eldesi

Kurutulmus O. micranthum ve O. minutiflorum bitkileri ayr1 ayri, toprak ustii
kisimlar1 ayrilmadan, 6giitiicii degirmen yardimiyla toz haline getirildikten sonra 20’ser
gram tartilarak ayr1 ayr1 1 L’lik diiz dipli balona yerlestirildi. Uzerlerine 500 mL ultra saf
su eklendikten sonra clevenger diizenegi mikrodalga diizenegi ile kombine bir sekilde
kurularak 3 saat boyunca su buhari ekstraksiyonuna tabii tutuldu. Kombine edilmis yontem

Resim 28’de gosterilmistir.

e !

| by

MI‘H =

Resim 28. Mikrodalga firin ile kombine Clevenger diizenegi
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Ekstraksiyon islemi 400 W, 100°C’de gergeklestirilmistir. Bitkilerden gelen ugucu
yaglar su buhar ile siiriiklenerek -15°C’ye kadar sogutulmus geri sogutucu diizeneginde
yogunlastirilarak suyun iizerinde toplandi. HPLC grade n-hegzan ile ¢6ziinerek —18°C’de
kahverengi viallerde analiz yapilana kadar muhafaza edildi. Analiz sirasinda elde edilen
yagin 1uL’si GC-MS cihazina injeksiyonuyla gerceklestirildi. Ekstraksiyon islemi 400W,
100 °C’de 3 saat siireyle gerceklestirilmistir.

On muamele i¢in kullanilacak DOC ugucu analizlerini degistirmeyecek nitelikte
secilmeye ¢alisilmistir. Timol ve Mentol igeren tiirler ugucu bilesen oldugundan dolay1 bu
karigimlart igeren tiirler elenmistir. Sivi formunu koruyan Rezorsinol tiirii hig
olmadigindan bu grup céziiciiler elenmistir. Kullanilacak DDOC alternatifleri sadece

Sinnamik Asit- TBAB, Sirinik Asit- TBAB ve p-Kumarik asit -TBAB olarak kalmustir.

Calismada kullanilan DDOC p-kumarik asit- TBAB olarak se¢ilmis ve calismaya
bu sekilde devam edilmistir. O. micranthum ve O. minutiflorum bitkilerine 20’ser gram
aliarak, uygun derin 6tektik ¢oziiciiden 10 mL kadar eklenip mikrodalga firinda 60 °C’ de
400 W gii¢ uygulanarak 15 dk 6n muameleye tabi tutulmustur. Daha sonra ayn1 diizenek
icin lizerlerine 500 mL ultra saf su eklendikten sonra mikrodalga diizenegi ile kombine
clevenger diizeneginde 400 W, 100 °C’ de 3 saat siire ekstraksiyon islemine tabi

tutulmustur.
3.5.2. Ucucu Bilesenlerinin Aydinlatilmasi

Izole edilen ugucu bilesikler, bilesiklere ait kiitle spektrumlarinin Shimadzu
QP20104 Ultra marka gaz kromatografisi cihazi ve Shimadzu 2010 plus FID, Shimadzu
Class-5000 Chromatography Workstation cihazina entegre edilmis NIST ve Wiley

kiitiiphanelerindeki verileriyle karsilastirilmasi sonucu aydinlatilmistir.
3.6. Yiiksek Performansh Sivi Kromatografisi Deneysel Kosullar:

Fenolik bilesik analizlerinin gergeklestirilmesi amaciyla. O. micranthum ve O.
minutiflorum bitkilerinden elde edilen ekstraktlar yiiriitilmeden 6nce kalibrasyon islemi
gergeklestirildi. HPLC c¢alismalarinda kullanilan  fenolik madde standartlart  p-
hidroksibenzoik asit, vanilik asit, siringaldehit asit, p-kumarik asit, sinapik asit, benzoik
asit ve kersetin olmak iizere 7 fenolik bilesik tiiriidiir. HPLC saflikta metanolle her bir
standardin konsantrasyonunun 100 pg/mL olacak sekilde stok ¢ozeltisi hazirlanmigtir. 0.45

um membran filtreden gecirildikten sonra HPLC calismalarinda kalibrasyon egrisi
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olusturulmas1 i¢in standartlart igeren stok ¢oOzeltiden, 5-10-25-50-100 pg/mL
konsantrasyonlarindaki  diliisyonlar1 hazirlanmistir. Hazirlanan ¢ozeltilerin - HPLC
cihazinda yiiriitilmeleri daha 6nce olusturulan fenolik asit tayin yonteminden yenilenerek

gergeklestirilmistir.

C18 (RP-C18, 150 mmx4.6 mm, 5 pum) kolon fenolik bilesiklerin tespitinde
kullanilmigtir. Analiz 270 nm’de Shimadzu LC-20AT pompa, DGU-20A5 gaz giderici,
SIL-20A otomatik 6rnekleyici, CTO10ASVP kolon firini, SPDM20A DAD dedektorii
kullanilarak gergeklestirilmistir. Coziicli sistemi ise gradiyent program uygulanarak 16 dk
‘da tamamlanmistir. Ayirim olarak, A ¢ozeltisi %100 metanol, B ¢6zeltisi %2’lik sulu
asetik asit (pH 2.7) oldugu ikili ¢oziicii sistemi kullanilmistir. Tablo 15 sartlar

gostermektedir.

Tablo 15. Fenolik bilesiklerin analizinde kullanilan HPLC sartlar1

Yontem Gradient eliisyon
Hareketli Faz A: %100 metanol
B: %2 sulu asetik asit ¢ozeltisi (pH 2.7)
Dedektor SPDMZ20A Diode Array Detector (DAD)
Kolon C18 kolonu (RP-C18, 150 mm x 4.6 mm, 5 um)
Kolon Sicaklig 25°C
Akis Hizi 1.5 mL/dk
Enjeksiyon Hacmi 20 uLL
Dalga Boyu 270 nm
Siire 16 dk

Gradiyent eliisyonda kullanilan ¢oziiclilere ait oranlar ve oran degisim zamanlari

Tablo 16’da verilmistir.
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Tablo 16. Gradient eliisyonda kullanilan ¢6ziicii oranlar1 ve degisim zamani

Zaman (dk) Solvent A % % Solvent B %
0.01 20 80
4.00 30 70
7.00 40 60
8.00 40 60
10.00 45 55
11.00 45 55
12.00 50 50
13.00 50 50
14.00 60 40
15.30 80 20
16.00 Stop

3.6.1. Yontem Validasyonu
3.6.1.1. Sistem Uygunlugu

Validasyon islemleri yapilmadan oOnce sistemin yeterli bir sekilde calistigini
kanitlamak i¢in sistem uygunluk testi yapilir. Bu islem i¢in ayni standardin 5 tekrarh
enjeksiyonu degerlendirilmistir. HPLC yontemi validasyonu, ICH yonergelerine gore
dogrusallik, LOD ve LOQ, geri kazanim, kesinlik ve secicilik ac¢isindan

degerlendirilmistir.

5-100 pg/mL araliginda en az bes farkli fenolik bilesik karisim sollisyonu

konsantrasyonu bes tekrar halinde analiz edilmistir.
3.6.1.2. Dogrusallik

5-100 pg/mL araliginda en az bes farkli fenolik bilesik karisim sollisyonu

konsantrasyonu bes tekrar halinde analiz edilmistir.

Pik alanlari, dogrusal bir regresyon denklemi olusturmak ve korelasyon katsayisini

belirlemek i¢in karisim ¢ozeltilerinin her bir konsantrasyonuna karsi ¢izilmistir.
3.6.1.3. LOD veLLOQ

Pik alanlar1, dogrusal bir regresyon denklemi olusturmak ve korelasyon katsayisini
belirlemek i¢in karisim ¢ozeltilerinin her bir konsantrasyonuna karsi ¢izilmistir. Algilama

limiti (LOD) ve olglim limiti (LOQ) degerleri, sinyal-giiriiltii yontemi kullanilarak
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atanmistir. LOD’yi degerlendirmek i¢in ii¢ katli bir sinyal-giiriiltii oran1 (S/N) ve LOQ’yu

degerlendirmek i¢in on katli bir sinyal-giiriiltii oran1 kullanilmistir.
3.6.1.5. Geri Kazamim ve Kesinlik

Geri kazanimi belirlemek igin ii¢ farkli konsantrasyonda karisim soliisyonlar1 (5, 25
ve 50 pg/mL) ii¢ kopya halinde uygulanmistir. Geri kazanim, bilinen miktarin yiizdesinin
ortalama ve standart sapmasi olarak degerlendirilmistir. Giin i¢i ve gilinler arasi kesinlik,
tutma siirelerinin bagil standart sapmasi1 (% RSD) ve ii¢ farkli konsantrasyonla, iki ayr1 giin
icin standartlara gore ii¢ tekrarli karisim c¢ozeltileriyle ylizde pik alanlar1 olarak

belirlenmistir.
3.6.1.6. Segicilik

Yontem segiciligi, standart tepe noktalar1 arasindaki ¢oziiniirliigii degerlendirerek
degerlendirilmistir. Fenolik bilesikler, ayn1t HPLC kosullar1 kullanilarak belirlenmistir.
Numune pikleri, bilinen fenolik standartlarin alikonma siireleri ile karsilagtirilarak tespit
edilmistir. Metodun tekrarlanabilirligini dogrulamak igin metanolik ekstrakt ii¢ kopya
halinde calistirilmis ve degerler, bitki konsantrasyonlarinin ortalama ve standart sapmasi

olarak ifade edilmistir.
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3.7. Biyololik Aktivite Calismalarinda Kullanilan Kimyasallar ve Hazirlanislari

O. micranthum ve O. minutiflorum bitkilerinden elde edilen ekstraktlar ve ugucu
yaglarin oksidasyon engelleme kapasitelerinin tayin edilmesi amaciyla antioksidan aktivite
testleri ve bakteri ve kiif dahil mikroplarin gelisimini engelleyen, bunlara direng gosterme

0zelliginin tayin edilmesi amaciyla antimikrobiyal aktivite test uygulamalar1 yapilmigtir.

Antioksidan tayinler i¢in kullanilan kimyasallarin listesi Tablo 17°de verilmistir.

Tablo 17. Antioksidan tayinler i¢in kullanilan kimyasallar

Kimyasal Adi Marka
Asetik Asit Merck
HCI Merck
Metanol-LC Saflikta Sigma-Aldrich
Etanol Sigma-Aldrich
Folin-Ciocalteu’s Fenol Reaktifi Sigma-Aldrich
DPPH Sigma-Aldrich
Gallik asit Sigma-Aldrich
Troloks Sigma-Aldrich
BHT Sigma-Aldrich
CuCI2.2H,0 Sigma-Aldrich

Antioksidan tayinler i¢in kullanilan c¢ozeltiler ve hazirlaniglar1 Tablo 18°de

verilmistir.
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Tablo 18. Antioksidan tayinler i¢in kullanilan ¢ozeltiler

FRAP Tayini icin Kullanilan Cozeltiler

Cozelti
HCI (100 mM)

TPTZ (10 mM)

FeCls (20 mM)

Asetat Tamponu (300 mM,

pH 3,6)
FRAP Reaktifi

Troloks (0.25 mg/mL)

Hazirlams1

50 mL saf suyun iizerine % 37’lik HCI’den 410 pL ilave
edilerek hazirlanmistir.

46.8 mg TPTZ tartilmistir, 6 mL 100 mM’lik HCI i¢inde
¢oziildiikten sonra lizerine 9 mL metanol ilave edilmistir
48.6 mg FeCl; 6 mL saf suda ¢6ziilmiis, sonra tizerine 9 mL
metanol ilave edilerek hazirlanmistir

12 mL glasiyel asetik iizerine 2.325 g NaCH3COO.3H,0
tuzu ilave edilmistir. Saf suyla 750mL ’ye tamamlanmustir.
300 mM pH 3.6 asetat tamponu tizerine 10 mM TPTZ ve
20 mM FeCl; (10:1:1) oraninda karistirilarak taze olarak
hazirlanmistir.

5 mg troloks 20 mL etanolde ¢oziilerek stok ¢ozeltisi

hazirlanmustir.

DPPH- Radikal Temizleme Aktivitesi icin Kullanilan Cézeltiler

Cozelti

DPPH- Reaktifi
(100 mM)

BHT ( 0.01 mg/mL)

Hazirlamis1

1.97 mg DPPHe tartilmis, 45 mL metanolle ¢oziilmiistiir ve
50 mL’ye tamamlanmistir

0.1 mg BHT 10 mL metanolde ¢6ziilerek hazirlanmistir.
Stok ¢ozelti metanolle 1:1 oraninda seyreltilerek 10-5-2.5-
1.25-0.6251g/mL konsantrasyonlar1 hazirlanmigtir

CUPRAC Tayini icin Kullanilan Cozeltiler

Troloks (0.25 mg/mL)

7.5 mM Nc Cozeltisi

10 mM CuCl,.2H,0

1 M NH4CH3COO-

12.5 mg Troloks 50 mL metanolde ¢oziilerek stok ¢ozeltisi
hazirlanmastir.

39 mg Neokuproin 25 mL metanolde ¢oziilerek
hazirlanmastir.

46.2 mg CuCl,.2H,O 25 mL distile su ile ¢ozilerek
hazirlanmistir (NaOH ile pH 7 olacak sekilde ayarlandi.)
1.9 g NH4CH3COO tuzu 50 mL distile su ile ¢oziilerek
hazirlanmistir (NaOH ile pH 7 olacak sekilde ayarlanir.).
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3.8. Antioksidan Aktivite Calismalar:

O. micranthum ve O. minutiflorum bitkilerinden elde edilecek tiim ekstraktlarin
antioksidan aktivitesin belirlenmesi amaciyla antioksidan tayin yontemlerinden CUPRAC

Tayini, FRAP Tayini ve DPPH Tayini testleri gergeklestirilmistir.
3.8.1. Cu (II) iyonu indirgeyici Antioksidan Kapasite (CUPRAC) Tayini

Bu metot, 450 nm’de absorbans veren Nc¢’nin Cu (II) ile olusturmus oldugu Cu(II)-
Nc’nin, antioksidan varliginda olusturdugu selat Cu(l)-N) kompleksinin UV-Goriiniir
bolge spektrofotometrik Olglimiine dayandirilarak antioksidan kapasitesi Ol¢iilmektedir
(102).

5 farkli konsantrasyonda Troloks (62.5, 125, 250, 500, 1000) uM metanollii
¢ozeltileri hazirlanmistir. Calismada, O. micranthum ve O. minutiflorum bitkilerinden elde
edilen ugucu yaglar, fenolik analiz igin elde edilen ekstraktlar (10 mg/mL) kullanilmustir.
500 pL numune ¢ozeltileri tizerine 1000 pL. NH4CH3COO- ve 1000 pL CuCl,.2H,0
eklenmistir. Ardindan test ¢ozeltilerine 1000 pL Nec reaktifi, numune korlerine 1000 pL
metanol (¢oziicii olarak) 20°ser sn arayla eklenmistir. 30 dakika sonra numunelerin
absorbanslar1 450 nm’de spektrofotometrede okunmustur. Deney sirasinda numunelerin
¢oziiciileri kor olarak kullanilmistir. Orneklerin antioksidan kapasiteleri, standart olarak

hazirlanan Troloks ile karsilastirilarak Troloks Esdegeri TEAC (uM) olarak verilmistir.
3.8.2. Ferrik Indirgeyici Antioksidan Giic (FRAP) Tayini

Bu metot ile 595 nm dalga boyunda maksimum absorbans veren, Fe(lll)-TPTZ
kompleksinin antioksidan madde varliginda indirgenmesi ile olugan mavi renkli Fe(I)-
TPTZ kompleksinin  UV-Goriiniir bolge spektrofotometrik 6lgiimiine  dayandirilarak
antioksidan kapasitesi olgiilmektedir (100). 5 farkli konsantrasyonda Troloks (62.5, 125,
250, 500, 1000) uM etanollii ¢ozeltileri hazirlanmigtir ve kalibrasyon igin kullanilmistir. O.
micranthum ve O. minutiflorum bitkilerinden elde edilen ugucu yaglar, fenolik analiz i¢in
elde edilen ekstraktlar 10 mg/mL konsantrasyonunda olacak sekilde hazirlanmistir.
Kullanmadan hemen once taze olarak hazirlanmasi gereken FRAP reaktifi calisma
boyunca manyetik karistiricida bekletilmis ve tazeligini korumustur. Bu deneyde de kor
olarak numunelerin kendi ¢6ziiciileri kullanilmistir. Gallik asit ve drnek ¢ozeltilerinden 50
uL alindiktan sonra, iizerlerine 1,5 mL FRAP reaktifinden eklenmistir. Bir siire

vortekslendikten sonra, tiim tiipler oda sicakliginda 20 dk kadar bekletilmistir. Bu siire
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tamamlandiktan sonra 565 nm’de spektrofotometrik 6lgiim yapilmistir Orneklerin
antioksidan kapasiteleri, standart olarak hazirlanan Troloks ile karsilagtirilarak Troloks
Esdegeri TEAC (uM) olarak verilmistir.

3.8.3. DPPH (2,2-difenil-1-pikrilhidrazil) Serbest Radikal Siipiiriicii Aktivite Tayini

Potansiyel antioksidan aktivite tayini i¢in kullanilan en sik yontemlerden biri olan
DPPH tayin yontemi icin ticari olarak satin alinabilen, kararli bir serbest radikal olan 2,2-
difenil-1-pikrilhidrazil kullanilir. DPPH metodu ile 517 nm dalga boyunda maksimum
absorbans veren DPPH radikalinin mor menekse rengindeki agilma ve buna bagh
absorbansindaki azalma tespit edilmistir. DPPH metodu ig¢in 100 uM’lik DPPH ¢ozeltisi
hazirlanmistir. BHT (biitil hidroksi toliien) kimyasalinin 0.01 mg/mL konsantrasyonunda

hazirlanmis olan ¢ozeltisi standart madde olarak kullanilmistir (98,99).

Once, analizi yapilacak &rneklerin calisma icin uygun konsantrasyonlarinin
belirlenmesi islemi yapilmistir. On denemelerde hazirlanan &6rnekten ve DPPHe
¢ozeltisinden 1:1 oraninda karistirilarak 40 dk beklenmistir. Bu siire sonunda radikalin mor
menekse rengi kalici ise konsantrasyonun numune i¢in uygun olduguna karar verilmistir.
Ayni sekilde karistirilan 6rnek ve DPPH karigiminin renginin kaybolmasi durumunda ise
numune konsantrasyonu yarim kat daha seyreltilerek ayni sekilde on denemeyle uygun
konsantrasyonu bulma islemine devam edilmistir. Calisma konsantrasyonlar1 belirlendikten
sonra numunelerin belirlenen konsantrasyonlart kendi ¢oziiciileri ile seyreltilerek farklh
konsantrasyonlarda hazirlanmistir. Standart stok c¢ozeltisi olan BHT de yari yariya

seyreltilmis 5 farkli diliisyonu hazirlanmistir.

750 uL DPPHe ¢o6zeltisi ve 750 uL. numune ¢ozeltisi karistirtlip vortekslenmistir.
Sonra oda sicakliginda, karanlik bir ortamda 50 dakika inkiibe edilmistir. Siire sonunda
517 nm dalga boyunda spektrofotometrik dl¢im yapilmistir. Kor olarak DPPHe ¢ozeltisi
ve orneklerin ¢ozildigi ¢oziiciiler kullanilmistir. Elde edilen absorbanslara karsilik gelen
konsantrasyonlar grafige gegirilerek ICsy degerleri hesaplanmistir. Tiim numuneler {i¢

tekrarli calisilmistir.
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3.9. Antimikrobiyal Aktivite Calismalar:
3.9.1. Agar Kuyucuk Difiizyon Testi

Antimikrobiyal aktivite testi i¢in Candida albicans ATCC10231 fungus tiirii olarak
ve Staphylococcus aureus ATCC 25923, Bacillus cereus RSKK709, Staphylococcus
epidermis ATCC12228 ve Escherichia coli ATCC25922 bakteri olarak indikator
secilmistir. Yontem prosediirinde bazi modifikasyonlar yapilarak calisildi. Elde edilen
ucucu yaglarin ve ekstrelerin antimikrobiyal aktiviteleri agar kuyucuk difiizyon testi ile
analiz edilmistir. Yontem testi i¢in Once,121 °C’de 15 dakika sterilize edilen Muller Hilton
Agar, steril kabin i¢inde 20-25 mm kalinliginda ayarlanarak petri kabina dokilmistiir.
Sogumak tizere bekletildikten sonra, bakteri yogunlugu 0.5 Mc Farlanda, maya yogunlugu
2.0 Mc Farlanda ayarlanmis olup agar yiizeyine ekiivyon ¢ubuguyla yayilmis, daha sonra
agar ylizeyinde 6-7 mm capinda kuyucuklar agilmis ve her kuyucuga 75 pL ornekler
enjekte edilmistir. Negatif kontrol olarak her fraksiyonun orneksiz igerigi hazirlanip
kullanild1. 25 °C’de Petriler C. albicans, 37 °C’de 24 saat kalan mikroorganizmalar
inkiibasyon islemine tabi tutulmustur. Siire sonunda kuyucuklarin etrafinda olusan

inhibisyon zon ¢aplar1 (mm) olarak dl¢lilmiistiir.
3.10. Deney Tasariminin Design-Expert-11.1.2 ile Kurgulanmasi

Ekstraksiyon siirecine etki eden parametreleri belirlemek icin deney tasarimi
olusturuldu ve sonuglar Design Expert 11.1.2 (Stat-Ease, Minneapolis, MN, ABD)

kullanilarak degerlendirilmistir. Tasarim programi Tablo 19°da verilmistir.

Program ile elde edilen tasarim giicii asagidaki gibi elde edilmistir. Giiclin % 80

istii olmasi beklenmektedir. Resim 29°da tasarim ile %98.3 tizerinde oldugu goriilmiistiir.

Design Power

Delta | Sigma Power for | Power for | Power for | Power for | Power for | Power for

Name | Units

(Signal)

(Moise)

Signal/Moise

B

C

D

E

(3

R1
R2
R3
R4
R5
R&

%

F R E R R

3
3
3
3
3
3

2
2
2
2
2
2

1.5
1.5
1.5
1.5
1.5
1.5

98.3%
98.3%
98.3%
98.3%
98.3%
98.3%

98.3%
98.3%
98.3%
98.3%
98.3%
98.3%

98.3%
98.3%
98.3%
98.3%
98.3%
98.3%

98.3%
98.3%
98.3%
98.3%
98.3%
98.3%

98.3%
98.3%
98.3%
98.3%
98.3%
98.3%

98.3%
98.3%
98.3%
98.3%
98.3%
98.3%

Power is reported at a 5.0% alpha level to detect the specified signal/noise ratio.

Power should be approximately 80% or greater for the effects you want to detect.

Resim 29. Design Expert 11.1.2 program ile elde edilen tasarim giicii
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Tablo 19. Tasarim programi

Faktor 1 Faktor 2 Faktor 3 Faktor 4 Faktor 5 Faktor 6
Sira A:MW E:MD B:MD C:Dég_ F:Su_ D:Vortgx
Stiresi Sicakligt Giicii Hacmi Hacmi stiresi

S °C w pL mL min
1 60 10 300 150 3 60
2 60 10 300 150 1 20
3 60 70 500 150 1 20
4 60 10 500 150 3 20
5 60 10 300 100 3 20
6 20 70 300 150 3 60
7 60 70 300 100 3 60
8 20 10 300 100 1 20
9 60 70 500 100 3 60
10 20 10 500 100 1 60
11 20 10 500 150 3 60
12 60 70 300 150 3 20
13 60 70 500 150 3 60
14 60 70 300 100 1 20
15 20 10 500 100 3 60
16 20 10 300 100 3 60
17 20 10 500 150 1 20
18 60 70 300 150 1 60
19 20 10 300 150 1 60
20 20 70 300 100 1 60
21 20 70 300 100 3 20
22 20 70 500 150 3 20
23 60 10 300 100 1 60
24 60 10 500 100 1 20
25 20 70 300 150 1 20
26 60 10 500 150 1 60
27 60 10 500 100 3 60
28 20 70 500 100 3 60
29 60 70 500 100 1 60
30 20 70 500 100 1 60
31 20 10 300 150 3 60
32 20 70 500 150 1 60
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3.10.1. Faktorlerin Belirlenmesi

Program ile siralamaya tabi tutulan veriler Design Expert 11.1.2 ile analiz edilmis

ve sonuglar yorumlanmuistir.
3.10.2. Box-Behnken Optimizasyonu

Merkez noktada 3 tekrarli 3 parametre i¢in rastgele sirayla toplam 15 deney
gerceklestirilmistir ve verilere ¢oklu regresyon analizi uygulanmistir. Modeli istatistiksel
olarak degerlendirmek i¢in varyans analizi (ANOVA) kullanilmustir. p-benzoik asit fenolik

analiz sonuglarina gére degerlendirilmistir.

Tablo 20. Box-Behnken tasarim programi

Analiz Say1st S Coziici Hacmi pL Sire

°C sn
! 10 125 20
2 70 100 40
3 40 100 20
4 40 150 60
S 10 100 40
6 70 150 40
! 40 150 20
8 70 125 20
9 40 125 40
10 40 100 60
1 40 125 40
12 70 125 60
13 10 150 40
14 40 125 40
15 10 125 60
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4. BULGULAR

4.1. Sivi Formunu Koruyan Dogal Derin Otektik Cozeltiler

Gruplandirilan karigimlardan molar oranm1 1:1-1:10 arasinda her biri i¢in 10 karigim

olusturuldu. Toplamda 240 tane otektik karisim olusturuldu. Oda sicakligina geldikten

sonra s1v1 yapisini koruyan bilesikler asagidaki tabloda gosterilmistir.

Tablo 21. Sivi formunu koruyabilen derin 6tektik karisimlar

Calisisan Molar

HBD/HBA . Sivi Formu Koruyanlar
Oranlar
Gallik Asit- Timol 1:1ile 1:10 aras1 Hepsi Kati
Gallik Asit- Mentol 1:1ile 1:10 aras1 Hepsi Kati
Gallik Asit- Rezorsinol 1:1ile 1:10 aras1 Hepsi Kati
Gallik Asit- TBAB 1:1ile 1:10 aras1 Hepsi Kati
Sinnamik Asit- Timol 1:1ile 1:10 aras1 1:9,1:10
Sinnamik Asit - Mentol 1:1 ile 1:10 aras1 1:6-1:10
Sinnamik Asit - Rezorsinol 1:1ile 1:10 aras1 Hepsi Kat1
Sinnamik Asit - TBAB 1:11le 1:10 aras1 1:5-1:10
1-Oegzadekanol- Timol 1:11ile 1:10 aras1 1:3,1:5,1:8,1:10
1-Oktadekanol — Mentol 1:1 ile 1:10 aras1 1:6-1:10
1-Oktadekanol — Rezorsinol 1:1ile 1:10 aras1 Hepsi Kat1
1-Oktadekanol — TBAB 1:1ile 1:10 aras1 Hepsi Kat1
1-Hegzadekanol- Timol 1:11le 1:10 aras1 1:1-1:8
1-Hegzadekanol- Mentol 1:1ile 1:10 aras1 1:1-1:7
1-Hegzadekanol- Rezorsinol 1:1ile 1:10 aras1 Hepsi Kati
1-Hegzadekanol- TBAB 1:11le 1:10 aras1 Hepsi Kat1
Sirinik Asit- Timol 1:1ile 1:10 aras1 Hepsi Kati
Sirinik Asit- Mentol 1:1ile 1:10 aras1 Hepsi Kati
Sirinik Asit — Rezorsinol 1:1 ile 1:10 arasi Hepsi Kati
Sirinik Asit — TBAB 1:1ile 1:10 aras1 1:7-1:10
p-Kumarik Asit- Timol 1:1ile 1:10 aras1 Hepsi Kati
p-Kumarik Asit-Mentol 1:1ile 1:10 aras1 1:9-1:10
p-Kumarik Asit- Rezorsinol 1:11le 1:10 aras1 Hepsi Kat1
p-Kumarik Asit- TBAB 1:11le 1:10 aras1 1:3-1:10

Molar Oranlar*1:1,1:2,1:3,1:4,1:5,1:6,1:7,1:8,1:9,1:10 seklinde hazirlanmstir.
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4.2. Baslangic Maddelerine ait IR Spektrumlar

1-oktadekanol saf maddesine ait IR spektrumu Resim 30’da verilmistir. Maddeye
ait IR bantlari sirasiyla 3319 cm™, 2914 cm™, 2846 cm™ ve 1465 cm™ ve 1062 cm ™ dur.
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Resim 30. 1-oktadekanol’e ait IR spektrumu

1-hegzadekanol saf maddesine ait IR spektrumu Resim 31’de verilmistir. Maddeye

ait IR bantlar1 sirastyla 3317 Cm'l, 2916 Cm'l, 2946 cm™ “dir.
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Resim 31. 1-hegzadekanol’e ait IR spektrumu
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Sinnamik asit saf maddesine ait IR spektrumu Resim 32’de verilmistir. Maddeye ait
IR bantlar sirastyla 306 Cm'll, 1672 cm™ “dir.

%T

4000 3750 3500 3250 3000 2750 2500 2250 2000 1750 1500 1250 1000
55b-2 cm-1

100 —

%T ]

80—
&l ! \ i
] | AN A
(v} WON O RO N VOO
. o NON 000 ONOG ¥ ONON
™ NEN NON OO N Ur-rNO©
=1 © NAN O™ O™ N N r<
8 oW ¢t ONN™ O OO OX
60— R R A

000 3750 300 350 3000 2550 2500 250 200 1750 1500 1250 1000

Resim 32. Sinnamik asit’e ait IR spektrumu

p-Kumarik asit saf maddesine ait IR spektrumu Resim 33’de verilmistir. Maddeye
ait IR bantlari sirastyla 3379 cm™, 1800 cm™li bolgedeki dalgalanma, 1668 cm™ 1600 cm™
1213 cm™ ve 829 cm™ dir.
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Resim 33. p-Kumarik asit’e ait IR spektrumu
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Siringik asit saf maddesine ait IR spektrumu Resim 34°de verilmistir. Maddeye ait

IR bantlar1 sirasiyla 3229 Cm'l, 1687 cm™’ dir.
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Resim 34. Sirinik asit’¢ ait IR spektrumu

Timol saf maddesine ait IR spektrumu Resim 35’de verilmistir. Maddeye ait IR
bantlari sirastyla 3311 cm™, 2960 cm™ 1618 cm™, 1421 cm™ ve 1055 cm™*dir.
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Resim 35. Timol’e ait IR spektrumu

Mentol saf maddesine ait IR spektrumu Resim 36’da verilmistir. Maddeye ait IR

bantlar1 sirasiyla 3703 Cm'l, 3240 Cm'l, 2924 cm™* “diir.
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Resim 36. Mentol’e ait IR spektrumu

Gallik asit saf maddesine ait IR spektrumu Resim 37°de verilmistir. Maddeye ait IR

bantlar1 sirastyla 3491 Cm'l, 3271 cm* ve 1606 cm ™ dur.
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Resim 37. Gallik asit’e ait IR spektrumu

Tert-butil amonyum bromiir saf maddesine ait IR spektrumu Resim 38’de
verilmigtir. Maddenin saf oldugunu belirleyen bantlar; 2958 cm?, 2872 cm™, 1467 cm™
dir.
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Resim 38. TBAB’¢ ait IR spektrumu
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4.3. Sentezlenen Dogal Derin Otektik Cozeltilere ait IR Spektrumlari

1-Oktadekanol-timol karisimdan olusan DOC’e ait IR spektrumu Resim 39°de p-
Kumarik asit -TBAB karisimdan olusan DOC’e ait IR spektrumu Resim 40°de ve 1-

Hegzadekanol-timol karisimindan olusan DOC’e ait IR spektrumu Resim 41°de verilmistir.
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Resim 39. 1-Oktadekanol-Timol karigimina ait IR spektrumu
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Resim 41. 1-Hegzadekanol-timol karigimina ait IR spektrumu
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4.4. Derin Otektik Coziiciilerin Fiziksel Ozellikleri

S1vi Formunu koruyan bilesiklerin molar oranlarindan bagimsiz ayni renge sahip

oldugu goriilmiis ve toplu bir sekilde renkleri asagidaki tabloda verilmistir.

Tablo 22. Sivi formunu koruyabilen derin 6tektik karisimlarin fiziksel 6zellikleri

HBD/HBA Molar Oranlar Sivi Rengi
Sinnamik Asit- Timol 1:9-1:10 Renksiz, akiskan
Sinnamik Asit - Mentol 1:6-1:10 Renksiz, akiskan
Sinnamik Asit - TBAB 1:5-1:10 Renksiz, akiskan
1-Hegzadekanol- Timol 1:3.1:5.1:8.1:10 Cok agik sar1, yagimsi
1-Oktadekanol — Mentol 1:6-1:10 Cok agik sar1, yagimsi
1-Hegzadekanol- Timol 1:1-1:8 Cok agik sar1, yagimsi
1-Hegzadekanol- Mentol 1:1-1:7 Cok agik sar1, yagimsi
Sirinik Asit — TBAB 1:7-1:10 Renksiz, viskoz
p-Kumarik Asit-Mentol 1:9-1:10 Cok a¢ik pembe, akiskan
p-Kumarik Asit- TBAB 1:3-1:10 Cok a¢ik pembe, akiskan

4.4.1. Sentezlenen Derin Otektik Coziiciilerin Gravimetrik Ozkiitle Tayinleri

Ozkiitle hesaplamalari, gravimetrik yontem kullamlarak {i¢ tekrarli olarak &lgiildii.

Sonuglar Tablo 23°de verilmistir.

Tablo 23. Derin 6tektik ¢oziiciilerin 6zkiitle degerleri

Derin Otektik Coziicii Ismi Molar Oranlar Ozkiitlesi (g/mL)
Sinnamik Asit- Timol 1:9,1:10 0.86-0.86
Sinnamik Asit - Mentol 1:6-1:10 0.89-0.89-0.89-0.90-0.90
Sinnamik Asit - TBAB 1:5-1:10 0.82-0.83-0.83-0.84-0.84-0.85
1-Oktadekanol- Timol 1:3,1:5,1:8,1:10 0.95-0.95-0.95-0.96
1-Oktadekanol — Mentol 1:6-1:10 0.95-0.95-0.95-0.95
1-Hegzadekanol- Timol 1:1-1:8 0.93-0.93-0.94-0.94-0.94-0.94-0.95-0.95
1-Hegzadekanol- Mentol 1:1-1:7 0.94-0.94-0.94-0.95-0.95-0.95-0.95
Sirinik Asit — TBAB 1:7-1:10 Hesaplanamadi.
p-Kumarik Asit-Mentol 1:9-1:10 0.96-0.96
p-Kumarik Asit- TBAB 1:3-1:10 0.94-0.94-0.94-0.94-0.94-0.95-0.95-0.96

98



4.4.2. Diferansiyel Taramah Kalorimetre Analiz Sonuclari

Sentezlenen ve c¢alismalarda kullanilan DOC’lerin termal dzellikleri, bir Hitachi-
7020 cihaz1 kullanilarak diferansiyel tarama kalorimetrisi (DSC) ile 10 °C/dk
1sitma/sogutma hizinda dl¢iilmiistiir. Olgiilen DOC’ler sirasiyla 1-oktadekanol/Timol, 1-
hegzadekanol/Timol, p-kumarik asit/ TBAB’dir.

1-oktadekanol/Timol karisimdan olusan DOC’e ait DSC taramasi Sekil 7°de

gosterilmistir.
20000 - DS C
r C JI/\ 1 1 1
-50 56 166 150 —Z(;Q 250
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-40000 -
-60000 -

Sekil 7. 1-Oktadekanol/Timol karigimina ait DSC taramasi

1-Hegzadekanol/Timol karisimdan olusan DOC’e ait DSC taramas: Sekil 8’de

gosterilmistir. . p-kumarik asit/TBAB karisimina ait DSC taramasi Sekil 9’da verilmistir.
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Sekil 8. 1-Hegzadekanol/Timol karisimina ait DSC taramasi
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Sekil 9. p-kumarik asit/TBAB karisimina ait DSC taramasi

4.5. Clevenger Ekstaksiyonundan Elde Edilen Yaglarin GC-MS Analiz Sonuglari

Bitkilerin clevenger ekstaksiyonu sonucu toplanan ugucu yaglar; yag verimi O.
micranthum i¢in %0.19 ve O. minutiflorum igin %0.21 olarak hesaplanmstir. Bilesenlerin

alikonma indeksleri literatiir verileriyle karsilastirilarak dogrulanmistir.
4.5.1. O. micranthum Bitkisinin GC-MS Analiz Sonuglari

Clevenger aparatinin mikrodalga firin ile kombine hale getirilmesiyle yapilan O.
micranthum bitkisinin ekstraksiyon sonucu elde edilen ugucu yag GC-MS analizine tabii
tutulmus ve elde edilen sonuglar Tablo 24°de verilmistir. Elde edilen deneysel retention
indeksler ve alev iyonlastirmali dedektorde elde edilen % alan verileri eslestirilerek

sunulmustur. % 85.5909 aydinlatilmigtir.

O. micranthum bitkisine uygulanan yontemi sonucunda 20 ugucu yag bileseni

saptanmistir. Bunlar; 10 monoterpen, 9 monoterpenoid vel adet diger ugucu yag tiiridiir.
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Tablo 24. O. micranthum bitkisinin GC-MS analiz sonuglar1

Bilesikler Deney RI %Alan
o Tjuhen 920 1.0288
o Pinen 925 1.2758
Kamfen 942 1.2526
Sabinen 968 0.9007
B-Pinen 974 0.5274
a-Terpinen 1016 6.3720
p-Simen 1024 1.6591
Limonen 1029 1.0394
Okaliptol 1035 2.3524
y-Terpinen 1062 10.6870
trans Sabinen hidrat 1072 2.5967
a-Terpineolen 1096 2.1984
Linalool 1105 1.7993
trans-Sabinol 1107 6.3873
Kamfor 1146 1.2708
Endo-Borneol 1184 2.8278
Terpinen-4 ol 1196 30.3160
a-Terpineol 1210 4.9480
Karvakrol 1316 2.5688
m-Asetanisol 1327 3.5826

4.5.2. O. minutiflorum Bitkisinin GC-MS Analiz Sonuglari

O. minutiflorum bitkisinin ekstraksiyon sonucu elde edilen ugucu yag GC-MS
analizine tabii tutulmus ve elde edilen sonuglar Tablo 25’de verilmistir. Elde edilen
deneysel retention indeksler ve alev iyonlagtirmali dedektorde elde edilen % alan verileri

eslestirilerek sunulmustur ve % 88.4291°1 aydmlatilmstir.
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Tablo 25. O. minutiflorum bitkisinin GC-MS analiz sonuglari

Bilesikler Deney RI %Alan
o Tjuhen 920 1.2773
a Pinen 925 1.5536
Kamfen 942 1.2809
Sabinen 968 2.2866
B-Pinen 974 0.8579
Mirsen 984 0.6313
2,3-dehidro okaliptol 989 0.5342
a-Terpinen 1016 2.5090
p-Simen 1024 1.2819
Limonen 1029 0.7821
B-Fellandren 1031 0.6446
Okaliptol 1034 1.9627
y-Terpinen 1062 5.3124
trans Sabinen hidrat 1072 1.5640
a-Terpineolen 1096 1.1069
Linalool 1105 13.8548
trans-Sabinol 1107 1.8316
Kamfor 1162 0.4498
Endo-Borneol 1184 2.3895
Terpinen-4 ol 1196 8.2174
a-Terpineol 1210 24.6102
Linalil asetat 1277 4.3083
Karvakrol 1316 2.4550
m-Asetanisol 1328 2.9441
Karyofilen 1472 1.6654
Germakren D 1540 0.5997
Bisiklogermakren 1557 1.5179

O. minutiflorum bitkisine uygulanan yontem sonucunda 27 ugucu yag bileseni
saptanmigtir. Bunlar; 12 monoterpen, 11 monoterpenoid, 3 seskiterpen ve 1 adet diger

ucucu yag tiiriidiir.

4.6. On Muamele Yapilan Bitkilerin GC-MS Analiz Sonugclar

On muameleye tabi tutulan bitkilerin clevenger ekstaksiyonu sonucu toplanan
ucucu yaglar; yag verimi O. micranthum igin % 0.23 ve O. minutiflorum i¢in % 0.22 olarak
hesaplandi. Bilesenlerin alikonma indeksleri literatiir verileriyle karsilastirilarak

dogrulandi.
4.6.1. O. micranthum Bitkisinin GC-MS Analiz Sonuclari

O. micranthum Bitkisinin yontem sonucu elde edilen analiz sonucunda 52 adet

ucucu bilesen tespit edilmistir.
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Tablo 26. On muamele yapilan O. micranthum bitkisinin GC-MS analiz sonuglar

Bilesikler Deney RI %Alan
a-Thujen 920 0.5380
o Pinen 926 0.4516
Kamfen 943 0.7774
Sabinen 969 0.6854
B-Pinen 975 0.5073
6,6-dimetil-hepta-2,4-dien 989 0.3146
a-Fellandren 1004 0.3937
(+)-2-Karen 1017 2.4786
0-Simen 1026 3.0929
p- Simen 1030 0.3996
B-Fellandren 1032 0.6446
Okaliptol 1035 4.0284
y-Terpinen 1064 4.8007
trans Sabinen hidrat 1075 5.9291
A.-4-Karen 1097 1.4909
Linalool 1110 7.7025
trans-Sabinol 1113 8.3730
p-Ment-2-En-1-Ol 1135 0.6271
cis-p-2-Menten-1-Ol 1154 0.5270
Kamfor 1163 1.6190
Sabinaketon 1187 2.9811
5-izopropil-6-metil-hepta-3,5-dien-2-ol 1201 13.0195
Endo-borneol 1207 0.6870
Terpineol 1217 14.2297
p- Simen 8-ol 1231 0.4193
a-Terpinil asetat 1243 0.2781
p-Sineole 1248 0.6965
p-Menthane-1,2,3-Triol 1280 5.7724
2-Hidroksisineol 1299 0.6350
Hotrienil asetat 1332 3.4018
Karvil asetat 1336 0.2222
Karvenon 1355 0.2213
3,7-Dimetil-1,7-Oktadiene-3,6-Diol 1371 1.0220
Endobornil asetat 1388 0.2783
Karvatonaseton 1409 0.7815
2-Pentanoilfuran 1421 0.3864
4-Metil-7-Metiletil-3,8-dioksatrisiklo[5.1.0(2-4)]oktan 1434 1.1619
Epoksiylinalol 1440-1451 0.2262
Miristaldehit 1448- 0.2508
Z-Karyofilen 1474-1467 2.6418
Germakren 1482--1485 0.0890
a-Humulen 1510-1455 0.0378
Alloaromadendren 1519-1461 0.2768
(-)-Spathulenol 1532 0.2108
v.-Kadinen 1576-1514 0.0890
A-Kadinen 1584-1523 0.0378
Spatulenol 1650-1578 0.6624
(-)-Karyofilen oksit 1658-1583 1.3106
Oplopenon 1684-1740 0.7404
4,4-dimetil-tetrasiklo[6.3.2.0e2,5.0e1,8] tridekan-9-ol 1715 0.4282
Epiglobulol 1737 0.2591
Stearil morfolin 1974 0.1511
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O. micranthum bitkisine uygulanan yontemi sonucunda 52 ugucu yag bileseni
saptanmuistir. Bunlar; 12 monoterpen, 19 monoterpenoid, 5 seskiterpen, 6 seskiterpenoid ve

10 adet diger ugucu yag tiirtidiir.
4.6.2. O. minutiflorum Bitkisinin GC-MS Analiz Sonuclari

O. minutiflorum bitkisinin yontem sonucu elde edilen analiz sonucunda 58 adet

ucucu bilesen tespit edilmistir.

Tablo 27. On muamele yapilan O. minutiflorum bitkisinin GC-MS analiz sonuglar

Bilesikler Deney RI %Alan
a-Thujen 920 0.6768
o Pinen 926 0.8488
Kamfen 943 0.4225
Sabinen 969 1.1409
B-Pinen 975 0.5884
B-Mirsen 985 0.3350
4-Trimetilsilil-1-buten-3-in 989 0.3164
o-Terpinen 1017 0.9972
0-Simen 1026 1.4064
a-Fensen 1031 0.8074
Okaliptol 1035 2.1608
y-Terpinen 1064 2.9007
trans Sabinen hidrat 1075 8.3235
A.-4-Karen 1097 0.8468
Linalool 1110 19.9608
trans-Sabinol 1113 1.6367
cis-2-Mentenol 1136 0.1622
cis-p-2-menten-1-ol 1154 0.1262
Kamfor 1163 0.5711
Endo-Borneol 1207 2.0358
(-)-4-Terpineol 1217 2.1580
a-Terpinil asetat 1243 22.7084
2-Asetoksi-1,8-sineol 1233 0.1297
Hidroksicineil asetat 1250 0.2795
Linalil asetat 1284 10.5428
2,6-Dimetil-1,7-octadien-3,6-diol 1300 0.1563
Karvotanacetone 1332 0.5060
Karvon 1332 2.0499
8-asetoksilinalool 1371 0.1788
Bisikloelemen 1377 0.4063
a-kubeben 1390 0.0544
Geraniol 1420 0.1469
(-)-B-elemene 1438 0.4363
o-Kopaen 1443 0.2302
Dodekanal 1449 0.0726
trans-Karyofilen 1474 4.4497
f3-kubeben 1483 0.1384
(+)-Aromadendren 1495 0.3040
Germakren 1482 0.0882
a-Humulen 1510 0.2592
Kalaren 1520 0.2354
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Tablo 27. (Devam)

y-Murolen 1534 0.2685
Germakren-d 1542 1.0976
Bisiklogermakren 1561 2.6725
1(10),4-aromedenedradien 1570 0.0482
v-kadinen 1576 0.4442
A-kadinen 1584 0.5681
o-kopaen 1595 0.0480
o-amorfene 1601 0.1104
Karyofilen Oksit 1658 0.0334
Spatulenol 1650 0.9559
(+)-Karyofilen Oksit 1659 0.6237
Izospatulenol 1684 0.0849
Butilen adipat 1708 0.1751
Leden 1752 0.0974
Karotol 1777 0.0993
Hegzahidrofarnesil aseton 1929 0.0712
Ftalik asit 1960 0.1301
Stearilmorfolin 1974 0.2685

O. minutiflorum bitkisine uygulanan yontemi sonucunda 58 ugucu yag bileseni
saptanmistir. Bunlar; 11 monoterpen, 17 monoterpenoid, 15 seskiterpen, 9 seskiterpenoid

ve 6 adet diger ugucu yag tlrtidiir

Tablo 28. O. micranthum ve O. minutiflorum bitkilerinin kimyasal sinif dagilimi

Bitkiler O. micranthum O. minutiflorum

MW 0-MwW MW 0-MwW
Bilesik Tosik —— —— .
Suntfi % Bilesi % Bilesik % Bilesik % Bilesik

Sayis1 Sayis1 Sayis1 Sayis1

Monoterpen 10 12 12 11
Monoterpenoid 9 19 11 17
Seskiterpen - 6 3 15
Seskiterpenoid - 5 - 9
Digerleri 1 10 1 6
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Tablo 29. Bilesik sinifi ve tiirlere gore % dagilimi

Ana tiirlere ait % degerleri ve ana bilesenlere ait % degerleri

Monoterpen  Monoterpenoid  Seskiterpen  Seskiterpenoid  Diger
Bitki
Tiirii
0. 33.3285 46.6798 - - 3.5826
micranthum
Major y-Terpinen  Terpinen-4-ol . ) m-Asetanisol
Bileseni (% 10.6870)  (%30.3160), (%3.5826)
o. 21.3561 60.3459 3.7830 - 2.9441
minutiflorum
Bileseni (%5.3124)  (%24.6102)  (91.6654) (2.9441)
Onmuamele
0. 24.6337 44.8631 2.8954 3.4601 19.1129
micranthum
. -l il-6-
. . . trans Karyofilen > 2oprop! 0
Major y-Terpinen Terpineol Karvofilen oksit metil-hepta-
Bileseni (4.4807) (14.2207) y 3,5-dien-2-ol
' ' (2.6418) (1.3106)
(13.0195)
Onmuamele
0. 13.0208 71.6272 11.3266 2.4276 1.1902
minutiflorum
Maior ) a-Terpinil trans- Karyofilen  4-trimetilsilil-
viajor. y-Terpinen asetat karyofilen oksit 1-buten-3-in
Bileseni (2.9007)
(22.7084) (4.4497) (0.6237) (0.3164)
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4.7. Validasyon Parametreleri
4.7.1. Sistem Uygunlugu

Fenolik bilesikleri iceren 2.5ug/mL’lik standart ¢ozelti 5 tekrarli injeksiyon ile
sistem uygunluk testi i¢in yiirttilmiistiir. Kuyruklanma faktorii, ayirma giicii ve injeksiyon

kesinligi Tablo 30 ‘de sunulmustur.

Kuyruklanma faktorii (T), pik yiiksekliginin %5’indeki pik genisligi iizerinden

hesaplanir.

Tablo 30. Fenolik bilesikler i¢in bulunan sistem uygunluk parametreleri

Alikonma  Kuyruklanma Kapasite Enjeksiyon

Fenolik Bilesikler =~ Zamam Faktorii Faktorii Kesinligi

Ka T k BSS (tgr
p-OH Benzoik 3.844 1.52 2.5593 0.61
Vanilik 4.641 1.44 3.2972 0.45
Siringik asit 5.081 1.48 3.7046 0.58
p-Kumarik 5.489 1.51 4.0824 0.63
Sinapik Asit 6.576 1.60 5.0889 0.52
Benzoik Asit 8.448 1.44 6.8222 0.64
Kersetin 13.612 1.55 11.6037 0.81

4.7.2. Dogrusallik

Yontem dogrusalligimin belirlenmesi i¢in kromatogramdan alinan pik alanlarinin
kalibrasyon egrileri elde edilmistir. Korelasyon katsayilar1 iizerinden dogrusallik

degerlendirilmesi yapilmistir. Dogrusalliga ait veriler asagidaki tabloda verilmistir.

Tablo 31. Fenolik bilesikler igin kalibrasyon parametreleri

Korelasyon katsayisi

Fenolik Bilesikler r Calisma Arahgi
p-OH Benzoik 0.9998 5 ng/L-100 pg/L
Vanilik 0.9994 5 ng/L-100 pg/L
Siringaldehit 0.9995 5 ug/L-100 pg/L
p-Kumarik 0.9999 5 ng/L-100 pg/L
Sinapik Asit 0.0998 5 ug/L-100 pg/L
Benzoik Asit 0.0998 5 ng/L-100 pg/L
Kersetin 0.0998 5 ug/L-100 pg/L
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4.7.3. LOD veLOQ

En diisiik konsantrasyon seviyesi LOQ olarak belirlenmistir. LOD degerleri de bu

egriden elde edilen e§im (m) ve standart sapmasi (SS) kullanilarak hesaplanmustir..

Tablo 32.Fenolik bilesikler icin LOD ve LOQ degerleri

Fenolik Bilesikler LOD LOQ
p-OH Benzoik 0.05 0.17
Vanilik 0.08 0.26
Siringaldehit 0.20 0.65
p-Kumarik 0.07 0.22
Sinapik Asit 0.25 0.78
Benzoik Asit 0.23 0.71
Kersetin 0.09 0.27

4.7.4. Geri Kazanim ve Kesinlik

Analitlerin geri kazanimi belirlemek igin {i¢ farkli konsantrasyonda (5, 25 ve 50
pg/L) kalite kontrol ornekleri ¢ozeltileri hazirlandi ve ti¢ tekrarli sekilde uygulandi.

Hesaplanan % geri kazanimlar asagidaki tabloda verilmistir

Tablo 33. Fenolik bilesikler i¢in geri kazanim degerleri ve segicilik parametreleri

Fenolik RT%BSS RT%BSS A%BSS A%BSS
Bilesikler 5 25 50 Giin Giin Giin Giin
ici arasi ici arasi
p-OH
Benzoik 101.0+£0.25  100.0£0.55  99.5.5+0.52 0.14 0.18 0.62 1.19
Vanilik 100.7+£0.27 102.2+1.24  102.1£2.05 0.12 0.22 0.51 0.79
Siringaldehit  100.2+1.04  100.9+1.04  99.6.2+1.75 0.03 0.16 0.45 0.82
p-Kumarik 99.3+1.95  99.3.0+£1.95 99.5.0+0.21 0.05 0.05 0.26 0.50
Sinapik Asit  102.3%1.97  98.9+1.97 98.3+0.15 0.16 0.41 0.65 0.78
Benzoik
Asit 102.2+0.21  98.8+0.92 98.2+0.92 0.05 0.10 0.63 0.98
Kersetin 98.9+0.46  99.9+0.69  100.4.9+0.46 0.02 0.08 0.25 0.65
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4.7.5. Secicilik

Yontem seciciligi, standart tepe noktalari arasindaki ¢oziiniirliigii analiz edilerek
degerlendirildi. Fenolik bilesikler, ayn1t HPLC kosullar1 kullanilarak belirlendi. Numune
pikleri, bilinen fenolik standartlarin alikonma siireleri ile karsilastirilarak tespit edildi.
Metodun tekrarlanabilirligini dogrulamak i¢in metanolik ekstrakt iic kopya halinde
calistirild1 ve degerler bitki konsantrasyonlarinin ortalama ve standart sapmasi olarak ifade

edildi (Tablo33).
4.7.6. Gercek Numunelerde Fenolik Bilesik Analizleri

O. micranthum ve O. minutiflorum bitkilerinden elde edilen ekstraktlar 24 saat
klasik yontemle metanol ekstrakti, Mikrodalga yontem kullanilarak elde edilen metanol
ekstrakt1 ve 3 farkli DOC kullanilarak elde edilen DSSME &rneklerinden olusmaktadir.
Valide edilen HPLC yontemi ile analizler yapilmis ve sonuglar pg.mL*cinsinden Tablo

34’ de verilmistir.

Tablo 34. Bitki 6rneklerine ait fenolik bilesen analiz sonuglari

OMF- OMF- OMF- OMF- OMF- OMK- OMK- OMK- OMK- OMK-
dl d2 d3 24 MW di d2 d3 24 MW

p-OH
benzoik 550 474 371 477 548 640 387 325 252 304
Vanilik

207 209 226 201 235 725 749 681 434  1.04
Siringik
A. 000 000 000 000 000 88 000 000 000 0.00
p_
Kumarik
Asit 000 000 000 000 000 411 000 000 000  0.00
Sinapik
Asit 849 831 840 713 7.40 105 990 936 392 6.71
Benzoik

asit 3955 3590 41.31 0224 0397 4081 21.70 78.34 5130 81.21
Kersetin

2.65 1.70 0.35 04.12 0519 19.69 1553 09.23 14.49 58.76

O. micranthum ve O. minutiflorum bitkilerine ait fenolik bilesiklere ait bagil bolluk

durumunu gosteren siitun grafigi Sekil 10’da verilmistir.
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Sekil 10. Bitki 6rneklerine ait fenolik asitler ve bagil bolluklar
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4.8. Antioksidan Aktivite Sonuclar:

Calismada kulanilan Origanum tiirlerinden elde edilen tiim 6rneklerin antioksidan

Ozelliklerin belirlenmesi i¢in CUPRAC, FRAP ve DPPH yontemleri kullanilmastir.
4.8.1. Cu (IT) iyonu indirgeyici Antioksidan Kapasite (CUPRAC) Sonuclar

Tez kapsaminda c¢aligilan O. micranthum ve O. minutiflorum bitkilerinden elde
edilen ekstrelerin CUPRAC tayinleri igin standart madde olarak Troloks kullanilmistir.
Kalibrayon egrisi troloks’a karsi elde edilen sonuglar ile ¢izilmistir. Ekstrelerin ve ugucu
yaglarin CUPRAC degeri troloks ile karsilastirilip Troloks esdegeri TEAC( uM) olarak
hesaplanmistir. CUPRAC tayinine ait kalibrasyon grafigi agagida verilmistir.

2,500 +
§ 2,000 - y =0,0019x + 0,2214
a R?=0,9929
in 1,500 -
2
£ 1,000 -
o]
S 0,500 -
(7]
Q2
<< 0,000 ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘
0 200 400 600 800 1000 1200
Troloks konsantrasyonu (uM)

Sekil 11. CUPRAC tayininde kullanilan troloks’a ait kalibrasyon grafigi
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Sekil 12. Origanum tiirlerine ait ekstrelerin CUPRAC tayini sonuglarmin karsilastirilmasi
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4.8.2. Ferrik Indirgeyici Antioksidan Gii¢ (FRAP) Sonuclar1

Tez kapsaminda ¢aligilan O. micranthum ve O. minutiflorum bitkilerinden elde
edilen ekstrelerin FRAP tayinleri i¢in standart madde olarak Troloks kullanilmistir.
Kalibrsyon egrisi troloks’a karsi elde edilen sonuclar ile ¢izilmistir. Ekstrelerin ve ugucu
yaglarin FRAP degeri troloks ile karsilastirilip Troloks esdegeri TEAC( uM) olarak

hesaplanmistir. FRAP tayinine ait kalibrasyon grafigi asagida verilmistir.

y = 0,001x + 0,0296
R?=0,997

0 200 400 600 800 1000 1200

Sekil 13. FRAP tayininde kullanilan troloks’a ait kalibrasyon grafigi
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Sekil 14. Origanum tiirlerine ait ekstrelerin FRAP tayini sonug¢larinin karsilastiriimasi
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4.8.3. DPPH Serbest Radikal Siipiiriicii Aktivite Sonuclari

517 nm dalga boyunda yapilan spektroskopik yontem sonucu elde edilen veriler
asagida verilmistir. Standart olarak BHT kullanilmis ve Origanum tiirlerinden elde edilen
ucucu yaglar ve ekstrelerin karsilastirilmast SCsp degeri olarak verilmistir. BHT

standartina ait kalibrasyon grafigi asagida verilmistir.
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0,400 y = -7,6328x + 0,4932
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0,300 -

0,200 -

Absorbans (517 nm)
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0,000 : : .
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Sekil 15.DPPH tayininde kullanilan BHT ye ait kalibrasyon grafigi

y =-65,34x + 0,4168
R? =0,9904

Absorbans (517 nm)
o
N
3

0,000 . . .
0,00000 0,00200 0,00400 0,00600
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Sekil 16.0MK-MW DPPH radikali siiptirme aktivitesi sonucu
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Sekil 17.0MK-24 DPPH radikali siiplirme aktivitesi sonucu
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Sekil 18. OMF-MW DPPH radikali siiptirme aktivitesi sonucu
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Sekil 19. OMK-24 DPPH radikali siipiirme aktivitesi sonucu
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Sekil 20. OMK-UY DPPH radikali siipiirme aktivitesi sonucu
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Sekil 21. OMF-UY DPPH radikali siipiirme aktivitesi sonucu
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Sekil 22. OMK-O-UY DPPH radikali siipiirme aktivitesi sonucu

115



0,350 - y =-2,4249x + 0,3102
0,300 - R*=0,988

0,250 -
0,200 -
0,150 -
0,100 -
0,050 -

0,000 . . . .
0,00000 0,02000 0,04000 0,06000 0,08000

Absorbans (517 nm)

Konsantrasyon (ma/mL)

Sekil 23. OMF-O-UY DPPH radikali siipiirme aktivitesi sonucu
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Sekil 24. OMK-d1 DPPH radikali siipiirme aktivitesi sonucu
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Sekil 25. OMK-d2 DPPH radikali siipiirme aktivitesi sonucu
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Sekil 26. OMK-d3 DPPH radikali siipiirme aktivitesi sonucu
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Sekil 27. OMF-d1 DPPH radikali siipiirme aktivitesi sonucu
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Sekil 28. OMF-d2 DPPH radikali siipiirme aktivitesi sonucu
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Sekil 29. OMF-d3 DPPH radikali siipiirme aktivitesi sonucu

Sekil 30’da Origanum tiirlerine ait ekstrelerin  DPPH tayini sonuglarinin

karsilastirilmali sonuglar1 verilmistir.
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Sekil 30. Origanum tiirlerine ait ekstrelerin DPPH tayini sonug karsilastirilmasi
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4.9. Antimikrobiyal Aktivite Sonuclari

Kullanilan iki Origanum tiiriinden elde edilen ugucu yaglar ve ekstrelere ait
antimikrobiyal aktivitelerin belirlenmesi i¢in patojen 6zellikli 1 mantar ve 4 bakteri

tizerinde caligmalar gerceklestirilmistir.
4.9.1. Agar Kuyucuk Difiizyon Testi Sonuclar

Tiirlerden elde edilen ekstreler ve ugucu yaglara ait inhibisyon zon ¢aplari cetvel ile
Ol¢iilerek mm olarak kaydedilmistir. Standart ¢oziicii olarak hem hekzan hem de metanol
icin inhibisyon zonu Olglilmiis Orneklere ait zon c¢aplarindan ¢ikarilarak sonuglar

verilmigtir.

Tablo 35. Agar kuyucuk metodu ile tespit edilen zon gaplari

Tiirler Bc Ec Sa Se Ca
dogl 25.0+1.5 23.0+0.9 25.0+1.4 25.5+0.7 36.0+2.1
dog2 20.0+1.0 18.0+1.1 24.0+1.4 23.0+1.4 30.5+0.7
dog3 24.0+0.8 23.0+1.0 18.5+£0.7 24.0+1.1 30.5+1.0

OMK?24 7.0+£0.7 n.d. 10.5+ 0.6 4.5+0.7 14.0+0.9
OMK M 5.0+0.2 n.d. 5.5+0.7 4.5+0.7 10.5+0.7
OMK d1 21.0+15 18.0+ 1.1 185+ 1.0 26.5+£2.1 35.0+£3.2
OMK d2 21.0+1.0 260+1.4 255+ 1.5 25.5+0.6 34.5+0.7
OMK d3 22.0+0.9 245+1.0 32.0+2.8 21.5+0.7 34.5+1.1
OMF24 4.0+0.2 n.d. 5.5+0.7 3.5£0.3 n.d.
OMF M 6.0£0.2 n.d. 6.0+£1.4 6.0+1.5 n.d.
OMF d1 175+1.1 200+1.0 25.0+1.6 21.5+0.8 36.0+£2.9
OMF d2 19.0+£1.5 18.0+1.1 23.0+1.9 22.0+2.8 34.5+0.8
OMF d3 220+1.2 21.0+1.0 28.5+2.1 28.0+£2.0 34.0+1.4
OMK-UY* 31.0+1.2 31.0+15 34.5+0.7 25.5+1.5 36.5+0.7
OMF-UY* 33.0+1.0 320+1.4 34.5+1.0 34.0+1.4 38.5+0.5
OMK O-UY* 34.0+0.8 33.0+1.1 42.0+1.4 29.5+0.8 43.0+1.4
OMF O-UY* 31.0+1.0 31.0+0.8 33.5£2.5 29.5+0.7 44.5+0.9
Ampisilin 15 10 35 3 n.d.
Flukonazol n.d. n.d. n.d. n.d. 25

*ile isaretli 0.5 mL hekzan ile ¢oziindiiriilmiistiir. Digerleri 0.5 mL metanol eklenerek ¢oziindiiriilmiistiir.
, Ca: C. albicans, Sa: S. aureus Bc: B. cereus, Se: S. epidermis ve Ec: E. coli
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4.10. Fraksiyonel Faktoriyel Analiz Sonuc¢lar1

2 seviyeli 6 parametre lizerinde yapilan fraksiyonel faktoriyel dizayn ile en ¢ok
etkiye sahip olan parametreleri belirlemek i¢in 32 ayr rastgele yiiriitme gerceklestirildi.
Ekstraksiyon siirecine etki eden parametreleri belirlemek i¢in deney tasarimi olusturuldu
ve sonuglar Design Expert 11.1.2 (Stat-Ease, Minneapolis, MN, ABD) kullanilarak
degerlendirildi. Ekstraksiyon siirecine en cok etki eden parametreler DOC hacmi,
ekstraksiyon siiresi ve sicaklik olarak tespit edildi. Fenolik asit olarak p-OH Benzoik asit’ e

ait % alan verileri sisteme cevap olarak girildi.

Elde edilen pareto grafigi en ¢ok etkiye sahip faktorleri ve etki etme seviyelerini

vermektedir. Parametre ve etki seviyeleri Resim 42°de verilmistir.

> Pareto Chart

Fenolik degisimi

3.80 — Bonferroni Limit 3.72829

A: Ekstraksiyon Siresi
B: Ekstraksiyon Guicu
C: DES hacmi

D: Vortex Suresi 285 —
E: Sicaklik

t-Value Limit 2.20099

. Positive Effect

. Negative Effects 1.90 —

t-Value of |Effect]

095 —

0.00 —

Resim 42. Faktorlerin Pareto Cizelgesi
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Design-Expert® Software

Half-Normal Plot

Shapiro-Wilk test

W-value = 0.829

pevalue = 0,044
99 —
A: Ekstraksiyon Siresi
B: Ekstraksiyon Glct ~
C: DES hacmi
D: Vortex Stiresi 7] a
E: Sicaklik > 95 _: E-Sicaklik]
o § L
Negative Effects —
‘8 90 E B p-Vortex Stiresi
& 3
= 3 -]
5 803
£ E O c-DES hacmi
Q 70 =
= E u
o E =
© =]
- 50 |
]
]
30 -]
20 IEI:\Ekt ksiyon Silresi
10 o -EKstraksiyon suresi
o= @
I [ | [ \ I
0.00 40834.00 81668.00 122502.00 163336.00 204170.00

|Standardized Effect]

Resim 43. Shapiro-Wilk test grafigi

Egim cizgisi iizerinin haricinde bulunan her nokta etkili olan faktorleri temsil

etmektedir. Kirmiz1 ¢izginin disindaki her nokta istatistiksel olarak anlamli sonug verenler

grubuna dahil edilir.

Tablo 36. Faktoriyel tasarim ANOVA verileri

Kaynak Kareler Toplamm Ortalama Kare F-degeri p-degeri
Model 2.981E*1 7.453E" 6.44 0.0064 Anlamh
A-Ekstraksiyon Siiresi 3.947E"" 3.947E"" 0.0341  0.8568
C-DES hacmi 2.626E 2.626E*Y 2.27 0.1601
D-Vortex Siiresi 1.047E* 1.047E* 9.05 0.0119
E-Sicaklik 1.667E* 1.667E* 14.41  0.0030
Kalan 1.273™ 1.157E™°
Kor Total 4,254
R? 0.7008 CV % 23.91 Std.Sapma 1.076E™
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4.11.Box- Behnken Optimizasyonu

Merkez noktada 3 tekrarli 3 parametre icin rastgele sirayla toplam 15 deney
gergeklestirilmistir ve verilere ¢oklu regresyon analizi uygulanmistir. Modeli istatistiksel
olarak degerlendirmek i¢in varyans analizi (ANOVA) kullanilmistir. Azaltilmis ANOVA
karesel model verileri Tablo 36’da gosterilmistir. p-OH benzoik asit fenolik analiz
sonuclarina gore degerlendirilmistir. Minimum hacimde p-OH asit cevab1 merkez noktada
ve maksimum hacimdeki cevap Resim 44, Resim 45 ve Resim 46’da sirasi ile

gosterilmistir.

Tablo 37. Box-Behnken ANOVA karesel model verileri

Kaynak  Kareler Toplamm Ortalama Kare F-degeri p-degeri

Model 2859.65 357.46 26.76 0.0004  Anlamh
A-Sicaklik 17.70 17.70 1.33 0.0935
B-Hacim 221.55 221.55 16.58 0.0066
C-Siire 578.00 578.00 43.27 0.0006
AC 462.25 462.25 34.60 0.0011
BC 240.25 240.25 17.98 0.0054
A2 737.98 737.98 55.24 0.0003
B? 686.70 686.70 51.40 0.0004
C? 62.45 62.45 4.67 0.0739
Kalan 80.15 13.36
Uyum Eksikligi 80.15 20.04
Saf Hata 0.0004 0.001
Kor Toplam 2939.81
R? 0.9727 CV % 5.08 Std.Sapma 3.66
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Factor Coding: Actual 3D Surface

p-OH Benz

Design Points:

@ Above Surface
© Below Surface 45

so [ o1

X1=A
X2=C

Actual Factor
B =100

p-OH Benz

A: Sicaklik (deg C)

C: Sure (s)

Resim 44. Hacim minimum noktada p-OH model diyagrami

Factor Coding: Actual 3D Surface

p-OH Benz
Design Points:
@ Above Surface

© Below Surface 120
so NN o1

100
X1=A
X2=C

Actual Factor
B=125

p-OH Benz

A: Sicaklik (deg Q)

C: Sure (s)

Resim 45. Hacim merkez noktada p-OH model diyagrami1
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Factor Coding: Actual

p-OH Benz
Design Points:

@ Above Surface
© Below Surface

so [ o1

X1=A
X2=C

Actual Factor
B =150

p-OH Benz

A: Sicaklik (deg ©)

3D Surface

20
C: Sure (s)

Resim 46. Hacim maksimum noktada p-OH model diyagrami

Factor Coding: Actual

p-OH Benz
[ ] Design Points
— — — -95% Cl Bands

X1=A
X2=B

Actual Factor
C=20

Ws- 100
A B+ 150

Resim 47. Siire faktorii minimum oldugunda parametreler arasi etkilesim grafigi

p-OH Benz

Interaction

140 —

120 —

40 —|

B: Hacim (mikro L)

T T T T T T T
10 20 30 40 50 60 70

A: Sicaklik (deg C)
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Factor Coding: Actual Interaction

p-OH Benz 140 —| B: Hacim (mikro L)
@ Design Points
— — — 95% Cl Bands
X1=A 120 —
X2=8B
Actual Factor
C=60 w100
C
7}
<)
W 100 T
(@]
A B+ 150 5
80 —
60 —
40 —|

I I I I I I I
10 20 30 40 50 60 70

A: Sicaklik (deg C)

Resim 48. Siire faktorii maksimum oldugunda parametreler arasi etkilesim grafigi

Factor Coding: Actual Interaction

p-OH Benz 140 — C: Sure (s)

[ ] Design Points
— — — 95% Cl Bands

X1=A 120 —
X2=C

Actual Factor
B = 100

Wc 2o
A c+60

p-OH Benz

40 —

I ! ! I I I I
10 20 30 40 50 60 70

A: Sicaklik (deg C)

Resim 49. Hacim faktorii minimum oldugunda parametreler arasi etkilesim grafigi
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Factor Coding: Actual Interaction

C: Sure (s)

p-OH Benz 140 —
@ Design Points
— — — 95% Cl Bands

X1=A 120 —
X2=C

Actual Factor
B = 150

HWc 2o
A c+60

100 —

p-OH Benz

80 —

60 —|

40 —

I I I I I I I
10 20 30 40 50 60 70

A: Sicaklik (deg C)

Resim 50. Hacim faktorii maksimum oldugunda parametreler arasi etkilesim grafigi

Factor Coding: Actual Interaction

p-OH Benz 140 —| C: Suire (s)

@ Design Points
— — — 95% Cl Bands

X1=B 120 —
X2=C

Actual Factor
A=10

HWc2o
A c+60

100 —

p-OH Benz

80 —

60 —|

40 —

I ! I I I
100 110 120 130 140 150

B: Hacim (mikro L)

Resim 51. Sicaklik faktorii minimum oldugunda parametreler arasi etkilesim grafigi
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Factor Coding: Actual Interaction

C: Sure (s)

p-OH Benz 140 —
@ Design Points
— — — 95% Cl Bands

X1=8 120 —
X2=C

Actual Factor e
A=70 100 S o /A
N // -

HWc 2o
A c+60

p-OH Benz

80— -

60 —|

40 —

I I I I I
100 110 120 130 140 150

B: Hacim (mikro L)

Resim 52. Sicaklik faktorii maksimum oldugunda parametreler arasi etkilesim grafigi

Tablo 38. Box-Behnken optimizasyonu p degerleri tablosu

A B C AB AC BC A? B? c
p-degerleri 0.0935 0.0066 0.0006 0.0011 0.0054 0.0003 0.0004 0.0739

A:Sicaklik, B:Siire, C: Hacim digerleri ise ortak etkilesimleri temsil etmektedir.

Kodlanmis faktorler cinsinden denklem, her faktoriin verilen seviyeleri icin tepki
hakkinda tahminlerde bulunmak i¢in kullanilabilir. Varsayilan olarak, faktorlerin ytliksek
seviyeleri +1 ve diigiik seviyeleri -1 olarak kodlanmistir. Kodlanmis denklem, faktor
katsayilarin1 karsilastirarak faktorlerin  goreli etkisini belirlemek icin kullanighdir.

Kodlanmis Faktorler Agisindan Denklem Tablo 39°da verilmistir

Gergek faktorler agisindan nihai denklem Tablo 40°da verilmistir. Gergek faktorler
cinsinden denklem, her faktoriin verilen seviyeleri igin tepki hakkinda tahminlerde
bulunmak i¢in kullanilabilir. Burada her faktor i¢in 0Ozgiin birimlerde diizeyler
belirtilmelidir. ~ Katsayilar ~ her  faktoriin  birimlerini  barindiracak  sekilde
Olceklendirildiginden ve kesisme noktasi tasarim alaninin merkezinde olmadigindan, bu

denklem her faktoriin goreceli etkisini belirlemek i¢in kullanilmamalidir.
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Tablo 39. Gergek faktorler agisindan nihai denklem

p-OH Benz =
+441.05833
-0.490417 Sicaklik
-5.86450 Hacim
-1.61833 Siire
-0.017917 Sicaklik * Siire
+0.015500 Hacim * Siire
+0.015708 Sicaklik?
+0.021820 Hacim?
+0.010281 Siire?

Tablo 40. Gergek faktorler agisindan nihai denklem (simgesel)

p-OH Benz =
+55.00
+1.49 A
+5.26 B
+8.50 C
-10.75 AC
+7.75 BC
+14.14 A?
+13.64 B?
+4.11 C?
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5. TARTISMA ve SONUC

O. micranthum ve O. minutiflorum bitkileri iizerinde yeni sentezlenen DOC’lerin
uygulamalarmin incelenmesi igin dncelikle bitkiler temin edildikten sonra, DOC’ sentezi
tasarland1. 24 farkli birlesim (Tablo 13) denemesi gerceklestirildi. Sivi formunu koruyan
DOC’lerin karakterizasyonlar1 yapildiktan sonra hem ucucu yag analizi etkisinin hem de
fenolik bilesiklerin ekstraksiyonun etkisinin incelenmesi icin birkag seri deney yiiriitiildi.
Ugucu yag analizleri GC-MS ile analizlendi, fenolik bilesikler ise HPLC analizi yapilarak
gergeklestirildi.

DOC sentezi icin Gallik Asit, Sinnamik Asit, Sirinik Asit, p-Kumarik Asit, 1-
Hegzadekanol, 1-Oktadekanol hidrojen bagi donoérii, Timol, Mentol, Rezorsinol ve tert-
Biitil Amonyum Bromiir hidrojen bagi akseptorii olarak segildi (Tablo 12). 1:1 ile 1:10
oraninda fraksiyonlar igeren 240 adet DOC sentezi denendi (Tablo21). Bunlardan 51 tanesi

stvi formda kalmis, diger 189°u ise bir siire bekledikten sonra ¢okmiistiir.

Sentezlenen DOC’lerin dzkiitle degerleri gravimetrik yéntemle tespit edilmis olup
Tablo 23’de verilmistir. Dogal maddeler kullanilarak sentezlenen DDOC’lere ait dzkiitle
degerlerinin 1 g mL™""den diisiik oldugu literatiirde goriilmiis olup (30) aym sekilde 1 g
mL™den diisik degerlerde yeni DOC’ler sentezlenmistir. Diger bir karakterizasyon
parametresi infrared spektrumlarmin karsilastirilmasiyla yapilmistir. Hidrojen bagi
etkilesimlerinin giiclinii analiz etmek ve hidrojen bagi dondrii (HBD) ile hidrojen bagi
alicist (HBA) arasindaki DOC’lerin yapisini belirlemek icin karakteristik bir tekniktir.
Once saf maddelerin infrared spektrumlari alinmis sonra sentezlenen DOC’lerin infrared
spektrumlarinin karsilastirilmasi ile bag degisim kontrol edilmistir. Bu calismada, IR
spektral yaniti, spektral kaymalara dayali olarak DOC c¢ozeltileri ile ger¢eklesen hidrojen
bagi etkilesimlerini elde etmek i¢in kullanilmigtir. Saf maddelere ait infrared spektrumlari
(Resim 30-Resim 38) arasinda verilmistir. Calismada kullanilan DOC’lere ait Infrared
spektrumlar1 (Resim 39-Resim 41) arasinda verilmistir. Polar olmayan ¢oziinenlerle
karigimlarda, su, kendisi ile entalpik olarak olumlu rekabet eden etkilesimler nedeniyle
¢oziinen madde ile molekiiller arasi temas alanlarini en aza indirmeye ¢alisir. Solvofobik
etki DOC’lerin misellesmesine neden olur. Molekiiller arasi hidrojen bagi etkilesimi,
misellesme siirecini desteklemek i¢in olumlu bir rol oynar (138). Su yiizeyinde toplasan
DOC bilesenlerinin H bagi olusumlariyla desteklendigi literatiir verileriyle uyumlu

gorilmiistiir.
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Timol saf maddesine ait IR spektrumu Resim 35’ de verilmistir ve maddeye ait IR
bantlar1 sirastyla 3311cm™, 2960 cm™, 1618 cm™, 1421 cm™ ve 1055 cm™ “dir. Tert-butil
amonyum bromiir saf maddesine ait IR spektrumu Resim 38’ de verilmistir ve maddeye ait
IR bantlart sirastyla 2958 cm™, 2872 cm™, 1467 cm™ “dir. 1-oktadekanol saf maddesine ait
IR spektrumu Resim 30’ da verilmistir ve maddeye ait IR bantlari sirastyla 3319 cm™,
2914 cm™, 2846 cm™ ve 1665 cm™ ve 1062 cm™*dir. 1-hegzadekanol saf maddesine ait IR
spektrumu Resim 31°de verilmistir. Maddeye ait IR bantlar1 sirastyla 3317 cm™, 2916 cm’
1 2946 cm™, 1465 cm™ ve 1062 cm™ “dir. p-Kumarik asit saf maddesine ait IR spektrumu
Resim 33’ de verilmistir. Maddeye ait IR bantlart sirasiyla 3379 cm™, 1800 cm™li
bélgedeki dalgalanma, 1668 cm™, 1600 cm™,1213 cm™ ve 829 cm™ dir.

Sentezlenen DOC’lerin Infrared spektrumlarina bakinca; 1-Oktadekanol-timol icin
elde edilen bantlarin (Resim 39) 2964 cm™, 2926 cm™ ve 2866 cm™ oldugu goriilmektedir.
Timol yapisinda ve 1- Oktadekanol yapisinda bulunan —OH kovalent bagmin siddetinin
olduk¢a azaldig1 spektrumdan goriilmektedir. Infrared spektroskopisinde sinyal siddetinin
dipol momente bagli oldugu bilinmektedir. —OH baglarinin birbirleri arasinda hidrojen
bag1 yapabilme kapasiteleri oksijen ve hidrojen kovalent bagi arasindaki dipol momenti
diistirmektedir. Dolayis1 ile bu baglarin olusumu baglar arasindaki mesafeyi haliyle
titresim gerilmelerini de etkileyecektir. Bu baglamda sinyalin kaybolmas1 molekiiller arasi

hidrojen baginin olustugunu da desteklemektedir.

p-kumarik asit-tert-butil amonyum bromiir i¢in elde edilen bantlar (Resim 40)
2958 cm™, 2872 cm™ ve 1467 cm™*dir. p-kumarik asit maddesinde gériilmesi beklenen -
C=0 sinyali 1668 cm™’de kuvvetli bir sinyal seklinde goriilmiis olup, sentezlenen DOC’e
ait Infrared spektrumunda ise 1697 cm™’de kiiciik ve siddeti azalmig bir sekile
dontismiistiir. H bagi yapma kapasitesi bulunan baglar -C=0, ve benzen halkanin para
pozisyonunda bulunan molekiil uc¢larindaki —OH molekiilleridir. Saf molekiillere ait -C=0,
-OH kovalent baglarinin siddetinin goriiniir bir sekilde azalmas1 olusan DOC’de hidrojen

bag1 olusumunun gerceklestigini géstermektedir.

1-Hekzadekanol-timol i¢in elde edilen bantlar (Resim 41) 2954 cm™, 2916 cm™ ve
2846 cm™ olarak elde edilmistir. Ayni 1-Oktadekanol-timol karisiminda oldugu gibi bag
olusturma kapasitesi bulunan baglar-OH baglaridir. Sentezlenen karisimda, yapisinda

bulunan —OH kovalent baglarinin siddenin oldukga azaldigi goriilmektedir.
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DOC’lerin karakterizasyon calismalari igin diferansiyel kalorimetre taramalari,
Infrared spektrumlari, 6zkiitle tayinleri yapilmistir. Sentezlenen tiim DOC’ler su iizerinde
toplandig1 i¢in 6zkiitlelerinin 1 g mL " den diisiik oldugu beklendi. Sonuglara bakildiginda

ise sentezlenen derin Otektik ¢ozetilerin hepsinin 1 g mL " den diisiik oldugu goriilmistiir.

Diferansiyel tarama kalorimetrisi, analizi yapilmak istenen Ornegin sicaklik
derecesini artirmak i¢in gereken 1s1 miktarindaki farkin, sicakligin bir fonksiyonu olarak
Olclildiigii termoanalitik bir tekniktir. Hal degisimi, faz degisimi, tepkime 1sis1 gibi 1s1l
islemlerle ilgili Ol¢iimler bu yontem ile belirlenebilir. Bu tez ¢alismasinda DSC
analizlerinin yapilmasmin amaci olusan DOC’{in beklenildigi sekilde kendini olusturan
maddelerin erime noktasindan daha diigilk bir erime sicaklifinda eriyip erimedigini
belirlemektir. Bu amagcla calismada kullanilan DOC’lere ait DSC analizleri yapilmis ve

maddelere ait tarama sonuglar1 (Sekil 7, Sekil 8, Sekil 9) verilmistir.

1-Hekzadekanol-timol DOC’ii i¢in kullanilan bilesiklerin erime noktalar1 sirasiyla
49.3 °C ve 51 °C’dir. Isitma yoniinde yapilan taramada énce DOC derin dondurucuda
dondurulmus sonra analiz edilmistir. 33.7 °C’de erime noktasi tespiti yapilmistir. Sogutma
yoniinde yapilan taramada 29.5 °C’de dondugu gozlemlenmistir. Erime noktasinda

gerceklesen diisiis DOC’iin tektik bolgede oldugu gostermektedir (60).

p-kumarik asit-TBAB derin &tektik ¢oziiciisii i¢in kullanilan bilesiklerin erime
noktalari sirasiyla 213°C ve 103°C’dir. Isitma yoniinde yapilan taramada 6nce derin 6tektik
¢oziicii derin dondurucuda dondurulmus sonra analiz edilmistir. p-kumarik asit-TBAB
derin otektik ¢oziiclisii i¢in herhangi bir faz degisim sonucu alinamamis ancak, erime

yoniinde yapilan analizde 71 °C’de faz degisimine ugradigi tespit edilmistir.

1-Oktadekanol-timol derin oGtektik ¢oziiciisii igin kullanilan bilesiklerin erime
noktalar1 sirastyla 56 °C ve 51 °C’dir. Isitma yoniinde yapilan taramada 6nce derin 6tektik
¢Oziicii derin dondurucuda dondurulmus sonra analiz edilmistir. 49.3 °C’de erime noktasi
tespiti  yapilmistir. Sogutma yoOniinde yapilan taramada 30.4 °C’de dondugu
gozlemlenmistir. Erime noktasinda gergeklesen diisis DOC’iin otektik bdlgede oldugu

gostermektedir.

Tez calismasinda hem fenolik bilesen hemde ugucu yag analizi caligsmalari
yapilacagimdan kullamlacak DOC’iin analize girisim yapabilme durumu diisiinelerek
¢Oziicii tercihi yapilmistir. Timol, Mentol gibi ucgucu bilesenlerden sentezlenen otektik
coziliciler GC-MS analizlerinde kullanilamayacagi icin dogal olarak elenmistir. Ayni
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sekilde Sirinik asit, p-Kumarik asit, Gallik asit, Sinnamik asit iceren DOC’lerde fenolik
asit tayinlerin tayininde kullanilmamustir. Her iki calismadaya girisim yapmayan DOC’ler
tercih edilerek c¢alismalar siirdiiriilmiistiir. Fenolik bilesenlerin tespiti i¢in kullanilan
DOC’ler 1-hekzadekanol-timol ve 1-Oktadekanol-timol karisimlaridan olusmaktadir.
Ucucu yaglarin tespiti igin ise kullanilan DOC Sinnamik asit — tert-butil amonyum bromiir,
Sirinik asit- tert-butil amonyum bromiir ve p-kumarik asit- tert-butil amonyum bromiir
¢oziiciilerinden biri segilerek gergeklestirildi. p-kumarik asit- tert-butil amonyum bromiir

ucucu yag analizi i¢in 6nmuamele ¢oziiclisii olarak tercih edilmistir.

Mikrodalga 1s1masi, dipol doniisii ve iyon iletimi prensibi araciligiyla ekstraksiyon
stirecini veya kimyasal reaksiyonu tesvik ettiginden, mikrodalga destekli ekstraksiyonun en
umut verici yontemlerden biri olmasini saglar. Mikrodalga destekli avantajlarina dayanarak
teknolojiler su sekilde uygulanmistir. Ugucu yag profilinin derin o6tektik ¢oziicii
muamelesiyle nasil degisecegini tespit etmek i¢in mikrodalga firinda su subuhar
destilasyonu ve bitkilerin DOC’ler ile 6n muamelesinin yapilmasindan sonra su buhari
destilasyonunun gerceklestirilip gaz kromatografisi ile degisiminin nasil oldugu
incelenmistir. O. micranthum ve O. minutiflorum bitkileri ugucu igerigini bozmayacak
uygun DOC ile mikrodalga firinda 1sitma muamalesine tabi tutulmustur. Bitkilerin
clevenger ekstaksiyonu sonucu toplanan ugucu yaglar; nemsiz bazda yag verimi O.
micranthum igin % 0.19 ve O. minutiflorum i¢in % 0.21 olarak hesaplandi. Elde edilen
yaglarin GC-MS sonuglarina bakildiginda 6n muamele yapilmadan 20 ve 27, 6n muamele
yapilarak elde edilen ucucu bilesen sayis1 ise 52 ve 58 olarak tespit edilmistir. DOC ile 6n
muamele yapilarak ugucu bilesen sayisinin ve yag veriminin kismen arttigi literatiirde

gorilmistir (3).

Major bilesenlere bakildiginda ise O. micranthum bitkisine uygulanan yontemi
sonucunda 20 ugucu yag bileseni saptanmistir ve elde edilen deneysel retention indeksler
ve alev iyonlastirmali dedektérde elde edilen % alan verileri eslestirilerek (Tablo 24)
sunulmustur. Elde edilen yag iceriginin % 85.5909°u aydinlatildi. Bunlar; 10 monoterpen,
9 monoterpenoid ve 1 adet diger ucucu yag tiriidir. O. minutiflorum Bitkisinin
ekstraksiyon sonucu elde edilen ugucu yag GC-MS analizine tabii tutulmus ve elde edilen
sonuglar (Tablo 25) verilmistir. Elde edilen deneysel retention indeksler ve alev
iyonlastirmali dedektorde elde edilen % alan verileri eslestirilerek sunulmustur. Elde edilen

yag iceriginin % 88.4291 ‘i aydmlatilmistir. O. minutiflorum bitkisine uygulanan yontem
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sonucunda 27 ugucu yag bileseni saptanmigtir. Bunlar; 12 monoterpen, 11 monoterpenoid,

3 seskiterpen ve 1 adet diger ugucu yag tiirtidiir.

Anabilesen bakimindan degerlendirildiginde O. micranthum bitkisinin ana
bilesenleri; terpinen-4-ol (%30.3160), y-terpinen (% 10.6870), trans-sabinol (% 6.3873) ve
a-Terpinen (6.3720)’dir. Anabilesenlerin monoterpenoid ve monoterpen sinifina ait oldugu
goriilmektedir. Terpinen, ve a-terpinen monoterpen grubuna ait bilesiklerdir. Ana bilesen

olan terpinen-4-ol ve trans-sabinol ise monoterpenoid grubundandir.

O. minutiflorum bitkisinin ana bilesenleri a-terpineol (%24.6102), Linalool
(%13.8548), terpinen-4-ol (%8.2174) ve yp-terpinen (%5.3124)’dir. Aymt sekilde ana
bilesenlerin monoterpen ve monoterpenoid sinifina ait oldugu goriilmektedir. a-terpineol,
Linalool, Terpinen-4-ol bilesikleri monoterpenoid, y-terpinen bilesigi iSe monoterpen

grubuna aittir.

On muameleye tabi tutulan bitkilerin clevenger ekstaksiyonu sonucu toplanan
ucucu yaglar; nemsiz bazda yag verimi O. micranthum i¢in % 0.23 ve O. minutiflorum igin
% 0.22 olarak hesaplandi. Bilesenlerin alikonma indeksleri literatiir verileriyle
karsilastirilarak dogrulandi. O. micranthum Bitkisinin yontem sonucu elde edilen analiz
sonucunda 52 adet ugucu bilesen tespit edilmistir. Bunlar; 13 monoterpen, 18

monoterpenoid, 5 seskiterpen, 6 seskiterpenoid ve 10 adet diger ugucu yag tiirtidiir.

O. minutiflorum bitkisinin yontem sonucu elde edilen analiz sonucunda 58 adet
ugucu bilesen tespit edilmistir. Bunlar; 12 monoterpen, 16 monoterpenoid, 15 seskiterpen,

9 seskiterpenoid ve 6 adet diger ugucu yag tiirtidiir.

Anabilesen bakimindan degerlendirildiginde 6n muamele yapilan O. micranthum
bitkisinin ana bilesenleri; Terpineol (%14.2297), 5-1zopropil-6-Metil-Hepta-3,5-Dien-2-Ol
(13.0195), trans-sabinol (8.373), v-terpinen (4.4807) ve Linalool (%7.7025) dur.
Anabilesenlerin monoterpenoid monoterpen ve diger sinifina ait oldugu goriilmektedir. y-
terpinen monoterpen grubuna ait, Terpineol, trans-sabinol ve Linalool monoterpenoid
grubundandir. 5-1zopropil-6-Methil-Hepta-3,5-Dien-2-O1 bilesigi diger sinifinda yer

almaktadir. Ana bilesen olan Terpineol monoterpenoid grubundandir.

On muamele yapilan O. minutiflorum bitkisinin ana bilesenleri a-terpinil asetat
(22.7084), Linalool (%19.9608), Linalil asetat (10.5428) trans-sabinol (8.3235) ve trans-
Karyofilen (%4.4497)’dir. Aym1 sekilde anabilesenlerin monoterpen ve monoterpenoid
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smifina ait oldugu goriilmektedir. a-terpinil asetat, Linalool, Linalil asetat, trans-sabinol
bilesikleri monoterpenoid, trans-Karyofilen bilesigi ise seskiterpen grubuna aittir. Ana

bilesen olan a-terpinil asetat monoterpenoid grubundandir.

Pulmoner arteriyel diiz kas hiicrelerinin hiperproliferasyonu, hipoksi kaynakli
pulmoner hipertansiyonun pulmoner arteriyel yeniden yapilanmasinda ¢ok énemli bir rol
oynar. 4-terpineol uygulamasi, siganlarda HPH'nin ilerlemesini ve zayiflatilmig pulmoner
arteriyel yeniden yapilanmasini hafifletmistir (139). Terpinene-4-ol ve limonenin
Sitophilus zeamais’e karsi onemli Olgiide insektisidal aktivite gosterdigi daha Onceki
calismalarimizda bildirilmis olup bunlarin CYP450 genleri iizerinde giiglii etkileri oldugu
degerlendirilmistir. Yeni botanik pestisitler olarak kullanilan terpinen-4-ol ve limonenin
depolama zararhilarim1 kontrol etme potansiyeli, bdylece kimyasal pestisitlerin

uygulanmasini azaltmak ve direng gelisimini geciktirmek i¢in kullanilabilir (140).

Fenolik bilesiklerin ekstraksiyon prosediiriiniin optimizasyonu i¢in Design-Expert-
13 programi kullanilarak Mikrodalga siiresi, mikrodalga sicakligi, mikrodalga giicii,
kullanilan derin 6tektik ¢oziicli hacmi, su hacmi ve vorteks siiresi olarak 6 faktor iizerinden

fraksiyonel tasarim kullanilarak analiz edildi.

2 seviyeli fraksiyonel faktorel dizayn kullanilarak MD sicakligi igin 10-70 °C, MD
giicii i¢in 300-500 W, D6¢ hacmi 100-150 pL, Su hacmi 1-3 mL ve Vorteks siiresi olarak
20-60 sn secildi. Yapilan regresyon analizi sonucunda sisteme en c¢ok etki eden
parametreleri belirlemek igin pareto egrileri ¢izildi. Pareto grafigi en ¢ok etkiye sahip
faktorleri ve etki etme seviyelerini vermektedir. Pareto grafiginin t degerinin lizerinde olan
cubuklar % 95 giiven seviyesinde istatistiksel olarak onemli etkiye sahiptir. Shapiro-Wilk
test grafigi egim cizgisi iizerinin haricinde bulunan her nokta etkili olan faktorleri temsil
etmektedir. Kirmiz1 ¢izginin disindaki her nokta istatistiksel olarak anlamli sonug¢ verenler
grubuna dahil edilir. Bu grafikten anlasildig: iizere DOC hacmi, vortex siiresi, sicaklik
sisteme en ¢ok etki eden parametrelerdendir. Shapiro-Wilk test grafigi 0.0500'den kiigiik P
degerleri model terimlerinin anlamli oldugunu gosterir. Bu optimizasyon ¢aligmasinda p
degeri 0.044 olarak bulunmustur. Bu DOC hacmi, vortex hiiresi, sicaklik anlamli model
terimlerini temsil etmektedir. 0.1000'den biiyiik degerler, model terimlerinin anlamli
olmadigimi gosterir. Cok sayida dnemsiz model terimi varsa (hiyerarsiyi desteklemek icin

gerekenler hari¢), model azaltma modelinizi gelistirebilmek i¢in olduke¢a kullanighdir.
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Bundan sonraki asamada sisteme etki etmeyen parametreler minimumda tutulup
sisteme etki eden parametreler maksimum seviyeye c¢ekildikten sonra, Box-Behnken
tasarimi ile merkez noktada 3 tekrarli 3 parametre igin rastgele sirayla toplam 15 deney
gerceklestirilmistir. Elde edilen model karesel ve anlamli sonu¢ vermistir. Yapilan
ANOVA analizine gore R? 0.9727, CV % 5.08, Std.Sapma 3.66, sinyal/giiriiltii orani
14.474 olarak bulunmustur. Yapilan ANOVA analizine gore R? 0.9727, CV % 5.08,
Std.Sapma 3.66, sinyal/giiriiltii oran1 14.474 olarak bulunmustur. Yeterli hassasiyet sinyal-
giiriltii oraninmi olger. 4'ten biiyiik bir oran arzu edilir. 14.747 oranimiz yeterli bir sinyali
gosterir. Bu modelin, tasarim alaninda gezinmek i¢in kullanilabilir oldugunu gosterir.
0.0500'den kiiciik P degerleri (Tablo 37) model terimlerinin anlamli oldugunu gosterir. Bu
durumda B, C, AC, BC, A% B? anlamli model terimleridir. 0.1000'den biiyiik degerler,

model terimlerinin anlamli olmadigin1 gosterir.

Model diyagramlarmi inceleyince Resim 44, Resim 45, Resim 46 ‘da hacim’in
merkez noktada tutuldugu yerde sicaklik ve siire etkilesiminin azaldig1 goriilmekte, ancak
hacimin maksimum noktada tutuldugu grafige bakinca yiiksek etkilesime sahip oldugu
goriilmektedir. Sicaklik faktorii incelendiginde Resim 51, Resim 52 sicaklik faktoriiniin

maksimum oldugu durumda parametreler arasi etkilesimin yiiksek oldugu tespit edilmistir.

Fenolik bilesiklerin analizlernin yapildigi HPLC sartlart valide edilmistir.
Validasyon islemleri yapilmadan 6nce sistemin yeterli bir sekilde calistigin1 kanitlamak
icin sistem uygunluk testi yapilir. Bu islem i¢in ayni standardin 5 tekrarli enjeksiyonu
degerlendirildi. Dogrusallik, LOD ve LOQ, geri kazanim, kesinlik ve secicilik acisindan

caligmalar tamamlandi.

Sistem uygunluk ¢alismalarinda kuyruklanma faktorii, ayirma giicii ve injeksiyon
kesinligi 7 fenolik i¢in hesaplandi (Tablo 30). Alikonma zamani; p-hidroksibenzoik asit,
vanilik asit, siringaldehit, p-kumarik asit, sinapik asit, benzoik asit ve kersetin olmak tizere
7 fenolik bilesikleri i¢in sirasiyla 3.844, 4.641, 5.081, 5.489, 6.576, 8.448 13.612 dk olarak
bulundu. Kuyruklanma faktorii sirasiyla 1.52, 1.44, 1.48, 1.51, 1.60, 1.44, 1.55 olarak
hesaplandi. Kapasite faktorii 2.5593, 3.2972, 3.7046, 4.0824, 5.0889, 6.8222, 11.6037 ve
son olarak injeksiyon kesinligi (%BSS) 0.61, 0.45, 0.58, 0.63, 0.52, 0.64, 0.81 olarak
hesaplanda.

135



Yontem dogrusalligimin belirlenmesi i¢in kromatogramdan alinan pik alanlarinin
kalibrasyon egrileri (Tablo 31) elde edilmistir.Korelasyon katsayilar1 0.9998, 0.9994,
0.9995, 0.9999, 0.0998, 0.0998, 0.0998 olarak bulunmustur.

Fenolik bilesikler i¢in LOD ve LOQ degerleri sinyal-giiriiltii oran1 kullanilarak
hesaplanmistir. LOD degerleri sirasiyla 0.05, 0.08, 0.20, 0.07, 0.25, 0.23, 0.09 olarak
bulunmus, LOQ degerleri ise; 0.17, 0.26, 0.65, 0.22, 0.78, 0.71, 0.27 olarak hesaplanmustir.

Fenolik bilesikler i¢in geri kazanim degerleri ti¢ farkli konsantrasyonda (5, 25 ve 50
ug/L) kalite kontrol 6rnekleri ¢ozeltileri hazirland: ve ti¢ tekrarli sekilde uygulandi. % geri
kazanimlar (Tablo 33) hesaplanarak tablo haline getirildi.

Standart tepe noktalar1 arasindaki ¢oziiniirligi karsilagtirilarak yontem kesinligi
degerlendirildi. Fenolik bilesikler, ayn1 HPLC kosullar1 kullanilarak belirlendi. Numune
pikleri, bilinen fenolik standartlarin alikonma siireleri ile karsilastirilarak yontem kesinligi

tespit edildi. %1 ‘in altinda olan degerler anlamli kabul edildi.

O. micranthum ve O. minutiflorum bitkilerinden elde edilen hem ugucu yaglar hem
de fenolik maddeleri iceren ekstraktlarin tiimii antioksidan ve aktimikrobiyal aktiviteleri
bakimindan degerlendirildi. Antioksidan testler icin CUPRAC, FRAP ve DPPH testleri
calisilmistir.

Elde edilen ekstraklarin antioksidan aktiviteleri degerlendirildiginde derin otektik
coziiciilerle elde edilen oOrneklerde aktivite azalmasi oldugu goriilmiistiir. 24 saat ve
mikrodalga ekstraksiyonu sonucu elde edilen 6rneklerde ise O. micranthum bitkisinin 24
saat ekstraksiyonu sonucu elde edilen ekstrenin daha biiyiik aktiviteye sahip oldugu, ve O.
micranthum bitkisinin ise MDE ile elde edilen ekstresinin daha yiiksek aktiviteye sahip

oldugu goriilmiistiir.

CUPRAC testi igin; O. micranthum bitkisinin derin 6tektik ¢oziiciilerle yapilan
ekstraksiyonu sonucu en yiiksek antioksidan aktiviteyi 1-10 oraninda 1-hegzadekanol-
timol karisimindan elde edildigi goriilmiistiir. O. minutiflorum bitkisi i¢inse en yliksek
aktiviteyi 1-5 oraninda 1- oktadekanol-timol karisimindan elde edildigi tespit edilmistir.

DPPH testi igin O. micranthum bitkisinin derin &tektik ¢oziiciilerle yapilan
ekstraksiyonu sonucu en yiiksek antioksidan aktiviteyi 1-5 oraninda 1-hegzadekanol-timol
karisimindan elde edildigi goriilmistiir. O. minutiflorum bitkisi iginse en yiiksek aktiviteyi

1-5 oraninda 1- oktadekanol-timol karisimindan elde edildigi tespit edilmistir.
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FRAP testi i¢in O. micranthum bitkisinin derin 6tektik ¢oziiciilerle yapilan
ekstraksiyonu sonucu en yiiksek antioksidan aktiviteyi 1-5 oraninda 1-hegzadekanol-timol
karisimindan elde edildigi goriilmistiir. O. minutiflorum bitkisi iginse en yiiksek aktiviteyi

1-5 oraninda 1- hegzadekanol-timol karisimindan elde edildigi tespit edilmistir.

O. micranthum bitkisinden, 1-tetradekanol, ursolik asik ve oleanolik asitten olusan
bir karisim, rosmarinik asit, [4(3,4- dihidroksibenzoiloksimetil)fenil--D-glukopiranozit],
Salvianic asit A bilesikleri izole edilmistir. Bilesik tiirleri triterpen, doymus yag alkolii ve
fenolik bilesiklerden olusmaktadir. O. minutiflorum bitkisinden, 1-tetradekanol, rosmarinik
asit, apigenin, visenin-2 izole edilmistir. Bilesik tiirleri doymus yag alkolii, flavonoit ve
fenolik bilesiklerden olugsmaktadir (2). Bir¢ok biyolojik aktiviteye sahip onemli bir fenolik
bilesik olan rosmarinik asit, antioksidan, antimikrobiyal, antikanser, noroprotektif ve
antiinflamatuar etkilere sahiptir. Dolayisi ile ¢alismada kullanilan bitki tiirlerinde ve derin
otektik coziiciilerle elde edilen ekstraktlarinda antioksidan 6zellik goriilmesi beklenen bir
durumdur. O.compactum bitkisi iizerine yapilan bir ¢alismada ugucu yag bilesenleri
saptanmis ve antioksidan ozellikleri incelenmistir. Karvakrol, p-simen, y-terpinen major
ucucu bilesikleri olustururken antioksidan aktivite ¢aligmalar: asit degeri ve peroksit degeri
ile tayin edilmis ve antioksidan aktivitesinin oldugu gézlemlenmistir (103). O. vulgare L.
subsp. glandulosum (Desf.) letswaart {izerine yapilan ¢alismada, 3 ayri lokasyondan elde
edilen tliriin ugucu yag analizleri ayr1 ayr gerceklestirilmis ve DPPH ile antioksidan tayini
yapilmistir. Calismada elde edilen bulgularda iyi bir antioksidan aktivite gosterdigi ve
ugucu bilesenlerinin farkli igerige sahip oldugu goriilmistir (104). O. onites and O.
vulgare ssp. Hirtum fizerine yapilan calismada ugucu yaglari elde edilmis ve p-karoten
agartma testi antioksidan aktivite tayini i¢in kullanilmis olup, antioksidan aktivitesinin
yiiksek oldugu gozlemlenmistir. Ugucu yag olarak major bilesenler karvakrol (%79.32,
%68.19) p-simen (%4.32, %6.81) ve y-terpinen (%3.94, %4.63) oranlarinda gérilmiistiir
(105). Ugucu yaglarini tespit ettigimiz O. micranthum ve O. minutiflorum bitkilerinin
major bilesenleri Terpinen-4-ol (%30.3160) ve a-terpineol (%24.6102) seklinde

bulunmustur.

Antimikrobiyal aktivite ¢caligmalari i¢in Agar Kuyucuk Diflizyon Testi uygulanmis
orneklere ait inhibisyon zon c¢aplar1 cetvel ile dl¢iilerek mm olarak kaydedilmistir. Derin
otektik ¢oziicii ile elde edilen ekstraktlarda DOC’ten kaynakli bir aktivite olusumu

miimkiindiir. Kullanilan maddeler dogal iirlinlerde bulunan maddeler oldugu icin aktiviteye
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katkist oldugu gbéz alinarak kor olarak sadece DOC c¢ozeltilerinin de aktivitesi

degerlendirilmistir.

Ampisilin standartina karsi yapilan zon olglimleri O. micranthum bitkisi igin
degerlendirildiginde metanol ekstrelerinin 24 saatlik ve mikrodalga ekstraksiyonu iceren
orneklerde E. coli bakterisi iizerinde herhangi bir zon olusumunun gerceklesmedigi bu
bakteri lizerinde antimikrobiyal ektiye sahip olmadigi gorildi. Ayni sekilde, O.
minutiflorum bitkisine ait 24 saatlik ve mikrodalga ekstraksiyonu i¢eren orneklerde zon
olusumu gorilmemistir. C. albicans, S. aureus, B. cereus, S.epidermis mantar ve bakteri
tiirlerinde ise ¢esiti derecelerde antimikrobiyal etkiye sahip olduklar1 belirlenmistir. Sade
DOC orneklerine bakilinca aktivitenin olduk¢a yiiksek oldugu goriilmektedir. Genital
bolgede actig1 infeksiyon sebebi ile kisirliga kadar hastaligi ilerleten C. albicans mantarina
kars1 en iyi aktiviteyi OMK-O-UY ve OMF-O-UY kodlu én muamele yapilmis ugucu
yaglarin gosterdigi goriilmiistir. DOC’lerle elde edilen fenolik ekstraktlara ait veriler
birbirine ¢ok yakin seviyelerde ¢ikmis olup aktiviteleri de asagi yukari ayni seviyelerde
goriilmiistiir. S. aureus bakterisinde yine ayni sekildle OMK-O-UY kodlu O. micranthum
bitkisinden elde edilen 6n muamele yapilmis yagin en yiiksek aktiviteye sahip oldugu
goriilmiistir. OMK-d3 kodlu DOC ile elde edilen fenolik ekstrakt kendi grubu igerisinde
en yiiksek antimikrobiyal aktiviteye sahiptir.

B. cereus toprak mahsullerinde goriilen siirekli kusma ve ishal sikayetlerine sebep
olan giinliik hayatin olumsuz etkilenmesine neden olan bakterilerden biridir. Bu bakteriye
kars1 en yiiksek antimikrobiyal aktiviteyi OMF-UY* OMK O-UY* kodlu, én muamele
edilmis O. micranthum ve On muamelesiz O. minutiflorum bitkilerinden elden edilen
ucucu yaglarin verdigi tespit edilmistir. OMK-d1l, OMK-d2, OMK-d3 kodlu fenolik
bilesikler standart maddeye gore oldukg¢a yiiksek ve esit seviyede antimikrobiyal aktivite
gostermigtir. OMF —d3, OMF-d2, OMF-dl ektraktlarinda en iyi aktiviteyi OMF-d3

gostermistir.

S. epidermis insana solunum yoluyla bulasabilen, genellikle cerrahi islemler
omurilik ve beyini kaplayan zarlarin iltihaplanmasina yol agan hayati risk sebebi olan
bakterilerden biridir. Bu tiire ait en yiiksek dirence sahip tiir OMF-UY* On muamelesiz O.
minutiflorum bitkilerinden elden edilen ugucu yaglardan olusmustur. Ugucu yaglarin
fenolik bilesenlere gore daha yiiksek aktiviteye sahip oldugu bariz bir sekilde
goriilmektedir. Fenolik ekstraktlar yoniinden incelendiginde OMF —d3, OMF-d2, OMF-d1
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sirastyla yiiksekten diislige gittigi goriilmektedir. OMK-d1, OMK-d2,0MK-d3 kodlu
ekstraktlarda da aym1 sirada yiiksekten diisiige dogru bir aktivite azalmasi

gozlemlenmektedir.
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6.SONUC VE ONERILER

*

Bu ¢alismada 240 adet yeni DDOC sentezlenmeye ¢alisilmis, bunlardan 51 tanesi
stvi formda kalmais, diger 189’u ise bir siire bekledikten sonra ¢okmiistiir. Kullanilan
HBD ve HBA c¢esitliligi arttirilarak yeni potansiyel ¢oziiciilerin sentezlenmesi
denenebilir.

Sentezlenen c¢oziiciilerin, ¢oziicii potansiyelinin degerlendirilebilmesi i¢in hem
fenolik ekstraksiyon ¢oziiciisti, hemde ugucu yag analizlerinden 6n deristirme reaktifi
gibi Ozelliklerinin incelenmesi hedeflenmistir. Ugucu yag c¢alismalarinda klasik
Clevenger diizenegi mikrodalga firin igerisinde kombine edilerek kullanilmistir. Bu
durum bize ekstraksiyon verimi iizerinden artig saglamistir.

Fenolik asitlerin tayini i¢in tek kapta DSSME yontemi kullanilmis ve etkin sonuglar
elde edilmistir. Polarite farkliligindan kaynakli miktar azalmalar1 normal
bulunmustur. Coziicii polaritesi ekstraksiyon verimini biiyiik dl¢iide etkilemektedir.
Ekstraksiyon prosediiriiniin optimizasyon c¢alismalari, 6nce bagimli degiskenlerin
tespiti ile fraksiyonel faktoriyel tasarim ile belirlenmesi ardindan, Box-Behnken
ylizey yanit metodolojisi ile optimizasyonu tamamlanmustir. Bu islemler igin Desing-
Expert 11.1.2 programi iizerinden tiim istatistiksel degerlendirmeler yapilmis
ekstraksiyona en biiyiik ektiyi gosteren parametrelerin DOC Hacmi, Ekstraksiyon
Sicaklig1 ve Vortex Stiresinin oldugu bulunmustur.

Ugucu yag analizlerinde kullanilan 6n deristirme reaktifi yag verimi az bir miktarda
arttirdiysa da icerik bakimindan daha c¢ok c¢esitli tiirlerin tespitine zemin
hazirlamistir.

Antioksidan ve antimikrobiyal calismalarda yiiksek aktivite gozlemlenmistir. Bu
durum dogal bilesenlerden olusan DOC’lerin yayginlagmasi ve uygun maddelerin
yapilarindan izole edilebilmesini miimkiin kilabilir.

Valide ve optimize bir yontem gelistirilmis olup baska Orneklere de uygulamalari
denenebilir.

Yerinde sartlarda gerceklesen ekstraksiyon yontemi ¢ok az bir miktar madde yardimi
ile bitki profilinin aydinlatilmasinda c¢evreyi kirletmeme adina biiyiikk rol
oynamaktadir.

16 dk igerisinde 7 farkli fenolik bilesigin es zamanl tayini i¢in yontem gelistirilip
valide edilmistir. Bu sekilde yontemin uluslararas1 gereklilikleri yerine getirdigini

gostermistir.
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+ Dogal maddelerden olusan DOC’ler yesil kimyanin ve ¢evre dostu kimyasallar

olarak trendlerde yerini alacaktir.
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EK 2. O. micranthum Bitkinin MS Kromatogram
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EK 3. O. minutiflorum O. Schwarz & PH. Davis Bitkisinin FID Kromatogrami
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EK 4. O. minutiflorum O. Schwarz & PH. Davis Bitkisinin MS Kromatogram
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EK 5. On Muameleli O. micranthum Bitkinin FID Kromatogrami
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EK 6. On Muameleli O. micranthum Bitkinin MS Kromatogrami
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EK 7. Onmuameleli O. minutiflorum O.Schwarz & PH Davis Bitkisinin FID
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EK 8. Onmuameleli O. minutiflorum O.Schwarz & PH Davis Bitkisinin MS
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EK 9. O. micranthum Bitkisinin d1 Kodlu Derin Otektik Céziiciiyle Elde Edilen
Ekstrelerin HPLC Kromatogrami
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EK 10. O. micranthum Bitkisinin d2 Kodlu Derin Otektik Céziiciiyle Elde Edilen
Ekstrelerin HPLC Kromatogrami
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EK 11. O. micranthum Bitkisinin d3 Kodlu Derin Otektik Céziiciiyle Elde Edilen
Ekstrelerin HPLC Kromatogrami
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EK 12. O. micranthum Bitkisinin 24 Saat Kodlu Céziiciiyle Elde Edilen Ekstrelerin
HPLC Kromatogram
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EK 13. O. micranthum Bitkisinin MW Kodlu Céziiciiyle Elde Edilen Ekstrelerin
HPLC Kromatogram
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EK 14. O. minutiflorum’in Bitkisinin d1 Kodlu Derin Otektik Coziiciiyle Elde Edilen
Ekstrelerin HPLC Kromatogrami
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EK 15. O. minutiflorum’in Bitkisinin d2 Kodlu Derin Otektik Coziiciiyle Elde Edilen
Ekstrelerin HPLC Kromatogrami
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EK 16. O. minutiflorum’in Bitkisinin d3 Kodlu Derin Otektik Coziiciiyle Elde Edilen
Ekstrelerin HPLC Kromatogrami
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EK 17. O. minutiflorum’in Bitkisinin 24 Saat Kodlu Céziiciiyle Elde Edilen
Ekstrelerin HPLC Kromatogrami
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EK 18. O. minutiflorum’in Bitkisinin MW Kodlu Céziiciiyle Elde Edilen Ekstrelerin
HPLC Kromatogram

mAU
1254nm,4nm (1.00)
4000 - -

3750

3500

3250

3000

2750 o

2500

2250 -

2000

1750

1500

1250

1000

750

500

250

04

-250

-500]

L T By B e B B B By By B B B B
0.0 10 20 3.0 40 50 6.0 70 8.0 9.0 10.0 110 120 130 140 150 min

172



Technologies 41: 66-72.

3 Colak NU, Yildirim S, Bozdeveci A, Yayli N, Coskuncgelebi K, Fandakli S, Yasar A
(2018). Essential oil composition, antimicrobial and antioxidant activities of Salvia
staminea. Records of Natural Products 12: 86-94.

4 Kanbolat S, Korkmaz N, Sener SO, Badem M, Ulas Colak N, Abudayyak M,
Aliyazicioglu R, Ozgen U, Kandemir A, Karaoglu SA (2018) Antioxidant,
Antimicrobial, Cytotoxic, Anticholinesterase, Antityrosinase Activities and
Characterisation of Volatile Compounds of Verbascum oocarpum by SPME and
GC-FID/MS Journal Of Pharmaceutical Research International, 24 (4):1-12

5 Fandakli S, Yayli N, Kahriman N, Uzunalioglu E, Ulas Colak N, Yildirim S, Yasar
A (2019). The Chemical Composition of Volatile Oil and Biological Activity of
Rhododendron caucasicum. Records of Natural Products 13: 316-323.

6 Yildirrm B, Aydin BM, Ulas Colak N, Altay A,Yasar A (2022). Fluorescence
interactions of a novel chalcone derivative with membrane model systems and
human serum albiimin. Biophysical Chemistry 290:106879.

7 Sener SO, Badem M, Catalbas M, Kanbolat S, Ozgen U, Ulas Colak N( 2023).
Investigation of the Therapeutic Value of Verbascum pyramidatum Bieb. for
Obesity. Hacettepe Journal of Biology and Chemistry.

BILDIRILER

1 Ozgen U, Aliyazicioglu R, Sener SO, Badem M, Yildirim S, Ulas N (2015). HPLC
fingerprint analysis and quantification of phenolic compounds in some endemic
Cirsium species. International Symposium on Pharmaceutical Sciences, Ankara, 9-
12 Haziran 2015, 389-390.

2 Ulas Colak N, Yasar A, Coskungelebi K(2016). Trabzon Yoresinde Yetisen Primula
Tiirlerinin Ugucu Bilesenlerinin GCMS-Head Space-SPME ile Belirlenmesi. 8.
Ulusal Analitik Kimya Kongresi, Isparta, Tiirkiye, 30 Mayis - 03 Haziran 2016,
cilt.8, ss.134.

3 Fandakli S, Ulas Colak N, Barut B, Yasar A, Kahriman N, Ozel A, Yayli N (2016).
Senecio macrophyllus M. Bieb. Bitkisinin GC-MS ve GC-FID Analizi, Ugucu Yag,
Metanol ve Sulu ekstraklarin Biyolojik aktivitelerinin incelenmesi. 22. Bitkisel
[la¢ Hammaddeleri Toplantisi, Trabzon, Tiirkiye, 31 Agustos 2016 - 05 Subat 2017,
cilt.22, ss.75.

4 Yasar A, Ulas Colak N, Yildirnm S (2016). DNA’nin Ant Boyar Maddesi ile

174



Boyanmasi. 16. Kromatografi Kongresi, Malatya, Tiirkiye, 31 Agustos - 02 Eyliil
2016,41.

5 Yildirim S, Ulas Colak N, Yasar A (2017). Application of dispersive liquid-liquid
microextraction for the determination of donepezil in urine by HPLC using a core-
shell column. 3rd International Multidisciplinary Symposium on Drug Research and
Development, Erzurum, 5-7 Ekim 2017, 82.

6 Kar T, Ciice E, Kaygusuz K, Ulas Colak N (2022). Biomass-lignite gasification;
analysis of liquid by-products. 5th International Eurasian Conference on
Biological and Chemical Sciences (EurasianBioChem 2022), November 23-
25,370

7 Ulas Colak N, Kanbolat S, Badem M, Sener SO, Ozgen U, Yasar A (2023).
Two-step Microwave Extraction with  NADES and Biological Activity
Comparison of Origanum michrantum and Origanum minutiflorum Plants. 33rd
International Symposium on Pharmaceutical and Biomedical Analysis (PBA
2023), July 2-6, 88.

ODULLER/ TESVIKLER/ BURSLAR

HOBILER
Sinema, Tiyatro

Piknik, Ailemle kaliteli zaman gegirmek.

175



