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OZET

ULKEMIZDE YETISTIRILEN BAZI CITRUS L. TURLERI UZERINE
FITOKIMYASAL
VE BIYOLOJIK AKTIVITE CALISMALARI

Burak TEMiZ

Anadolu Universitesi
Farmakognozi Anabilim Dali
Saglik Bilimleri Enstitiisii, Ocak 2020
Danisman: Dr. Ogr. Uye. Hale Gamze AGALAR

Tez kapsaminda, iilkemizde yetistirilen Citrus L. cinsine ait bazi tiirlerin taze
meyve kabugundan %80 metanol ekstreleri maserasyon ve hizlandirilmis ¢oziiciili
ekstraksiyon yontemleriyle hazirlanmistir. Elde edilen ekstreler, ekstre verimleri, toplam
fenolik madde ve toplam flavonoit miktarlar1 agisindan karsilastirilmistir. Ekstreler,
spektrofotometrik olarak DPPH*® supiruci etki ve antitirozinaz etkileri bakimindan
degerlendirilmistir. Ekstrelerin parmak izi analizleri Yiiksek Performansh Ince Tabaka
Kromatografisi (YPITK) ile yapilmustir. Ekstrelerde biyolojik aktiviteden sorumlu
bilesik/bilesiklerin belirlenmesi igcin YPITK-biyolojik aktivite (biyootografi) yontemleri
uygulanmistir. Biyoaktif maddeler Kiitle Spektrometrisi ile analiz edilmistir. Ekstrelerde
antirozinaz etkiden sorumlu naringin; antioksidan aktiviteden sorumlu hesperidin ve

neoeriositrin bilesikleri tanimlanmustir.

Anahtar Sozcikler: Citrus L., Antioksidan, Antitirozinaz, YPITK, Biyootografi



ABSTRACT

PHYTOCHEMICAL AND BIOLOGICAL ACTIVITY STUDIES ON SOME CITRUS
L. SPECIES CULTIVATED IN TURKEY

Burak TEMIZ

Anadolu University
Department of Pharmacognosy
Graduate School of Health Sciences, January 2020
Supervisor: Assist. Prof. Dr. Hale Gamze AGALAR

In the present study, the fresh fruit peels of some species of the genus Citrus L.
cultivated in our country were prepared with 80% methanol by using two different
methods such as maceration and acclerated solvent extraction. The extracts were
compared due to the yields of extractions, total phenolic contents and total flavonoid
contents. The extracts were evaluated spectrophotometrically DPPH* scavenging effect
and antityrosinase activity. The fingerprint analyzes of the extracts were done by High
Performance Thin Layer Chromatography (HPTLC). To identify compound(s) which
is/are responsible for the biological activities, HPTLC-biological activity (bioautography)
methods were employed. The bioactive compounds were analyzed by Mass
Spectrometry. In the extracts, naringin which is responsible for the antityrosinase activity;
hesperidin and neoeriocitrin, which are responsible for the antioxidant activity were
identified.

Keywords: Citrus L., Antioxidant, Antityrosinase, HPTLC, Bioautography



TESEKKUR

Yiiksek lisans ve tez siirecim boyunca her animda yanimda olan, bilgi ve
tecrubelerini daima benimle paylasan, akademik yolda bana cesaret veren, vizyonu ve
misyonu ile ve her seyden Gte insanligi ile bana yol gosteren ¢ok sevgili danigsman hocam
Dr. Ogr. Uye. Hale Gamze AGALAR’a, bitkisel materyallerin toplanmasi, teshisi ve
teslimi konusunda Aras. Gor. Ebru DUYMUS’a, botanik kisimda tecriibelerini ve
bilgilerini paylasarak yardimlarda bulunan Prof. Dr. Yavuz Biilent KOSE hocama,
yiiksek lisansa basladiktan sonra bilgi ve tecriibelerini benimle paylasan saym hocam
Nes’e KIRIMER’e, Hizlandirilmig Coziiciilii Ekstraksiyon cihazi ile ¢alismamizda bize
imkanlarmi sunan AUBIBAM’a ve ¢alismamda yardimc1 olan Yasin DARI ile Stileyman
YUR’a, bilimsel ve deneysel anlamda tiim imkanlarin1 sunan Farmakognozi Anabilim
Dali ailesine ve tiim egitim hayatim boyunca beni daima destekleyen ve cesaretlendiren

aileme sonsuz tesekkiirlerimi sunuyorum.



ETiK iLKE VE KURALLARA UYGUNLUK BEYANNAMESI

Bu tezin bana ait, 6zgiin bir ¢aligma oldugunu; ¢alismamin hazirlik, veri toplama,
analiz ve bilgilerin sunumu olmak iizere tiim agamalarinda bilimsel etik ilke ve kurallara
uygun davrandigimi; bu galigma kapsaminda elde edilen tiim veri ve bilgiler igin kaynak
gosterdigimi ve bu kaynaklara kaynakg¢ada yer verdigimi; bu ¢aligmanm Anadolu
Universitesi tarafindan kullanilan “bilimsel intihal tespit programi™yla tarandigini ve
higbir gekilde “intihal igermedigini” beyan ederim. Herhangi bir zamanda, ¢alismamla
ilgili yaptigim bu beyana aykir1 bir durumun saptanmasi durumunda, ortaya ¢ikacak tiim

ahlaki ve hukuki sonuglart kabul ettigimi bildiririm.
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1. GIRIS ve AMAC

Citrus L. cinsine ait meyveler diinya genelinde taze ya da meyve suyu seklinde
yaygin olarak tlketilmektedir. Ancak, cogunlukla sekonder metabolitler a¢isindan zengin
olan kabuklar1 endistriyel atik olarak degerlendirilmektedir. Citrus meyvelerinin global
olarak Uretiminin 2009-2010 yillarinda 82 milyon tona ulastigi, 6zellikle portakallarin
iiretiminin 50 milyon ton oldugu bilinmektedir. Bu siiregte iiretilen portakal tirlerinin
%340 meyve suyu Uretiminde kullanilirken yaklasik bu miktarin %44’tinii de atik olarak
kabuklar olusturmaktadir. Kabuklar, meyve suyu isleme proseslerinin birincil atigidir ve
iyi bir karbonhidrat, pektin, ugucu yag kaynagidir.

Genel olarak degerlendirildiginde, Citrus meyve atik {irinlerinin yiiksek oranda
katma degerli bilesikler (polifenolik bilesikler, karotenoitler, ugucu yaglar) icerdigi,
saglhig1 olumlu yonde destekleyici olabilecegi ve farkli endiistrilerde kullanilabilecegi
diisiiniilmektedir. Polifenolik bilesiklerin, karotenoitlerin ve ugucu yaglarin ¢cok sayida
saglik tizerine yararh etkilerinin bulundugu yapilan c¢alismalarla ortaya konulmustur.
Ozellikle polifenolik bilesiklerin yararli hammaddeler olarak fonksiyonel gida
iretiminde, farmasotik ve kozmetik sanayiinde dikkate deger potansiyelleri
bulunmaktadir. Son yillarda, polifenolik bilesiklerin antikarsinojenik, antimutajenik,
antiallerjenik ve yaslanmayi geciktirici etkileri {izerine ¢aligmalara yogunlagilmustir.

Dinya genelinde diisiiniildiigiinde, y1l bazinda milyonlarca ton kabugun atildig1
ve bu kabuklarin farkli alanlara faydali ham madde olarak kazandirilmasi gerekliligi
ortaya c¢ikmaktadir. Bu anlamda iilkemiz de hem toprak hem de iklim kosullarmin
uygunlugu nedeniyle Citrus tirlerinin tiretiminde ciddi bir potansiyele sahiptir ve gesitli
Citrus tiirlerinin kiiltiirii yapilmaktadir. Ulkemizde bu tiirler iizerinde daha ¢ok Kiiltir
kosullarinin belirlenmesi, meyve kalitesinin ve veriminin arttirilmasina yonelik ziraat
alaninda caligmalar dikkat ¢cekmektedir.

Bu tez kapsaminda, iilkemizde kiiltiirii yapilan gesitli Citrus meyvelerinin
kabuklarmdan hazirlanan sulu metanol ekstrelerinin antioksidan ve antitirozinaz
etkinlikleri arastirilmis, etkiden sorumlu bilesiklerin belirlenmesine yonelik es zamanh
Yiiksek Performansli Ince Tabaka Kromatografisi (YPITK) ve biyolojik aktivite
yontemleri ile etkiden sorumlu bilesiklerin tanimlanmasi amaglanmistir. Bu dogrultuda
iki farkli yontemle %80 metanol ekstreleri hazirlanan kabuklarin toplam fenolik madde

miktar1 ve toplam flavonoit miktarlar1 spektrofotometrik olarak hesaplanmigtir. Her bir



ekstrenin parmak izi analizleri i¢in uygun YPITK metotlar1 belirlenmistir. Ekstrelerinin
potansiyel DPPH® supiricu ve antitirozinaz etkileri spektrofotometrik ydntemlerle
aragtirilmis, etkiden sorumlu bilesikler i¢cin biyootografik metotlardan yararlanilmigtir.
Etkiden sorumlu bilesiklerin  tanimlanmasinda  preparatif ITK ve Kiitle

Spektrometresinden yararlanilmistir.



2. GENEL BIiLGILER

2.1. Rutaceae Familyasi

Tiirkiye Florasi’na gore familyanin genel tanimlamasi; ot, ¢ali veya agag,
aromatik veya kot kokulu. Yapraklar alternat veya karsilikli, basit veya bilesik,
guddelerle noktali, stipulasiz. Cigekler genellikle hermafrodit ve aktinomorfik. Sepaller
4-5 adet, ayr1 veya asagida birlesik. Petaller kiremitimsi, nadiren valvat, 4-5 adet,
genellikle belirgin. Tabla mevcut. Stamenler petal sayisiyla esit veya iki kat1 kadar veya
daha fazla, ayr1 veya bazen asagida birlesik. Ovaryum istte, birlesik karpelli, 4-5 gozlQ,
ancak karpeller nadiren tabanda birlesir. Stilus karpel sayis1 kadar, ayr1 veya birlesik.
Meyve kapsil veya hesperidyum [1].

2.1.1. Rutaceae familyasina ait cinslerin tayin anahtar

1. Agaglar her dem yesil yaprakli, petioller genellikle kanatli veya kenarli; meyve biiytik,
etli hesperidyum (Subfamilya Aurantioideae: yetistirilir) 4. Citrus
1. Otlar veya yar1 calimsi bitkiler, sadece en dipte odunlu; meyve kuru kapsiil (Subfamilya
Rutoideae)

2. Cigekler zigomorfik, beyaz veya iizerinde pembe isaretlerle kirmizimsi; yapraklar
imparipinnat, yaprak¢iklar genis lanseolat-ovat 3. Dictamnus
2. Cigekler aktinomorfik, sar1; yapraklar basit veya li¢ parcali veya 2-3 pargali pinnat

3. Yapraklar 2 veya 3 pinnatisekt; petaller cogunlukla 4, disli veya sagakli, nadiren
tam; filamentler asagida tiiysiiz 1. Ruta
3. Yapraklar basit veya ii¢ parcali; petaller 5, tam; filamentler alt yiizeyin i¢inde piloz

veya villoz 2. Haplophyllum

2.2. Citrus L. Cinsi

Tiirkiye Floras’nin 1988 basimli 10. cildinin 495-508 sayfalarinda yer alan
bilgiye gore Citrus cinsi su sekilde tanimlanmistir: kiigiik agaclar. Yapraklar basit,
alternat, ince, yanal damarlar az, genc dallar yaprak aksillerindeki tekli dikenlerle birlikte;
petioller cogu zaman kanath veya kenarli, genellikle yaprak tabani ile eklemli. Cigekler
beyaz veya morlasmis, tekli ve aksiller veya kisa aksiller salkim, tam veya ginekeum
diismiis. Kaliks 4-5 pargali, korolla 4-8 (genellikle 5-) parcali. Stamenler 4-10 adet,
petaller kadar. Ovaryum degisken, genellikle 10-14 gozIii, oviiller iki bitisik sira halinde.
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Meyve etli hesperidyum, tohumlar i¢i meyve eti ile dolu sapl ve ig seklinde keseler ile
cevrili.

Kayda deger bir ekonomik dneme sahip cins, ticari 6neme sahip birgok meyve
agaci igerir. Bunlar arasindan baslicalar citron (C. medica L.), limon (C. limon (L.) Burm
fil.), ac1 portakal veya turung (C. aurantium L.), tath portakal (C. sinensis (L.) Osbeck),
Akdeniz ve Satsuma mandarinleri (C. deliciosa Ten. ve C. unshiu Marc.), pomelo veya
sadok (C. grandis (L.) Osbeck), greyfurt (C. paradisi McFad.), ve laym (C. aurantifolia
(Christm.) Swingle). Bu tiirler arasindaki sinirlarin ¢izilmesi i¢in anahtar Swingle ve
Tanaka’nin c¢aligmalarma gore asagida verilmistir. Tirkiye’de Citrus yetistiriciligi
Akdeniz bdlgesinde (6zellikle Izmir, Aydin, Mugla, Mersin, Seyhan ve Hatay) ve kuzey
bolgelerde (6zellikle Rize) yapilmaktadir [1].

2.2.1. Citrus cinsine ait tUrlerin tayin anahtar

1. Petioller kanatsiz, dar kenarli, yaprak tabanina katilir veya eksik eklemli C. medica
1. Petioller kanatli, en azindan ¢ok dar, yaprak tabanina bariz bir sekilde eklemli
2. Stamenler cok fazla, genellikle petal sayismin 4 katindan fazla; ¢igekler iki tip, tam
veya fonksiyonel olarak erkek; olgun meyve agik sar1, meyve her iki ucundan da memecik
seklinde ¢ikintili C. limon
2. Stamenler petal sayisinin yaklasik 4 kat1 kadar; cicekler genellikle tam; meyvenin
her iki ucunda memecik seklinde ¢ikint1 yok, veya varsa da olgunlastiginda agik sar1 degil
3. Meyve bariz sekilde basik, her iki ucu yassilasmis, kabuk kolayca soyulabilir
4. Meyve biiyiik, 6 cm’yi asar; yapraklar eliptik veya ovat, genellikle 10 cm’yi asar;
tomurcuk 10 mm’yi asar C. unshiu
4. Meyve daha kiiciik, nadiren 6 cm’ye ulasir; yapraklar dar lanseolat, 10 cm’den
kii¢iik; tomurcuklar 10 mm’ye ulasmaz C. deliciosa
3. Meyve basik degil, kabuk segmentlere yakindan bagh
5. Meyve buyik veya ¢ok biylk, 10-15 cm ¢apinda, ¢ok (18-) gozlii, soluk sari,
petioller genis kanath
6. Kolayca ayrilabilen biiyiik meyve etli; petioller genis kanatli, ¢cevresi hemen
hemen kalpsi; tohumlar tek embriyolu, ¢izgili C. grandis
6. Meyveler daha kiiclik, meyve eti birlesik; petioller daha az genis kanatli, ¢evresi

kalpsi degil; tohumlar piiriizsiiz, poliembriyonik C. paradisi



5. Meyve 5-10 cm capinda, en fazla 13 gozli; petioller genis kanatlh ise renk canli
kirmiz1 veya turuncu

7. Meyve yesilimsi oldukg¢a asidik pulpasi ve sarimsi-yesil kabugu ile yumurta

seklinde, genellikle her iki ucunda memcik seklinde ¢ikintili; yapraklar oldukga kiicik ve

dar C. aurantifolia

7. Meyve yar1 kiiremsi, kabuk solgun turuncudan canli kirmizi-turuncumsu;
yapraklar daha genis ve bliyiik

8. Petioller genis kanatli; meyve sert kabuklu ve keskin asidik pulpali
C. aurantium

8. Petioller dar kanatli; meyve yumusak kabuklu ve tatl pulpali C. sinensis

Yukarida verilen Tiirkiye Florasi’ndaki Citrus cinsine ait tlrlerin tayin anahtarina
ek olarak son yillarda yapilan caligmalar ile taksonomik siniflandirmaya gore bazi
degisiklikler yapilmistir. Plant List’in 2020 verilerine goére; Citrus grandis’in sinonimi
Citrus maxima olarak belirlenmistir. Tiirkiye Florasi’nda belirtilen tiir tayin anahtarinda
C. unshiu, C. deliciosa ve Citrus reticulata tirleri ayr tiirler olarak verilmistir. Ancak
giincel bilgilere dayanilarak C. unshiu ve C. deliciosa tiirleri kaldirilmis ve bu iki tiiriin

sinonimi olarak C. reticulata Blanco belirlenmistir (http-1).

2.2.2. Citrus cinsini orijini, adlandirilma sistemi

Alt bolim . Kapali tohumlular
Smf . Tek cenekliler
Takim . Sapindales
Familya . Rutaceae

Alt familya  : Aurantioideae
Cins . Citrus L.

Narenciyelerin genetik havuzunun Giineydogu Asya’dan geldigi bilinmektedir.
Genel olarak narenciye liretim alanlar1 ekvatorun 35° kuzeyi ve giineyi arasinda lokalize
olmustur. Citrus tdrlerinin isimlendirilmelerinde genellikle iki botanikginin sistemi
kullanilir. Bunlardan ilki Tanaka sistemidir. Tanaka sisteminin temeli, her tlire saf veya
hibrit (iki veya daha fazla tir ya da varyeteden) olup olmadigina bakilmaksizin ayr1 bir
isim vermeyi saglamaktir. Ikinci sistem olan Swingle sistemi ise Citrus cinsini 6nce

tiirlere sonra varyetelere ve son olarak kiiltiir veya hibritlere ayirir [2]. Glnumiizde Citrus
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tiirlerinin siniflandirilmast ve tarihi ge¢misinin aydinlatilmasi ilerleyen DNA ve gen

teknolojileri ile derinleserek devam etmektedir.

2.2.3. Citrus meyvelerinin anatomik ozellikleri

Citrus meyveleri ovaryumun gelismesi, 8-16 karpelin etrafinda kiimelenmesi ve
cicek eksenine katilmasiyla meydana gelir. Karpeller, ¢ekirdek ve su vezikiillerinin de
gelistigi segmentlere doniisiir. Perikarp (kabuk), ekzokarp (flavedo) ve mezokarp
(albedo) olarak ikiye ayrilir (Sekil 2.1). Flavedo, kiitikiil ile ¢evrelenmis epidermis ve
parankima hiicrelerinin de bulundugu en distaki doku tabakasindan meydana gelir.
Epikarp, hipodermis, dis mezokarp ve yag bezelerini (lizigen) barindirir [3]. Epikarpin
istli olduk¢a kompleks bir yapiya ve gelisime sahip ¢ok tabakali koruyucu deriden
(kutikiil) olusmaktadir [4]. Kutikiil ise yag asidi ve seliiloz karigimi bir polimer olan
kitinden meydana gelmektedir. Kitin matriksi kiitin, mum ve hiicre duvari

materyallerinden olugsmaktadir.

Epidermis
Albedo
Oz Flavedo
Cekirdek Segment
Su vezildilleri
Sap
Kaliks
::zia& Su vezikilleri
Dorsal Segment
iletim )
demetleri 171 Aksiyal letim demetleri
- /] Cekirdek
Segment ¢
membram

Kiigiik
meyvecik

Sekil 2.1. Citrus meyvelerinin anatomik yapisi

Albedo i¢ mezokarptan meydana gelir [5]. Kalinliklar1 1-2 mm (laym)’den 20 mm
(pomelo)’ye kadar degisebilir. Dista flavedoya yapisik, icte ise segment membranlariyla
baglidir. Albedo ve flavedo birbiriyle karigmistir. Endokarp, perikarpin i¢ kismi ve

segment membranlarinin  bir bolimiinden olusur. Her bir segment endokarp



membranlariyla ¢evrilidir. Meyve suyu, su vezikiilleri de denen uca dogru genisleyen ¢ok
hiicreli keselerin icinde bulunur. Bu yap1 tiim segmenti doldurur. Ayrica karpel septum’u
da denen ve segmenti ¢evreleyen ince duvara yapisiktir. Her bir su kesesi merkezinde ¢ok
ufak yag bezesi barmdirir. Ayrica ¢ekirdekler de segment duvarma yapigik bulunur.
Merkezi niive albedo gibi genellikle beyaz ve siingerimsi yapidadir ve her segmentin

arasinda bulunan membranlarla albedoya baglidir [3].

2.3. Tez Kapsaminda Arastirilan Citrus L. Turleri ve Botanik Ozellikleri

2.3.1. Citrus aurantium L. (Turung)

A

Sekil 2.2. Citrus aurantium L. meyvelerinin genel goriiniigii (http-2)

>4

hy 5
4

Bitki, iilkemizde “turung” olarak bilinir, 3 ile 9 metre arasinda degisen boya sahip
ve Citrus sinensis’e gore daha dik ve daha karmasik tag’a sahiptir. Purlzsiz ve
kahverengi kabugu ve yesil dallar1 vardir. Gengken koseli ve esnek, ¢ok keskin olmayan,
2.5-8 cm arasinda dikenlere sahiptir. Dokiilmeyen yesil yapraklari aromatik, alternat,
genis-kanatli sapli, tepesindeki kiigiik noktayla birlikte genellikle ovat, 6.5-13.75 cm
uzunlugunda, 3.75-10 cm genisliginde, ince disli, iistli koyu yesil ve alt1 daha agik renkte
kiiciik yag bezeleriyle noktalanmistir. Oldukca kokulu cicekleri, yaprak aksillerinde tekli
veya kiigiik kiimeler halinde, 3.75 cm genisligindedir. 5 adet beyaz, ince, serit seklinde,
kivrik, genisce ayrilmis petalleri 24 adet sar1 stamenlerini ¢evreler. Cigeklerin %5-12’si
erkektir. Meyve; yuvarlak, oblat, oblong-oval, 7-8 cm genisliginde, piirtizliidiir. Oldukc¢a
ince, aromatik ve ac1 olan kabuk olgunlastik¢a agik kirmizimsi- turuncu renge birindr ve
ince, basik yag bezelerine sahiptir. 10-12 adet ac1 zarlarla ayrilmis dilimler oldukga
kuvvetli asidik pulpaya ve birkag¢ adet ¢ekirdege sahiptir. Meyve tamamen olgunlasinca

merkezi ¢ukurlasir [6]. Anavatan1 Giineydogu Asya olan turung 6zellikle Fiji, Samoa,



Guam adalarina aittir. 9. ylizyilda Arabistan’a taginan turuncun, 1002 yilinda Sicilya’da
da yetistirildigi bilinmektedir. Ac1 portakal olarak da bilinmektedir [7].

2.3.2. Citrus reticulata Blanco (Mandarin)

Sekil 2.3. Citrus reticula Blanco meyvelerinin genel goriintisii (http-3)

Citrus reticulata 7.5 metreye kadar uzayabilen ve yayilan bir agagtir. Ucunda
genelde c¢entikli yapraklar sivri ugludur. Cicekler yaprak aksillerinde tekli veya kiimeler
halinde bulunabilir. Bu tiir i¢inde bir¢ok farkli mandarin kiiltivarmmi barindirir. Bu
kiltivarlar kendi icinde 3’e ayrilir; mandarinler, tangerinler ve satsumalar. Robinson
mandarini, tangerinler ¢esidine aittir ve ilk kez 1960 yilinda Amerika’da ‘Clementine’
mandarini ile ‘Orlando’ tangelo’sunun tozlastirilmasiyla elde edilmistir. Meyveler
ortalama 10-22 adet c¢ekirdek icerir. Citrus reticulata tiiriiniin altinda siniflandirilan
kiiltivarlardan bir digeri ise Satsuma mandarinleridir. Ilk kez Japon botanik¢i Tanaka
tarafindan smiflandirilmistir. Anavatani Japonya’dir. Bu tiirler 6zellikle erken hasatlar1
ve soguga olan dayanikliliklari ile bilinirler. Satsuma mandarinleri, orta-biiyik boylarda
basik kiire sekilli veya biraz boyunludur. Meyveler olgunlasinca turuncu-kirmizi bir
renge biriiniir. Derimsi yapidaki kabugu bir¢cok yag bezesini iizerinde tasir. Kolayca
ayrilabilir 10-12 adet segmente sahiptir. Bol suludur ve yogun aromali az asidik tada
sahiptir. Tim turunggil varyeteleri arasinda en tath tiir olarak bilinir. Cekirdekler (0-6

adet) yesil kotiledona sahiptir [6].



2.3.3. Citrus sinensis L. Osbeck (Washington portakali)

Sekil 2.4. Citrus sinensis L. Osbeck meyvelerinin genel goriiniisii (http-4)

Anavatani giiney Cin olan, 3-15 metre boylarinda yaprak dokmeyen bir agactir.
Koseli ve diizenli dallara sahiptir. Dal ve gdvde kabugu rengi yesilden koyu kahverengine
kadar degisebilir. Agag, dzellikle biiylime fazinda iken, genellikle dikenlidir. Yapraklar
6.5-15 cm uzunlugunda, 2.5-9.5 cm genisliginde, oval veya oval-oblong, purizsuz,
parlak, iist yiizeyi koyu yesil iken alt ylizeyi iiste gore biraz daha agik renktedir. Petioller
genelde dar kanath ve yaprak ayasiyla eklemlidir. Yag vezikiilleri tiim yaprak ayasinda
vardir. Cigekler yaklasik 5 cm uzunlugunda ve giizel kokuludur. Kiimeler halinde veya
tekli bulunabilirler. Korolla, 5 adet beyaz veya acik sar1 renkli, oblong ve ince petallere
sahiptir. Tim g¢igekler yaklasik 20-25 adet stamene sahiptir. Meyveler 6.5-9.5 cm
capinda, ters ovat veya elipsoittir. ‘Navel’ ismi insan gébeginin seklini ¢agristirdigi icin
verilmistir. Flavedo genelde sar1 veya agik turuncu-kirmizimsi renktedir ve ugucu yag
bezlerini tagir. Albedo beyaz ve slingerimsidir. Pulpa ise sulu ve sari-turuncu veya agik
kirmizimsi renkte, orta asidik ve 10-14 parcadan olusan membran6z su keseciklerini

barmdirir [8-10].



2.3.4. Citrus limon L. (Kutdiken limonu)

Sekil 2.5. Citrus limon L. meyvelerinin genel goriiniisii (http-5)

Limon, kii¢iik ve yaklasik 3-6 metre yiliksekliginde kivrimli bir agactir. Dallar1
diizensizdir. Agag¢ kabugu, gévdede acik gri, gen¢ dallarda yesil ve daha ince dallarda ise
morumsu renktedir. Gengken kirmizimsi renkte olup, zamanla iistte koyu yesil, altta agik
yesil renge burinen yapraklar; oblong, eliptik veya uzun-ovat ve 6.25-11.25 cm
uzunlugundadir. Hafif kokulu ¢icekler tek baslarina veya yaprak aksilleri i¢inde 2 veya
daha fazla kiimeler halinde olabilir. Tomurcuklar kirmizimsidir. Agan ¢icekleri 4-5
petalli, Gst yuzeyi beyaz, alt yizeyi morumsu ve ortalama 20-40 tane stamen sar1 anterler
ile birlesmistir. Meyve, tepe noktasindaki ¢ikinti ile oval ve 7-12 cm uzunlugundadir.
Meyve kabugu 6-10 mm kalinliginda, agik sar1 renkli, piiriizsiiz, aromatik ve yag bezeleri
ile noktalanmistir. Pulpa solgun sar1 renkte ve 8-10 parcali, sulu ve asidiktir. Bazilar1
cekirdeksiz olsa da ¢ogu i¢i beyaz, piiriizsiiz, noktali, yaklasik 9.5 mm uzunlugunda,
eliptik veya ovat sekilli ¢ekirdeklere sahiptir. Limon tiirlerinin ¢ok uzun zamandir var
oldugu bilinse de orjini net olarak belli degildir. Citrus medica’nin bir hibriti oldugu
diisiiniilmektedir. Ik bildirilen habitat1 Giiney Dogu Asya (Myanmar, Giiney Cin)’dur.
Limon, diisik seker yogunluguna sahip oldugundan, portakal veya greyfurt ile
karsilastirildiginda soguga daha duyarhdir ve diger tiirleri etkilemeyen sicakliklarda

meyveler donabilir [6, 11, 12].
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2.3.5. Citrus x limetta Risso (Tath limon)

Sekil 2.6. Citrus x limetta meyvelerinin genel goriiniisii (http-6)

Bitki, 6-12 metre uzunlugunda, dikenli ve tepede kiiresel her daim yesil bir
agactir. Diizensiz dallara sahiptir ve oldukga piiriizsiiz ve kahverengi-grimsi aga¢ kabugu
vardir. Petioller dar ama belirgin bir sekilde kanatli ve 8 cm uzunlugundadir. Yapraklar
akuminat, 5 cm uzunlugunda ve 2.8 cm genisligindedir. Cigcekler beyaz, tomurcuklari
morumsudur. Anterler sar1 renkli, stamenler ise serbesttir. Meyveler orta boylu, tepeden
basik kiiresel, kabarik tabanlidir ve rengi olgunlastik¢a yesilden sariya doner. Son derece
aromatik, sulu ve asidiktir. Soluk yesil kotiledona ve mor kalazaya sahip poliembriyonik
cekirdekler tagir [13]. Tathi laym, mosambi limonu, tatli limon olarak da bilinir. C. medica
ve C. aurantium melezlenmesi sonucu olusmustur. Giiniimiizde agirlikli olarak kiiltiirii

yapilir. Tropik ve subtropik iklimlerde yetisir.
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2.3.6. Citrus x bergamia Risso & Poiteau (Bergamot)

Sekil 2.7. Citrus bergamia meyvelerinin genel goriiniisii (http-7)

Ik kez 1818'de Pierre Antoine Poiteau ve Joseph Antoine Risso tarafindan
isimlendirilen bergamot, Citrus aurantium ile Citrus limon L. tlrlerinin hibriti olarak
bilinmektedir. Diger bir gériise gore turung ve laym (C. aurantifolia (Christm) Swingle))
hibriti veya citron (C. medica) ve portakal’in gaprazlanmasi sonucu olustugu
savunulmaktadir. Yesilimsi sar1 rengi, asidik-taze ve canli aromasiyla karakteristiktir.
Bergamot bitkisi, silindirik, koyu grimsi kahverengi sapli ve dikenli ya da dikensiz ¢ok
ince duizensiz dallara sahip, 12 metre boyuna kadar buylyebilen yaprak dokmeyen kiigik
bir agactir. Nisan ve mayis aylarinda ¢igek acar ve meyveler kasim ayindan mart ayma
kadar olgunlasir. Meyve, hesperidyumun alt kiiresinde hafifge yassilasmistir ve ¢ok
sayida beze ile kapl olan 3-6 mm kalinligindaki kabugunda ugucu yaglar1 iceren salgi
cepleri bulunur. Mezokarp beyaz, endokarp ise ¢ekirdeklerle birlikte yesilimsi sar1, ac1 ve
eksi meyve suyunun iceren 10-15 segmente boliinmiistiir. Ozellikle Kalabriya (Kuzey
Italya’da bir bdlge), Italya, Dogu Afrika, Arjantin, Brezilya ve Tiirkiye’de yetismektedir
[14, 15].
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2.3.7. Citrus medica L. (Etnak, Aga¢ kavunu)

Sekil 2.8. Citrus medica meyvelerinin genel goriiniisii (http-8)

Bitki, yavas biiyiliyen, her dem yesil kiigiik aga¢ veya ¢alimsidir. Boyu 2-5 metre
arasinda degisir ve diizensiz yayilan sert-dikenli (4 cm) dallara sahiptir. Dallar, yaprak ve
cicek tomurcuklar1 gengcken morumsudur. Yapraklar; biiyiik (6-17 cm), soluk yesil,
genelde oblong veya kanatsiz petioller ile birlikte hafif¢e testere diglidir. ‘Diamante’ gibi
asidik varyetelerin kiimelenmis ¢iceklerinin dig1 mor, i¢i beyaz renkte iken, ‘Corsican’
gibi daha tatli varyetelerin rengi sarims1 beyazdir. Ovat veya oblong sekilli meyveleri uca
dogru kabariktir ve 12-15 cm uzunlugundadir. Derimsi ve yapiskan kabugun i¢ tarafi etli,
beyaz ve kalin iken, dis tarafi ise ince, yesilimsi-sar1 ve hos kokuludur. Pulpa genellikle
asidik olsa da tath olan varyeteler de mevcuttur. Cogu Citron varyeteleri ¢ok sayida
monoembriyonik cekirdekler icerir. Asidik olanlarda ici siyah olan beyaz cekirdekler,
tath olanlarda ise renksiz ¢ekirdekler bulunur. Meyvenin rengi olgunlastikca yesilden
sarims1 turuncuya doner. Meyveler agactan diismedigi i¢in toplanmadig: siirece agirligi
4-5 kiloya kadar ulasabilir [16]. Citrus medica eski ve saf bir Citrus tiriddr. Genellikle
kendi kendine tozlagmayla dollenir. Genetik calismalarla bulunan molekiiler kanitlara
gore birgok Citrus tiirii Pomelo, Citron gibi atasal tiirlerin hibridizasyonuyla olusmustur
[17].
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2.3.8. Citrus paradisi Macfadyen (Starruby greyfurt)

Sekil 2.9. Citrus paradisi Macfadyen meyvelerinin genel goriiniigti (http-9)

1830’larda Citrus paradisi ismi ilk kez greyfurt’a verilmistir. Citrus maxima
(pomelo, sadok) ile Citrus sinensis (tath portakal)’in hibriti oldugu disiiniilmektedir.
Agac, 4.5- 6 metre boylarinda ve daginik dallara sahiptir. Govde 15 cm’lik ¢apa kadar
ulasabilir. Dallar1 normalde kisa ve yumusak dikenlere sahiptir. Her dem yesil yapraklar1
ovat, 7.5-15 cm uzunlugunda, 4.5-7.5 cm genisliginde, {stii koyu yesil, alt1 daha agik
tonda, kenarlarinda kiiclik, yuvarlak disler bulunan ve kiiciik yag bezeleriyle
noktalanmustir. Yaprak sap1 genis, oblanseolat veya ters-ovat kanatlara sahiptir. Cicekleri
beyaz ve dort petallidir. Meyve neredeyse yuvarlak veya hafif armut bicimli ve 10-15 cm
genigligindedir. 1 cm’lik piiriizsiiz ve ince noktali kabuga sahiptir. Sari-turuncu kabuga
ve pembe-kirmizi pulpaya sahiptir. Soluk sari, neredeyse beyazimsi veya pembe-koyu
kirmizi renge sahip pulpa ince, membranéz 11-14 bolmeden olusmaktadir. Cekirdekli

veya ¢ekirdeksiz olabilirler. Cekirdekler beyaz, eliptik ve 1.25 cm uzunlugundadir [18].
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2.3.9. Citrus maxima (Burm.) Merr. (Citrus grandis) (Pomelo, sadek)

Sekil 2.10. Citrus maxima meyvelerinin genel goriiniisii (http-10)

“Pomelo, sadek, sadok™ gibi isimlerle bilinen aga¢, 5-15 metre boyunda, 10-30
santimetre kalinligindaki egri bir gévdeye sahiptir. Dallar1 algak ve diizensiz yayailir.
Dikenleri 5 cm uzunlugundadir. Késeli geng dallar sik yogunlukta, yumusak, kisa, tiiyli
ve genellikle dikenlidir. Yapraklar, bilesik, basit goriinimlii, bir yaprake¢ik iceren,
alternat, glandular, noktali, ovattan ovale, 5-20 cm uzunlugunda, 2-12 cm genisliginde ve
derimsi bir yapidadir. Kokulu ¢igekler, tek baslarina veya 2-10’Iu kiimeler halinde yaprak
akslarinda veya bazen 10-30 cm uzunlugundaki ¢igek salkimlarinin terminallerinde 10-
15 tane; sap ve kaliks tlylu, 4-5 petalli, sarimsi1-beyaz, 1.5-3.5 cm uzunlugunda, dis1 biraz
tiiylii ve sari-yesil bezelerle noktali goriinimdedir. Stamenler 20-25 adet, beyaz, belirgin,
4-5’li demetler halinde, basgiklar turuncudur. Meyveler 10-30 cm genisliginde ve hemen
hemen yuvarlaktan oblata veya armut bi¢imlidir. Kabugu siki veya kolayca
c¢ikarilabilirdir. Yesilimsi-sar1 veya soluk sar1, minik tiiyli, kiiclik yesil bezelerle doludur.
Kabuk kalinligi 1.5-2 cm’dir. Albedo yumusak, beyaz veya pembe renkte, pulpasi ise
yesilimsi-sar1 veya soluk saridan pembe veya kirmiziya dogru degisir ve 11-18 dilime
boliinmiistiir. Sulu veya olduk¢a kuru olabilir. Dilimler kolayca yiiziilebilir ve keseler
birbirine yapisabilir veya gevsek bir sekilde birlesebilir. Lezzeti, hafif-orta siddette
tatliliktan mayhos veya asidik bir tada, bazen de belirsiz acims1 bir tada biiriinebilir.
Cekirdekler, az, iri, sarimsi-beyaz veya beyazdir. Baz1 meyveler olduk¢a ¢ekirdekli
olabilir. Pomelo, en biiylik narenciye tiirlidiir ve bat1 diinyasinda genel olarak greyfurtun
ana atas1 olarak bilinir. Vejetatif olarak ¢ogaltilmigsa dikensiz, tohumla ¢ogaltilirsa 5 cm

uzunlugunda dikenli meyveler verir [19, 20].
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2.3.10. Citrus maxima x Citrus paradisi Macfadyen (Oroblanco)

Sekil 2.11. Citrus maxima x Citrus paradisi Macfadyen meyvelerinin genel goriintisii (http-11)

Oroblanco, pomelo ile greyfurtun ¢aprazlanmasi sonucu elde edilmistir. Her daim
yesil agaglar1 7.5-9.5 metreye kadar uzayabilir. Sik1 veya yayilan ve yuvarlak, semsiye
veya vazo sekillidir. {1k yilinda dal yiizeyi tiiylii iken, ikinci veya iiciincii yilda ¢izgili bir
ylizeye biiriinlir. Aga¢ kabugu koyu kahverengi ve pullu veya piiriizsiizdiir. Dikenleri
dizdir. Petiol; tiiylii, uzun veya ¢ok uzun, orta veya genis kanathdir. Yapraklar ovat, orta
boyda ve koyu yesildir. Meyvenin boyu ‘Marsh’ greyfurtuna yakindir ancak daha soluk
ve kalin bir kabuga sahiptir. Pulpasi da daha solgundur ve merkezinde daha biiylik bir
bosluk vardir. Pargalar1 kolayca ayrilir ve gevsek, sulu ve aci tath degildir. Ancak

olgunlagsmadan 6nce oldukga astrenjan bir tada sahiptir. Ayrica ¢ekirdeksizdir [21].

2.4. Citrus Turlerinin Halk Arasinda Kullanimlari

Diinya’da ve iilkemizde Citrus tiirlerinin ekonomik degeri oldukga yiiksektir.
Halk arasinda ¢ogunlukla meyveleri besleyici bilesenleri ve vitaminler agisindan zengin
oluslar1 nedeniyle siklikla tiiketilmektedir. Bitkilerin meyveleri disinda, yapraklari,
cicekleri, cekirdekleri ve ugucu yaglari ¢esitli amaglarla halk arasinda kullanilmaktadir.
Bitkilerin meyveleri disinda, yapraklari, ¢igekleri, ¢ekirdekleri ve ucucu yaglar1 ¢esitli

amagclarla halk arasinda kullanilmaktadir.

2.4.1. Diinya genelinde kullanimlar

Ortacag’da, Akdeniz Bolgesi’'nde C. aurantium kalp ve vaskiler stimulan,
sindirimi  kolaylastirici, sedatif, trankilizan, istah stimiilani, genel tonik ve
zehirlenmelerde antidot olarak kullanilmistir. Geleneksel Cin Tibbi’nda, turung

gastrointestinal sistem stimiilani ve genel tonik olarak kullanilir [22].
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C. maxima diyabet tedavisi i¢in geleneksel olarak kullanilir. Bir¢ok tilkede iltihap
kurutucu, antidiyabetik, karaciger koruyucu etkilerinden dolayr halk arasinda
kullanilmaktadir. Ates, gut, artrit, bobrek rahatsizliklarinda ve {ilserlerin tedavisinde
kullanilabilir. Meyve pulpast ve kabuklar1 istah agict ve tonik olarak, iltihaplarda,
oOksiiriikte ve kalp stimiilan1 olarak, meyve suyu kolesteroliin diisiiriilmesinde ve kilo
kaybinda, yapraklar1 epilepsi, kore hastaliginda ve konvilsif oksurikte, ayrica yapraklar
hazimsizliga bagl karmn agrilarinda, dekoksiyonu sicakken sisliklerde ve iilserlerde
yararlidir. Pomelo kabuklar1 geleneksel olarak giizellik amaglariyla kullanilir [20, 23].

C. sinensis meyve kabuklarindan elde edilen iiriinler ya da olgunlasmamis biitiin
kuru meyveleri gastrointestinal sistem rahatsizliklarinda, solunum yolu rahatsizliklarinda
Ozellikle 6ksuriklerde, uykusuzluk, stres durumunda, epilepsi ve anksiyete durumlarinda
kullanilmaktadir. C. aurantium ugucu yagi aromaterapi uygulamalarinda kullanilir.
Ugucu yagm, merkezi sinir sistemini uyarici, kan basincimi diisiiriicii etkilerinden dolay1
kullanim1 6nerilmektedir [24]. C. sinensis ¢igeklerinden hazirlanan dekoksiyonu sedatif
etkilerinden dolay1 Cin, Italya, Fransa ve Meksika Geleneksel Tibbi’nda kullanilir [25].

Cin’in Jingdong, Yunnan Bolgesinde Wuliang Daglarinda C. reticulata meyve
kabuklar1 yerel halk arasinda iltihab1 kurutucu olarak kullanmaktadir [26]. Kuru kabuklar1
Cin Tibbi’nda, astim ve bronsit gibi solunum sistemi inflamasyon sendromlarinda ve
hazimsizlikta yiizyillardir kullanilir [27]. Cin’in Jingdong, Yunnan Bolgesinde Wuliang
Daglarinda C. medica var. sarcodactylis (Noot) Swingle meyvelerinin ventilasyon
sikayetlerinde kullanildig1 kayithidir [26]. Geleneksel Cin Tebatetinde 4000 yildan beri C.
sinensis, okstiriiklerde, soguk alginliginda ve solunum sistemi rahatsizliklarinda, ayrica
kilo vermeye yardimci olarak kullanilir.

Brezilya’da C. sinensis yaprak ¢ayi hafif bir trankilizan olarak orta diizeydeki
anksiyete ve uykusuzluk durumunda kullanilir. Ayrica meyve ve ¢icekleri bas agrisini
hafifletmede, migren, ates, grip, alerji ve Oksiirik durumlarinda yatistirict olarak
kullanilir [22]. C. aurantium ¢icekleri, Brezilya geleneksel tibbinda antidepresan,
antikonviilzan ve anksiyeteye karsi kullanilmaktadir [28].

Hindistan’m Uttar Pradesh bolgesinde C. medica yaprak ve meyveleri anoreksi,
astim, kanser, konstipasyon, diyare, dizanteri, dismenore, ates, bas agrisi, hemoroit,
bagirsak rahatsizliklari, deri hastaliklari, kusma, akciger rahatsizliklar1 gibi cesitli
rahatsizliklarda kullanilmaktadir. C. limon meyveleri dis bakiminda ve sagliginin

korunmasinda dis tozu olarak kullanilir [29].
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Fransa’da C. sinensis anjina, hipertansiyon, konstipasyon, diyare, menstrual
rahatsizliklarda ve kalp garpintisi gibi durumlarda kullanilmaktadir [24, 30, 31].

Meksika’da halk arasinda C. sinensis tiiberkiiloz tedavisinde kullanilir.

Malezya’da 6 bolgeyi (Perak, Kedah, Serian, Sibuti of Sarawak, Kota Belud ve
Papar of Sabah) kapsayan bir etnobotanik c¢aligmada, Citrus tiirlerinin gida, tibbi ve
kiiltiirel uygulamalarda kullanildig: bildirilmistir. Meyvelerin taze olarak yenildigi ya da
gida preparatlarinda kullanildigi bildirilmis ancak 6zel bir tarif verilmemistir. Citrus
aurantifolia’nin mistik iyilesme ritiiellerinde kullanilan 6nemli bir bilesen oldugu,
hazirlanan karisimin tedaviyi eden kisinin goriisiinii netlestirerek karsisindaki kisinin
problemlerini ya da hastaligin1 daha iyi teshis etmesini sagladig belirtilmistir. Ayrica
hamile kadinlarin kot ruhlardan ve hayaletlerden korunmasinda kullanilmaktadir [32].

Nijerya’da, C. aurantifolia’nin geleneksel olarak farkli kisimlar1 kullanilmaktadir.
Toz edilmis yapraklardan hazirlanan dekoksiyonu karn agrilarinda icilir, atesli hastalarda
banyo olarak ve goz yikama suyu olarak kullanilir. Yapraktan hazirlanan lapa iilser
yaralarinda, deri hastaliklarinda uygulanir ve ayrica dogumdan sonra karm bolgesine
uygulanir. Ezilmis yapraklar, bas agrisi i¢cin alin bolgesine uygulanir. Burun deliginin
yaninda ezilerek mide bulantis1 yasayan kisiye ya da ayiltmak i¢in bayilan insana
koklatilir. Yaprak inflizyonu, bogaz agrisi, sarilik ve pamukguk ile birlikte goriilen
ateslerde verilir. Cicek dekoksiyonu uykusuzluk c¢ekenlerde uykuyu indiiklemek icin
kullanilir. Gilineybat1 Nijerya’da kokler, govde kabugu, dallari, yapraklar1 ve meyveleri
malarya tedavisinde kullanilmaktadir. Meyve suyuna seker, palm yag1 ya da bal eklenerek
Oksiiriigiin rahatlatilmasinda kullanilir. Seyreltilmis meyve suyu agiz ve bogaz agrilarinda
agiz suyu olarak kullanilir. Meyve suyu ayrica irritasyonlarda, diyare ve sivrisinek
isiriklarina bagl sisliklerin tedavisinde faydalidir. Bazen de zayiflama programlarinda
kullanilir [33].

Haiti’de Citrus aurantium “zorange si” olarak bilinir, gida ve tibbi alanda genis
bir kullanima sahiptir. Yapraklart Annona muricata L. yapraklari ile karistirilarak atesi
diistirmek i¢in kullanilmaktadir. Yaprak kaynatilir, hastanin banyosuna yerlestirilir,
sonrasinda yapraklarla masaj yapilarak hastanin uygulamadan sonra uyumasi saglanir.
Yapraklardan hazirlanan cayr grip semptomlarini iyilestirmede kullanilir. Farkli bir
tedavide ise bas agrisi i¢in yapraklar sitilir ve alin bolgesine sikica baglanir. Meyveler
ates iizerinde kiil igcinde pisirilir, plire haline getirilir, Ricinus communis L. yag ile

karistirilir, ezilmis alana masaj yapilir. Bu islemin ezilmis bdlgede koagiile olan kani
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temizledigine ve o bolgedeki kanlanmay1 diizenledigi soylenmektedir. Su ile piire haline
getirilen bitki (hangi kisim oldugu belirtilmemis) bir gece bekletilerek cildi temizlemek
icin kullanilir. En az 2 hafta bu karigimla yilizii yikamanin cilt lekelerini giderdigi
soylenmektedir. Yapraklarindan hazirlanan ¢ayi esit miktarda kahve (Coffea arabica L.)
yapraklar1 ile karistirilarak duygusal soklarda kullanilir. Bu karigimin kalp ritmini
diizenleyerek sakinlestirdigi soylenmektedir [34].

C. aurantium’un meyve kabuklar1 ve meyve suyu Afrika’nin tropik bolgelerinde
ve Latin Amerika’da anksiyete, duygusal sokta, uykusuzlukta ve kriz durumlarinda
kullanilmaktadir. Kuru ¢igek inflizyonu sinirleri yatistrmada Afrika’da ve Latin
Amerika’da; ¢iceklerden hazirlanan sulu ekstre Dogu Tibbi’nda sinirleri rahatlatmak igin;
yaprak inflizyonu Iran’da anksiyete, epilepsi ve sinir harabiyetinde, Afro-brezilyal1 halk
ise sedatif etkilerinden dolay1 kullanmaktadr. C. aurantifolia meyve kabuklar1 ve meyve
suyu trankilizan ve anksiyolitik olarak Cin, Brezilya ve Meksika’da halk arasinda
kullanilir. Toz edilmis yapraklar Malay’da bas agrisinda, Yucatan’da ise yaprak
infuzyonu trankilizan olarak; Meksika Gelencksel Tibbi’'nda gigekleri anksiyete ve
sinirlilik durumlarinda kullanilmaktadir. C. reticulata ve C. maxima bitkilerinden elde
edilen aromatik sular stresi rahatlatmak ve uykusuzluk durumunda kullanilir [25].

Iran’da geleneksel olarak C. aurantifolia’nin meyveleri, soguk alginliginda
kullanilir, antiinflamatuvar, gaz giderici, ruhu canlandirici ve neselendirici etkilerinden
dolay1 kullanimlar1 kayithidir. C. aurantium’un ¢igekleri ise hazmi kolaylastirici, sedatif

ve fertiliteyi diizenleyici etkilerinden dolay1 kullanilmaktadir [35].

2.4.2. Ulkemizde kullanimlar

Citrus tiirlerinin meyvelerinin ¢ogu tilkemizde halk arasinda taze olarak biitiin ya
da meyve suyu hazirlanarak tiiketilmektedir. Ayrica tath, kek, sekerleme, marmelat ya da
recel gibi iirlinleri evlerde hazirlanarak ya da endiistriyel olarak islenmis iiriinler hazir
olarak tuketilmektedir.

C. limon kabugu uyarici ve koku verici olarak kullanilmaktadir. Kullanilis sekli,
%?5’lik inflizyon ve tentiir seklindedir. Koku verici olarak kullanilan limon tentiirii i¢in
taze limon kabugunun dis kismi1 aliir, 50 g kabuk 100 g alkol ile kapali bir kap icerisinde
8 giin zaman zaman c¢alkalayarak, temasta birakilir ve siire sonunda sikilir ve siiziiliir.
Olgun limon meyvesi sikilarak usaresi hazirlanir ve bu usare seker ile tatlandirilarak

dahilen yorgunluk giderici ve gribal enfeksiyonlarda dayaniklilik verici olarak kullanilir.
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Limon usaresi haricen antiseptik etkisinden dolay1 bogaz iltihaplarinda gargara olarak
kullanilir [36].

Eleskirt, Agri’da limon meyvelerinin ¢ocuklarda ates tedavisinde kullanildigi
kayithdir [37]. izmir’de 193 hastayla gergeklestirilen bir calismada, hastalarin %51.3’
iintin hipertansiyon tedavisi i¢in kullandiklar1 belirtilmistir. Bu ¢aligmada, limon suyunun
tek bagina ya da sarimsak ile karistirilarak tansiyonu diisiirmek i¢in kullandiklari
belirlenmistir [38].

Karc1 ve ark. (2017), Bafra, Samsun’da yaptiklar1 ¢alismada, Foeniculum vulgare
Mill. toprak iistii kisimlarindan hazirlanan dekoksiyonun limon suyu ile birlikte kan
glikoz diizeylerini diisiirmek icin; Mentha piperita L. yapraklarindan hazirlanan
dekoksiyonun dahilen limon meyvesi ile birlikte alinarak kusmaya karsi kullanildig:
kayithdir [39]. Tirkiye’de yetisen Apiaceae familyasi bitkilerine ait bir derleme
calismasinda, Petroselinum crispum (Miller) A.W.Hill yapraklarinin dekoksiyonu limon
ile birlikte diyabet tedavisinde dahilen kullanilmaktadir [40].

Ankara’da bir hastanede kronik hastaliklar1 olan 232 hastaya yapilan bir anket
calismasinda, hastalarm  %39.6’simin  limonu diyabet hastaligimnin tedavisinde
kullandiklarint belirtmislerdir [41].

C. aurantium ise istah acici, midevi, lezzet ve koku verici olarak kullanilmaktadir.
Safra soktiiriicti etkisi de mevcuttur. Kullanilis sekli, 1-2 g toz, hap halinde, glinde birkac
defadir. %5-10’luk inflizyonu giinde 2-3 bardak tiketilebilir. Koku ve tat vermek igin
turung surubu hazirlanir; ¢ok ince dogranan kabuklar (1 kisim kabuk) esit miktarda
%70’lik alkol (1 kisim) ile karistirilir, kapali bir kapta 12 saat tutulur. Bu siirenin sonunda,
10 kat1 kadar sicak su (10 kisim) ilave edilir ve 6 saat daha bekletilir. Sonrasinda stiziiliir,
s1vi kisim alinarak her 10 kismu i¢in 18 kisim seker ilave edilir, karisgim hafifce 1sitilir,
sekerin ¢Ozlinmesi saglanmr, siiziilir ve kapali siselerde saklanir. Taze turung
ciceklerinden su buhari distilasyonu ile hazirlanan turung ¢icegi suyu veya kurutulmus
ciceklerden hazirlanan %1-4’liik inflizyonu yatistirici, midevi, terletici, ates diisiiriicii ve
uyutucu 6zelliklerinden dolay1 kullanilir. Yatmadan 6nce, turung ¢igegi suyundan 2-10 g,
inflizyondan ise 1 bardak igilmesi tavsiye edilir. Yapraklardan hazirlanan %5°lik
inflizyon kuvvet verici, yatistirici, istah agici ve midevi olarak, giinde 2-3 bardak icilir. C.
medica meyve ¢ekirdeklerindan hazirlanan emiilsiyon, midevi, ac1 ilag ve kurt disiiriicii

olarak kullanilir. Aga¢ kavununun meyveleri gida olarak tiiketilmektedir (Baytop, 1984).

20



Mugla, Marmaris civarinda yapilan bir etnobotanik ¢alismada, C. limon perikarp
ve yapraklari; C. sinensis perikarplar1 alin bolgesine sarilarak bas agrilarinda kullanildig:
belirtilmistir [42, 43].

2.5. Citrus Turlerinin Makro ve Mikro-bilesenleri

2.5.1. Makro-bilesenleri

Citrus meyvelerinin bilesenlerini ¢6zlinebilir ve ¢éziinmeyen diger bilesenler
olarak ikiye ayirmak miimkiindiir. Coziilebilir kisimda mono- ve di-sakkaritler, organik
asitler, amino asitler ve diger minér komponentler mevcutken ¢éziinmeyen kisimda
baslica hiicre elemani olan polisakkaritler degerlendirilmektedir.

Sukroz, glikoz ve fruktoz genellikle 2:1:1 oraninda bulunurlar ve meyvenin
tathliginda rol oynarlar. Bu oran, olgunlasma siireglerinde ve degisik varyetelerde
degisiklik gostermekte ve uzun-dénem depolamada asit oraninin artmasiyla diismektedir.
Bazi tiirlerde eser miktarda mannoz, maltoz, heptiiloz, galaktoz, ramnoz, ksiloz ve
trehaloz gibi sekerlere rastlanmistir. Kabuklar da 6nemli miktarlarda sukroz, glikoz,
fruktoz kadar ksiloz ve ramnoz icermektedir. C6ziinmeyen kisimda polisakkaritler kabuk,
pulpa, meyve ve membranlarda bulunmaktadwr.  Citrus polisakkaritlerini pektin,
hemiseliiloz, seliiloz ve lignin olusturmaktadir. Nisasta albedoda bol miktarda bulunur ve
ayrica meyveler yesilken flavedo kisminda da bulunmaktadir. Citrus meyvelerinde
seliiloz, lignin ve pektinden olusan diyet lifi mevcuttur. Ozellikle kabuk ve pulpa diyet lif
kaynagidir.

Meyvelerin tat kalitesini etkileyen bir grup da sitrik asit, malik asit, stiksinik asit
gibi karboksilik asitlerdir. Organik asitler meyvelerde serbest halde ya da tuz formunda
bulunurlar. Sitrik asit meyve suyunda bulunurken, malik, malonik, okzalik ve Kinik asitler
kabukta bol miktarda bulunur. Diger asitlerden adipik, izositrik, laktik, akonitik, o-
ketoglutarik ve benzoik asitlerin varligina meyvelerde rastlanmigtir.

Citrus tiirlerinin azotlu bilesiklerinin yaklasik %70’ini serbest aminoasitler
olusturmaktadir. Meyve sularinda prolin major aminoasit olarak belirlenmistir.

Lipitler degerlendirildiginde, ¢ogunlukla cekirdek ve kabukta bulunmaktadir.
Doymamis yag asitlerinden oleik (C18:1), linoleik (C18:2) ve linolenik asit (C18:3)
bulunurken doymus yag asitlerinden palmitik (C16:0) ve stearik asit (C18:0)

tanimlanmastir [44].
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2.5.2. Mikro-bilesenler

Meyvelerde, karotenler ve g-kriptoksantin gibi A vitamini prekdrsorleri ve A
vitamini 6énemli miktarlarda bulunur. Suda ¢ozunir vitaminler dikkate alindiginda, C
vitamini yliksek miktarlarda meyvelerde bulunmaktadir. Meyveler ayrica B vitamin
kompleksi (6zellikle B1 vitamini (tiamin) ve Bs vitamini (piridoksal fosfat)) bakimmdan
zengindir, ayrica mindr miktarlarda Bz vitamini (niasin), B2 vitamini (riboflavin) ve Bs
vitamini (pantotenik asit) bulunur. Meyveler ve meyve sular1 folat agisindan da zengin
kaynaklardir.

Meyveler ve friinleri olduk¢a diisiik sodyum icerirken, iyi birer potasyum
kaynaklaridir. Kalsiyum, magnezyum ve fosfor miktarlar1 goreceli olarak diisiiktiir.
Meyvelerde mindr miktarlarda bulunan diger mineraller ise, bakir, ¢inko, demir,

manganezdir [44].

2.6. Citrus Turlerinde Tammmlanmis Sekonder Metabolitler

2.6.1. Fenolik asitler

Fenolik asitler, sekonder metabolitlerden fenoliklerin alt smifi olarak
bilinmektedir. Fenolikler son smiflandirmayla birlikte polifenolikler ve basit fenoller
olarak ikiye ayrilmistir. Polifenoller (flavonoitler de dahil olmak {izere) en az iki fenol alt
birimi igerir. Fenolik asit, yapisinda fonksiyonel grup olarak karboksilik asit (-COOH)
iceren fenolikler olarak tamimlanir. Ayt edici iki temel karbon iskeleti icerirler:
hidroksisinnamik ve hidroksibenzoik yapisi. Aromatik halka {izerindeki hidroksi (-OH)
gruplarinin sayis1 ve pozisyonlar1 bu farklilig: yaratir [45].

Fenolik asitler bitkinin buyimesi ve Gremesi i¢in kritik 6neme sahiptir. Cevresel
faktorlere (151k, diisiik sicaklik, kirlilik vs.) cevap olarak iiretilirler ve bitkiyi bu faktorlere
karsi1 korurlar [46].

Yapilan ¢alismalar Citrus turlerinde ferulik asit, p-kumarik asit ve sinapik asit’in
yogun, kafeik asit, p-hidroksibenzoik asit, vanilik asit, protokatesik asit ve gallik asit’in

ise daha diisiik oranlarda bulundugunu gostermektedir [47-52] (Sekil 2.13).
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R Hidroksisinnamik asit tlrevleri

/ COH R, = OH, o-kumarik asit
R, Rs = OH, m-kumarik asit
R4 = OH, p-kumarik asit
R; = R4 = OH, kafeik asit
Rs R, Rs = OCHas, R4 = OH, ferulik asit
R3; = Rs = OCHj3, R4 = OH, sinapik asit

Hidroksibenzoik asit tlrevleri

Rs = OH, m-hidroksibenzoik asit

R4 = OH, p-hidroksibenzoik asit

Ry COzH Rs = Ry = OH, protokatesik asit

Rs = OCHs, R4 = OH, vanilik asit

Rs; = Rs = OCHjs, Ra= OH, siringik asit

Sekil 2.12.Citrus tiirlerinde bulunan bazi fenolik asitler

2.6.2. Flavonoitler

Flavonoitler, benzo-y-piran (kromon) yapisiyla karakterize polifenolik bilesik
gruplarinin genis bir kismmi olusturur. 4000°den fazla flavonoit tanimlanmis ve
molekiiler yapilar1 aydinlatilmistir [53]. Yapisinda bulunan 3 fenolik halka (Cs— C3— Cs)
A, B ve C (veya piran) halkas1 olarak adlandirilir. Flavonoitlerin smiflandirilmasi
kimyasal yapisindaki C halkasinin ylikseltgenme derecesi ve siibstitiient yolaklarina gére
yapilir [54]. Flavonol, flavon, flavanon, flavanol (katesinler), antosiyanidin, izoflavon,
dihidroflavanol ve kalkonlar ana flavonoit gruplaridir. Flavonoitler monomerik, dimerik
veya oligomerik olabilirler.

Bitkilerde flavonoit biyosentezinde kullanilan yolak fenolik asitler, lignin, lignan
ve stilbenler gibi sekonder metabolitleri de iireten fenilpropanoit yolaginin en uzun
kismidir. En 6nemli flavonoit prekiirsorii fenilalanin’dir [55]. Bitkilerin flavonoitleri
fungal parazitler, otoburlar, patojenler ve oksidatif hiicre hasarlarindan korunmak i¢in
trettigi diigiiniilmektedir [56].

Flavon, flavanon, flavonol ve antosiyaninler (yalnizca kan portakallarinda) Citrus
tiirlerinde bulunan flavonoit gruplaridir. Bunlar arasinda flavanonlar en ¢ok bulunan

gruptur. Citrus flavanonlar1 glikozit veya aglikon formlarinda bulunur. Aglikon formlar
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arasindan naringenin ve hesperetin en 6nemli iki bilesiktir (sekil 2.14). [57]. Glikozit
formlar ise iki grup altinda toplanir; rutinozit ve neohesperidozit [58].
Neohesperidozitlere 6rnek olarak naringin, neohesperidin ve neoeriositrin yapilarinda
flavanon ve neohesperidoz (ramnozil-a-1,2 glikoz) sekeri bulundurur ve aci tatla
iliskilendirilir (sekil 2.15). Rutinozitlere 6rnek olarak hesperidin, narirutin ve didimin ise
yapilarinda flavanon aglikonu ve rutinoz (ramnozil-a-1,6 glikoz) gibi disakkarit
kalintilar1 bulundurur ve tatsizdirlar (sekil 2.16) [57]. 7-O-glikozilflavanonlar Citrus
meyvelerinde en sik bulunan flavonoitlerdir [59]. Ayrica O-metoksi gruplariyla
karakterize polimetoksi flavanonlar da mevcuttur (sekil 2.17).

R3
Ry
R; o
R, o

Bilesik Rl Rz R3 R4
Naringenin OH OH H OH
Hesperetin OH OH OH OCHs
Eridiktiol OH OH OH OH

Sekil 2.13. Citrus tiirlerinde bulunan flavanon aglikonlar
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OH

Ry
o)
HO 0
HO
0
HsC o}
HO
OH
OH
Bilesik Rz R3 R4
Naringin OH H OH
Neohesperidin OH OH OCH;s
Neoeriositrin OH OH OH
Ponsirin OH H OCHs
Sekil 2.14. Citrus turlerinde bulunan flavanon neohesperidozit glikozitleri
OH
HO
"c °
R
0
Ry
0
HO 0o
HO
OH
O
Bilesik Rz R3 R4
Narirutin OH H OH
Hesperidin OH OH OCH;s
Didimin OH H OCHs
Eriositrin OH OH OH
Diosmin OH OH OCH3

Sekil 2.15. Citrus tlrlerinde bulunan flavanon rutinozit glikozitleri
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OCHjg

H,CO

HCO

OCH; O

Bilesik R1 Rz Rs
Skutallarein H H H
Sinensetin H H OCHjs
Tangeretin H OCH;s H
Hekzametoksi flavon OCHs H OCHjs
Nobiletin H OCH;3 OCHs
Heptametoksi flavon OCHjs OCHjs OCHs

Sekil 2.16. Citrus turlerinde bulunan polimetoksi flavononlar

2.6.3. Ucucu yaglar

2-metilbutan iskeletine sahip bir¢ok alkol, aldehit ve ester bilesikleri ugucu
yaglarin minér komponentleridir. Ugucu bilesen kompozisyonlarinin ¢ogunu terpenik
bilesikler olusturur ve izopren (CsHg) birimlerinden meydana gelirler.
Monoterpenoitlerin  prekiirsorii  geranil pirofosfat’tir. Seskiterpenler 15 karbonlu
bilesiklerdir. Bu sebeple seskiterpenler monoterpenoitlere gére daha diisiik uguculuga ve
daha yiiksek kaynama noktasma sahiptirler. Farnesol pirofosfat tim seskiterpenlerin
prekirsoradar [60]. Seskiterpenler mevalonat yolagindan, -mono ve -di terpenler metil
eritritol yolagindan sentezlenir. Bitkide, otoburlara karsi savunma mekanizmasi veya
tozlasmada rol alan bocekleri etkilemek gibi rolleri vardir [60].

Citrus ugucu yaglarinin genel kompozisyonunu mono- Ve seskiterpen
hidrokarbonlar1 ile onlarm oksijenli tiirevleri (alkol, aldehit, ester, eter, vs.), alifatik
hidrokarbonlar, alkoller, esterler, asitler ve tiirevleri olusturur. Limonen (>%90) Citrus
ucucu yaglarinda bulunan ana bilesendir. Terpinolen, y-terpinen, a-pinen ve S-pinen ise
limonenden sonra gelen ana terpenik bilesenlerdir [61]. Bunun yaninda bergamot, misket

limonu gibi turlerinde linalol ve linalil asetat major bilesikler olarak bulunur [62] (Sekil
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2.18). Bunlar disinda 6rnegin mandarin ugucu yagmin bir azot esteri olan metil N-metil

o

antranilat i¢erdigi belirlenmistir [63].

Limonen Terpinolen Linalool
0 OCH;,
o
a-pinen B-pinen Metil N-metil antranilat

Sekil 2.17. Citrus u¢ucu yaglarimn temel bilegenleri

2.6.4. Diger bilesikler

2.6.4.1. Limonoitler

Limonoitler, 4,4,8-trimetil-17-furanilsteroit iskeletine sahip triterpen tirevi
bilesiklerdir. Aglikon formdaki limonoitler daha ¢ok Citrus tirlerinin cekirdeklerinde,
glikozitleri ise meyvenin suyunda daha yiiksek oranda bulunur. Citrus limonoitleri iskelet
yapisina gore genelde 2 grupta toplanir; daha sik rastlanan 5 halkali limonin ve 4 halkali
sisteme sahip nomilin (Sekil 2.19). Citrus tiirlerinden 50’den fazla limonoit tanimlanmis

ve izole edilmistir [64].
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Nomilin

Obakiinon Ichangin

Sekil 2.18. Citrus tiirlerinde bulunan limonoit aglikonlar

2.6.4.2. Kumarinler

Kumarinler benzo-2-piron (o-hidroksi sinnamik asit laktonu) ana iskeletine
sahiptir ve 4 gruba ayrilir: basit kumarinler, furanokumarinler, piranokumarinler ve piron-
stibstitliie kumarinler. Basit kumarin ve furanokumarinler (psoralen) sogukta sikmayla
elde edilen Citrus ugucu yaglarinda bulunurlar ve ugucu 6zellikte olmamalar1 nedeniyle
distilasyonla elde edilmis ugucu yaglarin kompozisyonlarinda yer almazlar. Basit
kumarin yapismin 5., 7., 8. ve furanokumarin yapisinin 5. ve 8. konumlarindaki farkli
sibstitlientlerin (hidroksi, metoksi, izopentil, izopentoksil, geronoksil vs.) varligiyla
isimlendirilirler. 5,7-dimetoksi kumarin (limettin), 5-geranoksi-7-metoksi kumarin, 7-
geranoksi kumarin (aurapten) ve 7-hidroksi kumarin (umbelliferon) Citrus tirlerinde en

sik rastlanan basit kumarinlerdir [65, 66]. 5-metoksi- (bergapten), 5-hidroksi- (bergaptol),
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5-geranoksi- (bergamottin), 5-izopentoneoksi- (izoimperatorin), 8-geranoksi- ve 5,8-
dimetoksi (izopimpinellin) siibstitiientlerine sahip bilesikler ise en sik rastlanan

furanokumarin tirevleridir [65] (Sekil 2.20).

8 (13 2 _0 Basit kumarinler
7 7-geranoksi-
7-metoksi-izopentenil-
6@1;3( 5,7-dimetoksi- (Limettin)
5 4 5-geranoksi-7-metoksi-

Furanokumarinler
5-metoksi- (Bergapten)
5-geranoksi- (Bergamottin)
5-hidroksi- (Bergaptol)
5,8-dimetoksi- (izopimpinellin)

Sekil 2.19. Citrus tiirlerinde bulunan bazi kumarin tiirevieri

2.6.4.3. Karotenoitler

Karotenoitler ¢ifte bagli konjuge uzun bir zincirden olusan izoprenoit yapisindadir
ve merkezi ¢gifte bagin her iki yani1 da genellikle simetriktir [67]. Merkezi zincir, oksijen
tastyan fonksiyonel gruplarla siibstitlie son gruplar tasiyabilir. Pigment bilesikleri olarak
da bilinen karotenoitler yapilarina gore iki gruba ayrilirlar: sadece karbon ve hidrojen
atomu iceren karotenoitler ve en az bir oksijen atomu iceren okzo-karotenoitler
(ksantofiller). Polien iskeletindeki konjuge cifte baglarin dizilimi 15181 absorplama
ozelliklerini belirler. Cifte baglarin sayisina gore gesitli cis/trans (E/Z) konfigiirasyonlar1
muimkinddr [68]. Dogada genelde trans- formda bulunurlar ve bitkiyi 151k hasarina karsi
korurlar [69]. Lutein, zeoksantin, p-kriptoksantin, p-karoten, fitoen, a-karoten ve

violaksantin Citrus tiirlerinde tanimlanan baslica karotenoitlerdir [70, 71] (Sekil 2.21).
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Lutein

Viyolaksantin

beta- kriptoksantin

Sekil 2.20. Citrus tiirlerinde bulunan bazi karotenoitler
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2.7. Citrus Turleri Uzerine Yapilms Biyolojik Aktivite Cahsmalari

Literatiirdeki ¢alismalar degerlendirildiginde, Citrus tiirleri iizerine ¢aligmalarin
oldukca fazla oldugu dikkat ¢ekmektedir. Ozellikle C. bergamia, C. aurantifolia, C.
aurantium, C. maxima, C. sinensis, C. reticulata ve C. limon tlrleri tizerine ¢alismalar
yogunlagmaktadir. Bu tlrler Gzerine 6zellikle antioksidan, anti-enflamatuvar, antikanser
etkiler, sinir sistemi ve kardiyovaskiiler sistem Gzerine olumlu etkileriyle iligkili in vitro
ve in vivo ¢alismalar yapilmistir [57, 72-75].

Ulkemizde yapilan ¢alismalarin daha c¢ok zirai ve fitokimyasal arastirmalar
oldugu belirlenmistir [76-79].

Tez kapsaminda kullanilan Citrus tiirleri ile ilgili yapilmis biyolojik aktivite
calismalar1 hakkindaki literatiir bilgisi, aktivite tiirii ve kisaca sonug¢ seklinde Cizelge

2.1°de verilmistir.

Cizelge 2. 1. Tez kapsanminda arastirilan Citrus tiirleri ile ilgili yapilmis biyolojik aktivite ¢alismalart

Aktivite Sonug Kaynak
C. aurantium
Anksiyolitik/sedatif Kabuk ugucu yagi ve su, diklorometan ve n-hekzan [80]

fraksiyonlarindan olusan %70’lik etanol yaprak
ekstreleri hazirlanmis ve in vivo fare deneylerinde
ucucu yag anksiyolitik etki; ugucu yag, diklorometan
ve n-hekzan fraksiyonlari ise sedatif etki gostermistir.
Antienflamatuvar %70’lik kabuk etanol ekstresinin nitrik oksit (NO) [81]
iretimini engelledigi, olgunlasmamis meyvelerin daha
yiiksek aktiviteye sahip oldugu ve etkiyle iliskili
bilesiklerin nobiletin (ICsp: 26.5 pg/ml) ve tangeretin
(ICs0: 136.6 pg/ml) oldugu belirlenmistir.
Antikanser Flavonoit igerigi yiiksek kabuk ekstresinin (%70 [82]
metanol) A549 hiicre hattinda metastaz1 engelledigi ve
akciger kanserinde kullanilabilecegi dnerilmistir.
Antimikrobiyal Yaprak ve meyve kabuk ugucu yaglari bazi gram (+) ve [83]
gram (-) bakterilere karsi denenmis ve oksijenli
monoterpen orani arttikca antibakteriyel etkinin de
artigi gozlenmistir. Ayrica yaglarin gram pozitiflere
daha etkili oldugu belirtilmistir.
Antioksidan Yasli yapraklarin ugucu yagi, geng yaprak, cicek ve [84]
kabuk ugucu yaglarina oranla DPPH® suplricu etki
testinde daha yiiksek (%94) etki gostermistir.
Antioksidan Kabuk ug¢ucu yaginin DPPH*® (ICso: 189 pg/ml), TEAK [85]
(38 eqvitroloks) ve p-karoten soldurma (ICso. 143
pg/ml) deneyleri gergeklestirilmis ve antioksidan
kapasiteleri belirlenmistir.
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Antioksidan Meyve suyunun DPPH® stpuriict etkisinin toplam [86]
fenolik asit miktariyla dogru orantili olarak arttig
gozlemlenmistir.
Hipoglisemik ve Kabugun, petrol eteri, etanol ve su ekstrelerinin [87]
hipolipidemik diyabetik farelerdeki etkisi in vivo olarak

arastirilmistir. 500 mg/kg dozunda etanol ekstresinin
kan glikoz seviyesi, toplam kolesterol, trigliserit,
LDL ve VLDL seviyelerini disiiriircken HDL
degerini arttirdig1 tespit edilmistir.
Insektisit Kabuk petrol eteri ekstresi Bactrocera oleae (zeytin [88]
sinegi) ve Ceratitis capitata (akdeniz meyve sinegi)
tirlerine karst oldukga etkili gorilmiis ve bu
boceklerle miicadelede kullanilmasi dnerilmistir.
Noroprotektif etki Kabuk ugucu yagmin AChE (ICsp: 143 pg/ml) ve [85]
BChE (ICso: 143 pg/ml) enzimlerini doza bagh
inhibe ettigi gosterilmigtir.
C. reticulata (Robinson Kiiltivarr)
Antibakteriyel n-Hekzan, kloroform ve asetonla kabuklar ekstre [89]
edilmis ve etanolde c¢o6ziinebilir ve ¢oOziinemez
fraksiyonlara ayrilmistir. Gram (+) bakterilere
etkinin genel olarak daha iyi oldugu gozlenmis ve
etanolde ¢Ozunebilir  fraksiyonun en  yiksek
aktiviteye (ICso: 300 pg/ml) sahip oldugu
belirtilmistir.
Antifungal Kabuktan elde edilen polimetoksi flavonoit ekstresi [90]
Aspergillus niger CICC 2273 (zerine etkili
bulunmus ve MIK degeri 120 ug/ml olarak
verilmistir. Etki mekanizmasmin kitin sentezini
inhibe ederek hiicre duvarmin biitiinliigiinii bozmasi
ile ilgili olabilecegi belirtilmistir.
Antifungal Baglica bilesenleri limonen, geraniyal ve neral olarak [91]
belirlenen kabuk ucucu yagi, Alternaria alternata,
Rhizoctonia solani, Curvularia lunata, Fusarium
oxysporum, Helminthosporium oryzae gibi baz1 bitki
patojenlere karst denenmis ve 0.2 ml/100 ml
konsantrasyonda tiim patojenleri %100 oraninda
Oldiirdiigii tespit edilmistir.
Antifungal Kabuk ugucu yagimin ana bilesenleri D-limonen, y- [92]
terpinen ve fS-mirsen olarak belirlenmis ve enfekte
satsuma mandarini meyvesinden izole edilen
Penicillium italicum ve P. digitatum zerine etkileri
arastirilmugtir. P. italicum’a kars1 2.5 pg/ml ve P.
digitatum’a kars1 40 pg/ml’de miselyum biiylimesini
%100 durdurdugu goézlemlenmistir.
Antioksidan Meyve suyunun DPPH® suplriicu etki ve S- karoten [86]
soldurma deneylerinde C. limon, C. aurantium ve C.
sinensis’e gore daha disik etki gosterdigi
saptanmistir. Bu sonug toplam fenolik asit miktarinin
daha diisiik olmasrtyla iligkilendirilmistir.
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Antioksidan Kabuk metanol ekstresinin DPPH* siipiriicu etkisi, [93]

metal-iyon selatlama ve demir indirgeme kapasitesi
(FRAP) incelenmistir. 1Csp degerleri sirasiyla 0.78
mg/ml, 1.89 mg/ml ve 0.25 mg/ml olarak
hesaplanmis ve toplam fenolik madde miktar: ile
antioksidan kapasite arasinda bir korelasyon
bulunmadigi gézlemlenip, fenolik yapida olmayan
baska bilesiklerin de antioksidan etkiden sorumlu
oldugu yorumu yapilmistir.

Antioksidan Kabuk etanol (%80) ekstresinin DPPH® supiricu [94]
etkisinde 1Csp degeri 265 pg/ml olarak belirlenmistir.
Antioksidan Kabuk, pulpa ve gekirdek %80 metanol ekstresi ile [95]

meyve suyunun antioksidan kapasiteleri DPPH® ve
ABTS* metotlar1 ile ¢ahisilmigtir. Kabuk ve meyve
suyu yiiksek flavonoit ve fenolik madde igeriginden
dolay1 diger dokulara gére daha yiiksek antioksidan
aktivite gostermistir.

Antitirozinaz Kabuk etanol (%80) ekstresinden 1, 2 ve 4 mg/ml’lik [94]
3 farkl konsantrasyonda 6rnek hazirlanmis ve 4
mg/ml konsantrasyonda tirozinaz enzimini %27.2
oraninda inhibe etmistir.

C. reticulata (Satsuma Kiiltivari)

Antienflamatuvar %70’lik kabuk etanol ekstresinin nitrik oksit (NO) [81]
iretimini engelledigi, olgunlasmamis meyvelerin
daha yiiksek aktiviteye sahip oldugu ve etkiyle
iliskili bilesiklerin nobiletin (ICso: 26.5 pg/ml) ve
tangeretin (ICso: 136.6 pg/ml) oldugu belirlenmistir

Antienflamatuvar Kabuktan izole edilen peptit yapisindaki “citrusin [96]
XI”in antienflamatuvar ozellikleri belirlenmis ve
sentezlenecek yeni bilesiklere oncii olabilecegi
tartistlmustir.

Antienflamatuvar Cicekten elde edilen ugucu yagda major bilesenler y- [97]
terpinen (%24.7), 2-p-pinen (%16.6) ve 1-metil-2-
izopropilbenzen (%11.5) olarak tespit edilmistir. Bu
yagin NO, PGE;, IL-6, TNF-a ve IL-1p seviyelerini
arttirirken, COX-2 protein ekspresyon seviyesinde
diisiise neden oldugu gozlenmistir.

Hipoglisemik Kabuk %60 etanol ekstresi Tip 2 diyabetli farelerde [98]
in vivo denenmis ve kan glikoz seviyesinde diisiis
gozlenmistir. Karacigerdeki enflamasyon ile alakali
biyomarkerlarin seviyelerindeki diisiis ile birlikte,
etkinin antienflamatuvar ozelliklerinden geldigi

savunulmustur.
Immiinomodiilator Kabuktan elde edilen CPE-II adli polisakkarit’in [99]
immiinomodiilator etkisi ortaya konmustur.
Pankreatik lipaz Diospyros kaki L. meyvesiyle birlikte bir [100]
inhibisyonu formilasyonun icinde bulunan satsuma kabugu,

pankreatik lipaz inhibisyonunda 1 mg/ml’de %100
inhibisyon gostermis ve ICso degeri 507 pg/ml olarak
hesaplanmustir.
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C. sinensis
Antibakteriyal Yapraktan etanol ve su ekstreleri hazirlanmig ve [101]
Escherichia  coli, Staphylococcus  aureus,

Pseudomonas aeruginosa iizerinde denenmistir.
MiK degeri bulunamamus ancak su ekstresi E. coli’de
belli derece aktif ¢itkmustir (disk diflizyon metodu).
Antifungal DL-limonen’in ana bilesen oldugu yaprak ucucu [102]
yaginin 10 giiniin sonunda 750 ppm’de Aspergillus
flavus’un (NKD-116) buyumesini %100 olarak
durdurdugu tespit edilmistir.
Antihelmintik Ugucu yagi, in vitro yumurta testinde 0.99 mg/mi [103]
konsantrasyonda Haemonchus contortus parazitlerin
yarisini oldiirmiistiir.
Antioksidan Kabuktan sirayla toluen, diklorometan ve metanol [104]
ekstreleri hazirlanmis ve metanol ekstresi de artan
polaritede farkli fraksiyonlara ayrilmistir. DPPH®
supdrich etki en yiksek metanol ekstresinden
hazirlanan etil asetat fraksiyonunda goriilmiis ve
toplam fenolik asit miktariyla giiclii bir korelasyon
oldugu belirtilmistir.
Antioksidan Yaprak ugucu yaginin ana bileseni DL-limonen [102]
(%90.7) olarak belirlenmis ve DPPH® supirucu
etkisi igin ICsp degeri 9.45 pul/ml olarak bulunmustur.
Hipoglisemik Meyve cekirdeklerinden n-hekzan ile sabit yag [105]
ekstraksiyonu yapilmis ve uygun formulasyonda
farelere enjekte edilmistir. 28 giin sonunda serum
enzimleri ALT, AST ve ALP seviyeleri biyik
oranda diismiis ve metformine benzer bir etki ile kan
glikoz seviyesinde ve kolesterolde diismeye yol
actig1 gosterilmistir.

C. limon
Antibakteriyel Kabuk su ekstresi ve meyve suyu cesitli gram (+) ve [106]
gram (-) bakterilere karst denenmistir. Meyve
suyunun daha aktif oldugu ortaya konmustur.
Antibakteriyel Neral (%29.4), geraniyal (%19.9) ve limonen [107]
(%21.5)’in ana bilesenlerini olusturdugu ugucu yag,
cesitli direngli Acinetobacter suslar1 {zerinde
denenmistir. MiK degerlerinin 625 ve 1250 pg/ml
arasinda degistigi bildirilmistir.
Antibakteriyel ve Kabuk artan polaritelerdeki ¢ozicllerle (petrol eteri, [108]
Antifungal kloroform, metanol) sirasiyla ekstre edilmistir. S.
aureus (ATCC 25923), E. coli (ATCC 25922),
Candida albicans (ATCC 10231) ve Trichophyton
rubrum (ATCC 28188) suslar1 iizerine etkileri

arastirilmistir. Metanol ekstresi tum
mikroorganizmalara karst doza bagimli bir etki
gostermistir.
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Antihepatotoksik ve Yapraklardan distilasyonla elde edilen ugucu yagin [109]
Antinefrotoksik aspirine bagh olarak hasar gormiis karaciger ve

bobrek iizerine etkileri arastirilmistir.  Aspirin
verildikten sonra karaciger hasarini isaret eden ALT,
AST ve LDH enzimlerinde artis goriilmiis ve daha
sonra ugucu yag ve aspirin ayni anda verildiginde, bu
degerlerin normale dondiigii ve yagin karaciger
koruyucu o6zellikte oldugu ileri siiriilmistiir. Ayrica
kandaki protein, kreatinin ve iire miktarlar1 aspirin
kullanimiyla artmis ve ugucu yag ile aspirin
verildikten sonra bu degerlerin normal diizeylere
distiigii gozlemlenmis ve bdbrek koruyucu bir
aktivitenin oldugu savunulmustur.

Antioksidan Olgun ve olgunlasmamis meyve suyunun 12.5, 25, [110]
50 ve 100 pl/ml konsantrasyonda hazirlanan
numunelerinin  antioksidan aktiviteleri DPPH*®
stpiiriicii etki ile Olgilmistir. DPPH® radikal
stpuruct etki testinde ham meyvenin suyu verilen
konsantrasyon araliginda %80-98 aras1 etki
gosterirken, olgun meyvenin suyu ise %86-95 arasi
bir etki gdstermistir.

Hepatoprotektif Kabuk etanol ekstresi hazirlanmis ve etil asetat ile [111]
fraksiyonlanmigtir.  Karbon tetraklorir  (CCls)
sebebiyle hasar gormiis insan karaciger hiicresi
HepG2 hiicre hatti, farelere giinliik belli dozlarda etil
asetat ve etanol ekstreleri verilerek kontrol edilmistir.
Sonuglara gore etanol ekstresi nekroz olusan
karaciger hiicrelerinin yenilenmesini pozitif kontrol
(silimarin) kadar artirmastir.

Sedatif, anksiyolitik Ucucu yaginin farelerde GABA-erjik sistemi uyarak [112]

ve antidepresan anksiyolitik etkiye sebep oldugu ayrica noradrenerjik
ve seratonerjik reseptorleri uyararak antidepresan
etkiye katkida bulundugu gosterilmistir.

Sitotoksik Ana bilesenleri limonen, yp-terpinen, p-pinen, O- [113]
simen ve sitral olan gesitli limonlarin ugucu yaglari
insan kolorektal kanser hiicre hatti (Lim1863)
iizerinde denenmistir. Genel olarak ICsp degeri 5.75-
7.92 pg/ml arasinda olan 6rnekler kanserli hiicreler
iizerinde %80’lik sitotoksisite gostermislerdir.
C. limetta
Antibakteriyel Kabuk ugucu yag1 Propionibacterium acnes (MTCC [114]
1951) tiiriine karsi denenmis ve MIK degeri 0.67
mg/ml olarak belirlenmistir.
Antienflamatuvar Limonen, linalol, trans-karveol ve karvon’un ana [115]
bilesenlerini olusturdugu kabuk ucucu yag,
tavsanlar {izerinde deri enflamasyon modelinde in
vivo denenmistir. Akut enflamasyonda etkisi
belirlenmis ve daha  oOnceki  ¢aligmalarda
antienflamatuvar etkili oldugu bilinen limonen ile
iligkili bir etki olabilecegi bildirilmistir.
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Antihiperglisemik Kabuk metanol ekstresi 200 mg ve 400 mg/kg [116]
dozlarda diyabetik fareler (zerinde in vivo
uygulanmigs ve 15. giiniin sonunda kan glikoz
seviyesinin pozitif kontrolle birbirine ¢ok yakin
oldugu goriilmiistiir. Akut toksik doz 2000 mg/kg
olarak verilmistir. Ayrica farelerde kilo kaybinda da
yararli bulunmustur.
Antihipertansif Kurutulmus yapraklardan infiizyon hazirlanmis ve [117]
125, 250, 500 ve 1000 mg/kg dozlarda farelere
uygulanmigtir. Tim dozlarda etki goriilmis ve 125
mg/kg’da kan basincinda yaklagik 25 mmHg’lik
diisiis gosterirken 500 mg/kg dozda pozitif kontrol
olarak kullanilan telmisartan (3 mg/kg) ile ayni
seviyede etki gostermistir.
Antioksidan Ana bileseni hesperidin olarak belirlenen meyve [118]
suyunun antioksidan etkileri arastirilmistir. Sonuglar
Troloks’a esdeger (uM) olarak verilmistir: DPPH®;
261, ABTS*"; 1446, FRAP; 318.
C. bergamia

Antibakteriyal Meyve %70 metanol esktresi bazi gram (+) ve gram [119]
(-) bakteriler iizerinde denenmistir. MiK degerlerinin
Escherichia coli (ATCC 25922), Staphylococcus
aureus (ATCC 25923) ve Salmonella typhimurium
(ATCC 14028) icin 500 pg/ml, Enterococcus
faecalis (ATCC 29212) ic¢in 700 pg/ml ve
Enterobacter aerogenes (ATCC 13048) icin ise 1000
pg/ml oldugu goriilmiistiir.
Antienflamatuvar Tiim meyvenin %70’lik metanol ekstresinin [119]
lipopolisakkarit (LPS) ile indiiklenen enflamasyon
yanit sonrast olusan reaktif oksijen tiirlerinin
olusumunu engelledigi ve bu etkinin igeriginde
bulunan flavanonlarin antioksidan ve
antienflamatuvar o6zelliklerinden ileri geldigi ileri
strilmistir.
Antimikoplazmal Ana bilesenleri limonen, linalil asetat ve linalol olan [120]
ugucu yagi, Mycoplasma hominis, M. fermentans ve
M. pneumoniae tizerinde denenmis ve % 0.5-1 (h/h)
konsantrasyonlarda MIK degerleri hesaplanmustir.
Ayn1 suslarda ana bilesenler iizerinden yapilan
deneylerde ise linalol Mycoplasma pneumoniae ve
M. fermentans zerine oldukga aktif (MIK degeri
900.015-0.06; h/h) ¢ikmastir.
Antioksidan Tim meyveden elde edilen %70 metanol ekstresinin [119]
antioksidan ozellikleri DPPH®, ABTS** ve ORAC
yontemleri ile aragtirilmustir. ICso degeri DPPH® igin
720 ug/ml olarak hesaplanirken, ORAC ve ABTS*®
icin sonuglar Troloks’a esdeger pmol cinsinden
verilmis ve ORAC 950 umol, ABTS** ise 136 pmol
olarak hesaplanmustir.
Antioksidan Kabuk ugucu yaginin DPPH* stprici etkisi (1Cso: [85]
193 pg/ml), TEAC degeri (26 eqv/troloks) ve f-
karoten soldurma etkisi (ICso: 125 pg/ml)
belirlenmistir.
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Antiviral Cekirdeklerden hazirlanan metanol ekstresinin, limonin [121]
ve nomilin ile kargilastirmali HTLV-1 ve HIV-1 {izerine
etkileri incelenmistir. Limonin her iki viriise karsi da en
yiiksek aktiviteyi gostermistir.
Hipolipidemik Meyve suyu erkek Wistar farelerine verilmis ve [122]
hepatobilyar geridoniisii gelistirerek kolesterol tiikketimini
artirdigr  gozlemlenmistir. Igeriginde bolca bulunan
bruteridin ve melitidin isimli maddelerin HMG-CoA
rediiktaz ile etkilesimlerine bakildiginda selektif bir
inhibisyon ile statin-benzeri bir etki yaratabilecekleri

goriillmiistiir.
Hipolipidemik ve Polifenoliklerce zengin ekstre, fare wve insanlarda [123]
Hipoglisemik denenmis ve ekstre icerigi ile ekstrede bulunan maddeler

etki acisindan karsilastirildiginda, hesperidin  ve
naringenin’in etkiye ¢ok katkisi olmadigi, en iyi sonucu
polifenolik ekstre karigiminin verdigi ve bu etkinin
maddeler arasmdaki sinerjik aktiviteden kaynaklh
olabilecegi ileri siiriilmistiir.

Noroprotektif Kabuk ugucu yaginin AChE (ICso: 161 pg/ml) ve BChE [85]
(ICso: 243 pg/ml) enzimlerini doza bagh inhibe ettigi
gosterilmistir.
Norotransmitter ~ Disiik konsantrasyondaki ugucu yagm, glutamat salict [124]
aminoasit sinir uglarmda bulunan presinaptik  reseptorlerin

modifikasyonu aktivasyonuyla uyarici aminoasit ekzositozunu stimile
ettigi gosterilmistir. Yiiksek konsantrasyonda ise glutamat
salmimini artirdig1 gézlemlenmistir.
C. medica
Antibakteriyel Kabuk ugucu yag1 4 farkli ekstraksiyon metodu ile elde [125]
edilmis ve kompozisyon, verim ve etki bakimindan
karsilastirilmigtir. Eszamanli ultrasonik/mikrodalga ile
desteklenmis hidrodistilasyon metodu yoluyla elde edilen
ugucu yagin anti-biyofilm aktivitesini oldukea gelistirdigi
gosterilmistir.
Antidiyabetik Ana bilesenleri limonen (%]15), sitropten (%12) ve y- [126]
terpinen olan kabuk ugucu yaginin, o-amilaz enzim
inhibisyonu arastirilmis ve ICsp degeri 625 pg/ml olarak
bulunmustur (Akarboz, ICso: 50 pg/ml).
Antienflamatuvar  Yaprak, ¢icek ve olgun ve olgunlagsmamis meyve kabugu [127]
%70’lik etanol ile ekstre edilmis ve karsilagtirmali olarak
makrofaj hiicre hatlarindaki nitrik oksit {iretimini
durdurma kapasiteleri incelenmistir. Cicek (ICso: 525
pg/ml) ve yaprak (ICso: 574 pg/ml) ekstreleri daha aktif
bulunmustur.
Antifungal Flavonoitlerce zengin ekstre Penicillium digitatum [128]
(CECT 2954) fizerinde etkili goriilmiis ve en etkili
bilesigin nobiletin oldugu saptanmustir. 8§ mM
konsantrasyonda funguslarin biiyiimesi iizerine nobiletin
%75 inhibisyon gosterirken, hesperidin %38 ve naringin
%25 inhibisyon gostermistir.
Antikanser Olgun ve ham meyvelerin sularinin insan astrasitom [129]
kanser hiicre hattina (1321) kars1 sitotoksik etkileri MTT
testi ile denenmis ve ham meyve suyunun antimutajenik
etkisi daha yiiksek hesaplanmaistir.
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Antioksidan Yaprak, c¢icek, olgun ve olgunlasmamis meyve [127]
kabugu %70’lik etanol ile ekstre edilmis ve ¢i¢ekteki
fenolik ve flavonoit miktar1 daha yiiksek
bulunmustur. Bu baglamda yapilan antioksidan
deneylerde de en yiiksek aktivite gicekten (DPPH®,
ICso: 425 pg/ml) ve olgunlasmamis meyve
kabugundan (DPPH®, ICso: 382 pg/ml) elde edilen
ekstre ile gézlemlenmistir.
Hipoglisemik Yaprak, ¢gicek ve olgun ve olgunlagsmamis meyve [127]
kabugu %70’lik etanol ile ekstreleri, a-glikozidaz ve
a-amilaz enzimlerinde denenmistir. a-amilaz’a karst
olgun meyve endokarp (ICso: 426 pg/ml) ve yaprak
(ICso: 438 pg/ml) ekstreleri etkili ¢ikarken o-
glikozidaz’a kars1 olgunlagsmamis meyve mezokarp
ekstresi (ICso: 472 ug/ml) daha aktif gtkmistir.
Noroprotektif Limonen (%15), sitropten (%12) ve y-terpinen’in ana [126]
bilesenleri oldugu kabuk ugucu yagi antikolinesteraz
aktivite agisindan denenmis ve ICsp degeri 621 pg/ml
olarak bulunmustur (Fizostigmin, ICsq: 0.07 pg/ml).
Ostrojenik Yapraktan elde edilen petrol eteri ekstresi geng disi [130]
Wistar farelerine 400 mg/kg/giin dozunda verilmis
ve 7 ginin sonunda Kkontrol  grubuyla
karsilastirildiginda uterin agirliginda 6nemli bir
azalma oldugu gdriilmiistiir.
C. paradisi
Antioksidan Farkli formulasyonlarda hazirlanan Star Ruby [131]
ekstreleri fenolik madde, flavonoit ve antioksidan
aktiviteleri bakimmdan karsilastirilmigtir. Didimin,
naringin, narirutin, ponsirin ve hesperidin, DPPH*®
radikal siipiiriicii etki bakimindan aktif bilesikler
olarak belirlenmistir.
Antioksidan Cekirdeklerden  alkolli ve  sulu  ekstreler [132]
hazirlanmustir.  DPPH® radikal supdricl etkileri
arastirilmig ve ICsp degerleri alkollii ekstre i¢in 258
pg/ml, sulu ekstre igin ise 222 pg/ml olarak
hesaplanmistir.
Star Ruby ve heniiz kirmizi rengini almamig Star [133]
Hipolipidemik Ruby kabuklar1 meyveden ayrilarak 4 ayri numune
seklinde kolesterol acgisindan zengin beslenen
farelere verilmistir. Kirmizi renkli kabuk ekstresi en
iyl etkiyi gostermis ve kandaki kolesterol, LDL ve
trigliserit miktarlarini diigirmiistiir.
C. maxima
Antidiyabetik 100 pl meyve suyu, a-glukozidaz ve a-amilaz enzim [134]
inhibisyonlar1 acisindan degerlendirilmistir. -
glukozidaz’t %79.75 oraninda inhibe ederken
(Akarboz, %82.3), oa-amilaz’t %72.8 oraninda
inhibe etmistir (Akarboz, %85.19). Akarboz benzeri
bu etki sayesinde kan glikoz seviyesi diisiirme etkisi,
nisasta ve oligosakkaritlerin degredasyonunda
gecikme yaratarak glikoz emilimini azaltmasi
yoluyla olabilecegi tartisiimistir.
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Antidiyabetik Meyve kabuklarindan %80 aseton  ekstresi [135]
hazirlanmis, bagli ve serbest fenoliklerin a-
glukozidaz ve o-amilaz enzim inhibisyonlar
karsilagtirilmistir. 80, 160, 240 ve 320 pg/ml
konsantrasyonlarda denenen ekstreler i¢in a-amilaz
inhibisyonu bagl fenoliklerde (%12-64) serbestlere
(%2-25) oranla daha yiiksek ¢ikmistir. a-glukozidaz
icin ise bagli fenolikler %46-96 arasi bir inhibisyon
yaparken serbestler %75-80 arasi inhibisyona sebep
olmuslardir.

Antienflamatuvar %70’lik kabuk etanol ekstresinin nitrik oksit (NO) [81]
iiretimini engelledigi, olgunlasmamis meyvelerin
daha yiiksek aktiviteye sahip oldugu ve etkiyle
iliskili bilesiklerin nobiletin (ICso: 26.5 pg/ml) ve
tangeretin (ICso: 136.6 pg/ml) oldugu belirlenmistir.

Antifungal Taze yapraktan hidrodistilasyon ile elde edilen ugcucu [102]
yagin ana bilesenleri limonen (%31), E-sitral (%17),
1-hekzen,4-metil (%15) ve Z-sitral (%13) olarak
bulunmustur. 750 ppm’de Aspergillus flavus’un
(NKD-116) miselyum buytmesini 10 gin sonunda
%100 olarak durdurdugu tespit edilmistir.

Antihipertansif Meyve kabuklarindan %80 aseton ile hazirlanan [135]
ekstre serbest ve bagli fenolikler iizerinden
karsilastirilarak 31-105 pg/ml konsantrasyonlarda
Anjiyotensin-I  doniistiiriici  enzimi  {izerinde
denenmistir. Serbest fenolikler (%75-89) baglilara
(%8-49) oranla cok daha kuvvetli bir inhibisyon
yapmistir.

Antikanser Yaprak %80 metanol ekstresi apolardan polara dogru [136]
fraksiyonlanmistir. Yapilan MTT deneyleri arasinda
en iyi sonucu kloroform fraksiyonu HelLa hiicrelerine
karst (ICso: 56.54 pg/ml) vermistir ve saglikli insan
akciger fibroblastlarma (CCD-25Lu) 200 pg/mli
dozunda herhangi bir toksisite gostermemistir.

Antikolinesteraz Meyve suyunun 100 pl’si asetilkolin esteraz’t %75 [134]
oraninda inhibe etmis ve ndroprotektif agidan énemli
olabilecegi tartisiimistir.

Antioksidan Yaprak ugucu yagmimn ana bilesenleri DL-limonen [102]
(%31.93), (E)-sitral (%17.75), 1-hekzen, 4-metil
(%15.22) ve (Z)-sitral (%13.38) olarak belirlenmis
ve ugucu yag DPPH?® siipiiriicii etkisi belirlenmistir
(ICso degeri 8.84 ul/ml).

Antitirozinaz 100 pl meyve suyu tirozinaz enzimini %77 oraninda [134]
(Kojik asit, %90.87) inhibe etmistir. Bu etkinin
hesperidin, nobiletin ve naringin ile alakasi
tartigilmustir.

Hepatoprotektif Yaprak su ekstresinin, non-alkolik karaciger [137]
yaglanmasi ile indiiklenmis Wistar fareleri tizerinde
etkisi in vivo arastirilmistir. Deney sonunda,
karacigerdeki toplam kolesterol, trigiliserit ve yag
miktar1 diismiistiir. Bu etkinin ekstrede bulunan
fenolik bilesiklerin antienflamatuvar, antioksidan ve
hipolipidemik etkileriyle iligkili olabilecegi O6ne
stiriilmiistiir.
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Cizelge 2.1. (Devam) Tez kapsaminda arastirilan Citrus tirleri ile ilgili yapilmis biyolojik aktivite
calismalar

Oroblanco
Antioksidan Kabuktan hazirlanan %80 metanol ekstresinin [138]
antioksidan etkisi toplam antioksidan kapasite, nitrik
oksit testi ve p-karoten soldurma deneyleri ile
Olgiilmiis ve greyfurtlarla kargilagtirilmistir. /-
karoten  soldurma  deneyinde 0.2  mg/ml
konsantrasyonda pozitif kontrol BHT %94 inhibe
ederken oroblanco %90 inhibe ederek en yiksek
etkiyi gostermistir. Toplam fenolik madde miktariyla
antioksidan aktivite arasinda kuvvetli bir korelasyon
goriilmiistiir.
Hepatoprotektif Oroblanco suyu, Sprague Dawley farelerine verilmis [139]
ve 6 hafta sonunda karacigerdeki detoksifikasyon
enzim diizeylerinde artig goriilmiistiir.

2.8. Citrus L. Turlerinde Yapilms Farmakokinetik Calismalar

Bitkisel materyallerle hazirlanan ekstrelerdeki biyolojik aktivite ¢alismalar1 her
ne kadar Onemli olsa da asil Oonemli olan biyoaktif bilesenlerin farmakokinetik
Ozelliklerinin aydmlatilmasidir. Farmakokinetik; aktif bilesenin viicutta absorpsiyonu,
dagilimi, metabolizasyonu ve eliminasyonunu ifade eder.

Citrus tiirleri ile alakali yapilan biyolojik aktivite ¢alismalar1 6zellikle i¢erdikleri
flavonoit tiirevi bilesikler {izerine yogunlasmis ve literatiirde de c¢ogunlukla bu
flavonoitlerin farmakokinetik ¢alismalar1 iizerinde yogunlagilmistir. Glikozit formdaki
flavonoitlerin kan plazmasinda aglikon formda bulunduklar1 ve bunun baslica sebebinin
bagirsak mikroflorasindaki bakterilerin enzimatik parcalamasi oldugu bilinmektedir.
Ayrica aglikon formdaki flavonoitler de bagirsak mikroflorasinda c¢esitli fenolik asit
tiirevlerine parcalanmaktadir. Bu sebeple flavonoitlerin biyoyararlanimlar1 genellikle
zayiftir. Citrus tirlerinde bol miktarda bulunan flavanon turevi hesperidin ve naringin
glikozitlerinin aglikon formu hesperetin ve naringenin {izerine yapilan bir ¢calismada, bu
maddeler 6 saglikli goniilliiye oral formda 135 mg verilmistir. 20 dakika sonra plazma
konsantrasyonlar1 goriiliip sirasiyla 4 ve 3.5 saat sonra pik yaptiklar1 gdzlemlenmistir. Pik
plazma konsantrasyonlar1 hesperetin i¢in 825.78 + 410.63 ng/ml, naringenin ig¢in 2009.51
+ 770.82 ng/ml olarak hesaplanmis ve absorpsiyonlar1 hizli olsa da bagirsak florasinda
bulunan bakteriler tarafindan pargalanip fenolik asitler gibi yan {irlinlere doniismesi
sebebiyle biyoyararlanimlar1 diisiik bulunmustur. Ayrica yarilanma Omiirleri hesperetin
icin 3.05 £ 0.91, naringenin i¢in ise 2.31 £ 0.4 olarak hesaplanmistir [140]. Bir baska

Citrus flavanonu diosmin iizerine yapilan bir arastirmada saglikli goniilliilere oral olarak
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diosmin verildikten sonra plazmada yalnizca aglikon formu diosmetin bulunmustur
[141]. Citrus polimetoksi flavonoitlerinden tangeretin ve nobiletin’in farmakodinamik
ozelliklerinin incelendigi bir ¢calismada Sprague-Dawley erkek farelerine nobiletin 260.6
mg/kg, tangeretin 213.6 mg/kg dozda verilmistir. Nobiletin ve tangeretin i¢in pik yaptigi
Konsantrasyon sirastyla 4.62 mg/L ve 1.63 mg/L , yarilanma Omiirleri 12 saat ve 7 saat
olarak hesaplanmistir [142]. Bir baska ¢alismada ise nobiletin’in diisiik biyoyarlanimini
artrmak amaciyla nanoboyut partikiilleri ile 6zel bir formiilasyon gelistirilmis ve
biyoyararlanimi artirilmistir. Sonuglara gore yeni formiilasyon ile birlikte nobiletin’in
yarilanma Omriiniin 2.6 saatten 3.5 saate, plazma maksimum konsantrasyonunun ise 62
ng/mL’den 437 ng/mL’ye yiikseldigi goriilmiistiir [143]. Citrus turlerinde bulunan
limonoit grubuna ait limonin {izerine yapilan bir ¢alismada limonin glikozidinin (0.25-2
g/200 ml su) kan plazmasinda limonin aglikonu ve limonin epimeri olan bir bilesik
formunda bulundugu goézlemlenirken kan plazmasinda limonin 1.74-5.27 nmol/L,

epimeri olan bilesik ise 5.13 nmol/L konsantrasyonda bulunmustur [144].

2.9. Citrus L. Turleri Uzerine Yapilms Toksisite Calismalar

Citrus tiirlerinde bulunan bazi polimetoksi flavonoitleri iizerinde yapilan bir
caligmada, genetik toksisite ile iligkileri Salmonella typhimurium TA98, TA100, TA102,
TA1535 ve TA1537 suslar1 lizerinde arastirilmis ve 0.0005-5 mg/plak konsantrasyon
araliginda herhangi bir toksik etkinin olmadigi bulunmustur [145]. Yapilan baska bir
calismada, oOzellikle C. aurantium ’un olgunlasmamis kabugunda bulunan alkaloit
yapisindaki p-sineprin adli bilesigin toksisitesi arastirilmistir. Kilo kaybinda kullanilan
efedra’nin 2004°te FDA tarafindan yan etkileri nedeniyle yasaklanmasindan sonra, kilo
vermek icin %3-6 p-sineprin iceren standardize C. aurantium ekstreleri giderek artan bir
oranda sempatomimetik aktiviteleri ile iligskili olarak kullanilmaktadir [146]. Akut
toksisitenin arastirildig1 ¢alismada %2.5 p-sineprin iceren C. aurantium ekstresinin erkek
albino CF1 farelerinde 300-5000 mg/kg dozda lokomotor aktiviteyi baskilarken, 100-
2000 mg/kg dozda saf p-sineprin’in piloereksiyon, nefes darligi, salvasyon ve lokomotor
aktiviteyi baskilama etkilerine neden oldugu ve bu etkilerin geri doniisimlii olarak 3-4
saat icinde kendiliginden gectigi gozlemlenmistir. Bu toksik etkilerin adrenerjik
stimulasyonla iliskili oldugu ve bu ekstre ve maddenin kullaniminda dikkatli olunmasi
gerektigi belirtilmistir [147]. Rahman vd., (2014), C. macroptera Montrouz’un 2000
mg/kg dozda farelerde herhangi bir akut toksisitesinin olmadigint bulmustur [148]. Bir
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baska ¢alismada C. sinensis kabuklarmin su ve etanol ekstreleri akut, sub-akut ve sub-
kronik toksisite bakimindan Wistar farelerinde incelenmistir. Ekstrelerin akut (5000
mg/kg), sub-akut (250,1000,5000 mg/kg) ve sub-kronik (yalnizca su ekstreleri denenmis,
250,1000,5000) toksisitesi bulunmamistir [149]. Baska bir calismada, C. limetta
yapraklarindan hazirlanan su ekstresinin 2000 mg/kg dozda akut toksisitesi ICR erkek

farelerde incelenmis ve herhangi bir toksik etki gozlemlenmemistir [117].

2.10. Tezde Kullanilan Ekstraksiyon Cahismalar1t Hakkinda Genel Bilgiler

2.10.1. Ekstraksiyon

Latince “extrahere” (gekip ¢ikarma) kelimesinden tiireyen ekstraksiyon;
karisimda bulunan bir madde veya madde grubunun ¢esitli ¢oziiciiler vasitasiyla bir
fazdan bagska bir faza gecirilmesi islemidir. Her zaman istenen bir maddenin elde edilmesi
icin degil, istenmeyen safsizliklarin uzaklastirilmasi i¢in de kullanilir. Ekstraksiyon
basamaklarinda biiyiik 6nem tasiyan tiim parametrelerin optimize edilmesi ile elde edilen
ekstre ve tirlinlerin tekrarlanabilir olmasi giiniimiiziin gerekliliklerindendir [150].

Ekstraksiyon sirasinda kullanilan organik ¢oziiciilerin ¢evreye ve canlilara olan
toksik etkileri nedeniyle giiniimiizde ‘yesil kimya’ kavrami daha da 6nem kazanmuistir.
Bu kavramin en 6nemli prensiplerinden ilki ¢evre ve canlilar i¢in toksik olmayan ve az
ucuculuga sahip su, CO., organik tuz tabanl ¢oziiciiler, agrogoziiciiler (etanol, gliserol,
terpenler, bitkisel yaglarin yag asitlerinin metil esterleri) veya ‘yesil kimya’ etiketi altinda
pazara siiriilen yeni ddénem organik ¢oziiciilerin kullanmmidir. Ikinci prensip ise
ekstraksiyon asamasi ile ilgilidir. Bu asamada geleneksel ekstraksiyon metotlarina oranla
parametrelerin (sicaklik, basing, akis, enerji vs.) daha hassas kontrolii sayesinde daha
selektif ve diisiik biitceli islem basamaklar1 sonrasinda, ayni veya daha yiiksek verimlerde
ekstreler elde etmek mumkundir [151]. Bu ekstraksiyon metotlarinin en 6nemlileri;
stiperkritik akigskan ekstraksiyonu (SFE), subkritik su ekstraksiyonu (SWE), mikrodalga
destekli ekstraksiyon (MAE), ultrasonik ekstraksiyon (UAE) veya hizlandirilmis
¢cozlculu ekstraksiyondur (ASE) [150].

2.10.1.1. Maserasyon

Kullanilacak drog/6rnek veya maddenin uygun bir ¢oziiciide 1s1 uygulamadan
belli bir siire bekletilmesidir. Coziicliniin 6rnekle temasini daha efektif kilmak igin

genellikle diizenli karistirma islemi uygulanir. Bazi bilesiklerin 151k ile bozunmasini
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engellemek amaciyla karanlikta da yapilabilir. Genelde ekstre edilecek kat1 6rnegin 10
kat1 kadar ¢oziicii kullanilir. Bu yontemde ayrica bitkinin hiicre duvarlarinin yikilarak
icindeki ¢ozlinebilir fitokimyasallarin ortama salinmasi istenir.

En basit ve kolay ekstraksiyon metodu maserasyon olsa da ortaya ¢ikan yiiksek
miktarlardaki ¢oziicii artigt ve bu artiklarin yOnetilmesi Onemli bir problem
olabilmektedir. Herhangi bir sakincas1 olmadigi siirece sicaklik tizerindeki degisimler ve
cOziicii se¢imi ekstraksiyonda daha az miktarda ¢oziicii kullanilmasina olanak

saglayabilir [152].

2.10.1.2. Huzlandirilmus ¢oziiciilii ekstraksiyon (Acclerated Solvent Extraction, ASE)

Bu yontem, yiiksek sicaklik (50-200 °C) ve yiiksek basinglarda (10-15 MPa)
yapilan bir kati-sivi ekstraksiyon teknigidir (Sekil 2.22). Ayrica basingli sivi
ekstraksiyonu (PLE), basingli ¢oziicli ekstraksiyonu (PSE), yiiksek basin¢h ¢oziicli
ekstraksiyonu (HPSE), basin¢li sicak ¢oziicii ekstraksiyonu (PHSE) gibi isimlere de
sahiptir. Daha az ¢oziicii miktarlariyla daha kisa zaman diliminde caligmaya olanak
sagladig1 icin giinlimiizde organik madde ekstraksiyonunda etkili bir yontem olarak
kullanilmaktadir [153].

Sicakligin artmasi ile birlikte analitler ile matriks komponentleri arasindaki yiizey
gerilimi ve viskozite azalir, ¢oziiciiniin diflize olabilirligi kolaylasir. Yiiksek basing ise
kaynama noktasinin lizerindeki sicakliklarda ¢6ziictiniin hala s1vi kalmasini saglar [154].

Yiiksek sicaklik ¢oziiniirliigli ve kiitle transferini artirirken, ekstraksiyon selektivitesini

azaltir [153].
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Sekil 2.21. ASE metodu nun sematik gosterimi

2.11. Tezde Arastirilan in vitro Biyolojik Aktivitelerle ile Ilgili Genel Bilgiler

2.11.1. Antioksidan aktivite

Oksijenli solunum ile elektron tasima sisteminde (ETS) cesitli enzimler ve
indirgeme basamaklariyla suya kadar indirgenen oksijen molekiilii (O2), ¢esitli sebeplerle
bu reaksiyonu bazen tamamlayamadan ortamdan uzaklasir ve indirgenme reaksiyonunu
tamamlamak i¢in her tiirlii hiicresel materyale zarar verme egilimine giren reaktif (son
orbitallerinde eslesmemis bir elektron igeren) bir tiire doniisiir [155, 156]. Reaktif oksijen
tiirleri (ROS) canli dokularda stirekli tiretilir ve dogada radikal veya radikal olmayan
formlarda bulunabilir (Cizelge 2.2). Bu kontrollii iiretim canli dokuda bulunan glutatyon
peroksidaz (GPO), glutatyon rediiktaz (GRx), glutatyon-S-transferaz (GST), endojen
glutatyon (GSH), slperoksit dismutaz (SOD), katalaz (CAT) ve diger antioksidanlar
(A,C, E vitaminleri) (Cizelge 2.3) ile notralize edilerek doku fonksiyonlarimin normal
diizeylerde siirdiiriilmesini saglar [157]. Antioksidanlar hedef doku veya hiicredeki
oksidatif hasar1 erteleyebilmeli, geciktirebilmeli veya Onleyebilmelidir. ROS’lar ve
antioksidanlar arasindaki denge bozulup, ROS’lara dogru kaymaya basladiginda canlida

doku hasarina yol acan oksidatif stres artar [158].
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Cizelge 2. 2. Reaktif oksijen tlrleri

Radikal tirler Molekiiler oksijen (O.), suiperoksit (O.*), hidroksil (*OH), peroksil (RO,*),
alkoksil (RO*®), hidroksiperoksil (HO2*)

Radikal olmayan tirler  Hidrojen peroksit (H20), hipoklordz asit (HOCI), ozon (Os), peroksinitrit
(ONOO), singlet oksijen (*Oy)

Canli organizmanin kendi i¢inde bulunan antioksidan savunma mekanizmasinin
disinda, besinler yoluyla alinan bazi bitkisel sekonder metabolitlerin (fenolik asitler,
flavonoitler vs.) antioksidan gorevi gorerek bu savunmaya biiyiik katkilarinin oldugu
kesfedilmistir. Ozellikle polifenolik bilesiklerin bu aktiveleri anlasilinca, etki

mekanizmasi lizerinde yogunlasilmigtir [159].

Cizelge 2. 3. Antioksidan savunmamn enzimatik ve non-enzimatik radikal temizleyicileri

Enzimatik Non-enzimatik

Slperoksit dismutaz (SOD) All-trans-retinol 2 (A vitamini)
Katalaz (CAT) Askorbik asit (C vitamini)
Glutatyon peroksidaz (GTPx)  a-tokoferol (E vitamini)
Tiyoredoksin (TRX) S-karoten

Peroksiredoksin (PRX) Glutatyon

Glutatyon redoksidaz (GST)

Polifenolik Dbilesiklerin antioksidan aktiviteleri iki temel mekanizmayla
aciklanabilir. [lk mekanizmada serbest radikal antioksidan maddeden bir hidrojen koparir
ve antioksidan maddenin kendisi radikal haline gecer. Bu mekanizma ‘H-atom transferi’
olarak bilinir. Antioksidan radikali’nin (ArO®) stabilitesi, maddenin antioksidan
kapasitesiyle iliskilidir. Genellikle ArO®, yapisindaki hidrojen baglari, konjugasyonlar ve
rezonanslar sayesinde non-reaktif bir fenoksil radikali olarak davranir [160].

R® + ArOH = RH + ArO*®

Ikinci mekanizmada (tekli-elektron transferi) ise antioksidan madde serbest

radikale bir elektron vererek radikal katyon haline burGnur [160].
R® + ArOH === R + ArOH*"

Flavonoitlerin bu mekanizmalar disindaki baska yollarla da antioksidan etki
yarattig1 bilinmektedir. Bunlardan biri metal selatlama 6zelligidir. Bu 6zellik oksijen
metabolizmasinda ve serbest radikal formasyonunda kritik rolleri olan Fe?* ve Cu* gibi
metalleri selatlayarak veya baglayarak onlar1 oksidasyona elverigli hallerinden uzak
tutmalarindan ileri gelmektedir [161]. Ayrica serbest radikal liretimiyle alakali enzimleri

(ksantin  oksidaz, lipooksijenaz, protein kinaz C, siklooksijenaz, mikrozomal
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monooksijenaz, mitokondriyal suksinoksidaz ve NADPH oksidaz) baskilayarak
intraseluler antioksidanlar gibi de davranabilirler. Vicut igindeki enzimatik
antioksidanlar1 indiiklemeleri ayrica bu etkilerinden sorumludur [162]. Oksidatif stres
yaratan NO dretimini engelleyerek [163], iirik asit miktarini arttirarak [164] ve diisiik
molekiil agirlikli antioksidanlarin etkilerini artirarak [165] da vicut igindeki antioksidan
aktiviteye destek olurlar.

Flavonoitlerin antioksidan etkileri ve bu etkinin glc, B halkasindaki orto-3',4'-
dihidroksi grubunun varlhigi (katesin, lutein, kersetin vs.), A halkasindaki meta-5,7-
dihidroksi dizilimi (apigenin vs.), C halkasindaki 4-keto ve 3-hidroksil gruplari ile 2. ve
3. karbon atomlar1 arasindaki doymamig bag ve O-metilasyonlar ile dogrudan iligkilidir
[159]. C halkasinda 3-OH grubu tasiyan flavonoitler faz II enzimlerini kodlayan gen
grubunun dizilimini diizenleyen elektrofile duyarli elementi (EpRE) aktive edip
antioksidan etkiye ayrica katkida bulunurlar [166]. Yine C halkasinda 4-keto grubu ve
2,3-¢ifte bagi iceren flavonoitlerin B halkasindaki elektron delokalizasyonu antioksidan
aktiviteye katkida bulunmaktadir [167]. A ve B halkalarmnin C halkasiyla paylastiklari
ortak atomlardaki konjugasyon aromatik ¢ekirdegin rezonans etkisine sebep olarak stabil
flavonoit radikalinin olugsmasini saglar [161]. O-metilasyonun 6nemi ise biyoyararlanim
ve metabolik  stabilite ile iliskilidir.  Metillenmis  flavonoitler — hepatik
biyotransformasyondan hidroksilli turlerine goére daha iyi korunurlar [168]. Bunun
yaninda intestinal absorpsiyonlar1 da daha iyidir [169]. Yapisinda metoksi gruplari da
iceren flavonoitler boylece daha iyi biyoyararlanim ve emilimle viicuda alinir ve
antioksidan 06zellikleri daha kuvvetli olur. NO iretimini engelleyerek katkida
bulunduklar1 antioksidan aktivite 2,3-cifte bag1 ve 3,5,4'-trihidroksi yapisi ile iligkilidir.
Trihidroksi yapisinin metilasyonu ile etki artarken glikozit varhigi ise etkiyi diisiiriir [170,
171]. Ayrica halkasindaki 3',4'-dihidroksi pozisyonunda o-difenolik gruplarm varhigi ve
flavonoller i¢in ise C halkasinda 4-keto ve 5-hidroksi veya 4-keto ve 3-hidroksi

gruplarinin varhigi ise metal selatlama 6zelliklerinin etki giiciinii belirler [159].

2.11.2. Tirozinaz enzimi, inhibisyonu ve 6nemi

Tirozinaz (E.C. 1.14.18.1), tip III bakir iceren oksidorediiktazlar grubunun bir
tiyesidir (Sekil 2.23). Hakkindaki ilk biyokimyasal arastirmalar 1895 yilinda Russula
nigricans mantarmin kesildikten sonra havayla temasi aninda dnce kirmizi sonra siyaha

donmesi {izerine baglamistir. Monofenollerin orto-hidroksilasyonuyla difenollere
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doniismesi (kriolaz veya monofenolaz aktivitesi) ve difenollerin sirali oksidasyonla o-
kinonlara doniismesinde (katekolaz veya difenolaz aktivitesi) rol alir [172]. Fungus, bitki,
bakteri ve hayvanlarda dogal olarak bulunur ve dogadaki maddelerin L- izomerlerine
afinitesi daha yuksek olsa da genis bir substrat (L-DOPA, L-tirozin, katekol, kafeik asit,
tiramin, fenol, p-aminofenol, krezol, p-krezol, dopamin, 4-hidroksianisol, L-
izoproterenol, 4-butilkatekol ve pirogallol) spektrumuna sahiptir [173]. Karakterizasyonu
en iyi bilinen tirozinazlar Streptomyces glausescens bakterisi ve Neurospora crassa ile

Agaricus bisporus mantarlarindan izole edilen tiirlerdir.

Sekil 2.22. Tirozinaz enzimi (http-12)

Farkli kaynaklardan elde edilen tirozinazlarin goze c¢arpan ilk o6zelligi
merkezindeki bakir baglayici bolgenin korunumlu olmasidir. Bu bolge ayrica siki bir
sekilde muhafaza edilmis amino asit kalintilar1 da icerir [174]. Bir tirozinaz molekali iki
bakir atomu (Cua Ve Cug) igerebilir. Iki cekirdekli bakir kiimelerinin her biri ii¢ histidinle
baglanmigs durumdadir. Melanin pigmentlerinin olusumunda aktif bdlgelerindeki farkh
bakir yapilariyla tig tip tirozinaz (oksi-, met-, deoksi-) gérev alir. Oksijenli formu (oksi-
tirozinaz, Eoksi) her biri iki gii¢lii ekuatoryal ve bir zayif konsal Nnjs ligandlariyla birbirine
bagli, iki tetragonal bakir (II) atomu igerir. Ekzojen oksijen molekiilii yapiya peroksit gibi
baglanir ve iki bakir atomu arasinda koprii gorev goriir. Met-tirozinaz (Emet), 0KSi-
formuna benzer bir sekilde endojen bir kopriiyle birlesmis iki adet tetragonal bakir (IT)
iyonu icerir. Deoksi-tirozinaz (Edeoksi), hidroksit kdprisu hari¢ met- formundakine benzer
bir diizende, iki adet bakir (I) iyonu igerir [175].

Melanin, genelde fenolik prekiirsorlerin oksidasyonuyla olusan orto-kinonlardan
meydana gelirken bazen de katekollerin ¢esitli yollarla oksidasyonu sonucunda olusur
(Sekil 2.24) [176]. Melanin sentezinin ilk basamaginda tirozinin oksidasyonu ile

dopakinon olusur. Bu reaksiyon tirozinaz ile katalizlenir. Tirozinden dopakinonun
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olustugu bu ilk basamak ayni zamanda hiz kisitlayicit basamaktir. Ciinkli geri kalan
reaksiyon fizyolojik pH degerlerinde kendiliginden de gerceklesebilir [177]. Dopakinon
ise oto-oksidasyon ile dopa ve dopakrom’a gevrilir. Dopa ayni zamanda tirozinaz
substratidir ve tekrar dopakinona okside olur. Dopakinon reaksiyonunda ortaya ¢ikan
urunlerden 5,6-dihidroksiindol (DHI) ve 5,6-dihidroksiindol-2-karboksilik asit (DHICA)
bir dizi oksidasyon reaksiyonundan geger ve ‘Omelanin’ formunu alir. Siyah-kahverengi
renkten sorumlu inert bir pigment olan dmelanin UV fotonlarinin absorplanmasinda
gorev alir [178]. Sistein veya glutatyon varliginda dopakinon, sisteinildopa veya
glutatyonildopa’ya cevrilir ve sonrasinda ‘feomelanin’ olusur (sekil 2.25). Kirmizi-
turuncu renkten sorumlu olan feomelaninin UV absorplama 6zelligi daha distktiir.
Omelanin ile sinerjik etki gostererek UV fotonlarinim serbest radikal formuna
donlismesini engelledigi diisiinilmektedir [179]. Bu iki ana pigmente ek olarak,

tirozinden baslayan reaksiyon ile olusan ve melanine dahil olan fenolik monomerlere

OH
i AOH
R

Fenol Katekol

Muonooksijenaz Oksidaz
aktivitesi aktivitest
/
0

.4

‘allomelanin’ denir [175].

OH

R

orie-kinon

Sekil 2.23. Monofenol ve katekollerin orto-kinonlara oksidasyonu

Tirozinazin fazla sentezlenmesi hiperpigmentasyonla alakali melanoz ve yaslhilik
lekeleri gibi ¢esitli dermatolojik bozukluklara yol agar [176]. Tirozinazdaki mutasyonlar
malign melanom olusumuyla, tirozinaz yoklugu veya hasar1 ise tip I oktlokitantz
albinizm ile iligskilendirilir [180-182]. Insan fizyolojisindeki sorunlar disinda tirozinaz

aktivasyonu bitki ve mantardaki doku yaralanmalar1 sonrasinda olusan esmerlesmeden
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sorumludur. Hasat sonrasi esmerlesme, iiriiniin ticari degerini azalttig1 icin endiistride
onemli bir sorundur. Bu sebeple besin esmerlesmesini engellemek ve cilt beyazlatici

ozelliklerinden dolay1 potansiyel tirozinaz inhibitdrleri dnem kazanmistir [175].

co,
NH;
HUY
L-tirozin
Tirozinaz
{monooksijenasyon)
HO COy Q CO; HO _
Sistein
- _— Oy
NH; NH; .
HO o Ho il
Ststein Dopakinon
Sisteinildopa Siklodopa
Tirozinaz
(oksidasyon)

HO. (e 0. ~
D >—COJ-
NH; .
HO o TN

Dopa Dupakrom

Sistcin

Sisteinildopakinon

H ﬂ

Feomelanin Omelanin
Sekil 2.24. L-Tirozinden tirozinaz enzimi ile melanin olusum mekanizmalart

‘Tirozinaz inhibit6rii’ kavrami dogrudan enzim-inhibitor etkilesiminin diginda o-
dopakinon, L-dopa ve dopakrom arasindaki yiikseltgenme-indirgenme reaksiyonlarmin
dengesiyle de tanimlanabilmektedir. Tirozinaz aktivitesinin inhibisyonu deneysel
gozlemlere gore su sekillerde yapilabilir:

1) Askorbik asit gibi indirgeyici ajanlar o-dopakinon’un dopa’ya indirgenmesine sebep
olur ve dopakinon ile melanin olusumunu engelleyerek melanojenez inhibitorii olarak

kullanilir.
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2) o-dopakinon siipiiriicii etkiye sahip bilesikler (tiyo- grubu igeren ¢ogu bilesik gibi)
melanojenez inhibitdri olarak bilinirler ve dopakinonla girdikleri reaksiyon sonucunda
renksiz tirlinler ortaya ¢ikarirlar.

3) Baz1 fenolik bilesikler gibi alternatif enzim substratlar1 enzime iyi bir afinite
gosterdiginde dopakrom olusumu engellenir.

4) Asit ve bazlar gibi spesifik olmayan enzim inaktivatorleri spesifik olmayan enzim
denatlirasyonuna sebep olur.

5) Mekanizma tabanli inhibitorler gibi spesifik tirozinaz inaktivatorleri ayrica intihar
substratlar1 olarak bilinirler. Bu inhibitdrler enzim tarafinda katalizlenip enzimle kovalent
bag olusturarak, reaksiyon boyunca geri doniisiimsiiz bir inaktivasyona sebep olabilir.

6) Spesifik tirozinaz inhibitorleri geri doniisiimlii olarak enzime baglanir ve katalitik
kapasitesini azaltir [175].

Tim bu mekanizmalarin yanm1 swra gergek tirozinaz inhibitorleri, enzime
baglanarak onu inhibe eden spesifik tirozinaz inaktivatorleri (5) ve inhibitorleri (6) olarak
addedilirler. En ¢ok bilinen tirozinaz inhibitéri olan kojik asit, bir fungal metabolitidir.
Gida sanayiinde enzimatik esmerlesmeyi 6nlemek icin ve kozmetik alaninda renk agici
olarak kullanilir [183]. Kojik asit monofenolaz aktivitesini yarigsmali, difenolaz
aktivitesini ise yarigmali veya yarismasiz inhibe eder. Etki mekanizmasi enzimin aktif
bolgesinde bulunan bakir1 selatlamasiyla alakalidir [184]. Yeni inhibitorlerin
arastirilmasinda pozitif kontrol olarak kullanilir. Diger potansiyel tirozinaz inhibitorleri
L-mimozin substrat analogu [185] ve tropolondur [186].

Standart tirozinaz inhibitorlerine ek olarak son zamanlarda bazi dogal kaynakl
polifenolik bilesiklerin de enzim inhibisyonunda etkin rol alabilecegi ortaya konmustur.
Bu bilesiklerden flavonoitler yapisal benzerlikler nedeniyle de {izerine en ¢ok
yogunlagilan gruptur.

Bircok flavonol L-dopanin tirozinazla oksidasyonunda genellikle yarismali bir
inhibisyon yapar ve yapisindaki 3-hidroksi-4-keto varhigi bakir selatlayict etkisinde
anahtar gorevi gorir [187, 188]. Bazi flavonoller iizerine yapilan ¢alismalarda tirozinaz
enzim inhibisyonunda etki siralamasi kersetin > mirisetin > kemferol > galangin seklinde
verilmistir [189]. Kersetin ve kemferol aglikonlarinin glikozit formlarinda ise etki daha
disik c¢ikmustir [190]. Baska bir galismada Morus alba L. tirunden izole edilen
Mulberrosit F (morasin M-6,3’-di-O-glikopiranozit) bilesiginin tirozinaz enzimini kojik

asitten 4.5 kat daha yiiksek bir etkiyle inhibe ettigi gosterilmistir [191]. Ayrica M. alba
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aga¢ kabugundan izole edilen norartokarpetin (5,7,2',4'-tetrahidroksiflavon) tirozinazi
yarigmali inhibe ederken kojik asitten 10.4 kat daha yiiksek etki gostermistir [192]. Yine
M. alba kokinden izole edilen oksiresveratrol [193] ve streppogenin (5,7,2',4'-
tetrahidroksiflavanon) [194] isimli bilesiklerin de potansiyel tirozinaz inhibitorleri
oldugu gosterilmistir. Marrubium velotinum Sm. ve M. cylleneum Boiss. & Heldr.
tiirlerinde bulunan artokarpetin, norartokarpetin’in 7. karbonundaki hidroksil grubunun
metoksilenmis halidir. 7. karbonun metoksillenmesi ile etkinin 100 kat diistiigiiniin
gosterildigi bir ¢alisgmada, yine ayni tirlerden izole edilen 45 flavonoit glikoziti
incelendiginde glikozit varliginin etkiyi oldukc¢a diisiirdiigii gézlenmistir [195]. Spesifik
hidroksil gruplarinin metoksilasyon ve glikozilasyon ile kaybi neticesinde inhibisyon
etkisi diismektedir. Glycyrrhiza glabra L. turGnun tohum ve koklerinden izole edilen
izoflavan yapisindaki glabridin’in kojik asitten 15 kat daha aktif oldugu ve arbutine gore
depigmentasyonda daha aktif oldugu goriilmiistiir [196]. Yine son zamanlarda ayni tiiriin
kokinden izole edilen gliasperin C maddesinin tirozinaz inhibisyonunda glabridinden 2
kat daha aktif oldugu g6zlemlenmistir. Buna ragmen antimelanojenez inhibitor aktivitesi
acisindan glabridin daha etkili ¢gikmustir [197].

Flavonoit grubu i¢inde bulunan ve potansiyel tirozinaz inhibitorleri olan bir diger
bilesik grubu salkonlardir. G. glabra kokiinden izole edilen salkon yapisindaki likurasit,
izolikuiritin ve likosalkon A’nin tirozinaz inhibisyonlar1 karsilastirilmis ve en etkili ¢ikan
likosalkon A’nin kojik asitten 5.4 kat daha etkili oldugu goriilmiistiir [198]. Baska bir
calismada pirenillenmis salkonlar, flavanon analoglariyla karsilastirilmis ve salkonlarin
cok daha aktif ¢iktig1 gériilmiistiir [199]. Salkon yapisinin potansiyel olarak inhibitor
aktiviteyi arttirdigi distinilmektedir. Morus nigra L.’dan izole edilen 2,4,2'4'-
tetrahidroksi-3-(3-metil-2-butenil)-salkon bilesiginin kojik asitten 26 kat etkili oldugu
bulunmustur [200]. Diger flavonoit yapilarina benzer sekilde, salkonlarda da yapidaki 4-
rezorsinol (aromatik halkadaki 2,4-dihidroksi gruplari) varligi tirozinaz inhibisyonunda

gerekli olan temel yapidir [175].

2.12. Tez Kapsaminda Kullanilan Yontemler ile ilgili Genel Bilgiler

2.12.1. Yiiksek performansh ince tabaka kromatografisi (YPITK)

Ince Tabaka Kromatografisi (ITK) genis bir alanda, siklikla tercih edilen, maliyeti
diistik ve hizli bir ayirma yontemidir. Bu yontemde ayirma islemi, kati bir destek {lizerine

kaplanmis ince bir tabaka halindeki adsorban materyal {izerinden ¢dziicli sisteminin
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develope edilmesi ile gergeklesir. ITK calismalarinda cevresel faktorler, deneyi yapan
kisi gibi parametrelere bagli olarak tekrarlanabilir sonuglar almakta zorluklar yasanmakla
birlikte yontem validasyon problemleri de yasanabilmektedir. Son yillarda, bu tiir
sorunlar1 azaltmak adina standardize ve modifiye plaklar iiretilmeye baslanmistir. Ayrica,
yari- ya da tam otomatik sistemleri gelistirilerek ITK asamalarmin kontrollii bir sekilde
yapilmasi saglanmistir. Bu sebeple validasyon problemlerini ortadan kaldiran ve tekrar
edilebilir sonuglar veren ileri bir ITK yéntemi olarak YPITK, 6zellikle son yillarda
oldukca dnem kazanmustir. YPITK, tibbi bitkiler ve takviye edici gidalar, biyolojik ve
klinik triinler, gida ve igecekler, ¢evresel kirlilikler, farmasotik tiriinler, kimyasallar ve
kozmetik iiriinlerin analizinde genis olarak kullanilmaktadir [201].

Bu alanlarin iginde, bitki analizlerinde YPITK uygulamalari;

-Materyalin tanimlanmasi

-Fitokimyasallarin kalitatif ve kantitatif analizleri

-Ham madde ve bitmis {iriinlerin kalite kontrolleri

-Tagsisin belirlenmesi

-Stabilite ¢aligmalar1 ve bozulmus iiriinlerin arastiriimasi

-Paketlenmis iirtinleri standardizasyonu

Kullanilan adsorban tabakalardaki yiiksek kalitenin yaninda develope tanki, ileri
goriintiileme cihazlari, otomatik 6rnek uygulayicilar ve densitometrik cihazlar gibi ileri
enstriimanlarin kullanimi1 da YPITK nin iistiinliiklerindendir [202]. YPITK, sonuglarm
gorsel olarak sunulabilmesi, basit ve ucuz olmasi, 6rneklerin paralel analiz edilebilmesi,
hizl1 sonug vermesi ve birden fazla teshis olanagi gibi avantajlar1 dolayisiyla genis ¢apta
kullanilmaktadir [203].

YPITK ve ITK’nin baz1 6zellikleri bakimmndan karsilastirilmas: gizelge 2.4.’te

verilmistir.
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Cizelge 2. 4. YPITK ve ITK 'min bazi ézellikleri bakimindan karsilastirmalar

iTK

YPITK

Prensip
Oncelik

Islem basamaklar
Metotlar

Esneklik

Hedef

Veri yapisi

Numune/Standart
Plak
Cihazlar

Maliyet

Diizlemsel Kromatografi
Basitlik, diisiik maliyet
Esnek, kural yok
Yalnizca birkag parametre

tanimlanmis

Cok yuksek

Hizli, 6n sonuglar
Basit kromatogram goéruntileri,

fotograf

Plak Ustlinde yan yana
ITK herhangi formatta
Yok ya da basit

Cok diisiik

Dizlemsel Kromatografi
Tekrarlanabilirlik, ayrim giicii

Yuksek standardize metodoloji/optimize
parametreler

Iyi tanmimlanmus ve valide edilmis

Valide edilmis metotlar igin yok
Metotlar arasinda yiiksek esneklik
Guvenilir ve analitik sonuglar

Izlenebilir dijital goriintiiler/ her plakta
SST ile data tarama/GMP’ye uyumlu
raporlama

Ayni1 veya farkl plaklarda

YPITK 20 x10 cm

Basitten karmasiga dogru

ITK’ya gore orta-cok pahali

YBSK ile karsilastirildiginda &rnek

basina diisiik

YPITK, analizlerin valide edilebilirligi disinda analiz kalitesinin ITK’ya oranla

¢ok daha iyi sonuglanmasmi saglamaktadir. Bu durumun baslica sebepleri YPITK da

daha kiiciik ¢capli silikajel partikiillerinin kullanilmasi, daha kiiciik plaka yiiksekligi, daha

dustik saptama smirlar1 ve daha diisiik hacimlerde uygulama yapilabilmesidir. Bu

avantajlara ek olarak YPITK ile ITK analizleri arasindaki temel kromatografik

parametrelerdeki farkliliklar ¢izelge 2.5.’te verilmistir.
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Cizelge 2. 5. ITK ve YPITK 'min kromatografik parametreleri bakimindan karsilastirmalart

Parametre ITK YPITK
Plak kalinlig1 (um) 100-250 100-200
Partikil boyutu (um) 8-10 6-8

Por boyutu (nm) 6 6
Uygulama hacmi (uL) 1-5 0.1-5
Develope mesafesi (cm) 7-15 3-7
Ayrim siiresi (dk) 30-200 3-20
Plak basina 6rnek miktari <10 <36
Saptama sinir1: absorpsiyon 1-5ng 100-500 pg
Saptama sinirt: floresans 50-100 pg 5-10 pg
Plaka yiiksekligi (um) 35-75 23-25

YPITK dogruluk ve kesinlik ile Cizelge 2.6.’da verilen bazi 6zellikler bakimimdan

Yiksek Basingli S1ivi Kromatografisi ile de

Cizelge 2. 6. YPITK ile YBSK karsilastirmast

karsilastirilabilirdir [204-208].

YPITK

YBSK

Sivi Kromatografisi

Duizlemsel Kromatografi

Adsorpsiyon kromatografisi daha yaygin

Agik sistem

Opere edilmesi kolay

Yari-otomatik, bilgisayar kontroll{ sistem

Ornek uygulama, ayirma, dedeksiyon gibi analiz
basamaklar1 boliinmiis durumda

Ayni anda bir¢ok drnek analiz edilebilir.

Mobil faz diisiik miktarlarda kullanilir.

Analiz 6ncesinde sistemin sartlandirilmasina gerek

yok.

iki boyutlu kromatografi kolay uygulanabilir.
Mobil fazin 6n igleme tutulmasina gerek yok;

analitik seviyedeki ¢oziiciiler kullanilabilir.

S1vi Kromatografisi

Kolon Kromatografisi

Partisyon Kromatografisi daha yaygin

Kapali sistem

Egitimli personel gerekli

Tam otomatik, bilgisayar kontrolll sistem

TUm basamaklar birbirini takip eden prosesle
yuratalir

Tek seferde bir 6rnek analiz edilebilir.

Mobil faz yiiksek miktarlarda kullanilir.

Analizden oOnce tim sistem sartlandirilmalidir;

parametreler ~ degistirildiginde sistem  tekrar
sartlandirilmadir.

Uygulanabilir degil.

Mobil faz filtrasyon, gaz giderme gibi 06n

islemlerden gecmelidir; YPSK seviyesi etiketli

yiiksek kalitede ¢oziiciiler kullanilmalidir.
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Cizelge 2.6. (devam) YPITK ile YBSK karsilastirmast

Plaklar tek kullanimliktir.

Ayrimdan sonra plak iizerinde spesifik veya

spesifik olmayan reaktiflerle tlreviendirme
mimkandr.

Mobil faz, sabit faz Uzerinde kapiler kuvvet ile
atmosferik basing altinda akar.

Numune hazirlanmasi kolay ve temizleme gerekli

degil, numune igin ¢oziicii se¢imi dnemli degil.

Mobil faz igin secilecek ¢oziicii ¢esitliligi

sinirsizdir.

Gorsel saptama mimkiindur.

Maliyeti ucuz

Yiiksek ucguculukta olan drneklerle veya 1s13a ve
oksijene duyarli maddelerle calismada zorluklar.

Diisiik kararlilik ve sinirl ayrim kapasitesi

Nem, sicaklik veya hava kirlilikleri gibi ¢evresel

Ayni kolon birgok kez kullanilabilir. Ancak asir
miktarda kalan drnekler kolonda birikerek kolonu
kirletebilir ve sahte piklerin olusmasma neden
olabilir.

Uygulanabilir degil.

Mobil faz dis kuvvet (basing) ile akar.

Kolona zarar vermemek igin numune uygun ve

karmagsik saflastirma islemlerinden gec¢meli,
numune mobil faz ile uyumlu bir c¢ozicude
hazirlanmali.

Cozlcllerin dalga boyu kesici 6zelliklerinden
dolay1 se¢im sansi sinirlidir. Ayrica, kolon g¢ok
disik (<2) veya c¢ok yiksek (>8) pH
degerlerindeki mobil faza duyarl olabilir.

Gorsel saptama miimkiin degildir.

Pahali

Adsorban tabaka ile geri doniisiimsiiz etkilesime
giren maddelerle ¢alismada zorluklar

Devamli ve sabit akis eliisyonuna olanak saglayan
yiiksek basing etkisi yiiksek kararlilik saglar.

Cevresel parametrelerden daha az etkilenir.

sartlardan etkilenebilir.

Diinya Saglik Orgiitii’niin (WHO) verilerine gore diinya popiilasyonunun
%80’inden fazlasinda, 6zellikle gelismekte olan iilkelerde, birincil saglik korumalari
geleneksel bitkilere bagl tibba dayalidir. Giintimiizde 6zellikle bitkisel ekstrelerin kalite
kontrollerinde ‘parmak izi’ analizi biiyiik bir onem teskil etmektedir. Parmak izi analizi,
materyal, ekstre veya fraksiyonun tanimlanmasina yardimci olan karakteristik kimyasal
yapilarin analizlerinin referans maddelerle karsilastirmali olarak kromatografik
yontemlerle yapilmasidir. YPITK ile yapilan klasik parmak izi analizlerinde analit ile
standartlar ayn1 kromatografik sartlar altinda ayn1 plakta ayrilir. Bir¢ok 6rnek, standart

madde veya standart ekstre ile ayn1 plak iizerinde paralel olarak karsilastirilabilir [208].
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Boylece kompleks bir matrikse sahip bitkisel materyalin kalite kontrollerinde ayn1 anda
farkli dalga boylar1 ile (254 nm, 366 nm, beyaz 151k (remisyon, transmisyon, remisyon ~+
transmisyon), tiirevlendirme) ayni plak iizerinde elde edilen karakteristik parmak izi
gorilintiisii standardize ekstreler ve referans maddeler ile karsilastirilabilir. Parmak izi
analizlerinin yaninda YPITK kantitatif analizleri de miimkiin kilmaktadir. Bu sayede
herhangi bir materyal icerisinde aranacak bir maddenin miktar tayinlerinin de
yapilabilmesi bu yontemi olduk¢a cazip kilmaktadir. Bitkisel materyallerdeki kalite
kontrollerinin analitik tekniklerle tayininde YPITK y&ntemi tiim bu avantajlari ile birlikte
kalitatif ve kantitatif tayinlerde farmakopelerde YBSK yontemine yeni bir alternatif

olarak yerini almistir.

2.12.2. YPITK- tamamlanms biyolojik aktivite yontemi (Biyootografik metot)

ITK analizlerinin biyolojik aktivite ¢alismalariyla kombine edildigi yontemlere
biyootografi denir. ITK ile ayrimi1 gergeklestirilen, plak iizerindeki bilesiklerin biyolojik
olarak aktif mi degil mi sorusuna yanit veren metotlardir. Bu metotlar, etki-yonlendirilmis
analizler arasinda oldukca popiilerdir. Bitki ekstrelerinin fitokimyasal analizleri ve
biyoaktif bilesenlerinin tanimlanmasi igin ucuz ve etkili bir ydntemdir. Bu yontem, ITK
plaginda kisa siirede coklu-bilesen igeren matrikslerin es zamanli kromatografik ayrimini
gerceklestirir ve ITK plaginda dogrudan etkili bilesiklerin belirlenmesini saglar. Uygun
bir ortamda hazirlanan biyolojik hedefe 6nceden develope islemi yapilmis ve kurutulmus
plak uygulanir, gerekli kosullarda inkiibasyon siiresi sonunda, biyolojik hedef inhibitori
goriintiilenebilir hale gelir. Boylece etkiden sorunlu bilesikler belirlenir [209].

[lk kez 1946 yilinda Goodall ve Levi penisilin safligim dlgmek igin kagit
kromatografisi tabanli biyootografiyi tanimlamistir [210]. ITK-tabanli biyootografi ise
1961 yilinda Nicolaus ve ark. tarafindan tanitilmustir [211].

Biyootografik yontemler en sik biyoaktivite (enzim inhibisyonu, antioksidan,
antibakteriyel, antifungal) tayininde ve hedefe yonelik aktif bilesen izolasyonunda
kullanilir [212-214]. Literatiirde bulunan biyootografik biyolojik aktivite ¢aligsmalarina
ornekler gizelge 2.7°de verilmistir.

Biyolojik aktivite ¢alismalarinda c¢ogunlukla spektrofotometrik metotlar
kullanilir. Elde edilen ekstrelerin biyolojik aktiviteleri incelendikten sonra aktif
bilesenlere ulagabilmek amaciyla uzun fraksiyonlama islemlerine gerek duyulur. Bu

durumda biyootografik metot biiyiik bir avantaj saglar. Ciinkii ekstrenin igindeki
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bilesikler énce YPITK metodu ile ayrilir. Ayrilan her bir maddenin c¢alisilan biyolojik
aktivitesi plak tizerinde dogrudan goriilir. Boylece fraksiyonlama islemlerine gerek
duymadan ekstre i¢gindeki aktiviteden sorumlu maddeler ve hatta bu maddelerin diger

spektrometrik yontemlerle yapisinin aydinlatilmasi ¢ok kisa bir stirede yapilabilmektedir.

Cizelge 2. 7. Biyootografik aktivite ¢alismalarmin simflandirilmasi

Aktivite YoOntem Kaynak

Antioksidan DPPH* [215]
ABTS** [216]
B-karoten soldurma [217]

Enzim tirozinaz [218]
pankreatik lipaz [219]
asetilkolin esteraz Diazoziation ile [220]

Elman reaksiyonu ile  [221]

a-amilaz [222]
a-glikozidaz [223]
B-glikozidaz [224]
ksantin oksidaz [225]

Antimikrobiyal Agar difiizyon veya kontakt biyootografi — [226]
Direkt ITK ile biyootografik tanimlama [227]

[228]

[229]

Daldirma veya Agar kaplama [230]

2.12.2.1. YPITK-tamamlanmus tirozinaz enzim inhibisyonu

Ik biyootografik ydntem mantardan izole edilen tirozinaz inhibitdrlerinin
belirlenmesi amaciyla 2007 yilinda Wangthong ve ark. tarafindan tanimlanmigtir.
Tirozinaz ve L-tirozin ¢ozeltileri sirasiyla ITK plagma piiskiirtiilmiis ve inkiibasyon
sonunda, tirozin oksidasyonu sonucu olusan dopakinondan dolay1 koyu renkli zeminde
beyaz spotlarin varligi tirozinaz inhibitorii olarak belirlenmistir [231]. Son yillarda,
biyootografik tirozinaz deneyleri, deney tasarimi ve metodoloji agisindan optimize
edilmeye ¢alisilmaktadir. Bu baglamda, ITK calismalari, YPITK calismalarina adapte
edilmeye baglanmigtir. Taibon vd., (2015) tirozinaz substrati olarak levodopa kullanarak

daha iyi sonuglar elde etmistir [232].
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2.12.2.2. YPITK-tamamlanmis DPPH radikali stipiiriici etki

YPITK tamamlanmis DPPH* metodu, genellikle antiradikal bilesiklerin tespitinde
uygulanir. Develope edilmis YPITK plaklarma DPPH®¢6zeltisi ya homojen bir sekilde
pliskiirtiiliir ya da YPITK plaklart DPPH® ¢ozeltisine daldirilir, inkiibasyon sonunda plak
degerlendirilmektedir. Antioksidan varliginda, DPPH® rediiksiyona ugrayarak difenil
pikril hidrazine doniislir, yani DPPH®’1in karakteristik mor rengi ¢ok agik sar1 renge
doniigsmektedir. Bu nedenle, aktif antiradikal bilesikler YPITK plaginda mor zeminde
acik sar1 bantlar seklinde goriintiilenir [233].

2.12.3. Elektrosprey iyonizasyon-Kiitle spektrometrisi (ESI-KS)

Kiitle spektrometrisi basit veya karmasik karigimlardaki iyonlarin yapilarini ve
miktarlarin1  kiitle-ylk (m/z) oranlarina gore analiz eden bir tekniktir. Kiitle
spektrometreleri tipik olarak bir iyonizasyon kaynagi, bir analizor ve bir dedektdrden
olusur (Sekil 2.26). Analizor manyetik alanda saptirma ile, ugus siiresine gore veya dort
kutuplu elektrostatik alan ile ayrimi saglayabilir. Manyetik alanda saptirma ile ayrimda,
numune iyonizasyon kaynagmin i¢inde iyonize edilir ve daha sonra vakum altinda
elektrik ve manyetik alanlar yardimiyla hizlandirilir. Ayrilan iyonlar belli bir yarigap ile
saparak dedektore ulasir ve bu yaricap kiitleleriyle iliskilendirilir. Bu veriler daha sonra
entegre bilgisayar ve yazilimlar araciligi ile degerlendirilir. Bu sistemler
petrokimyasallardan  proteinlere  kadar  birgcok  bilesigin  aydmlatilmasinda

kullanilmaktadir.

—
| j‘___ __—Flektron bombardimam

1 _Hulandirma plaklan

Numune

Vakum pompasi
’_i}'nn
~ toplayict

Sekil 2.25. Kiitle spektrometrisinin ¢alisma prensibi semast

58



Kiitle spektrometrisinde en kritik noktalardan biri bilesigin iyonlasmasidir.
Bilesiklerin m/z oranlarini elde edebilmek i¢in iyonlasmay1 saglayan birgok iyonizasyon
kaynagi ve yontemi kullanilmaktadir. Bunlardan en c¢ok kullanilan1 elektrosprey
iyonizasyon (ESI) yontemidir. ESI-KS ii¢ boliime ayrilabilir: érnek karisimmin elektrik
yiiklii damlaciklara nebulizasyonu, iyonlarin damlaciklardan kurtulmasi ve iyonlarin
atmosferik basingtaki iyonizasyon bolgesinden vakum ile kiitle analizoriine tasimmasi
[234]. ESI yumusak bir iyonlastirma ydntemidir ve polar ve ugucu olmayan bilesikler icin
idealdir. Kiigiik molekiillerden olduk¢a biiylik biyopolimerlere kadar genis bir kiitle
araliginda calisabilmeyi miimkiin kilmaktadwr. Yiksek iyonlagma etkinligine sahip
olmasi, sivi kromatografisi ve kapiler elektroforez ile uyumlu olmasi avantajlari

arasmdadir.
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3. MATERYAL VE METOT

3.1. Bitkisel Materyal

Bitkisel materyal olarak ¢esitli Citrus tiirlerinin meyveleri kullanilmuistir.
Meyveler, Aralik 2017°de Adana, Cukurova Universitesi, Subtropik Meyve Arastirma ve
Uygulama Merkezi, Cukurova Universitesi Arastrma ve Uygulama Alanlari’ndan
toplanmistir. Bitkilerin tiir ve gesitlerinin belirlenmesi ve toplanmasi1 Aras. Gor. Ebru
Duymus (Cukurova iiniversitesi, Ziraat fakiiltesi Toprak Bilimi ve Bitki Besleme

Boliimii, Balcali, Adana) tarafindan yapilmustir.

3.2. Kullanilan Aletler

YPITK- Otomatik 6rnek uygulayicisi, ATS4 (CAMAG)
YPITK- Otomatik develope tanki, ADC2 (CAMAG)

YPITK- Daldirma aygit1 (CAMAG)

YPITK- Reprostar 111 géruntiileyici (CAMAG)

Hizlandilirilmis ¢6ziiciilii ekstraksiyon cihazi (Dionex ASE 300)
Rotavapor (Buchi)

Calkaliyic1 (IKA KS 269 Basic)

Mini inklbator (Benchmark)

Liyofilizator (Labconco)

UV-spektrofotometre (Shimadzu PharmaSpec UV-1700)
Mikroplak okuyucu (BioTek Power Wave XS)

Homojenizatdr (Heidolph SlientCrusher M)

Etliv (WTB BINDER)

ESI-KS (MDS Sciex 3200 Q Trap)

Mikroplak 1siticili karistirict (BIOSAN Thermoshaker PST 100HL)
pH metre (Ohaus, Starter 3100M)

Analitik terazi (Mettler Toledo-MS204S)

Ultrasonik banyo (BANDELIN Sonorex)

Vorteks (Heildoph reaxtop)

3.3. Kullamlan Kimyasal Maddeler

1,1-difenil-2-pikrilhidrazil (DPPH?®) (Aldrich)
Aliminyum triklortr hekzahidrat (AlClz.6H20) (Merck)
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Amonyak (Emboy)

Asetik asit (Sigma-Aldrich)

Aseton (Merck)

Dietil eter (Sigma-Aldrich)

Difenil borinik asit (Sigma-Aldrich)

Diklorometan (Merck)

Dimetik stlfoksit (DMSQO) (Merck)

Dipotasyum hidrojen fosfat (Merck)

Etanol (Sigma-Aldrich)

Etil asetat (Sigma-Aldrich)

Folin-ciocalteu reaktifi (Merck)

Formik asit (Merck)

Gallik asit (Sigma)

Hesperidin (Sigma)

Kafeik asit (Sigma)

Kersetin (Sigma)

Kloroform (Merck)

Klorojenik asit (Indena)

Kojik asit (Sigma-Aldrich)

L-Askorbik asit (Sigma)

L-DOPA (Sigma)

Magnezyum klorur hekzahidrat (MgCl,.6H20) (Merck)
Metanol (Merck)

Polietilen glikol 400 (PEG 400) (Merck)

Potasyum hidroksit (Merck)

Rutin (Sigma)

Silikajel 60F 2545 Diol cam YPITK plag1 (10x10 cm) (Merck)
Silikajel Lichrospher 60F2s4s cam YPITK plag1 (20x10 cm) (Merck)
Sodyum dihidrojen fosfat dihidrat (Merck)

Sulfirik asit (Carlo Erba)

Tirozinaz enzimi (12.000 U/ml, mantar kaynakli, Sigma)
Toluen (Merck)

Triton x-100 (Aldrich)
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3.4. Ekstraksiyon Yontemleri

3.4.1. Huzlandinlmis ¢oziiciilii ekstraksiyon (ASE)

10’ar gram taze meyve kabuklar1 albedosundan ayrildiktan sonra Kiglk pargalar
halinde kesilmis ve hiicrelere yerlestirildikten sonra %80°lik metanol ile ekstre edilmistir.
Ekstraksiyon 121°C’de ve 1500 psi basing altinda 2 dongiilii olacak sekilde yapilmaistir.
Ekstraksiyon yaklagsik 20 dakika siirmiis ve ortalama 180 ml ¢oziicii harcanmustir. Elde
edilen ekstrelerden metanol rotavapor (<40°C) ile uzaklastirilmis ve geriye kalan sulu
kistm dondurulduktan sonra liyofilize edilmistir. Elde edilen kuru ekstreler tiim

calismalar boyunca 151k ve nemden uzak tutularak muhafaza edilmistir.

3.4.2. Maserasyon

Albedosundan ayrilmig 10’ar gram taze meyve kabuklar1 100 ml 80%’lik metanol
ile homojenizatorde 5000 rpm’de esit parcacik bliyiikliigline getirildikten sonra oda
sicakliginda ve karanlik ortamda masere edilmistir. Maserasyon islemi otomatik
calkalayicida 150 rpm’de, ii¢ tekrarli ve toplamda 48 saat olacak sekilde yapilmistir. Elde
edilen ekstrelerden metanol rotavapor (<40°C) ile uzaklastirilmis ve geriye kalan sulu
kistm dondurulduktan sonra liyofilize edilmistir. Elde edilen kuru ekstreler tiim
calismalar boyunca 151k ve nemden uzak tutularak muhafaza edilmistir.

Liyofilizasyon sonrasi elde edilen kuru ekstreler cizelge 3.1.’de gosterildigi gibi

kodlanmustir.

Cizelge 3. 1. Ekstrelerin kodlanmast

Tar ASE Maserasyon
C. aurantium (Turung) 1A 2A
C. reticulata (Satsuma kiiltivar) 1B 2B
C. reticulata (Robinson kiiltivar1) 1C 2C
C. sinensis (Washington portakali) 1D 2D
C. limon (Kutdiken limonu) 1E 2E
C. limetta (Tatli limon) 1F 2F
C. bergamia (Bergamot) 1G 2G
C. medica (Etnak, aga¢ kavunu) 1H 2H
C. paradisi (Starruby greyfurt) 1J 2]
C. maxima (Pomelo, Sadek) 1K 2K
C. maxima x C. paradisi (Oroblanco) 1L 2L
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3.5. Spektrofotometrik Ydntemlerle Miktar Tayini Yontemleri

3.5.1. Toplam fenolik madde miktar tayini

Ekstrelerde toplam fenolik madde miktar tayini gallik asite esdeger olarak Folin-
Ciocalteau yontemi [235] kullanilarak yapilmistir. Deney tupune 6 ml distile su
eklendikten sonra tizerine 100 pl ekstre (5 mg/ml) ve 500 ul Folin- Ciocalteau reaktifi
ilave edilmistir. 1 dakika bekletildikten sonra 1.5 ml %20°1ik sulu Na2COs ilave edilip 10
ml’ye distile su ile tamamlanmistir. Kontrol olarak ekstre icermeyen reaktif karisimi
kullanilmustir. 2 saat 25°C’de inkiibe edildikten sonra absorbans 760 nm’de Ol¢lilmiistiir.
Gallik asit’in kalibrasyon egrisi ayni sartlarda ve 1-0.8-0.6-0.4-0.2-0.1 mg/ml
konsantrasyonlarda hesaplanarak ekstreler ile karsilastirilmistir. Deneyler {i¢ tekrarli

yapilarak ekstrelerdeki toplam fenolik madde miktarlar1 hesaplanmustir.

3.5.2. Toplam flavonoit miktar tayini

Ekstrelerde toplam flavonoit miktar tayini kersetine esdeger olarak hesaplanmistir
[236]. 200 ul ekstre (5 mg/ml), 200 ul etanolik aluminyum triklorit (AICl3) ¢ozeltisi
(20g/L) ile karistirilmis ve ardindan 4.6 ml absolii etanol eklenmistir. Cozeltilerin
absorbanslar1 25 °C de 40 dakika bekletildikten sonra 415 nm de Ol¢iilmiistiir. Numune
kord icin AICIz yerine 1 damla asetik asit (%15°1ik) kullanilmistir. Kersetinin kalibrasyon
egrisi aymi sartlarda ve 1-0.8-0.6-0.4-0.2-0.1 mg/ml konsantrasyonlarda hesaplanarak
ekstreler ile karsilastirilmistir. BUtUn deneyler ii¢ tekrarli yapilmis ve ekstrelerdeki

toplam flavonoit miktarlar1 kersetine esdeger olarak hesaplanmaistir.

3.6. Spektrofotometrik in vitro Biyolojik Aktivite Yontemleri
3.6.1. 1,1-difenil-2-pikrilhidrazil (DPPH) radikalini supuricu etki

DPPH?® siipiiriicii etki tayini Prieto’nun yontemine gore yapilmistir. 0.2 mM’lik
DPPH*® c¢ozeltisi karanlik ortamda metanol ile hazirlanmistir. Deney 96-kuyucuklu
mikroplaklarda yapilmistir. Ekstrelerden (5 mg/ml) 200 pl ilk siituna koyulduktan sonra
diger tiim kuyucuklara 100 ul metanol koyulmustur. Daha sonra ¢ok kanalli pipet aracilig1
ile ekstrelerden 8 seri seyreltme yapildiktan sonra tiim kuyucuklara 100 ul DPPH?® eklenip
oda sicakliginda ve karanlikta 30 dakika inkiibe edilmistir (A). Numune kontroliinde
DPPH?® yerine 100 pl metanol konulmustur. Absorbanslar 515 nm de 6lgiiliip inhibisyon

yiizdeleri asagidaki formiile gére hesaplanmigtir. C vitamini ve gallik asit pozitif kontrol,
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ekstre+MeOH ekstre kontroli (B), DPPH*+MeOH negatif kontrol (C) ve MeOH (D)
¢oziicli korli olacak sekilde ayni mikroplaga uygulanmistir. Tiim deneyler {i¢ tekrarli
yapilmistir [237]. Farkli konsantrasyonlardaki yiizde inhibisyonlar hesaplandiktan sonra
Sigmaplot 14.0 programu ile ICso degerleri hesaplanmaistir.

DPPH*+ AH ——» DPPH-H + A°®

DPPH®* +R* —» DPPH-R

% inhibisyon = % x 100 (3.1.)

3.6.2. Tirozinaz enzim inhibisyonu

Ekstrelerin tirozinaz inhibisyon aktiviteleri Likhitwitayawuid ve ark. yontemine
gore kiiglik degisikliklerle yapilmistir. Ekstreler 50 mg/ml konsantrasyonda DMSO ile
stok c¢ozelti olarak hazirlandiktan sonra farkli konsantrasyonlara diliie edilmistir. Substrat
olarak kullanilan L-DOPA 5 mM konsantrasyonda ve fosfat tamponunda hazirlanmustir.
Orneklerin her bir konsantrasyonu i¢in 4 farkli kuyucuk tasarlanmistir. Farkli reaktif
karisimlarini i¢eren bu kuyucuklardan A, 20 pl 100 mM’lik fosfat tamponu (pH 6.8) ve
ayni tamponda hazirlanan 20 pl tirozinaz (200 U/ml) B, 40 pl fosfat tamponu; C, 20 pl
tirozinaz (200 U/ml) ve 20 ul ekstre D, 20 pl ekstre ve 20 ul fosfat tamponu icermektedir.
Tim kuyucuktaki karisimlar 37°C’de 10 dakika boyunca mikroplak calkalayicisinda
karistirilmistir. Daha sonra bu karisima 160 pl L-DOPA (5 mM) eklenip tekrar 37 “C’de
10 dakika boyunca inkiibe edilmistir. Pozitif kontrol olarak kojik asit kullanilmistir.
Absorbanslar 475 nm’de Olgiiliip tirozinaz aktivitesinin yiizde inhibisyonu asagidaki

formiile gore hesaplanmistir. Tiim deneyler ti¢ tekrarli yapilmigtir [238].

(A-B)—(C-D)

s X100 (3.2)

% inhibisyon =

3.7. Ekstrelerin “Parmak izi” YPITK Analizleri

3.7.1. Standart maddelerin hazirlansi

Rutin, hesperidin, kersetin, klorojenik asit, kafeik asit, elajik asit ve gallik asit

cozeltileri 1 mg/ml olacak sekilde metanolde ¢ozllmiistiir.
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3.7.2. Ekstrelerin cozeltilerinin hazirlanisi

Tiim ekstreler 5 mg/ml konsantrasyonda olacak sekilde %80 metanolde ¢oziilmiis,

0.45 p ¢apindaki filtreden siiziilmiistiir.

3.7.3. Reaktifler ve hazirlamslan

Natural product / PEG 400 ¢ozeltisi (NP/PEG); 1 g difenilborinik asit 200 ml etil asetatta
¢Ozilindiiriilmiistiir. 10 g PEG400’iin 200 ml diklorometanda ¢oziindiiriilmesiyle PEG
¢ozeltisi hazirlanmigtir. Stlfurik asit (H2SOa) ¢ozeltisi ise dondurucuda sogutulmus 180
ml metanole 20 ml sulfirik asidin dikkatlice eklenmesiyle hazirlanmistir. Aliminyum
triklortr (AICI3) ¢ozeltisi icin 1 g AICIz 100 ml etanolde ¢oziilmiistiir. Potasyum hidroksit
(KOH) c¢ozeltisi ise 10 g KOH’un 10 ml distile suda ¢oziildiikten sonra 100 ml’ye etanol

ile seyreltilmesiyle hazirlanmustir.

3.7.4. Ekstrelerin “parmak izi” analizleri icin metot optimizasyonu

YPITK sistemi, winCATS programi ile entegreli olarak kontrol edilmistir.
Standart ve ekstrelerin plaklara uygulanmasinda ATS 4 (CAMAG®, Isvicre, Automatic
TLC Sampler 4), plaklarn mobil fazda develope edilmesi ve develope islem
parametrelerinin olusturulmasinda ADC2 (CAMAG?®, isvicre, Automatic Development
Chamber 2), reaktiflere plaklarin daldirilmasmda Immersion device III (CAMAG®,
Isvigre), plaklarin UV ve beyaz 1sikta incelenmesi ve goriintiilenmesinde Reprostar 3
(CAMAG®, isvicre) kullanilmistir (Sekil 3.1).

YPITK analizleri i¢in en iyi parametrelerin se¢ilmesi amaciyla literatiir bilgileri
dikkate alinarak 5 farkli metot olusturulmustur. Metotlarla ilgili bigiler Cizelge 3.2’de

verilmistir.

Sekil 3.1. YPITK sistemi, (4), Otomatik érnek uygulayicist ATS4, (B), otomatik develope tanki ADC2, (C),
daldirma aygiti 111, (D), Gériintiileyici
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Cizelge 3. 2. YPITK analizlerinde olusturulan metotlar ve parametreleri hakkinda bilgiler

Metot 1 Metot 2 Metot 3 Metot 4 Metot 5

Plak 20 x 10 cm 20 x 10 cm 20 x 10 cm 10 x 10 cm 20 x 10 cm
YPITK YPITK YPITK YPITK Diol YPITK
Lichrospher Lichrospher  Lichrospher  60F2sas Lichrospher
60F 2545 60F 2545 60F 2545 60F 2545

Plak Metanolde develope edilmis plak etiivde 121 °C’de 10 dk tutulmustur

aktivasyonu

Uygulama Plagin 8 mm alt ve 15 mm sol kdseden itibaren 9 mm’lik bantlar halinde

Ekstreler 5-10 pl 10 pl 30l 10 pl 5ul

Standartlar hesperidin 3 pl, rutin 0.2 pl, klorojenik asit 1 ul, kafeik asit 1 pl, kersetin 1 pl

Mobil faz Etil asetat: Etil asetat: Toluen: Etil asetat:  Etil asetat:
Asetik asit:  Metanol: Dietil Eter: Asetik  asit:  Asetik asit: Su
Formik Asit: Su Asetik asit:  Asetik asit Formik Asit: (75:15:10,
(100:11:11:26,  Su (25:2:2:1, (60:40:10, Su h:h:h)
h:h:h:h) h:h:h:h) h:h:h) (100:11:11:26,

h:h:h:h)

Develope 70 mm (iki-dipli tank, CAMAG, Isvigre)

islemi

Saturasyon 20 dk mobil faz ve filtre kagidr ile

On 5 dk mobil faz ile temas etmeden

sartlandirma

Nem %33 nem (doymus MgCl,.6H,0 ile)

Kurutma 10 dk

Reaktifler NP/PEGA400, NP/PEG400 %10 KOH, NP/PEG 400 NP/PEG 400
AICl; ve H,SO4 H,SO4 ve
cozeltileri NP/PEG400

Goriintileme

UV 366 nm, 254 nm, beyaz 1s1k

3.8. Biyootografik Metotlar

YPITK analizi 20 x 10 cm YPITK Lichrosper 60F2sss plaklarinda yapilmistir.

Analiz dncesi tiim plaklar metanolde yikanip etiivde 121 °C’de 10 dk tutularak aktive

edilmistir. Ekstre ve standart ¢ozeltiler, 25 pl’lik siringa ile donatilmis otomatik 6rnek

uygulayicis1 ATS4 ile, 8 mm alt ve 15 mm sol kdseden itibaren 9 mm’lik bantlar halinde

uygulanmistir. Plaklar daha sonra iki dipli tank igerisinde etil asetat: asetik asit: formik

asit:su (100:11:11:26, h:h:h:h) mobil fazi kullanilarak ADC2 sisteminde 70 mm develope

edilmigtir. Develope islemi 20 dk mobil faz ile saturasyonu saglanan ve doymus

magnezyum Klorir-6-hidrat (MgCl2.6H20) ¢ozeltisi ile nemi %33’e sabitlenmis ortamda
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gerceklestirilmistir. 10 dk kurutma isleminin ardindan Reprostar 3 goriintiilleme sistemi

ile 366 nm altinda goriintiiler kaydedilmistir

3.8.1. YPITK- DPPH* siipuriicii etki tayini

Yukarida belirlenen parametrelerde ayrimi gerceklestirilen YPITK plagi,
metanolde hazirlanan %0.05’lik DPPH® c¢ozeltisine daldirma cihazi (CAMAG,
Immersion device) yardimi daldirilmistir (hiz 5, sire 1 sn). Oda sicakliginda 1 dk
kurutulduktan sonra karanlikta 30 dk bekletilip Reprostar 3 ile goriintiiler beyaz 1sikta

kaydedilmistir. Cihazlar analiz boyunca winCATS programu ile kontrol edilmistir.

3.8.2. YPITK-Tirozinaz enzim inhibisyonu

Yukarida belirlenen parametrelerde ayrimi gergeklestirilen YPITK plaginmn
yiizeyindeki asidik ortamm nétralize etmek igin plak %32 NHsz cozeltisi ile 10 dk
doyurulmustur. 20 dakika azot gazma tutulan plaklara fosfat tamponunda (pH 6.8)
hazirlanan ve %1 Triton-X iceren L-DOPA (11.92 mM) ¢6zeltisinden homojen bir
sekilde ve slak bir ylizey olusturmayacak sekilde 2.5 ml piiskiirtiilmiistiir. Ardindan
fosfat tamponunda (pH 6.8) hazirlanan enzim ¢dzeltisinden homojen bir sekilde ve 1slak
bir yiizey olusturmayacak sekilde (400 U/ml) 3 ml piiskiirtiiliip 10 dk karanlikta ve oda
sicakliginda inkiibasyona birakilmistir. Daha sonra 5 dk azot gazi ile kurutulup Reprostar
3 ile goriintiiler beyaz 151k altinda kaydedilmistir. Analiz boyunca kullanilan sistemler

winCATS programu ile kontrol edilmistir.

3.8.3. Preperatif-ITK yontemi ile maddelerin izolasyonu ve KS ile incelenmesi

Biyootografik yontemler sonucunda etkili bulunan maddelerin incelenmesi amaci
ile ekstreler preparatif ITK amaciyla uygun bulunan metot ile develope edilmistir. Bu
islem icin tiim ekstreler (5 mg/ml) plaga 30 mm’lik bantlar halinde 75 pl uygulanmistir.
Aktif bulunan bilesikler plaktan izole edilerek uygun miktarda metanolde ¢oziilmiistiir.
Daha sonra ¢ozelti 0.45 pm’lik filtreden geg¢irildikten sonra KS sistemine verilmek iizere
etiketlenmistir.

Biyoaktif bilesikler, preparatif ITK ile izole edildikten sonra analizleri Kiitle
Spektroskopisi (Applied Biosystems, 3200 Q-Trap MS/MS) ile gergeklestirilmistir.
Sistem, Analyst Software 1.6 ile kontrol edilmistir. izole edilen bilesikler metanol

cozeltileri halinde manuel enjeksiyon ile sisteme verilmis ve toplam iyon

67



kromatogramlarinin taranmasi i¢in 5 dk’hk analiz siiresi belirlenmistir. Toplam iyon
kromatogramlarindaki iyonlarin yogunluklarma gore belirlenen [M-H]™ piklerinden
belirlenen molekiil agirliklarma gore bilesikler, bilesik optimizasyonu igin sisteme
tanitilmis, en yiikksek miktardaki yedi fragmentine gore kiitle spektrumlar1 ve bilesigin
analizi i¢in optimum parametreler negatif modda 6l¢iilmistiir. Elde edilen spektrumlar ya
standart ile ya da literatiir verileri dogrultusunda tanimlanmastir.

Yontem: Q1 tarama

Polarite: Negatif mod

Kiitle araligi: 100- 1000 amu

Collison gas: Azot

Collison energy (CE): 38-90

Collision enerhy spread (CES): 0

Declostiring potential (DP): 55 - 75

Enterance potential (EP): 8 - 10

Curtain gas: 10

lonspray voltage (1S): -4500

Gas Source 1 (GS1): 16

Gas source 2 (GS 2): 0

CAD: medium

Ihe: on

Temperature: 0
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4. BULGULAR VE TARTISMA

4.1. Ekstre Verimleri

Taze meyve kabuklarindan %80 metanol ile maserasyon ve hizlandirilmis
¢ozlculu ekstraksiyon yontemleri ile elde edilen kuru ekstrelerin verimleri cizelge 4.1.’de
verilmistir.

Cizelge 4. 1. Elde edilen kuru ekstrelerin % verimleri

% verim
Ekstre kodlar1 ASE (1) Maserasyon (2)
A 10,11 8,89
B 14,09 13,63
C 10,18 10,22
D 13,16 9,18
E 9,25 7,58
F 9,62 8,43
G 11,29 8,49
H 8,36 8,58
J 10,61 11,86
K 7,81 9,07
L 9,99 10,86

1A, 2A, turung ekstresi; 1B, 2B, satsuma mandarini ekstresi; 1C, 2C, robinson mandarini; 1D, 2D,
Washington portakali; 1E, 2E, kiitdiken limonu, 1F, 2F, tatl limon; 1G, 2G, bergamot ekstresi; 1H, 2H,
etnak ekstresi; 1J, 2J, starruby greyfurt; 1K, 2K, pomelo ekstresi; 1L, 2L, oroblanco ekstresi; 1 kodlu

ekstreler, ASE yontemiyle ve 2 kodlu ekstreler maserasyon ile elde edilen ekstreleri temsil etmektedir

Robinson mandarini, etnak, starruby greyfurtu, pomelo ve oroblanco ekstrelerinde
verim, maserasyon yontemi ile daha yiiksek hesaplanmistir. Buna karsilik turung, satsuma
mandarini, Washington portakali, kiitdiken limonu, tatli limon ve bergamot tiirlerinin
ASE ekstrelerinin verimleri daha yiliksek bulunmustur. Turung ekstresinde ASE
yontemiyle verimi maserasyona gore %12.2 oraninda artirirken, Washington
portakalinda ASE yOntemi, maserasyona oranla %39.8’lik daha yiiksek verimle
ekstraksiyona olanak saglamistir. Bergamot ASE ekstresi maserasyona gore %28 daha
yiksek verimle ger¢eklesmistir. Pomelo ekstresinde ise maserasyon yontemi ASE’ye

gore %12,6 daha yiiksek verimle ekstraksiyona olanak saglamistir.
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4.2. Ekstrelerde Toplam Fenol Miktar Tayinleri

Spektrofotometrik ~ yontem ile  Folin-Ciocalteu  reaktifi  kullanilarak
gerceklestirilen toplam fenolik madde miktar tayinlerinin sonuglar1 gallik asite esdeger
olarak hesaplanmistir. Gallik asit kalibrasyon egrisi sekil 4.1.’de verilmistir. Sonuglar 3
tekrarli deneylerin ortalamasi olarak standart sapmalariyla birlikte ¢izelge 4.2.°de

verilmistir.

Gallik asit kalibrasyon egrisi

1.2
.0
1 ......
%) .“..-
§ o
506 e
S04 O
< o y = 1.0703x + 0.0202
0-2 Ca R?=0.9996
0
0 0.2 0.4 0.6 0.8 1 1.2
Konsantrasyon

Sekil 4.1. Gallik asit’in kalibrasyon grafigi

Cizelge 4. 2. Ekstrelerin toplam fenolik madde miktarlart (Mgcae/Qekstre)

Ekstre kodlar1 ASE (1) Maserasyon (2)
A 46,49 £ 1,49 41,88+ 1,6
B 30,7 £ 0,65 29,8 + 0,47
C 57,98 £+ 0,28 42,63 £ 0,49
D 46,4 £ 0,09 40,76 £ 0,47
E 37,96 £ 0,88 3453+1,1
F 35,37+£0,28 38,08 +£0,19
G 49,01 £ 0,09 40,89 £ 1,59
H 42,66 £ 0,09 51,47 +1,33
J 35,75+ 0,09 4397+1,4
K 46,93 £ 2,68 66,77 £1,21
L 26,96 + 0,47 30,88 £ 0,28

1A, 2A, turung ekstresi; 1B, 2B, satsuma mandarini ekstresi; 1C, 2C, robinson mandarini; 1D, 2D,
Washington portakali; 1E, 2E, kiitdiken limonu, IF, 2F, tatl limon; 1G, 2G, bergamot ekstresi; 1H, 2H,
etnak ekstresi; 1J, 2J, starruby greyfurt; 1K, 2K, pomelo ekstresi; 1L, 2L, oroblanco ekstresi; 1 kodlu

ekstreler, ASE yontemiyle ve 2 kodlu ekstreler maserasyon ile elde edilen ekstreleri temsil etmektedir.
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ASE yontemiyle hazirlanan ekstrelerde robinson mandarini en yiiksek fenolik
maddeye sahip ekstre olarak bulunmustur. Fenolik madde miktar1 bakimindan robinson
mandarinini sirasiyla bergamot, pomelo, Washington portakali, turung, etnak
izlemektedir. Oroblanco ve satsuma mandarini ise en diigiikk fenolik maddeye sahip
ekstreler olarak bulunmustur.

Maserasyon yontemiyle hazirlanan ekstrelerinde ise pomelo en yiiksek fenolik
madde miktarina sahip iken pomeloyu sirasiyla etnak, robinson mandarini, star ruby
greyfurtu, turung, bergamot ve Washington portakali izlemektedir. ASE ekstrelerinde
oldugu gibi oroblanco ve satsuma mandarini en diisiik fenolik madde miktarina sahip
tiirler olarak bulunmustur.

Satsuma mandarini, tath limon, etnak, starruby greyfurtu, pomelo ve oroblanco
turlerinde maserasyon ile elde edilen ekstrelerin fenolik madde miktarlar1 daha fazla
bulunurken diger tiirlerin (turung, robinson mandarini, Washington portakali, kiitdiken

limonu ve bergamot) ASE ekstrelerinde fenolik madde miktar1 daha fazla bulunmustur.

4.3. Ekstrelerde Toplam Flavonoit Miktar Tayinleri

Ekstrelerdeki toplam flavonoit miktarlari, spektrofotometrik yontem ile AICI3’lin
flavonoitlerle verdigi sar1 renk reaksiyonuna dayanarak kersetine esdeger hesaplanmustir.
Kersetin’in kalibrasyon grafigi sekil 4.2.’de verilmistir. Sonuglar ii¢ tekrarli olarak

standart sapmalariyla birlikte ¢izelge 4.3.’te verilmistir.

Kersetin kalibrasyon egrisi

1.5
1
y=1.7022x + 0.0312
0.5 R?=0.9996
0
0 0.2 0.4 0.6 0.8 1 1.2

Sekil 4.2. Kersetinin kalibrasyon grafigi
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Cizelge 4. 3. Ekstrelerin toplam flavonoit miktarlart (MQke/Qekstre)

Ekstre kodlar1 ASE (1) Maserasyon (2)
A 9,92 £ 0,05 7,69+0,11
B 6,09+0,7 4,44 + 0,15
Cc 9,06 £ 0,58 15,92 +0,11
D 2,37 +0,65 5,18 £ 0,05
E 11,37+0,7 8,55+0,19
F 18,23+ 0,05 17,5+0,53
G 20,38+0,12 15,8+ 0,39
H 22,34 +0,35 21,83+0,35
J 4,52 +0,25 7,26 + 0,036
K 20,85+ 0,25 19,17 +0,73
L 495+0,4 3,31£0,22

1A, 2A, turung ekstresi; 1B, 2B, satsuma mandarini ekstresi; 1C, 2C, robinson mandarini; 1D, 2D,
Washington portakali; 1E, 2E, kiitdiken limonu, 1F, 2F, tatl limon; 1G, 2G, bergamot ekstresi; 1H, 2H,
etnak ekstresi; 1J, 2J, starruby greyfurt; 1K, 2K, pomelo ekstresi; 1L, 2L, oroblanco ekstresi; 1 kodlu

ekstreler, ASE yontemiyle ve 2 kodlu ekstreler maserasyon ile elde edilen ekstreleri temsil etmektedir

ASE ekstrelerinde etnak en yliksek flavonoit i¢erigine sahip iken bergamot ve tath
limon ve robinson mandarininin diger yiiksek flavonoit miktarina sahip tiirler oldugu
bulunmustur. Washington portakali ve starruby greyfurtu ise en diisiik flavonoit igerige
sahip ekstreler olarak bulunmustur.

Maserasyon ekstrelerinde ise ASE’de oldugu gibi etnak’in flavonoitlerce en
zengin ekstre oldugu godzlemlenmistir. Tath limon, pomelo, robinson mandarini ve
bergamot ise flavonoitlerce en zengin ¢ikan diger tiirlerdir. Buna karsilik oroblanco,
satsuma mandarini, starruby greyfurtu, Washington portakali, turung ve kiitdiken
limonunun ise en diisiik flavonoit icerigine sahip oldugu bulunmustur.

ki ekstraksiyon ydntemi Kkarsilastirildiginda turung, robinson mandarini,
Washington portakal, etnak ve starruby greyfurtunun maserasyon ekstrelerindeki
flavonoit miktar1 daha yiiksek ¢ikarken diger tiirlerde ASE ekstreleri flavonoitlerce daha

zengin ¢ikmistir.
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4.4. Spektrofotometrik in vitro Biyolojik Aktivite Sonuclar
4.4.1. 1,1-difenil-2-pikrilhidrazil (DPPH) radikalini sipuricu etki

ASE ve maserasyon yontemiyle %80 metanol ile elde edilen ekstrelerin DPPH*® r
stiptiriicli etkileri standart (pozitif kontrol) olarak kullanilan gallik asit ve askorbik asit
(vitamin C) ile karsilastirmali olarak ICso degerleri lizerinden gizelge 4.4.’te verilmistir.
Sonuglar 3 tekrarli yapilan deneylerin ortalamasi olarak standart sapma degerleriyle

birlikte verilmistir.

Cizelge 4. 4. Ekstrelerin ve standartlarin DPPH radikalini stipiirme kapasiteleri

1Cs0 (ug/ml)
Ekstre kodlar1 ASE (1) Maserasyon (2)
A 314,8+ 3,6 226,6 + 14,3
B 876,1+22,9 568 + 8,4
C 265,7+6,9 259,2 + 5,54
D 516,4+ 1,6 350,6 £ 9,5
E 345 + 16,6 268,7+7,3
F 517,7 £ 17,6 306,6 + 20,2
G 264,1 +5,7 192,9 £ 5,34
H 260,5+0,6 169,1+£8,5
J 7453 +18,5 4179+ 6,6
K 427,2+0,5 175,8+0,7
L 688 + 2,5 456,4 +10,2
Askorbik asit 9,35+ 0,05
Gallik asit 1,93+0,02

1A, 2A, turung ekstresi; 1B, 2B, satsuma mandarini ekstresi; 1C, 2C, robinson mandarini; 1D, 2D,
Washington portakali; 1E, 2E, kiitdiken limonu; IF, 2F, tath limon, 1G, 2G, bergamot ekstresi; 1H, 2H,
etnak ekstresi; 1J, 2J, starruby greyfurt; 1K, 2K, pomelo ekstresi; 1L, 2L, oroblanco ekstresi; 1 kodlu
ekstreler, ASE yontemiyle ve 2 kodlu ekstreler maserasyon ile elde edilen ekstreleri temsil etmektedir.

ASE yontemiyle hazirlanan ekstreler arasinda etnak, bergamot ve robinson
mandarini en ylksek antioksidan aktiviteye sahip ekstreler olarak bulunurken bu tirleri
sirastyla turung ve tathi limon ekstreleri izlemistir. Satsuma mandarini ise en diisiik
antioksidan aktiviteye sahip ekstre olarak bulunmustur.

Maserasyon ydntemiyle elde edilen ekstrelerde ise etnak yine en kuvvetli
antioksidan etkili ekstre olarak bulunurken ASE yontemiyle hazirlanan ekstrelerin tam

tersine pomelo ekstresi, etnaktan sonra en kuvvetli antioksidan olarak bulunmustur.

73



Pomelodan sonra antioksidan aktivite bakimindan sirastyla bergamot, turung, robinson
mandarini ve tath limon en aktif ¢ikmistir. Satsuma mandarini ekstresinin en zayif
antioksidan aktiviteye sahip oldugu bulunmustur.

Maserasyon yontemiyle elde edilen ekstreler, ASE yontemiyle elde edilen
ekstrelere gore daha kuvvetli bir antioksidan aktivite gostermistir. Ancak bu etkiler pozitif

kontrollerden daha diistiktiir.

4.4.2. Tirozinaz enzim inhibisyonuna ait sonuglar

Ekstrelerin potansiyel tirozinaz enzim inhibisyonlari, standart olarak kullanilan
kojik asit ile karsilagtirilarak ¢izelge 4.5.’te iki farkli konsantrasyondaki % inhibisyonlar1
cinsinden verilmistir. % inhibisyon sonuglar1 3 tekrarli yapilan deneylerin ortalamalar1

olarak standart sapma degerleriyle birlikte verilmistir.

Cizelge 4. 5. Ekstrelerin ve standartin tirozinaz tizerindeki % inhibisyon degerleri

5 mg/ml 10 mg/ml
Ekstre kodlar1 ASE (1) Maserasyon (2) ASE (1) Maserasyon (2)
A 46,45 + 3,68 56,44 £ 0,19 54,17+2,8 72.32+1,7
B 10,75+ 0,4 20,65+ 1,94 51,38+ 1,17 37.05+2,98
C 27,718 £ 2,42 28,92 +9,82 32,22+2,62 18.9+0,19
D - 14,53+ 3,4 9,18+ 0,58 55.27 £ 1,56
E 20,46 £ 1,83 25,32 +2,33 51,09 + 1,65 61.75+ 3,01
F 38,54 £ 0,58 61,01 +0,49 70,96 + 4,17 81.23+1,26
G 36,54 + 3,35 67,91 + 3,69 77,51+£1,91 95.07 + 3,66
H 71,35+2,43 63,63 £ 6,47 71,51+£1,85 81.52 £ 5,25
J 45,83+ 1,26 44,25 + 3,69 67,33+£2,62 67.65+ 2,55
K 56,24 + 70,54 £ 5,35 74,65+ 1,17 89.3+2,28
L 42,63 £ 1,56 64,9+3,21 59,42 £ 2,25 66.29 + 2,61
Kojik asit* 3,619 £ 0,01 pg/ml

* |Cso degeri, 1A, 2A, turung ekstresi; 1B, 2B, satsuma mandarini ekstresi; 1C, 2C, robinson mandarini;
1D, 2D, Washington portakali; 1E, 2E, kiitdiken limonu, IF, 2F, tatli limon, 1G, 2G, bergamot ekstresi;
1H, 2H, etnak ekstresi; 1J, 2J, starruby greyfurt; 1K, 2K, pomelo ekstresi; 1L, 2L, oroblanco ekstresi; 1
kodlu ekstreler, ASE yontemiyle ve 2 kodlu ekstreler maserasyon ile elde edilen ekstreleri temsil etmektedir.
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Ekstrelerin  tirozinaz enzim inhibisyonlar1 5 mg/ml ve 10 mg/ml
konsantrasyonlarda degerlendirildiginde konsantrasyona bagli bir inhibisyonun oldugu
goriilmektedir. 10 mg/ml konsantrasyonda robinson mandarini ve Washington portakali
hari¢ tiim ekstreler %50’nin iistiinde bir inhibisyon gostermistir. Robinson ve satsuma
mandarini ve starruby greyfurtu hari¢ tiirlerin maserasyon ekstreleri ASE’ye gore 10
mg/ml konsantrasyonda daha kuvvetli bir inhibisyon etki gostermistir. Hem maserasyon
hem de ASE ekstrelerinde bergamot en etkili ekstre olarak bulunurken pomelo, etnak ve
tath limon diger etkili bilesikler olarak yorumlanmistir.

5 mg/ml konsantrasyonda ise etnak ve starruby greyfurtu disindaki tiim 6rneklerin
maserasyon ekstrelerinin daha kuvvetli tirozinaz inhibisyonu yaptiklar1 goriilmiistiir.
Maserasyon ekstrelerinden pomelo en aktif ¢ikarken, ASE ekstrelerinde ise etnak en etkili
ekstre olarak bulunmustur. Bagta Washington portakali olmak {izere satsuma mandarini,
robinson mandarini ve kiitdiken limonu 5 mg/ml konsantrasyonda en zayif etkili ekstreler
olarak bulunmustur. Washington portakalinin ASE ekstresi ise bu konsantrasyonda
herhangi bir inhibitor etki gostermemistir.

Starruby greyfurtundan hazirlanan her iki ekstrenin de (maserasyon ve ASE)
benzer oranlarda inhibisyon yaptiklar1 gériilmiistiir.

Ekstrelerin genel olarak yiiksek konsantrasyonlarda etki gosterdigi ve
konsantrasyon azaldikga etkinin 6nemli bir sekilde diistiigii veya ortadan kayboldugu
goriilmiistlir. Ayrica pozitif kontrol olarak kullanilan kojik asit ile karsilastirildiginda

ekstrelerin tirozinaz inhibisyonlar1 zayif bulunmustur.

4.5. Ekstrelerin “Parmak izi” YPITK Analiz Bulgular

Literatiir bilgileri dogrultusunda belirlenen metotlar degerlendirildiginde, YPITK
Lichrospher 60F2s4s plakta, etil asetat: asetik asit: formik asit: su (100:11:11:26, h:h:h:h)
mobil faziyla gergeklestirilen ayrimin en iyi oldugu belirlenmistir. Diger mobil faz
sistemleri ile elde edilen goruntiler Ekler (EK-1- Ek-18’¢) kisminda verilmistir.

Kullanilan reaktiflerin kullanim amagclar1 ve degerlendirilme bilgileri Cizelge
4.6.’da verilmistir. Her bir reaktif uygulanmasiyla elde edilen goriintiiler paylasilmis,

benzerlikler ve farkliliklar ortaya konulmustur.
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Cizelge 4. 6. Kullanilan reaktiflerle ilgili genel bilgiler

Reaktif Kullanim sekli Degerlendirme  Teshis

Allminyum Klorar Homojen bir sekilde plaga UV 366 nm Flavonoitler,
paskarthlir ve kurutulur. antrakinonlar

Natural product / PEG Plak 100°C’de 3 dk sitthr, UV 366 nm Flavonoitler,

400 gozeltisi sicakken NP ¢ozeltisine karbonhidratlar,
daldirilir, soguk hava antosiyaninler, bitki
yardimiyla kurutulur, ardindan asitleri
PEG400 ¢ozeltisine daldirilir,
kurutulur.

Potasyum hidroksit Homojen bir sekilde plaga Beyaz isik Antrakinonlar,

(KOH) gozeltisi puskarttlir ve kurutulur. UV 366 nm antronlar, kumarinler,

flavonoitler

Sulfurik asit (H2SO4) Plak reaktife daldirtlir (1 s), Beyazisik Genel reaktif

gozeltisi ardindan 100°C’de 5 dk 1sitilir. UV 366 nm
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Develope isleminden sonra kurutulan plaklar;

Sekil 4.3. 254 nm’de YPITK plagi (Rutin (0,2 pl), Hesperidin (3 pl); 1A, 2A, turung ekstresi; 1B, 2B,
satsuma mandarini; 1C, 2C, robinson mandarini; 1D, 2D, Washington portakali; 1E, 2E,
kiitdiken limonu; 1F, 2F, tatl limon; 1G, 2G, bergamot; 1H, 2H, etnak; 1J, 2J, starruby greyfurt;
1K, 2K, pomelo; 1L, 2L, oroblanco; 1 kodlu ekstreler, ASE yontemiyle ve 2 kodlu ekstreler

maserasyon ile elde edilen ekstreleri temsil etmektedir. Ekstreler 10 ul uygulanmistir)



Develope isleminden sonra kurutulan plaklar;

Sekil 4.4.
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366 nm’de YPITK plagi (Rutin (0,2 pl), Hesperidin (3 pl); 1A, 2A, turung ekstresi; 1B, 2B,
satsuma mandarini; 1C, 2C, robinson mandarini; 1D, 2D, Washington portakali; 1E, 2E,
kutdiken limonu; 1F, 2F, tatl limon, 1G, 2G, bergamot,; 1H, 2H, etnak; 1J, 2J, starruby greyfurt,
1K, 2K, pomelo; 1L, 2L, oroblanco; 1 kodlu ekstreler, ASE yontemiyle ve 2 kodlu ekstreler

maserasyon ile elde edilen ekstreleri temsil etmektedir. Ekstreler 10 pl uygulanmistir)
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AlClsile tirevlendirme

Citrus tiirleri flavonoit bakimidan zengin bir kaynak oldugu icin bu reaktif
secilen tiirevlendirme ajanlarindan biridir. Ayrim sonunda AlCls ile farkli 1gimalar yapan
flavonoitler sekil 4.5’te gortlmektedir. Turung, satsuma mandarini, robinson mandarini,
Washington portakali, kiitdiken limonu, tatli limon ve etnak’in standart olarak kullanilan
hesperidin ile ayn1 Rf degerinde [239] bant verdigi gozlemlenmektedir. Bunun aksine
starruby greyfurt’u, pomelo ve oroblanco’nun ise hesperidinin hemen {istiinde (Rf 0.42)
hesperidin ile ayni 1s1maya sahip bir bant verdikleri goriilmiistiir. Etnak ve bergamot
ekstreleri ise ayni1 sekilde hesperidinin hemen iistiinde benzer 151may1 yapan zayif bir bant

vermektedir.
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Sekil 4.5. AICI3 tiireviendirilen ekstrelerin 366 nm deki goriintiisii (Rutin (0,2 pl), Hesperidin (3 pl); 1A,
2A, turung ekstresi; 1B, 2B, satsuma mandarini; 1C, 2C, robinson mandarini; 1D, 2D,
Washington portakali; 1E, 2E, kiitdiken limonu; IF, 2F, tatli limon, 1G, 2G, bergamot ; 1H, 2H,
etnak ; 1J, 2J, starruby greyfurt; 1K, 2K, pomelo; 1L, 2L, oroblanco; 1 kodlu ekstreler, ASE
yontemiyle ve 2 kodlu ekstreler maserasyon ile elde edilen ekstreleri temsil etmektedir. Ekstreler

10 pl uygulanmistir)
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AICl3 uygulanmis plaklarda, PEG 400 ise bu i1simalarin daha net bir goriintii

vermelerini saglamak amactyla kullanilmaktadir.
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Sekil 4.6. AICI3 + PEG ile tiirevlendirilen plaklarin 366 nm deki goriintisti (Rutin (0,2 pl), Hesperidin (3
pl); 1A, 2A, turung ekstresi; 1B, 2B, satsuma mandarini; 1C, 2C, robinson mandarini; 1D, 2D,
Washington portakali; 1E, 2E, kiitdiken limonu; 1F, 2F, tatl limon; 1G, 2G, bergamot; 1H, 2H,
etnak; 1J, 2J, starruby greyfurt; 1K, 2K, pomelo; 1L, 2L, oroblanco; 1 kodlu ekstreler, ASE
yontemiyle ve 2 kodlu ekstreler maserasyon ile elde edilen ekstreleri temsil etmektedir. Ekstreler

10 pl uygulanmistir)
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H2SOqile turevlendirme

Siilflirik asit reaktifi genel bir reaktif olarak bilinmektedir. Cok ¢esitli maddelerin
366 nm ve beyaz 1sik altinda farkli renklerde goriiniim kazanmalarmi saglar. Genel
profilin aydinlatilmasi i¢in bu reaktifle birlikte beyaz 1sik altinda Rf 0.4 degerinde
hesperidin’in sar1 renkli bir bant (366 nm’de siyah) verdigi gozlemlenmistir. Ayrica
starruby, pomelo ve oroblancoya ait Rf 0.42 bandinin (366 nm’de siyah) yine sar1 renk
ile beyaz 151k altinda goziiktiigli goriilmektedir. 366 nm’de 1s1malar1 gézilkmeyen Rf 0,08
ve Rf 0,14 bantlar: siilfiirik asit reaktifi ile 366 nm’de siyah ve beyaz 151k altinda
kahverengi bantlar verirken bu bilesiklerin Citrus tiirlerinde ortak olarak bulundugu

saptanmugstir (Rf 0,08 maddesi tath limon’un ASE ekstresinde goriilmemektedir).
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Sekil 4.7. HSOq ile tiireviendirilen ekstrelerin 366 nm deki goriintiisii (Rutin (0,2 pl), Hesperidin (3 pl);
1A, 2A, turung ekstresi; 1B, 2B, satsuma mandarini; 1C, 2C, robinson mandarini; 1D, 2D,
Washington portakal; 1E, 2E, kiitdiken limonu; IF, 2F, tatli limon, 1G, 2G, bergamot, 1H, 2H,
etnak; 1J, 2J, starruby greyfurt; 1K, 2K, pomelo; 1L, 2L, oroblanco; 1 kodlu ekstreler, ASE
yontemiyle ve 2 kodlu ekstreler maserasyon ile elde edilen ekstreleri temsil etmektedir. Ekstreler

10 pl uygulanmustir)
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Beyaz 151k (transmisyon, remisyon + transmisyon) gorintilerinde Ozellikle
bergamota ait Rf 0.51 (tathi limonda da var) ve Rf 0.55 degerlerinde birbirine yakin
gOziiken pembe ve mavi bantlar dikkat ¢ekmektedir. Turung, satsuma mandarini,

robinson mandarini ve Washington portakali ise Rf 0.81 degerinde ortak sari bantlar

vermistir.

Sekil 4.8. HySO; ile tiireviendirilen plaklarin beyaz wsik (transmisyon) goriintiisii (Rutin (0,2 pl), Hesperidin
(3 pl); 1A, 2A, turung ekstresi; 1B, 2B, satsuma mandarini; 1C, 2C, robinson mandarini; 1D, 2D,
Washington portakali; 1E, 2E, kiitdiken limonu, 1F, 2F, tath limon; 1G, 2G, bergamot,; 1H, 2H,
etnak; 1J, 2J, starruby greyfurt; 1K, 2K, pomelo; 1L, 2L, oroblanco; 1 kodlu ekstreler, ASE
yontemiyle ve 2 kodlu ekstreler maserasyon ile elde edilen ekstreleri temsil etmektedir. Ekstreler

10 ul uygulanmistir)
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Sekil 4.9. H,SO; ile tiireviendirilen plakiarin beyaz 151k (remisyon + transmisyon) goriintiisii (Rutin (0,2
pl), Hesperidin (3 pl); 1A, 2A, turung ekstresi; 1B, 2B, satsuma mandarini; 1C, 2C, robinson
mandarini; 1D, 2D, Washington portakali; 1E, 2E, kiitdiken limonu, 1F, 2F, tath limon, 1G, 2G,
bergamot; 1H, 2H, etnak; 1J, 2J, starruby greyfurt; 1K, 2K, pomelo; 1L, 2L, oroblanco; 1 kodlu
ekstreler, ASE yontemiyle ve 2 kodlu ekstreler maserasyon ile elde edilen ekstreleri temsil

etmektedir. Ekstreler 10 ul uygulanmgtir)
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NP/PEG ile turevlendirme

NP/PEG fenolik yapidaki bilesiklerin (6zellikle flavonoitler) 366 nm’de
karakteristik renklerde 1s1ma yapmalarini saglayan bir tiirevlendirme ajanidir. Ayrica
beyaz 151k altinda bu maddelerin sar1 renk vermelerini de saglar. Sekil 4.10°da goriildigi
gibi hesperidin bu metot ile koyu yesil-kahverengimsi bir bant verirken Rf 0.42
degerindeki bandin da (6zellikle starruby, pomelo ve oroblanco’da dominant) ayni
renklenmeyi verdigi goriilmiistiir. Bu tiirevlendirme ile birlikte bazi ortak bantlar daha iyi
secilmistir. Rf 0.18 maddesinin turuncu renkteki band1 ve bazi tiirler arasinda ortak olarak
bulundugu dikkat ¢cekmistir. Yine Rf 0.23 bandinin mavi renkte goziiktiigii ve baz1 tiirler
arasinda ayirt edici oldugu bulunmustur. Karakteristik kirmizi bandin hemen altinda
goziiken sar1 bandmn (Rf 0.35) 6zellikle limon, tatli limon, bergamot ve etnak i¢in ayirt
edici oldugu goriiliirken bergamot ekstrelerinde daha yogun bir 1s1maya sahip oldugu
bulunmustur. Etnak ve pomelo ekstreleri diisiik Rf degerlerinde farkli renklerde bazi
flavonoitlerin 1s1malarma sahip oldugu ayrica dikkat ¢ekici bir 6zelliktir (sekil 4.10).

366 nm’de yine turung, kiitdiken limonu, bergamot ve etnak’a ait karakteristik bir
kirmizi bant da dikkat ¢cekmektedir. Bu bant tiirevlendirme sonrasinda olusmayip birkag
dakika sonra kendiliginden ortaya ¢iktig1 ve 366 nm’de oldugu gibi beyaz 151k altinda da
acik kirmizi-pembemsi bir renk ile karakterize bir sekilde goriilmektedir (sekil 4.10).
Literatiir ile karsilastirildiginda eriodiktiol tiirevi bilesiklerin ayn1 karakteristik 6zellige

sahip oldugu bulunmustur [240].
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Sekil 4.10. NP/PEG ile tiirevlendirilen plaklarmn 366nm deki gorintiisii (Rutin (0,2 pl), Hesperidin (3 pl);
1A, 2A, turung ekstresi; 1B, 2B, satsuma mandarini; 1C, 2C, robinson mandarini; 1D, 2D,
Washington portakal; 1E, 2E, kiitdiken limonu; 1F, 2F, tatlh limon; 1G, 2G, bergamot; 1H, 2H,
etnak; 1J, 2J, starruby greyfurt; 1K, 2K, pomelo; 1L, 2L, oroblanco; 1 kodlu ekstreler, ASE
yontemiyle ve 2 kodlu ekstreler maserasyon ile elde edilen ekstreleri temsil etmektedir. Ekstreler

10 ul uygulanmistir)
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Sekil 4.11. NP/PEG ile tiireviendirilen plaklarmm beyaz 151k (transmisyon) goriintiisii (Rutin (0,2 pl),
Hesperidin (3 ul); 1A, 2A, turung ekstresi; 1B, 2B, satsuma mandarini; 1C, 2C, robinson
mandarini; 1D, 2D, Washington portakali; 1E, 2E, kiitdiken limonu; 1F, 2F, tath limon; G,
2G, bergamot; 1H, 2H, etnak; 1J, 2J, starruby greyfurt; 1K, 2K, pomelo; 1L, 2L, oroblanco;
1 kodlu ekstreler, ASE yontemiyle ve 2 kodlu ekstreler maserasyon ile elde edilen ekstreleri

temsil etmektedir. Ekstreler 10 ul uygulanmugtir)
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Sekil 4.12. NP/PEG ile tiirevilendirilen plaklarin beyaz 151k (remisyon + transmisyon) goruntisi (Rutin
(0,2 pl), Hesperidin (3 pl); 1A, 2A, turung ekstresi; 1B, 2B, satsuma mandarini; 1C, 2C,
robinson mandarini; 1D, 2D, Washington portakal,; 1E, 2E, kiitdiken limonu, 1F, 2F, tath
limon; 1G, 2G, bergamot; 1H, 2H, etnak; 1J, 2J, starruby greyfurt; 1K, 2K, pomelo; 1L, 2L,

oroblanco; 1 kodlu ekstreler, ASE yontemiyle ve 2 kodlu ekstreler maserasyon ile elde edilen

ekstreleri temsil etmektedir. Ekstreler 10 ul uygulanmustir)
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4.5.1. Ekstrelerin YPITK profillerinin karsilastiriimasi

45.1.1. C. aurantium (Turung)

Ekstraksiyon metodunun fitokimyasal maddeler {izerine etkisine bakildiginda her
iki ekstrenin de benzer bantlar1 verdikleri gozlemlenmistir (Sekil 4.13).

A B C D E

Sekil 4.13.Turun¢ ASE ve maserasyon ekstrelerinin metot 1 ile YPITK karsilastirmalart (metot 1 ayrim,
AIClI; tlrevlendirmesi (A), NP/PEG tirevlendirmesi (B,E), H2SO tirevliendirmesi (C,D), her

karsilagtirmada soldaki ASE, sagdaki maserasyon ekstresi)

Apolar bilegenlerin ayriminin yapildigi metot (Metot 3) sonucunda turung ASE ve
maserasyon ekstrelerinin Ayni Rf degerlerinde benzer bantlar1 verdikleri goriilmiistiir

(Sekil 4.14).

A B C D

Sekil 4.14. Turung ASE ve maserasyon ekstrelerinin metot 3 ile YPITK karsilastirmalar: (metot 3 (A), metot
3 ve KOH tirevlendirmesi (B), metot 3 ve H,SO4 tiirevlendirmesi (C,D), her karsilastirmada

soldaki ASE, sagdaki maserasyon ekstresi)
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4.5.1.2. C. reticulata (Satsuma kiiltivart)

Satsuma mandarini incelendiginde genel olarak kompozisyonun ayni oldugu
goriilmiistiir. AICIz turevlendirmesinden sonra elde edilen 366 nm goruntilerinde Rf
0.42°de yesilimsi 1s1ma yapan maddenin ASE ekstresinde daha yogun bir 1s1maya sahip
oldugu gozlemlenmistir (Sekil 4.15).

A B C D E

Sekil 4.15. Satsuma mandarini ASE ve maserasyon ekstrelerinin metot 1 ile YPITK karsilastirmalar: (metot
I ayruimi, AICI3 tarevlendirmesi (A), NP/PEG turevlendirmesi (B,E), H2SO, tlrevliendirmesi
(C,D), her karsilastirmada soldaki ASE, sagdaki maserasyon ekstresi)

YPITK ile apolar bilesenlerin ayrimi sonucunda satsuma ASE ve maserasyon

ekstrelerinin kompozisyonlarinin ayni oldugu sonucuna varilmistir (Sekil 4.16).

A B C D

Sekil 4.16. Satsuma mandarini ASE ve maserasyon ekstrelerinin metot 3 ile YPITK karsilagtirmalar: (metot
3 (A), metot 3 ve KOH tirevlendirmesi (B), metot 3 ve H,SO4 tlirevlendirmesi (C,D), her
karsilastirmada soldaki ASE, sagdaki maserasyon ekstresi)
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4.5.1.3. C. reticulata (Robinson kiiltivart)

C. reticulata incelendiginde ozellikle H>SO4 tilrevlendirmesinde beyaz 1sik
altinda goriinen Rf 0.3 degerindeki zayif bant yalnizca ASE ekstresinde gézlemlenmistir.
Bu durum maddenin 1s1 ile daha iyi ekstre edildigi veya 1s1 ile bozunma sonucu olusan bir

yan iirlin olabilecegi yorumu yapilmistir. Yine ayni tiirevlendirmedeki kahverengi bantlar

aras1 Rf farklari ayn1 gézlemlenmistir (Sekil 4.17).
A B C D E

Sekil 4.17.Robinson mandarini ASE ve maserasyon ekstrelerinin metot 1 ile YPITK karsilastirmalar:
(metot 1 ayrimu, AICl3 tirevlendirmesi (A), NP/PEG tirevlendirmesi (B,E), H.SOs

tirevlendirmesi (C,D), her karsilastirmada soldaki ASE, sagdaki maserasyon ekstresi)

Yapilan analizler sonucunda Robinson mandarininin ASE ve maserasyon
ekstrelerinin apolar bilesimleri benzer ¢ikmustir (Sekil 4.18).
A B C D

Sekil 4.18. Robinson mandarini ASE ve maserasyon ekstrelerinin metot 3 ile YPITK karsilastirmalart
(metot 3 (A), metot 3 ve KOH tirevlendirmesi (B), metot 3 ve H,SO4 tiirevlendirmesi (C,D),

her karsilastirmada soldaki ASE, sagdaki maserasyon ekstresi)
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45.1.4. C. sinensis (Washington portakaly)

Maserasyon ekstresinin siilfiirik asit tiirevlendirmesinin beyaz 1g1k goriintiisiinde
Rf 0.25 degerinde ASE ekstresinde bulunmayan bir bandm varligi géze ¢arpmustir. (Sekil
4.19).

A B C D E

Sekil 4.19. Washington portakali ASE ve maserasyon ekstrelerinin metot 1 ile YPITK karsilastirmalar:
(metot 1 ayrimu, AICl3 tirevlendirmesi (A), NP/PEG tirevlendirmesi (B,E), H.SOs

tiireviendirmesi (C,D), her karsilastirmada soldaki ASE, sagdaki maserasyon ekstresi)

Apolar maddelerin ayrimi sonucunda her iki ekstrenin de benzer bantlari
verdikleri goriilmiistiir (Sekil 4.20).
A B C D

Sekil 4.20. Washington portakali ASE ve maserasyon ekstrelerinin metot 3 ile YPITK karsilastirmalar:
glon p YV
(metot 3 (A), metot 3 ve KOH tiirevlendirmesi (B), metot 3 ve H,SQO4tlrevliendirmesi (C,D), her

karsilastirmada soldaki ASE, sagdaki maserasyon ekstresi)
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45.1.5. C. limon (Kutdiken limonu)

Kiitdiken limon ekstreleri karsilastirildiginda H>SOs tirevlendirmesiyle elde
edilen plaklardaki renklenen bantlarin benzer oldugu gézlenmistir. Polar bilesenlerinin
kompozisyonu bakimimdan ise genel olarak bir farklilik olmadig:1 goriilmiistiir (Sekil
4.21).

A B C D E

-

Sekil 4.21. Kiitdiken limonu ASE ve maserasyon ekstrelerinin metot 1 ile YPITK karsilastirmalar: (metot 1
ayrimi, AICIs tirevlendirmesi (A), NP/PEG tirevlendirmesi (B,E), H.SOastiirevlendirmesi (C,D),

her karsilastirmada soldaki ASE, sagdaki maserasyon ekstresi)

Apolar bilesiklerin karsilastirilmasi sonucunda her iki ekstrenin de benzer bantlari

verdikleri gézlemlenmistir (Sekil 4.22).

A B C
Sekil 4.22. Kiitdiken limonu ASE ve maserasyon ekstrelerinin metot 3 ile YPITK karsilastirmalar: (metot 3

(A), metot 3 ve KOH tirevlendirmesi (B), metot 3 ve H,SO, tirevlendirmesi (C,D), her

karsilastirmada soldaki ASE, sagdaki maserasyon ekstresi)
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4.5.1.6. C. limetta (Tatl limon)

Tath limon’un diger tiirlerin aksine H>SOs tirevlendirildikten sonra Rf 0,08
degerindeki bandi maserasyon ekstresinde olduk¢a zayif iken ASE ekstresinde

goriilmemistir. AICI3 ve NP/PEG ile farkli renklerde 1s1ma yapan flavonoit ve grubu

bilesiklerin kompozisyonunda 6nemli bir degisiklik goriilmemistir (Sekil 4.23).
A B C D E

Sekil 4.23. Tatl1 limon ASE ve maserasyon ekstrelerinin metot 1 ile YPITK karsilastirmalar: (metot I ayrimu,
AICI3 tarevlendirmesi (A), NP/PEG tlrevlendirmesi (B,E), H2SOs tlrevlendirmesi (C,D), her
karsilagtirmada soldaki ASE, sagdaki maserasyon ekstresi)

Apolar kompozisyon analizleri incelendiginde 366 nm ve AICls ve H2SO; ile
tiirevlendirme sonrasi elde edilen 366 nm goriintiilerinde Rf 0.35 degerinde mavi bant
veren madde yalnizca maserasyon ekstresinde goriilmiistiir (Sekil 4.24).

A B C D

Sekil 4.24.Tatl: limon ASE ve maserasyon ekstrelerinin metot 3 ile YPITK karsilastirmalar: (metot 3 (A),
metot 3 ve KOH tilrevlendirmesi (B), metot 3 ve H,SO, tirevlendirmesi (C,D), her

karsilastirmada soldaki ASE, sagdaki maserasyon ekstresi)
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45.1.7. C. bergamia (Bergamot)

Bergamot  ekstrelerinin  polar  bilesikleri  karsilastirildiginda  H2SOg4
tirevlendirmesindeki Rf 0.55’teki mavi bandin bergamota 6zgiin oldugu bulunmustur.
ASE ve maserasyon ekstreleri arasinda farkli bir kompozisyon bulunmamistir (Sekil

4.25).

A B C D E

Sekil 4.25. Bergamot ASE ve maserasyon ekstrelerinin metot 1 ile YPITK karsilastirmalar: (metot I ayrimu,
AICl; turevlendirmesi (A), NP/PEG tlrevlendirmesi (B,E), H2SOs tlrevlendirmesi (C,D), her

karsilagtirmada soldaki ASE, sagdaki maserasyon ekstresi)

Bergamotun daha apolar bilesiklerden olusan kompozisyonunun her iki
ekstraksiyon metodu sonucunda benzer bantlar1 verdikleri goriilmiistiir (Sekil 4.26).
A B C D

Sekil 4.26.Bergamot ASE ve maserasyon ekstrelerinin metot 3 ile YPITK karsilastirmalar: (metot 3 (A),
metot 3 ve KOH tirevlendirmesi (B), metot 3 ve H,SO, tirevlendirmesi (C,D), her

karsilastirmada soldaki ASE, sagdaki maserasyon ekstresi)
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4.5.1.8. C. medica (Etnak)

Ayrim sonucunda etnak’in  ASE ve maserasyon ekstrelerinin  polar

kompozisyonunda bir degisiklik gdzlenmemistir (Sekil 4.27).
A B C D E

Sekil 4.27.Etnak ASE ve maserasyon ekstrelerinin metot 1 ile YPITK karsilastirmalar: (metot 1 ayrimu,
AIClI; tlrevlendirmesi (A), NP/PEG tirevlendirmesi (B,E), H2SO tirevliendirmesi (C,D), her

karsilagtirmada soldaki ASE, sagdaki maserasyon ekstresi)

Apolar bilesikler i¢in uygulanan metot sonucunda elde edilen ayrimlara gore iki
farkl1 ekstre ile elde edilen Orneklerin kompozisyonlar1 arasinda bir farklilik
goriilememistir (Sekil 4.28)

A B C D

s MY

Sekil 4.28.Etnak ASE ve maserasyon ekstrelerinin metot 3 ile YPITK karsilastirmalar: (metot 3 (A), metot
3 ve KOH tirevlendirmesi (B), metot 3 ve H,SO4 tiireviendirmesi (C,D), her karsilastirmada

soldaki ASE, sagdaki maserasyon ekstresi)
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4.5.1.9. C. paradisi (Starruby greyfurtu)

Starruby greyfurt ekstrelerinde naringin bandinin maserasyon ekstresindeki is1ma
yogunlugu dikkat ¢ekmistir. Ancak ekstraksiyon metotlarinin karsilastirmasinda polar
bilesenlerin kompozisyon farkliliginda herhangi bir farklilik bulunamamaistir (Sekil 4.29).

A B C D E

......................

Sekil 4.29. Starruby greyfurtu ASE ve maserasyon ekstrelerinin metot 1 ile YPITK karsilastirmalar: (metot
1 ayruimi, AICI; tirevlendirmesi (A), NP/PEG tlrevlendirmesi (B,E), H2SO4 tiirevlendirmesi
(C,D), her karsilagtirmada soldaki ASE, sagdaki maserasyon ekstresi)

Farkli tiirevlendirme basamaklarindan sonra daha apolar bilesikler incelendiginde

ise polar bilesenlerin kompozisyonunda oldugu gibi ayn1 sekilde kompozisyon farklilig:

goriilmemektedir (Sekil 4.30).
A B C D

Sekil 4.30.Starruby greyfurtu ASE ve maserasyon ekstrelerinin metot 3 ile YPITK karsilastirmalar: (metot
3 (A), metot 3 ve KOH tirevlendirmesi (B), metot 3 ve H,SO4 tlirevlendirmesi (C,D), her

karsilastirmada soldaki ASE, sagdaki maserasyon ekstresi)
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4.5.1.10. C. maxima (Pomelo)

Pomelo kabuk ekstresi incelendiginde kompozisyonda genel olarak bir farklilik
gOziikmese de Rf 0.42 degerinde tiim goriintiilerde goziiken ve naringin oldugu saptanan

bilesigin maserasyon ekstrelerinde ASE’ye oranla daha yogun bir 1gimaya sahip oldugu

gozlenmistir (Sekil 4.31).
A B C D E

Sekil 4.31.Pomelo ASE ve maserasyon ekstrelerinin metot 1 ile YPITK karsilastirmalar: (metot I ayrimu,
AICl; turevlendirmesi (A), NP/PEG tlrevlendirmesi (B,E), H2SOs tlrevlendirmesi (C,D), her
karsilagtirmada soldaki ASE, sagdaki maserasyon ekstresi)

Daha apolar bilesiklerin kompozisyonlar1 agisindan Pomelo ekstresinde anlamli
bir fark goze carpmamustir (Sekil 4.32).
A B C D

Sekil 4.32.Pomelo ASE ve maserasyon ekstrelerinin metot 3 ile YPITK karsilastirmalar: (metot 3 (A), metot
3 ve KOH tirevlendirmesi (B), metot 3 ve H,SO4 tlrevlendirmesi (C,D), her karsilastirmada

soldaki ASE, sagdaki maserasyon ekstresi)
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45.1.11. C. maxima x C. paradisi (Oroblanco)

Hibrit bir tir olan oroblaco analizlerinde NP/PEG tlrevlendirilmesinde Rf 0.16
degerindeki bandin ASE ekstresinde bulunurken maserasyon ekstresinde olmadigi veya
eser miktarda bulundugu goriilmiistiir. Bunun digsinda AICls ile 366 nm (agik yesil bant)
ve NP/PEG (sar1 bant) ile alinan beyaz 151k goriintiilerinde naringin olarak bulunan

bilesigin maserasyon ekstrelerinde daha yogun bir 1s1ma yaptig1 gézlemlenmistir (Sekil
4.33).

A B C D E

Sekil 4.33. Oroblanco ASE ve maserasyon ekstrelerinin metot 1 ile YPITK karsilagtirmalar: (metot 1 ayrim,
AIClI; tlrevlendirmesi (A), NP/PEG tirevlendirmesi (B,E), H2SO, tirevlendirmesi (C,D), her
karsilagtirmada soldaki ASE, sagdaki maserasyon ekstresi)

Apolar bilesenlerin ayriminda Rf degerleri 0.57 ve 0.63 olan maddelerin 1s1malar1
genel olarak ASE ekstrelerinde daha yogun gozlemlenmistir (Sekil 4.34).
A B C D

Sekil 4.34.0roblanco ASE ve maserasyon ekstrelerinin metot 3 ile YPITK karsilastirmalar: (metot 3 (A),
metot 3 ve KOH tirevlendirmesi (B), metot 3 ve H,SO, tirevlendirmesi (C,D), her

karsilastirmada soldaki ASE, sagdaki maserasyon ekstresi)
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4.6. YPITK-Biyootografik Metotlara Ait Bulgular

4.6.1. Biyootografik YPITK-DPPH radikal siipiiriicii etki

Ayrimi yapilan ve kurutulan plaklar %0.05 DPPH® ¢ozeltisine daldirma aygit1
(CAMAG?®, Isvigre, Immersion device I1I) ile hiz:5, siire:1 olacak sekilde daldirilmis ve
1 dk kurutulduktan sonra, 30 dk karanlikta inkiibe edilmistir. Inkiibasyon siiresinin

sonunda plaklar beyaz 1sikta incelenmistir.

Sekil 4.35. DPPH*¢ézeltisine daldirilan plakiarin beyaz isik (transmisyon) gorintiisii (Rutin (0,2 pl),
Hesperidin (3 pl, en sagdaki 4 pl'); 1A, 2A, turung ekstresi; 1B, 2B, satsuma mandarini; 1C,
2C, robinson mandarini; 1D, 2D, Washington portakali; 1E, 2E, kiitdiken limonu; IF, 2F, tatl
limon; 1G, 2G, bergamot; 1H, 2H, etnak; 1J, 2J, starruby greyfurt; 1K, 2K, pomelo; 1L, 2L,
oroblanco; 1 kodlu ekstreler, ASE yontemiyle ve 2 kodlu ekstreler maserasyon ile elde edilen

ekstreleri temsil etmektedir. Ekstreler 10 ul uygulanmigstir)
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Sekil 4.36. DPPH® ¢ozeltisine daldirilan plaklarin beyaz 151k (remisyon + transmisyon) gérintusu (Rutin

(0,2 pl), Hesperidin (3 ul, en sagdaki 4 pl); 1A, 2A, turung ekstresi; 1B, 2B, satsuma mandarini;
1C, 2C, robinson mandarini; 1D, 2D, Washington portakali; 1E, 2F, kiitdiken limonu, 1F, 2F,
tatl limon; 1G, 2G, bergamot,; 1H, 2H, etnak; 1J, 2J, starruby greyfurt; 1K, 2K, pomelo; 1L,
2L, oroblanco; 1 kodlu ekstreler, ASE yontemiyle ve 2 kodlu ekstreler maserasyon ile elde edilen

ekstreleri temsil etmektedir. Ekstreler 10 ul uygulanmustir)

Beyaz 1sikta incelenen plaklarda, mor renkli zemin aktif DPPH radikalini isaret
ederken, ¢ok acik sar1 bantlar rediikte olan DPPH radikalini yani hidrazin tiirevini
gostermektedir. Plaklarda goriildiigii iizere, hesperidin 3 pg, rutin 200 ng, Klorojenik asit
1 pg ve kafeik asit 1 pg dozlarda DPPH radikalini stipUrici etki gostermistir.

Ekstrelerde hesperidin ile ayn1 Rf degerine sahip satsuma mandarini, robinson
mandarini, Washington portakali ve tatli limon ekstrelerinde belirlenen bant DPPH
radikali stiptiriicti etki gostermistir. Bu ekstrelerde gbzlemlenen bandin hesperidin olup
olmadig1 Kiitle Spektroskopisi ile arastirilmistir. Ayrica turung, kiitdiken limonu,
bergamot ve etnak ekstrelerinde ise hesperidinin Rf degerinden daha diisiik degere sahip

ve daha yiiksek DPPH radikalini siipiiriicii etki gosteren bir bant tespit edilmistir.
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4.6.1.1. Ekstrelerde DPPH?®* siipiiriicii etki gosteren ve hesperidin oldugu diisiiniilen
bilesigin (MS-1) KS analizi

MS 1 kodlu bilesik

Sekil 4.37. DPPH® supurici etkisi belirlenen MS-1 kodlu bilesik (1A, turung ekstresi; 1B, satsuma
mandarini ekstresi; 1C, robinson mandarini; 1D, Washington portakali; 1E, kiitdiken limonu;
IF, tatli limon; 1G, bergamot ekstresi; 1H, etnak ekstresi; 1J, starruby greyfurt; 1K, pomelo

ekstresi; 1L, oroblanco ekstresi; ekstreler 10 u/ uygulanmustir)

DPPH supurici etkisi gozlemlenen MS 1 kodlu bilesik, YPITK-preparatif
calisma ile metanolle plaktan ekstre edilmistir. Metanollii karisim, Kiitle Spektroskopisi
analizi i¢cin manuel enjeksiyon ile sisteme verilmistir. Q1 taramasi negatif modda
yapilarak [M-H] pikleri total iyon kromatograminda (TIC) arastirilmistir. Bilesigin,
hesperidin ile ayn1 Rf’te olmasi bilesigin hesperidin olma olasiligin1 kuvvetlendirmistir.
Ayrica Q1 taramasinda yogunlugu diger piklere gore daha yiiksek olan m/z 609 [M-H]
piki belirlenmistir. Fragmentlerinin belirlenmesi i¢in bilesik optimizasyonu negatif
modda yapilmistir. Bu analiz sonucunda maddenin kiitle spektrumu (sekil 4.38) elde
edilmistir. Spektrum degerlendirildiginde, m/z 301 [M-H-308] pikinin majér pik oldugu
dikkat cekmektedir. m/z 301 — 151 [M-H-150] pargalanmasinin yani sira m/z 164, m/z

242 ve m/z 286 fragmentleri karakteristik olarak hesperetin’e ait oldugu diigiintilmiistiir
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(Sekil 4.39) [241]. Fragmentler olusurken 308 amu’luk farkin molekiiler iyon pikinden

rutinozit kopmasini isaret etmektedir. Ciinkii 308 amu’luk fark sadece rutinozit

kopmalarinda goriilmektedir. Bu nedenle molekiil agirligi 610 olan madde hesperidin

(hesperetin rutinozit) olarak tanmimlanmistir. Standart hesperidin ayni kosullarda KS

sistemine verilmis, MS 1 kodlu bilesigin hesperidin oldugu belirlenmistir.
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Sekil.4.38. Hesperidin igin QI taramasi ve kiitle spektrumu
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Sekil 4.39. Hesperidin’e ait par¢alanmalar

4.6.1.2. Ekstrelerde DPPH?® siipiiriicii etki gésteren ikinci bilesigin (MS-2) KS analizi

g =
E B
" -
=% @
n (-
g g
e -

Sekil 4.40. DPPH® siipiiriicii etkisi belirlenen MS 2 kodlu bilesik (1A, turung ekstresi; 1B, satsuma
mandarini ekstresi; 1C, robinson mandarini; 1D, Washington portakali; 1E, kiitdiken limonu;
1F, tatl limon; 1G, bergamot ekstresi; 1H, etnak ekstresi; 1J, starruby greyfurt; 1K, pomelo

ekstresi; 1L, oroblanco ekstresi; ekstreler 10 u! uygulanmistir)
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Plaklarda DPPH radikali siipiiriicii etkisi hesperidine oranla daha yiiksek oldugu
gozlenen MS-2 kodlu bilesik, YPITK-preparatif ¢alisma ile metanolle plaktan ekstre
edilmistir. Metanollii karigim, Kiitle Spektroskopisi analizi i¢in manuel enjeksiyon ile
sisteme verilmistir. Q1 taramasi negatif modda yapilarak [M-H] pikleri total iyon
kromatograminda (TIC) arastirilmistir. Total iyon kromatogramimda m/z 595 [M-H] iyon
pikinin yogunlugu digerlerine gore yiiksek olarak belirlenmistir. Bilesigin kiitle
spektrumunun almabilmesi i¢in bilesik optimizasyonu negatif modda yapilmistir. Elde
edilen spektrum (Sekil 4.41.) degerlendirildiginde, m/z 595 [M-H] molekdler iyon
pikinin fragmentleri m/z 459 [M-H-136], m/z 287, m/z 151, m/z 135, m/z 107, m/z 65
gorulmektedir. Literatiir arastirmalar1 sonucunda NP/PEG tiirevlendirmesi ile olusan
kirmizi bantlarin Citrus tiirlerinde eriodiktiyol tiirevi bilesikler olarak yorumlandigi
dikkate almarak, m/z 287 [M-H-308] fragmentinin varligi yapidan kopan disakkarit
sonucunda eriodiktiyol aglikon yapisi olarak yorumlanmistir. Ayrica yine m/z 287
aglikonundan koparak olusan m/z 151 ve m/z 135 fragmentleri eriodiktiyol aglikon
yapisini  kuvvetlendirmektedir.  Bilesigin  eriositrin/neoeriositrin’in  karakteristik
pargalanmalarini verdigi ve m/z 459 ile m/z 287 fragmentlerinin yogunluklarina bakilarak
m/z 287 piki olduke¢a diisiikk yogunlukta bulundugu i¢in bilesigin neohesperidoz tirevi
seker tasidig1 diisiintilmiistiir (Sekil 4.42). Bu bilgiler altinda bilesik neoeriositrin olarak
yorumlanmustir [242].
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"W Q1:5 MCAscans from Sample 1 (TuneSampleName) of mskodlu eriocitrin ola_InitQ1_Neg.wiff (Turbo Spray) Max. 2 5e6 cps.
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Sekil 4.41. MA ’s1 596 olan MS 2 kodlu bilesigin Q1 taramasi ve kiitle spektrumu
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Sekil 4.42. Neoeriositrin ‘e ait karakteristik parcalanma runleri

4.6.2. Biyootografik YPITK-Tirozinaz enzim inhibisyonuna ait bulgular

Ayrimi yapilan ve kurutulan plaklara, once tirozinaz enzimi plak ylizeyinde 1slak
bir alan olusturmayacak homojen bir sekilde piiskiirtiilmiistiir. Ardindan Triton-X ile
hazirlanan L-Dopa ¢6zeltisi plak ylizeyine yine 1slak bir alan olusturmayacak sekilde
homojen piiskiirtiilmiistiir. Piiskiirtme islemlerinin sonunda enzime uygun kosullarda

plak inkiibasyona birakilmis ve ardindan 5 dk azot gazina tutulmustur.

l Koyu . z.eminZ tirozinaz
beyaz spot ise tirozinaz enziminin aktif oldugunu
inhibisyonunu gésterir L-Dopa’yr  oksitleyerek
dopakinona ¢evirdigini
gostermektedir.

Sekil 4.43. Biyootografik olarak plakta tirozinaz inhibisyonunun degeriendirmesi

106



Elde edilen plaklar beyaz i1sikta degerlendirilmistir. Pozitif kontrol olarak,
tirozinaz enzim inhitorii olarak kojik asit tercih edilmistir. Plaklara 1 mg/ml

konsantrasyonda metanolde hazirlanan kojik asit 2 pl, 5 pl ve 10 pl uygulanmistr.

Sekil 4.44. Enzim ve substrat ¢ozeltileri piiskiirtiilen plaklarin inkiibasyon sonrasi beyaz 151k (transmisyon)

goruntlst (1A, 2A, turung ekstresi; 1B, 2B, satsuma mandarini ekstresi; 1C, 2C, robinson
mandarini; 1D, 2D, Washington portakali; 1E, 2E, kiitdiken limonu; 1F, 2F, tatl limon; 1G, 2G,
bergamot ekstresi; 1H, 2H, etnak ekstresi; 1J, 2J, starruby greyfurt; 1K, 2K, pomelo ekstresi;
1L, 2L, oroblanco ekstresi; 1 kodlu ekstreler, ASE yontemiyle ve 2 kodlu ekstreler maserasyon
ile elde edilen ekstreleri temsil etmektedir. Ekstreler 30 ul/ uygulanmustir)

Plaklara uygulanan ekstreler 5 mg/ml konsantrasyonda hazirlanmistir, bu
ekstrelerin uygulanma miktar1 30 pl olarak belirlenmistir. 150 pg uygulanan ekstreler
incelendiginde, starruby greyfurt, pomelo ve oroblanco ekstrelerinde tirozinaz enzimini
cok zayif sekilde inhibe eden ve ayni Rf degerine sahip bantlar gézlenmistir. Bu bilesigin

tanimlanmasinda Kiitle Spektroskopisi kullanilmistr.
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4.6.2.1. Tirozinaz inhibisyonu gézlenen bilesigin KS analizi

Tirozinaz inhibe edici 6zel|ikt§ki bant

Sekil 4.45.Tirozinaz inhibe edici bant, 2A, turung ekstresi; 2B, satsuma mandarini ekstresi; 2C, robinson
mandarini; 2D, Washington portakali;, 2E, kiitdiken limonu, 2F, tath limon; 2G, bergamot
ekstresi; 2H, etnak ekstresi; 2J, starruby greyfurt; 2K, pomelo ekstresi; 2L, oroblanco ekstresi;
2 kodlu ekstreler maserasyon ile elde edilen ekstreleri temsil etmektedir. Ekstreler 30 pl

uygulanmigtir)

Tirozinaz enzim inhibisyonu yapan bilesik, YPITK-preparatif calisma ile
metanolle plaktan ekstre edilmistir. Metanollii karisim, Kiitle Spektroskopisi’ne manuel
enjektdr ile uygulanmustir. Kiitle spektroskopisi’nde ilk olarak pozitif ve negatif modlarda
Q1 MS analizi yapilmistr. Elde edilen total iyon kromatogramlar1 (TIC)
degerlendirildiginde negatif modda bir pikin yiiksek yogunluga sahip oldugu
belirlenmistir. Bu taramada miktar1 oldukc¢a yiiksek olan m/z 579 [M-H] pikinin
fragmentlerine parcalatilmast icin bilesik optimizasyonu yapilmistir. Bu analiz
sonucunda maddenin kiitle spektrumu (sekil 4.44) elde edilmistir. Spektrum
degerlendirildiginde, m/z 271 [M-H-308], m/z 151 [M-H-308-120] piklerinin major pikler
oldugu dikkat g¢ekmektedir. m/z 271 — 151 parcalanmalar1 karakteristik olarak

naringenin’e ait oldugu distinilmiistiir. Ayrica, spektrumda gorilen m/z 119, m/z 107 ve
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m/z 83 piklerinin de naringenin’e ait oldugu fikrini desteklemistir (Sekil 4.45).
Fragmentler olugurken 308 amu’luk farkin molekiiler iyon pikinden neohesperidozit
kopmasmi isaret etmektedir. Ciinkii 308 amu’luk fark sadece neohesperidozit
kopmalarinda goriilmektedir. Bu nedenle molekiil agirligi 580 olan madde naringin

(naringenin neohesperidozit) olarak yorumlanmigtir [242, 243].
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Sekil 4.46. Naringin’e ait Q1 taramasi ve kiitle spektrumu
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m/ 459

m/z313

m/z 177 m/z 107 ;

Sekil 4.47. Naringin’e ait par¢alanma iiriinleri ve m/z degerleri
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5. SONUCLAR ve ONERILER

Ulkemiz, Citrus cinsine ait tiirlerin yetistirilmesi i¢in oldukga elverisli bir iklime
ve toprak yapisina sahiptir. Diinyada ve iilkemizde meyvelerin, pazar pay1 yiiksek ve
ekonomik 6neme sahip oldugu bilinmektedir.

Meyveler, halk arasinda gida olarak kullanimlarmin yan1 sira endustriyel olarak
islenerek gida sanayiinde degerlendirilmektedir. Ugucu yaglarin parfiimeride, gida ve
icecek sanayiinde tat ve koku verici olarak, kozmetik sanayiinde genis bir kullanim
alanina sahiptir. Ayrica ugucu yaglar iyi birer limonen kaynagi olarak
degerlendirilmektedir. Citrus meyvelerinin C vitamini ve B vitaminlerince zengin olusu
ve 1yi bir folat kaynagi olarak tiiketildigi bilinmekte, ayrica tasidigi diyet liflerinden
dolay1 besinsel lif kaynaklar1 arasinda goriilmektedir. Meyvelerin kabuk ugucu yaglari,
pektik polisakkaritleri (pektin), flavonoitleri ve organik asitleri lizerine hem de saglik
iizerine etkileri arastirmalarla ortaya konulmakta ve bu tiir ¢aligmalar giincelligini
korumaktadir [57, 244-247]. Ayrica Citrus tiirlerinin yapraklari, ¢igekleri, kabuklar1 ve
cekirdekleri de arastirmacilarin ilgi odagindadir [73].

Diinya meyve ticaretinde biiylik bir paya sahip olan bu tiirlerin meyveleri gida
olarak tiiketildikten veya ¢esitli endiistriyel alanlarda islem gordiikten sonra kabuklar1 ve
cekirdekleri atik olarak ortaya c¢ikmaktadir. Ancak kabuklarin ¢esitli fitokimyasallar
bakimindan zengin olduklari, ¢esitli biyolojik aktivitelere sahip olduklari literatiir ile de
desteklenmektedir. Atik olarak ortaya ¢ikan bu kabuklarin tekrar endiistriyel alanda
degerlendirilebilirligi, yapisinda bulundurdugu ¢esitli biyoaktif bilesiklerinin izolasyonu
veya biyolojik aktiviteleri dogrultusunda halk arasinda veya piyasaya siiriilebilecek bir
preparat olarak kullanilabilirlik potansiyeli yiiksek goriilmektedir.

Ulkemizde 6zellikle Ege ve Akdeniz Bélgeleri'nde yetistirilen Citrus cinsine ait
tiir ve cesit sayist giinden giine artmaktadir. Meyveler halk arasinda taze olarak
yenilmekte ya da meyve suyu seklinde tiiketilmektedir. Ayrica endiistriyel olarak
islenmis triinler de siklikla kullanilmaktadir. Bilimsel ¢alismalar degerlendirildiginde,
ilkemizde ziraat alaninda yapilmis projeler (meyve Kkalitesi, toprak oOzellikleri,
yetistiricilik vb) ve tezler dikkat ¢ekmekle birlikte az sayida fitokimyasal ¢alismaya
rastlanmistir. Bu dogrultuda, tez kapsaminda meyve kabuklarinin degerlendirilerek
potansiyel etkilerinin ortaya konulmasi amaglanmistir. Taze kabuklardan, %80 metanol
ile hem maserasyon hem de hizlandirilmis ¢oziiciilii ekstraksiyon yontemleri (ASE) ile

ekstreler hazirlanmistir. Hazirlanan ekstreler verim, toplam fenolik bilesikleri ve toplam
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flavonoit miktarlar1 bakimindan karsilastirilmistir. Tiim ekstraksiyon siirecinde ASE
yonteminde ekstraksiyon basina ortalama 180 ml ¢oziicli harcandig1 maserasyonda ise
300 ml ¢oziicli harcandig1 ve maserasyon ile ekstraksiyonun 48 saat siirerken ASE’de
ekstraksiyon basina 20 dk harcanmasi dikkat ¢ekmektedir. Ekstraksiyon isleminde
zamandan kazan¢ saglamasi, kullanilacak daha az miktardaki ¢oziiciiler sayesinde
maliyeti diislirmesi ve ayrica yine ¢oziici miktarinin azalmasi ile birlikte ¢evreye
verilecek kirliligin azalmasi nedeniyle ASE yonteminin daha avantajli oldugu
yorumlanmustir. Ekstre verimleri acgisindan degerlendirildiginde, meyve tiiriine gore
degisiklik belirlense de genel olarak ASE ydntemiyle elde edilen ekstrelerin verimleri
daha yiiksek bulunmustur. Toplam fenolik madde bakimindan degerlendirildiginde ise
maserasyon yontemiyle (oda sicakliinda) elde edilen ekstrelerin daha zengin oldugu
hesaplanmistir. ASE yonteminde uygulanan sicakligin ekstrelerin toplam fenolik madde
miktarim disiirdiigi seklinde yorumlanmistir. Ekstreler arasindaki genel karsilastirmaya
gore ise pomelo, etnak, bergamot, robinson mandarini ve turung en yiiksek fenolik icerige
sahip ekstreler olarak bulunmustur. Toplam fenol miktar tayini sonuglarina paralel olarak
etnak, pomelo, bergamot ve robinson mandarini yine en yiiksek flavonoit igerigine sahip
tiirler iken tath limon (maserasyon yontemiyle elde edilen ekstrede miktar daha diisiik)
da ytiksek flavonoit icerigi ile dikkat ¢ekmistir.

Ekstrelerin kromatografik analizleri icin Yiksek Performansli ince Tabaka
Kromatografisi (YPITK) yontemi tercih edilmistir. Fazla sayidaki ekstrenin tek bir plak
iizerinde analizine olanak saglayan, hizli ve maliyeti diger kromatografik yontemlere gore
daha disik olan bu yontemde, ayrimm optimizasyonu ve ‘parmak izi’ analizinin
gerceklestirilebilmesi i¢in literatlire dayali olarak cesitli metotlar denenmistir. Bu
metotlar arasinda degistirilen birincil parametre mobil fazdir. Cesitli mobil fazlar
denendikten sonra etil asetat:asetik asit:formik asit:su (100:11:11:26, h:h:h:h) en uygun
¢oziicli sistemi olarak seg¢ilmistir. Farkli olas1 bilesik gruplarimin belirlenebilmesi i¢in
spesifik veya spesifik olmayan tiirevlendirme reaktifleri kullanilmistir.

Kabuk ekstrelerinin potansiyel biyolojik aktivitelerinin arastirilmasinda in vitro
antioksidan ve tirozinaz enzim inhibisyonu yontemleri planlanmistir. Son yillarda, anti-
aging, detoksifikasyon gibi kavramlara olan ilginin artmasi ve 6zellikle dogal kaynakli
antioksidanlar {izerine ¢alismalarin yogunlasmasina neden olmustur. Tirozinaz enzimi ise
melanin pigmentinin biyosentez siirecinde rol oynayan 6nemli bir enzimdir. Melanin

pigmentinin asir1 Uretildigi durumlarda hiperpigmentasyona bagli olarak ¢esitli
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rahatsizliklar ortaya ¢ikmaktadir. Bu nedenle tirozinaz enziminin inhibisyonu klinik
acidan onem tasidig1 kadar kozmetik anlamda da leke agici iiriinler agisindan deger
tagimaktadir. Ayrica, tirozinaz inhibitdrleri gida endiistrisinde bitki kararmalarini
onlemek amactyla kullanilabilmektedir.

Bu calismada, ekstrelerin biyolojik aktivitelerinin = degerlendirilmesinde
spektrofotometrik ve YPITK ile kombinlemis biyootografik metotlar uygulanmistir. Bu
sayede, kromatografik olarak ayrimi gergeklestirilen ekstrelerin biyolojik aktiviteleri
dogrudan plak iizerine uygulandigindan etkiden sorumlu bilesiklerin tanimlanmasi
hedeflenmistir.

Spektrofotometrik yontemle DPPH radikali stipirtci etki tayininde tim tirlerin
maserasyon ekstreleri ASE ekstrelerine oranla daha aktif ¢ikmustir. Etnak ekstresi (hem
ASE, hem maserasyon) en yiiksek aktiviteye sahip ekstre olarak bulunmustur. Ona ¢ok
yakin degerlerde DPPH radikali siiptiriicli aktivite gosteren diger tiirler ise pomelo ve
bergamot maserasyon ekstreleridir. Ayrica maserasyon ekstrelerinden etnak ve
pomelonun en yiiksek fenolik madde ve flavonoit i¢erigine sahip olmasi DPPH* stipuruci
etkide de en iyi sonuglar1 vermeleri bakimindan 6nemlidir ve pozitif korelasyon
belirlenmistir. Ayrica flavonoit miktar tayininde etnak ve pomelo disinda yiiksek iki
icerige sahip ekstre bergamot ve tath limon olarak bulunmustur. Buna paralel olarak
DPPH radikali stpuricu etkide de bu iki ekstre etnak ve pomelodan sonra en etkili
ekstreler olarak belirlenmistir. Ekstrelerin DPPH?* siiplriicu etkileri pozitif kontrol olarak
kullanilan C vitamini ve gallik asit ile karsilastirilabilir bir seviyede degildir.

YPITK ile kombine biyootografik metotlarda YPITK deneylerinde etil
asetat:asetik asit:formik asit:su (100:11:11:26 h:h:h:h) mobil fazi ile elde edilen ayrim
iizerinden devam edilmistir. DPPH*® ¢6zeltisine daldirilan plak iizerinde olusan beyaz
bantlar radikal siipiiriicii etkiye sahip maddeler olarak yorumlanmistir. Plaklarda,
ekstrelerde iki farkli bandin DPPH 1n rengini soldurdugu ve DPPH radikalini siipiiriicii
etkileri gozlenmistir. Bu bantlardan ilki MS-1 olarak isimlendirilmis ve satsuma
mandarini, robinson mandarini, Washington portakali ve tatli limon ekstrelerinde
belirlenmigtir. MS-1 kodlu bilesigin hesperidin ile ayn1 Rf degerine sahip oldugundan
hesperidin olabilecegi yorumlanmustir. Preparatif-iITK yontemiyle plaktan izole edilen
MS-1 kodlu bilesigin Kiitle Spektroskopisi ile analizlerinde karakteristik kiitle
par¢alanmalar1 yorumlanarak ve standart hesperidin ile karsilastirildiktan sonra

hesperidin oldugu belirlenmistir. Hesperetin aglikon yapisimin 7-O-rutinozit glikoziti olan
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hesperidin ¢ogu Citrus tiiriinde bulunmaktadir. Bu tiirler i¢in karakteristik olan bu
flavanon yapist bazi Citrus’larda da 7-O-hesperidozit glikoziti olan neohesperidin
formunda bulunur.

Hesperidine ¢ok yakm Rf degerine sahip ve turung, kiitdiken limonu, bergamot ve
etnak ekstrelerinde ortak olarak belirlenen ikinci bir bant MS-2 koduyla
isimlendirilmistir. MS-2 kodlu bilesik, NP/PEG ile tiirevlendirmeden bir siire sonra
kirmizi renk almaktadir. MS-2 kodlu bilesik preparatif-ITK ile izole edildikten sonra
Kiitle Spektroskopisi ile analiz edilmistir. Analiz sonucunda elde edilen karakteristik
parcalanmalar ve literatiir taramalar1 ile Ortiisen sonuclara gore bilesik neoeriositrin
olarak yorumlanmistir. Bu bilesigin 6zellikle bergamotta yogun bir 1s1maya sahip oldugu
goriilmiistiir. Literatiir bilgileri dogrultusunda neoeriositrin’in bergamot kabuklarmin
sulu alkolik ekstrelerinde olduk¢a yogun bulunmasi da elde edilen sonuglarla
ortismektedir [119]. Ayrica neoeriositrin’in bergamot disinda turung [248] tlrlerinde de
yogun olarak bulundugu ancak limon tiirlerinde 6zellikle kabuk kisminda eriositrin’e
oranla daha az ve nadir bulundugu gosterilmistir [249, 250].

Flavonoitlerin en iyi bilinen 6zelliklerinden biri de antioksidan aktiviteleridir. Bu
aktivitelerini bircok farkli mekanizma ile gosterebilmektedirler. Tez kapsaminda bu
Ozellikleri DPPH* radikalini siipiiriicii etkileri tizerinden arastirilmistir. Radikal siipiiriicl
etkilerden sorumlu bilesikler baslica hesperidin ve eriositrin/neoeriositrin olarak
bulunurken aktiviteye katki saglayan bagska mindr bantlarin da oldugu goriilmiistiir.
Ayrica starruby greyfurtu, pomelo ve oroblanco ekstrelerinde hesperidin’in hemen
ustuinde bant veren ve ayrica antitirozinaz aktivite ile iliskili olarak tanimlanan naringin,
yine bu ekstrelerde radikal siiptiriicii etkiye katki saglayan bilesik olarak tanimlanmastir.
Ekstrelerin  spektrofotometrik ~ ve  biyootografik  antioksidan  aktiviteleri
karsilastirildiginda 6zellikle (pomelo ekstresi disinda), neoeriositrin iceren ekstrelerin
antioksidan aktivitelerinin diger ekstrelere gore daha kuvvetli oldugu goriilmiistiir. Buna
paralel olarak biyootografik DPPH radikal siipiiriicii etki yonteminde tanimlanan
neoeriositrin’in oldukg¢a kuvvetli bir beyaz zon’a sebep oldugu goriilmektedir. Ayrica
literatiir taramalarinda da bu bilesigin hesperidin ve naringin’e gore daha iyi bir radikal
stipiiriicii etkiye sahip oldugu bulunmustur [251]. Hesperidin, naringin veya neoeriositrin
gibi flavonoitlerin antioksidan aktiviteleri arasindaki farkliliklari yapilartyla iligkileri
incelendiginde ise baslica farkliligin icerdikleri -OH (hidroksil) gruplarmin sayisi ve

pozisyonuyla alakali olabilecegi diistiniilmektedir. Bu bilesiklerin ortak noktast A

114



halkasinda 5 pozisyonunda bir hidroksil grubu igermeleri ve yine A halkasinin 7
pozisyonundaki disakkarit igerigidir. C halkasindaki karakterleri ise flavanon tiirevi
olmalariyla alakali olarak aynidir. B halkasinda ise 3’ ve 4’ konumlarinin tagidig siibstitiie
gruplar ana farkliliklarini olusturmaktadir. Naringin yalnizca 3’ konumunda bir hidroksil
grubu tagirken hesperidin 3’ hidroksil grubuna ek olarak 4’ konumunda bir metoksi (-
OCHz3) grubu icerir. Eriositrin veya neoeriositrin gibi eriodiktiyol aglikonuna sahip
bilesikler ise hem 3" hem de 4’ konumlarinda hidroksil grubu tasirlar. Bir flavonoit’in 1yi
bir antioksidan 6zellik tagimasi i¢in gerekli kilit 6zelliklerden biri de B halkasindaki 3,4’
dihidroksi yapisidir. Bu sebeple bu molekdliin radikal stiplrici etkisinin diger ana Citrus
flavanonlarina oranla daha yiiksek olmasmin B halkasindaki hidroksil sayist ve
pozisyonlariyla iliskili olabilecegi yorumu yapilmaistir.

Spektrofotometrik tirozinaz enzim inhibisyonu deneylerinde iki farkli
konsantrasyonda denenen ekstrelerde doza bagimli bir inhibisyonun oldugu gézlenmistir.
Ozellikle bergamot, pomelo ve etnak ekstreleri 10 mg/ml konsantrasyonda yiiksek bir
inhibisyon gosterirken 5 mg/ml konsantrasyonda doza bagimli olarak inhibitor
Ozelliklerinin azaldig1 goriilmiistiir. Washington portakalinin ASE ekstreleri 10 mg/ml
konsantrasyonda %9’luk bir inhibisyon yaparken bu etki 5 mg/ml’de ortadan kalkmustur.
10 mg/ml konsantrasyonda % inhibisyon degerleri neredeyse her tiir i¢in %50 nin
uzerindeyken bergamot (%95), pomelo (%89), etnak (%81) ve tatli limon (%81) en etkili
tiirler olarak bulunmustur. Ancak tiim bu degerler pozitif kontrol olarak kullanilan kojik
asit ile karsilastirilabilir degildir. Citrus hassaku Hort. Tanaka iizerine yapilan bir
calismada Citrus flavonoitlerinin antitirozinaz aktiviteleri ¢alisilmistir. %50 etanol
ekstresinin 1Cso degeri 4.7 mg/ml hesaplanirken fraksiyonlama ile etkiden sorumlu
bilesikler izole edildiginde, naringin’in tirozinaz inhibisyonu ICso 1.9 mM, narirutin’in 2
mM olarak bulunmustur [252]. Bir baska ¢alismada robinson mandarini kabugundan
hazirlanan %80 etanol ekstresinin 4 mg/ml konsantrasyonda %27 oraninda inhibisyon
gosterdigi bulunmustur [94]. C. hystrix Chakr., C. maxima (kirmizi) ve C. maxima
(beyaz) meyvelerinin suyu antitirozinaz aktivite agisindan degerlendirildiginde 200 ul
meyve sularmin %77 ile %80 arasinda bir inhibisyon yaptiklart gézlemlenmistir [134].
Genel olarak Citrus tiirlerinin doza bagimli tirozinaz inhibisyonu yaptiklar1 ancak bu
inhibisyonun zay1f oldugu soylenebilir.

Biyootografik tirozinaz deneylerinde ayrimlar yine etil asetat:asetik asit:formik

asit:su (100:11:11:26) ¢oziicli sisteminden olusan mobil faz ile saglanmistir. Tirozinaz
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inhibisyonlar1 doza bagimli oldugu i¢in etkinin olup olmadigimi gozlemleyebilmek
amaciyla ekstreler 30 pl uygulanmis ancak ekstrelerde spektrofotometrik sonuclara
paralel olarak tek bir istisna disinda aktivite gézlemlenmemistir. Starruby greyfurtu,
pomelo ve oroblanco ekstrelerinde hesperidinin hemen ustiinde Rf 0.42 degerinde bant
veren maddenin tirozinaz inhibisyonu yaptig1 belirlenmistir. Preparatif-ITK ile izole
edilerek KS ile incelenen madde karakteristik parcalanmalar1 ve literatiir bilgilerine
dayanarak naringin olarak tanimlanmistir. Spektrofotometrik yontemlerle C. hassaku
Hort. ex Tanaka meyvesinin tirozinaz inhibisyonun arastirildigir ve fraksiyonlama ile
naringin’in etkili bilesik olarak bulundugu calisma ile calismamiz benzer sonuglar
tagimaktadir [252]. Naringin bir naringenin 7-O-neohesperidozit glikozitidir ve Citrus
tirlerindeki aci tat ile iligkilendirilir. Greyfurt tlrlerinin (starruby greyfurtu, pomelo ve
oroblanco gibi) ana flavanon glikozitidir. Yapilan bir¢ok ¢alisma greyfurt tiirlerinin yani
sira turung, bergamot ve diger Citrus tiirlerinin de naringin igerdigini gostermistir [242,
253-255]. Preparatif yontemler ile saflastirma ve naringinin tek basina inhibisyonun
arastirilmasi i¢in daha yiiksek miktarlarda meyve ile ¢alismak planlanmaktadir.

Ayrica yapilan biyootografik tirozinaz sonuclar1 spektrofotometrik sonuglarla
karsilastirildiginda naringin tasiyan tiirlerden pomelonun her iki yontemle birlikte iyi bir
korelasyon gosterdigi bulunmustur. Ancak spektrofotometrik yontem ile pomelodan daha
aktif ¢ikan bergamot veya biraz daha az aktif ¢ikan etnak ve tatli limon ekstrelerine
bakildiginda daha yiiksek konsantrasyonlarda aktiviteye katkida bulunan baska
bilesiklerin de olabilecegi diistiniilmektedir. Naringin Citrus tirlerinde antitirozinaz
aktiviteden sorumlu bilesikler arasindan en etkilisi olmakla birlikte literatiirde ¢alisilan
hesperidin, narirutin ve nobiletin veya bunlar disindaki baska bilesiklerin de ekstre iginde
aktiviteye katkida bulunmasi s6z konusudur.

Son yillarda bitkisel ekstrelerde biyolojik aktivite yonlendirmeli fraksiyonlama ve
izolasyon c¢alismalar1 popiilerlik kazanmistir. Ekstrelerin biyolojik aktivitelerinden
sorumlu biyoaktif bilegik/bilesiklerin belirlenmesi, dogal kaynakli ve tedavide kullaniima
potansiyeli olabilecek aday bilesiklerin arastirilmalarina énciiliik etmektedir. YPITK-
biyolojik aktivite metotlar1 da aktivite-yonlendirmeli arastirmalar arasinda yer
almaktadir. Bu yontemin avantaji kisa siirede, diisiik maliyetle, etkili bir sekilde biyolojik
hedef-bilesik iligkisinin kurulmasinin saglanmasidir. Ozellikle optimizasyonu saglanmus,
giivenilir  ve tekrarlanabilir ~ kromatografik ayrimlar YPITK metodu ile

gerceklestirilmektedir. Biyolojik hedefin biyootografik metotlara transferinin saglanmasi
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ve yontemin gelistirilmesi ile kromatografik olarak ayrimi gergeklestirilmis birden fazla
(maksimum 15) Ornegin ayni plak iizerinde degerlendirilmesi saglanabilmektedir.
Biyolojik hedef-bilesik iligkisi plak tizerinde dogrudan goriilebilmektedir. Bu tiir
deneysel ¢aligmalar, toplam maliyeti diisiirmekle birlikte kisa stirede aktiviteden sorumlu
bilesigin tanimlanmasmna da olanak saglamaktadir. YPITK sistemleri, UV-
spektrofotometrelerle kombine halde kullanilmakta (densitometrik ¢aligmalar) iken son
yillarda kiitle spektroskopisi, niikkleer manyetik rezonans gibi spektroskopik yontemlerle
kombine halde bilesiklerin tanimlanmasinda rol oynamaktadir.

Ekonomik degeri iyi bilinen ve tasidigi biyoaktif fitokimyasallar nedeniyle
terapotik potansiyelleri olan Citrus tiirlerine ait 6rneklerin arastirilmasi konusu tilkemiz
arastirmacilari agisindan da 6nemlidir. Bu nedenle Citrus tirlerinin potansiyellerinin iyi
degerlendirilmesi ve farkli biyolojik aktivitelerinin belirlenerek farmasotik alanda

kullanilabilirligi degerlendirilmelidir.
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EKLER

EK 1. Metot 2 (Etil asetat:metanol:su:asetik asit, (25:2:2:1; h:h:h:h) mobil faz

sistemi) ile elde edilen ayrimin 254 nm gorintusu

Rutin 0.2 pl, hesperidin 3 pl; 1A, 2A, turung ekstresi; 1B, 2B, satsuma mandarini ekstresi; 1C, 2C, robinson
mandarini; 1D, 2D, Washington portakali; 1E, 2E, kiitdiken limonu, IF, 2F, tath limon, 1G, 2G, bergamot
ekstresi; 1H, 2H, etnak ekstresi; 1J, 2J, starruby greyfurt; 1K, 2K, pomelo ekstresi; 1L, 2L, oroblanco

ekstresi; 1 kodlu ekstreler, ASE yontemiyle ve 2 kodlu ekstreler maserasyon ile elde edilen ekstreleri temsil

etmektedir. Ekstreler 10 ul uygulanmustir)
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EK 2. Metot 2 (Etil asetat:metanol:su:asetik asit, (25:2:2:1; h:h:h:h) mobil faz

sistemi) ile elde edilen ayrimin 366 nm goriintiisii
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Rutin 0.2 pl, hesperidin 3 pl; 1A, 2A, turung ekstresi; 1B, 2B, satsuma mandarini ekstresi; 1C, 2C, robinson
mandarini; 1D, 2D, Washington portakali; 1E, 2E, kiitdiken limonu, 1F, 2F, tath limon, 1G, 2G, bergamot
ekstresi; 1H, 2H, etnak ekstresi; 1J, 2J, starruby greyfurt; 1K, 2K, pomelo ekstresi; 1L, 2L, oroblanco
ekstresi; 1 kodlu ekstreler, ASE yontemiyle ve 2 kodlu ekstreler maserasyon ile elde edilen ekstreleri temsil

etmektedir. Ekstreler 10 u/ uygulanmustir)
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EK 3. Metot 2 (Etil asetat:metanol:su:asetik asit, (25:2:2:1; h:h:h:h) mobil faz
sistemi) ile elde edilen ayrimin NP/PEG 400 tiirevlendirmesi sonrasindaki 366 nm

gordntusu

Hesperidin
Hesperidin

————-——-gwwmm

. 1C 1D 1E 1F

2C

Rutin 0.2 pl, hesperidin 3 pl; 1A, 2A, turung ekstresi; 1B, 2B, satsuma mandarini ekstresi; 1C, 2C, robinson
mandarini; 1D, 2D, Washington portakali,; 1E, 2E, kiitdiken limonu, 1F, 2F, tath limon, 1G, 2G, bergamot
ekstresi; 1H, 2H, etnak ekstresi; 1J, 2J, starruby greyfurt; 1K, 2K, pomelo ekstresi; 1L, 2L, oroblanco
ekstresi; 1 kodlu ekstreler, ASE yontemiyle ve 2 kodlu ekstreler maserasyon ile elde edilen ekstreleri temsil

etmektedir. Ekstreler 10 u/ uygulanmustir)
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EK 4. Metot 2 (Etil asetat:metanol:su:asetik asit, (25:2:2:1; h:h:h:h) mobil faz
sistemi) ile elde edilen ayrimin NP/PEG 400 tiirevlendirmesi sonrasindaki beyaz isik

(transmisyon) goruntisu

e e

R R S e

Rutin 0.2 pl, hesperidin 3 pl; 1A, 2A, turung ekstresi; 1B, 2B, satsuma mandarini ekstresi; 1C, 2C, robinson
mandarini; 1D, 2D, Washington portakali; 1E, 2E, kiitdiken limonu, 1F, 2F, tath limon, 1G, 2G, bergamot
ekstresi; 1H, 2H, etnak ekstresi; 1J, 2J, starruby greyfurt; 1K, 2K, pomelo ekstresi; 1L, 2L, oroblanco
ekstresi; 1 kodlu ekstreler, ASE yontemiyle ve 2 kodlu ekstreler maserasyon ile elde edilen ekstreleri temsil

etmektedir. Ekstreler 10 ul uygulanmustir)

147



EK 5. Metot 2 (Etil asetat:metanol:su:asetik asit, (25:2:2:1; h:h:h:h) mobil faz
sistemi) ile elde edilen ayrimin NP/PEG 400 tiirevlendirmesi sonrasindaki beyaz isik

(transmisyon + remisyon) gorunttsu

Rutin 0.2 pl, hesperidin 3 pl; 1A, 2A, turung ekstresi; 1B, 2B, satsuma mandarini ekstresi; 1C, 2C, robinson
mandarini; 1D, 2D, Washington portakali; 1E, 2E, kiitdiken limonu; 1F, 2F, tatlh limon; 1G, 2G, bergamot
ekstresi; 1H, 2H, etnak ekstresi; 1J, 2J, starruby greyfurt; 1K, 2K, pomelo ekstresi; 1L, 2L, oroblanco

ekstresi; 1 kodlu ekstreler, ASE yontemiyle ve 2 kodlu ekstreler maserasyon ile elde edilen ekstreleri temsil

etmektedir. Ekstreler 10 ul uygulanmustir)
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EK 6. Metot 3 (Toluen:dietil eter:asetik asit (6:4:1; h:h:h) mobil faz sistemi) ile elde

edilen ayrimin 254 nm goriintiisii

1A, 2A, turung ekstresi; 1B, 2B, satsuma mandarini ekstresi; 1C, 2C, robinson mandarini; 1D, 2D,
Washington portakali; 1E, 2E, kiitdiken limonu; 1F, 2F, tath limon, 1G, 2G, bergamot ekstresi; 1H, 2H,

etnak ekstresi; 1J, 2J, starruby greyfurt; 1K, 2K, pomelo ekstresi; 1L, 2L, oroblanco ekstresi; 1 kodlu
ekstreler, ASE yontemiyle ve 2 kodlu ekstreler maserasyon ile elde edilen ekstreleri temsil etmektedir.

Ekstreler 30 u! uygulanmistir)
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EK 7. Metot 3 (Toluen:dietil eter:asetik asit (6:4:1; h:h:h) mobil faz sistemi) ile elde

edilen ayrimin 366 nm goriintiisii

1A, 2A, turung ekstresi; 1B, 2B, satsuma mandarini ekstresi; 1C, 2C, robinson mandarini; 1D, 2D,

Washington portakali; 1E, 2E, kiitdiken limonu, 1F, 2F, tath limon; 1G, 2G, bergamot ekstresi; 1H, 2H,
etnak ekstresi; 1J, 2J, starruby greyfurt; 1K, 2K, pomelo ekstresi; 1L, 2L, oroblanco ekstresi; 1 kodlu
ekstreler, ASE yontemiyle ve 2 kodlu ekstreler maserasyon ile elde edilen ekstreleri temsil etmektedir.

Ekstreler 30 u! uygulanmigtir)
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EK 8. Metot 3 (Toluen:dietil eter:asetik asit (6:4:1; h:h:h) mobil faz sistemi) ile elde

edilen ayrimin H>SOy4 tiirevlendirmesi sonrasindaki 366 nm goriintiisii

1A, 2A, turung ekstresi; 1B, 2B, satsuma mandarini ekstresi; 1C, 2C, robinson mandarini; 1D, 2D,
Washington portakali; 1E, 2E, kiitdiken limonu, 1F, 2F, tatl limon; 1G, 2G, bergamot ekstresi; 1H, 2H,

etnak ekstresi; 1J, 2J, starruby greyfurt; 1K, 2K, pomelo ekstresi; 1L, 2L, oroblanco ekstresi; 1 kodlu
ekstreler, ASE yontemiyle ve 2 kodlu ekstreler maserasyon ile elde edilen ekstreleri temsil etmektedir.

Ekstreler 30 u! uygulanmigtir)
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EK 9. Metot 3 (Toluen:dietil eter:asetik asit (6:4:1; h:h:h) mobil faz sistemi) ile elde
edilen ayrimimn H>SO; tiirevlendirmesi sonrasindaki beyaz 151k (transmisyon)

gorantusu

1A, 2A, turung ekstresi; 1B, 2B, satsuma mandarini ekstresi; 1C, 2C, robinson mandarini; 1D, 2D,
Washington portakali; 1E, 2E, kiitdiken limonu; 1F, 2F, tath limon, 1G, 2G, bergamot ekstresi; 1H, 2H,

etnak ekstresi; 1J, 2J, starruby greyfurt; 1K, 2K, pomelo ekstresi; 1L, 2L, oroblanco ekstresi; 1 kodlu
ekstreler, ASE yontemiyle ve 2 kodlu ekstreler maserasyon ile elde edilen ekstreleri temsil etmektedir.

Ekstreler 30 u! uygulanmigtir)
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EK 10. Metot 3 (Toluen:dietil eter:asetik asit (6:4:1; h:h:h) mobil faz sistemi) ile
elde edilen ayrimin H>SO; tiirevlendirmesi sonrasindaki beyaz 151k (remisyon +

transmisyon) gorunttsu
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1A, 2A, turung ekstresi; 1B, 2B, satsuma mandarini ekstresi; 1C, 2C, robinson mandarini; 1D, 2D,
Washington portakali; 1E, 2E, kiitdiken limonu, IF, 2F, tatl limon; 1G, 2G, bergamot ekstresi; 1H, 2H,
etnak ekstresi; 1J, 2J, starruby greyfurt; 1K, 2K, pomelo ekstresi; 1L, 2L, oroblanco ekstresi; 1 kodlu
ekstreler, ASE yontemiyle ve 2 kodlu ekstreler maserasyon ile elde edilen ekstreleri temsil etmektedir.

Ekstreler 30 u! uygulanmigtir)
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EK 11. Metot 3 (Toluen:dietil eter:asetik asit (6:4:1; h:h:h) mobil faz sistemi) ile

elde edilen ayrimin %10 KOH tiirevlendirmesi sonrasindaki 366 nm gorunttsu

1A, 2A, turung ekstresi; 1B, 2B, satsuma mandarini ekstresi; 1C, 2C, robinson mandarini; 1D, 2D,
Washington portakali; 1E, 2E, kiitdiken limonu; IF, 2F, tatl limon; 1G, 2G, bergamot ekstresi; 1H, 2H,

etnak ekstresi; 1J, 2J, starruby greyfurt; 1K, 2K, pomelo ekstresi; 1L, 2L, oroblanco ekstresi; 1 kodlu
ekstreler, ASE yontemiyle ve 2 kodlu ekstreler maserasyon ile elde edilen ekstreleri temsil etmektedir.

Ekstreler 30 u! uygulanmigtir)
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EK 12. Metot 4 (etil asetat:asetik asit:formik asit:su (100:11:11:26; h:h:h:h) mobil

faz sistemi) ile elde edilen ayrimin 254 ve 366 nm goruntusu

a) 254 nm b) 366 nm

Hesperidin

2A 2B 2C 2D 2E 2F

Rutin 0.2 pl, hesperidin 3 ul; 2A, turung ekstresi; 2B, satsuma mandarini ekstresi; 2C, robinson mandarini;
2D, Washington portakal; 2E, kiitdiken limonu; 2F, tatl limon, 2G, bergamot ekstresi; 2H, etnak ekstresi;
2J, starruby greyfurt; 2K, pomelo ekstresi; 2L, oroblanco ekstresi; 2 kodlu ekstreler maserasyon ile elde

edilen ekstreleri temsil etmektedir. Ekstreler 10u/ uygulanmgstir)

a) 254 nm b) 366 nm
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Rutin 0.8 ve 0.2 pl, hesperidin 3 ul; 2A, turung ekstresi; 2B, satsuma mandarini ekstresi; 2C, robinson
mandarini; 2D, Washington portakali, 2E, kiitdiken limonu; 2F, tath limon; 2G, bergamot ekstresi; 2H,
etnak ekstresi; 2J, starruby greyfurt; 2K, pomelo ekstresi; 2L, oroblanco ekstresi; 2 kodlu ekstreler

maserasyon ile elde edilen ekstreleri temsil etmektedir. Ekstreler 10u/ uygulanmustir)

155



EK 13. Metot 4 (etil asetat:asetik asit:formik asit:su (100:11:11:26; h:h:h:h) mobil
faz sistemi) ile elde edilen ayrimin NP/PEG tiirevlendirmesi, NHz ile doyurulmasi
(NP/PEG + NH3) ve NHz’iin ortamdan uzaklastiriimas1 (NP/PEG + NHz — NH3)

sonrasindaki 366 nm goriintiisii

a) NP/PEG b) NP/PEG + NH3 ¢) NP/PEG + NHs— NHs

Hesperidin
Hesperidin
Hesperidin

2A 2B 2C 2D 2E 2F 2A 2B 2C 2D 2E 2F
Rutin 0.2 pl, hesperidin 3 ul; 2A, turung ekstresi; 2B, satsuma mandarini ekstresi; 2C, robinson mandarini;
2D, Washington portakal, 2E, kiitdiken limonu; 2F, tatl limon, 2G, bergamot ekstresi; 2H, etnak ekstresi;
2J, starruby greyfurt; 2K, pomelo ekstresi; 2L, oroblanco ekstresi; 2 kodlu ekstreler maserasyon ile elde

edilen ekstreleri temsil etmektedir. Ekstreler 10u/ uygulanmgstir)

a) NP/PEG b) NP/PEG + NH3 ¢) NP/PEG + NH3— NH3

> 21 2J 2K 2L

Rutin 0.8 ve 0.2 pl, hesperidin 3 pl; 2A, turung ekstresi; 2B, satsuma mandarini ekstresi; 2C, robinson
mandarini; 2D, Washington portakali, 2E, kiitdiken limonu; 2F, tath limon; 2G, bergamot ekstresi; 2H,
etnak ekstresi; 2J, starruby greyfurt; 2K, pomelo ekstresi; 2L, oroblanco ekstresi; 2 kodlu ekstreler

maserasyon ile elde edilen ekstreleri temsil etmektedir. Ekstreler 10u! uygulanmustir)
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EK 14. Metot 4 (etil asetat:asetik asit:formik asit:su (100:11:11:26; h:h:h:h) mobil
faz sistemi) ile elde edilen ayrimin NP/PEG tiirevlendirmesi, NHz ile doyurulmasi
(NP/PEG + NH3) ve NHz’iin ortamdan uzaklastiriimas1 (NP/PEG + NHz — NH3)

sonrasindaki beyaz 151k (transmisyon) goriintiisii

a) NP/PEG b) NP/PEG + NH3 ¢) NP/PEG + NHz— NH3
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Rutin 0.2 pl, hesperidin 3 ul; 2A, turung ekstresi; 2B, satsuma mandarini ekstresi; 2C, robinson mandarini;
2D, Washington portakal, 2E, kiitdiken limonu; 2F, tath limon, 2G, bergamot ekstresi; 2H, etnak ekstresi;
2J, starruby greyfurt; 2K, pomelo ekstresi; 2L, oroblanco ekstresi; 2 kodlu ekstreler maserasyon ile elde

edilen ekstreleri temsil etmektedir. Ekstreler 10u/ uygulanmgstir)

a) NP/PEG b) NP/PEG + NH3 c) NP/PEG + NHsz— NH3
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Rutin 0.8 ve 0.2 pl, hesperidin 3 pl; 2A, turung ekstresi; 2B, satsuma mandarini ekstresi; 2C, robinson
mandarini; 2D, Washington portakali, 2E, kiitdiken limonu; 2F, tath limon; 2G, bergamot ekstresi; 2H,
etnak ekstresi; 2J, starruby greyfurt; 2K, pomelo ekstresi; 2L, oroblanco ekstresi; 2 kodlu ekstreler

maserasyon ile elde edilen ekstreleri temsil etmektedir. Ekstreler 10u/ uygulanmustir)
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EK 15. Metot 4 (etil asetat:asetik asit:formik asit:su (100:11:11:26; h:h:h:h) mobil
faz sistemi) ile elde edilen ayrimin NP/PEG tiirevlendirmesi, NHz ile doyurulmasi
(NP/PEG + NH3) ve NHz’iin ortamdan uzaklastiriimas1 (NP/PEG + NHz — NH3)

sonrasindaki beyaz 151k (remisyon + transmisyon) goriintiisii

a) NP/PEG

b) NP/PEG + NHs

c) NP/PEG + NHz— NH3

Hesperidin

Rutin

A 2A 2B 2C 2D 2E ?2F

A S S i .

Hesperidin

Rutin

‘Hesperidin

2A 2B 2C 2D 2E 2F

24 2B 2C 2D 2E 2F

Rutin 0.2 pl, hesperidin 3 ul; 2A, turung ekstresi; 2B, satsuma mandarini ekstresi; 2C, robinson mandarini;

2D, Washington portakal, 2E, kiitdiken limonu; 2F, tatl limon, 2G, bergamot ekstresi; 2H, etnak ekstresi;

2J, starruby greyfurt; 2K, pomelo ekstresi; 2L, oroblanco ekstresi; 2 kodlu ekstreler maserasyon ile elde

edilen ekstreleri temsil etmektedir. Ekstreler 10u/ uygulanmgstir)

a) NP/PEG

2G 2H 2J 2K 2L

b) NP/PEG + NH3

2G 2H 2J 2K 2L

¢) NP/PEG + NHz— NH3
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Rutin 0.8 ve 0.2 pl, hesperidin 3 pl; 2A, turung ekstresi; 2B, satsuma mandarini ekstresi; 2C, robinson

mandarini; 2D, Washington portakali, 2E, kiitdiken limonu; 2F, tath limon; 2G, bergamot ekstresi; 2H,

etnak ekstresi; 2J, starruby greyfurt; 2K, pomelo ekstresi; 2L, oroblanco ekstresi; 2 kodlu ekstreler

maserasyon ile elde edilen ekstreleri temsil etmektedir. Ekstreler 10u/ uygulanmustir)
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EK 16. Metot 5 (Etil asetat:formik asit:su, (75:15:10; h:h:h) mobil faz sistemi) ile
elde edilen ayrimin NP/PEG tiirevlendirmesi sonrasindaki 366 nm ve beyaz 151k

(transmisyon ve remisyon + transmisyon) gorintasui

a) 366 nm

Soldan saga siraswla: Kersetin 1 pl, rutin 1 ul, klorojenik asit 1 ul, kafeik asit 1 pl, hesperidin 2 pl; 1A,
turung ekstresi; 1B, satsuma mandarini ekstresi; 1C, robinson mandarini; 1D, Washington portakali,; IE,
kitdiken limonu; 1F, tatli limon, 1G, bergamot ekstresi; 1H, etnak ekstresi; 1J, starruby greyfurt; 1K,
pomelo ekstresi; 1L, oroblanco ekstresi; 1 kodlu ekstreler, ASE yéntemiyle elde edilen ekstreleri temsil

etmektedir. Ekstreler 5 ul uygulanmustir)
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EK 17. Kloroform:etil asetat:aseton:formik asit (4:3:2:1; h:h:h:h) mobil faz
sistemi ile elde edilen ayrimin 254 ve 366 nm goruntusu

a) 254 nm

b) 366 nm

2D 2E 2F 2G 2H 2J 2K

Swrastyla soldan saga: rutin 1 ul, elajik asit 1 ul, klorojenik asit 1 pl, gallik asit 1 pl, kafeik asit 1 pl; 2A,
turunc ekstresi; 2B, satsuma mandarini ekstresi; 2C, robinson mandarini; 2D, Washington portakali,; 2E,
kiitdiken limonu, 2F, tatl limon; 2G, bergamot ekstresi; 2H, etnak ekstresi; 2J, starruby greyfurt; 2K,
pomelo ekstresi; 2L, oroblanco ekstresi; 2 kodlu ekstreler maserasyon ile elde edilen ekstreleri temsil
etmektedir. Ekstreler 10 ul uygulanmustir)
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EK 18. Kloroform:etil asetat:aseton:formik asit (4:3:2:1; h:h:h:h) mobil faz sistemi
ile elde edilen ayrimin NP/PEG tiirevlendirmesi sonrasindaki 366 nm ve beyaz 151k

(transmisyon) gorantisu

a) 366 nm

R . s . ... R e =
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Swrastyla soldan saga: rutin 1 pl, elajik asit 1 pl, klorojenik asit 1 pl, gallik asit 1 pl, kafeik asit 1 pl; 2A,
turunc ekstresi; 2B, satsuma mandarini ekstresi; 2C, robinson mandarini; 2D, Washington portakali,; 2E,
kutdiken limonu, 2F, tath limon, 2G, bergamot ekstresi; 2H, etnak ekstresi; 2J, starruby greyfurt; 2K,
pomelo ekstresi; 2L, oroblanco ekstresi; 2 kodlu ekstreler maserasyon ile elde edilen ekstreleri temsil
etmektedir. Ekstreler 10 u/ uygulanmustir)

161



	ÜLKEMİZDE YETİŞTİRİLEN BAZI CITRUS L. TÜRLERİ ÜZERİNE FİTOKİMYASAL VE BİYOLOJİK AKTİVİTE ÇALIŞMALARI
	ÜLKEMİZDE YETİŞTİRİLEN BAZI CITRUS L. TÜRLERİ ÜZERİNE FİTOKİMYASAL VE BİYOLOJİK AKTİVİTE ÇALIŞMALARI (1)
	JÜRİ VE ENSTİTÜ ONAYI
	ÖZET
	ABSTRACT
	TEŞEKKÜR
	ETİK İLKE VE KURALLARA UYGUNLUK BEYANNAMESİ
	İÇİNDEKİLER
	ŞEKİLLER DİZİNİ
	SİMGELER VE KISALTMALAR DİZİNİ
	1.   GİRİŞ ve AMAÇ
	2.   GENEL BİLGİLER
	2.1.   Rutaceae Familyası
	2.1.1.   Rutaceae familyasına ait cinslerin tayin anahtarı

	2.2.   Citrus L. Cinsi
	2.2.1.   Citrus cinsine ait türlerin tayin anahtarı
	2.2.2.   Citrus cinsini orijini, adlandırılma sistemi
	2.2.3.   Citrus meyvelerinin anatomik özellikleri

	2.3.   Tez Kapsamında Araştırılan Citrus L. Türleri ve Botanik Özellikleri
	2.3.1.   Citrus aurantium L. (Turunç)
	2.3.2.   Citrus reticulata Blanco (Mandarin)
	2.3.3.   Citrus sinensis L. Osbeck (Washington portakalı)
	2.3.4.   Citrus limon L. (Kütdiken limonu)
	2.3.5.   Citrus x limetta Risso (Tatlı limon)
	2.3.6.   Citrus x bergamia Risso & Poiteau (Bergamot)
	2.3.7.   Citrus medica L. (Etnak, Ağaç kavunu)
	2.3.8.   Citrus paradisi Macfadyen (Starruby greyfurt)
	2.3.9.   Citrus maxima (Burm.) Merr. (Citrus grandis) (Pomelo, şadek)
	2.3.10.   Citrus maxima x Citrus paradisi Macfadyen (Oroblanco)

	2.4.   Citrus Türlerinin Halk Arasında Kullanımları
	2.4.1.   Dünya genelinde kullanımları
	2.4.2.   Ülkemizde kullanımları

	2.5.   Citrus Türlerinin Makro ve Mikro-bileşenleri
	2.5.1.   Makro-bileşenleri
	2.5.2.   Mikro-bileşenler

	2.6.   Citrus Türlerinde Tanımlanmış Sekonder Metabolitler
	2.6.1.   Fenolik asitler
	2.6.2.   Flavonoitler
	2.6.3.   Uçucu yağlar
	2.6.4.   Diğer bileşikler
	2.6.4.1.   Limonoitler
	2.6.4.2.   Kumarinler
	2.6.4.3.   Karotenoitler


	2.7.   Citrus Türleri Üzerine Yapılmış Biyolojik Aktivite Çalışmaları
	2.8.   Citrus L. Türlerinde Yapılmış Farmakokinetik Çalışmalar
	2.9.   Citrus L. Türleri Üzerine Yapılmış Toksisite Çalışmaları
	2.10.   Tezde Kullanılan Ekstraksiyon Çalışmaları Hakkında Genel Bilgiler
	2.10.1.   Ekstraksiyon
	2.10.1.1.   Maserasyon
	2.10.1.2.   Hızlandırılmış çözücülü ekstraksiyon (Acclerated Solvent Extraction, ASE)


	2.11.   Tezde Araştırılan in vitro Biyolojik Aktivitelerle ile İlgili Genel Bilgiler
	2.11.1.   Antioksidan aktivite
	2.11.2.   Tirozinaz enzimi, inhibisyonu ve önemi

	2.12.   Tez Kapsamında Kullanılan Yöntemler ile ilgili Genel Bilgiler
	2.12.1.   Yüksek performanslı ince tabaka kromatografisi (YPİTK)
	2.12.2.   YPİTK- tamamlanmış biyolojik aktivite yöntemi (Biyootografik metot)
	2.12.2.1.   YPİTK-tamamlanmış tirozinaz enzim inhibisyonu
	2.12.2.2.   YPİTK-tamamlanmış DPPH radikali süpürücü etki

	2.12.3.   Elektrosprey iyonizasyon-Kütle spektrometrisi (ESİ-KS)


	3.   MATERYAL VE METOT
	3.1.   Bitkisel Materyal
	3.2.   Kullanılan Aletler
	3.3.   Kullanılan Kimyasal Maddeler
	3.4.   Ekstraksiyon Yöntemleri
	3.4.1.   Hızlandırılmış çözücülü ekstraksiyon (ASE)
	3.4.2.   Maserasyon

	3.5.   Spektrofotometrik Yöntemlerle Miktar Tayini Yöntemleri
	3.5.1.   Toplam fenolik madde miktar tayini
	3.5.2.   Toplam flavonoit miktar tayini

	3.6.   Spektrofotometrik in vitro Biyolojik Aktivite Yöntemleri
	3.6.1.   1,1-difenil-2-pikrilhidrazil (DPPH) radikalini süpürücü etki
	3.6.2.   Tirozinaz enzim inhibisyonu

	3.7.   Ekstrelerin “Parmak İzi” YPİTK Analizleri
	3.7.1.   Standart maddelerin hazırlanışı
	3.7.2.   Ekstrelerin çözeltilerinin hazırlanışı
	3.7.3.   Reaktifler ve hazırlanışları
	3.7.4.   Ekstrelerin “parmak izi” analizleri için metot optimizasyonu

	3.8.   Biyootografik Metotlar
	3.8.1.   YPİTK- DPPH● süpürücü etki tayini
	3.8.2.   YPİTK-Tirozinaz enzim inhibisyonu
	3.8.3.   Preperatif-İTK yöntemi ile maddelerin izolasyonu ve KS ile incelenmesi


	4.   BULGULAR VE TARTIŞMA
	4.1.   Ekstre Verimleri
	4.2.   Ekstrelerde Toplam Fenol Miktar Tayinleri
	4.3.   Ekstrelerde Toplam Flavonoit Miktar Tayinleri
	4.4.   Spektrofotometrik in vitro Biyolojik Aktivite Sonuçları
	4.4.1.   1,1-difenil-2-pikrilhidrazil (DPPH) radikalini süpürücü etki
	4.4.2.   Tirozinaz enzim inhibisyonuna ait sonuçlar

	4.5.   Ekstrelerin “Parmak İzi” YPİTK Analiz Bulguları
	4.5.1.   Ekstrelerin YPİTK profillerinin karşılaştırılması
	4.5.1.1.   C. aurantium (Turunç)
	4.5.1.2.   C. reticulata (Satsuma kültivarı)
	4.5.1.3.   C. reticulata (Robinson kültivarı)
	4.5.1.4.   C. sinensis (Washington portakalı)
	4.5.1.5.   C. limon (Kütdiken limonu)
	4.5.1.6.   C. limetta (Tatlı limon)
	4.5.1.7.   C. bergamia (Bergamot)
	4.5.1.8.   C. medica (Etnak)
	4.5.1.9.   C. paradisi  (Starruby greyfurtu)
	4.5.1.10.   C. maxima (Pomelo)
	4.5.1.11.   C. maxima x C. paradisi (Oroblanco)


	4.6.   YPİTK-Biyootografik Metotlara Ait Bulgular
	4.6.1.   Biyootografik YPİTK-DPPH radikal süpürücü etki
	4.6.1.1.   Ekstrelerde DPPH● süpürücü etki gösteren ve hesperidin olduğu düşünülen bileşiğin (MS-1) KS analizi
	4.6.1.2.   Ekstrelerde DPPH● süpürücü etki gösteren ikinci bileşiğin (MS-2) KS analizi

	4.6.2.   Biyootografik YPİTK-Tirozinaz enzim inhibisyonuna ait bulgular
	4.6.2.1.   Tirozinaz inhibisyonu gözlenen bileşiğin KS analizi



	5.   SONUÇLAR ve ÖNERİLER
	KAYNAKÇA
	EKLER
	ÖZGEÇMİŞ



