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ONSOZ

Tez ¢alismam boyunca, bilgisi, deneyimi ve tecriibesiyle beni yonlendiren
degerli zamanin1 benden esirgemeyen sayin tez danisman hocam Prof. Dr. Mansur

HARMANDAR’a,

Tez arazi calismalarimda, deneyler asamasinda ve bitki ugucu yaginin GC,
GC/MS analizleri siiresince bilgisini, degerli zamanin1 ve oOzverisini benden

esirgemeyen sayin hocam Yrd. Dog¢. Dr. Mehmet Emin DURU’ya

Tez ¢alismasinda kullandigim bitkilerin botanik tanimlamasini yapan ve arazi
calismasinda dikkat edilmesi gereken hususlari bana 6zenle anlatan Pamukkale
Universitesi, Fen-Edebiyat Fakiiltesi Ogretim Uyesi saym Dog. Dr. Olcay Ding

DUSEN’e

Deneysel c¢aligsmalarim esnasinda yardimini ve zamanini esirgemeyen degerli

calisma arkadasim Musa GOKCE’ye

Yasamimda rehber edindigim ve arazi calismamda bana yardime1 olan dayim

Hasan TAHTALLI’ya

Bu giine kadar benden desteklerini esirgemeyen degerli aileme,

Ve emegi gecen herkese ¢ok tesekkiir ederim.

Serkan Elgin Mugla
02 Ocak 2009
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OZET

Yapilan bu ¢alismada, Tiirkiye florasinda yetisen 87 Salvia tiiriinden iki tanesi
olan Salvia pinnata ve Salvia bracteata bitkisinin toprak iistii kisimlarindan elde
edilen ugucu yag bilesenleri GC/MS sistemi ile analiz edildi. Salvia pinnata da 79 ve
Salvia bracteata da 76 bilesen olmak iizere iki bitkide toplam 119 ayr1 bilesen tespit
edildi ve kimlikleri aydinlatildi. Salvia pinnata da tespit edilen ana bilesenler a-pinen
(%6.45), kamfen (%13.86), B-pinen (%5.79), kamfor (%8.97), borneol (%20.24),
izobornil format (%7.02), izobornil asetat (%26.24). Salvia bracteata da tespit edilen
ana bilesenler ise a-pinen (%10.82), kamfen (%2.17), B-fellandren (%2.93), B-pinen
(%24,49), B-mirsen (%4.11), p-simen (%2.77), oOkaliptol “1,8-sineol” (%4.90),
kamfor (%6,77), borneol (%2.94), B-karyofilen (%5.52), y—kadinen (%3,17),
karyofilen oksit (%4.93) dir.

Bu galisma Salvia pinnata ve Salvia bracteata bitkilerinin ugucu yag ve sirali
ekstraksiyonla elde edilen artan polaritedeki 6ziitlerin DPPH serbest radikal giderim
akitivitesi ve toplam antioksidant aktivitesi standart antioksidantlar a-Tokoferol ve
BHA ile karsilastirilarak belirlendi. Tiim 6ziitlerde ve ugucu yaglarda konsantrasyon
artisina bagl olarak serbest radikal giderim aktivitesinin ve toplam antioksidant
aktivitesinin de arttigi goriilmiistir. DPPH serbest radikal giderim aktivitesi
analizinde en yiiksek inhibisyon degerine hem Salvia pinnata hem de Salvia
bracteata bitkisinde metanol 6ziitii sahiptir. Bitkilerin ve standartlarin (a-Tokoferol

ve BHA) 200 mikrogram konsantrasyondaki metanol oziitleri sirasiyla %354.40,
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%26.09, %95.55 ve %95.45 inhibisyona sahip oldugu goriilmektedir. En yiiksek
toplam antioksidant aktivite degerine iki bitkide de etil asetat Gziitleri sahiptir. 100
mikrogram konsantrasyondaki etil asetat Oziitlerinin ve standartlarin inhibisyon
degerleri sirasiyla 9%70.49, %63.02, %93.90, %93.65 dir.

Ayrica, bu ¢caligmada artan polariteyle elde edilen 6ziitlerin toplam fenolik madde
miktar1 ve toplam flavanoid madde miktar1 belirlendi. Her iki bitkide de metanol
oziitleri en yiiksek fenolik madde miktarina (Salvia pinnata 48.63 ug PEs / mg ve
Salvia bracteata 35.76 pug PEs / mg) sahipken, etil asetat oziitleri iki bitkide de en
yiiksek flavanoid madde miktarina (Salvia pinnata 469.59 pug QEs / mg ve Salvia
bracteata 486.29 ug QEs / mg)sahiptir.

Anahtar Kelimeler : Salvia pinnata, Salvia bracteata, Ugucu yag, Antioksidant
aktivite, DPPH, -Karoten

Sayfa adedi : 155

Tez yoneticisi : Prof. Dr. Mansur HARMANDAR
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CHEMICAL COMPOSITION of the ESSENTIAL OIL of (Salvia pinnata L.
and Salvia bracteata Banks & Sol.) and DETERMINATION of
ANTIOXIDATION PROPERTIES
(M. Sc. Thesis)

Serkan ELCIN

MUGLA UNIVERSITY
INSTITUTE of SCIENCE and TECHNOLOGY

2009

ABSTRACT

In this study, volatile compounds from the aerial parts of Salvia pinnata and
Salvia bracteata which are grown up in Turkey’s flora were analyzed by GC and
MS system, and total 79 and 76 constituents were identified, respectively. The major
constitients of the oil of S.pinnata were a-pinene (%6.45), camphene (%13.86), B-
pinene (%5.79), camphor (%8.97), borneol (%20.24), isobornyl formate (%7.02),
isobornyl acetate (%26.24), whereas those of S.bracteata were a-Pinene (%10.82),
camphene (%2.17), B-phellandrene (%2.93), B-pinene (%24,49), B-myrcene (%4.11),
p-cymene (%2.77), eucalyptol “1,8-cineole” (%4.90), camphor (%6,77), borneol
(%2.94), B-caryophyllene (%?5.52), y-cadinene (%3,17), caryophyllene oxide
(%4.93).

In this study, hydro-distilled essential oils and hexane, ethyl acetate, methanolic
extracts of S.pinnata and S.bracteata were evaluated for their capacity to scavenge
DPPH and the total antioxidant activity. The result of the activites were compared
with the vitamin E and BHA that they used as a standart antioxidant. For all extracts
and essential oils, antioxidant and total (DPPH) radical scaving activity
proportionally increases by increase of concentration. The methanolic extracts
showed the highest antiradical activity towards the DPPH (2,2-diphenyl-1-

picrylhydrazyl) of the whole extracts and essential oils of S.pinnata and S.bracteata.
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200 pg concentration of the methanolic extracts and standarts (vitamin E and BHA)
showed respectively percent inhibition (%54.40, %26.09, %95.55 and %95.45). The
ethyl acetate extracts displayed highest total antioxidant activity from all extracts and
essential oils of herbs. 100 pg concentration of the ethyl acetate extracts and
standarts displayed respectively inhibition (%70.49, %63.02, %93.90, %93.65).

In addition, in this study the amounts of total phenolic compounds and total
flavinoid compounds are determined in the hexane, ethyl acetate, methanolic
extracts. For both of that plants, the highest amount of phenolics are achived from
methanol extracts (Salvia pinnata 48.63 pug PEs / mg ve Salvia bracteata 35.76 ug
PEs / mg). On the other hand for them, the highest amounts of flavinoids are
achieved from the ethylasetate extracts (Salvia pinnata 469.59 ug QEs / mg ve Salvia
bracteata 486.29 ug QEs / mg).

Key Words : Salvia pinnata, Salvia bracteata, Essential oil, Antioxidant activity,
DPPH, B-Karoten

Page number : 155

Adviser : Prof. Dr. Mansur HARMANDAR
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1. GIRIS

Yontmatas (paleolitik) Cagi’ndan beri (M. O. 50000-7000 yillar1) Anadolu’da
yasamakta olan ‘Anadolu insani’ (Umar, 1982) devamli olarak ¢evresindeki
bitkilerden yararlanmistir. Bunlar1 gida, yakacak, silah, ilag veya mesken yapimi i¢in
kullanmustir. Allium, Origanum, Salvia, Mentha ve Thymus cinslerinin bazi tiirlerinde
oldugu gibi bitkiler besin maddesi olarak kullanilmalarinin yani sira koku verici ve
tat verici olarak da kullanilmaktadirlar (Baytop, 1984).

Bitkilerin hastaliklarin tedavisinde kullanilmasinin ilk bilimsel izleri ve yazil
delilleri 5000 yil oncesi Cin, Hint ve Yakindogu medeniyetlerine kadar
uzanmaktadir. Anadolu’da 2000 yil 6nce Hititler’in hashas, badem, hardal, mazi,
meyan, lizerlik, sogan, sdgiit vb. bitkileri kullandiklar1 bulunmustur. Bitkilerden elde
edilen ilk etken madde 1805’te Alman Kimyact Serturme tarafindan afyon
bitkisinden izole edilen morfindir. Bunu 1820 de kinakinanin kabuklarindan kinin,
1868 de yiiksiik otu (Digitalis) yapraklarindan kalp yetmezligi tedavisinde kullanilan
digitalin ve 1890 da so6giit dali kabugundan asetil salisilik asidin izolasyonu takip
etmistir. Daha sonralar1 dogal ilaglarin sentetik tiirevleri sentezlenerek insanlarin
hizmetine sunulmustur. Bazi dogal ilaglarin laboratuarda sentezi pahali bir islem
oldugu icin hala bitkisel droglardan elde edilmektedir. Sentetik olarak elde edilen
ilaclarin istenmeyen yan etkilerinin olmasi, insanlar1 tekrar dogal kaynakli ilaglar
kullanmaya yonlendirmistir. Bitkisel droglarin tedavide kullanilmasimin bagka bir
istiinliigii birkag etkiye birden sahip olmalaridir. Oysa sentetik ilaclar sadece tek
etkiye sahiptirler. Bu amagcla yeni dogal ilag ham maddeleri bulmak {izere bitkiler
tizerinde yapilan arastirmalar giin gegtikce artmaktadir (Baytop, 1984).

Tiirkiye degisik iklim ve ortam kosullarina sahip olmasi ve ii¢ floristik bolgenin
birlestigi bir kesimde bulunmasi nedeniyle bitki tiiri bakimindan Avrupa
iilkelerinden daha zengindir. Ulkemiz florasinda yaklasik olarak 10.000 kadar tiir
yetismekte ve bunlardan 650 kadar1 halk hekimliginde tedavi amaciyla
kullanilmaktadir (Baytop, 1984).

Diinya iizerinde yetisen cesitli bitkilerin, etken madde bakimindan ¢ok azinin
arastirilmis oldugu g6z Oniine alinirsa, bitkiler aleminde daha birgcok bitkinin

kesfedilmeyi bekledigini sdyleyebiliriz (Baytop, 1984; Ilisulu, 1992).



XX. yiizyilda sanayilesmenin diinyamiza getirdigi kitle tiretimi, ilag sanayinde
sentetik ilaglar lehinde bir gelisim gosterdiginden, bitkisel iirtinlerin kullanimi
gittikge azalma egilimindeydi. Ancak, sentetik ilaglarin arzulanmayan yan etkilerinin
coklugu ile Seveso ve Bhopat facialarimin yasanmasi insanlara doganin 6nemini
hatirlatmig ve alternatif arayislar icine itmistir (Baser, 1990).

Diinyada ilag, kozmetik, parfiimeri ve gida sektorlerinde bitkisel iiriinlere olan
talep siirekli artig gostermektedir. Bu egilim “Dogaya Doniis” sloganiyla
simgelenmekte “Yesil Devrim” ve “Yesil Dalga” gibi carpici isimlerle de 6nemi

vurgulanmaktadir (Baser, 1990).



2. KAYNAK OZETLERI

2.1. Calismada Kullanilan Bitkilerin Botanik Ozellikleri

2.1.1. Lamiaceae Familyasi

Salvia cinsini de iceren Lamiaceae (Labiateae) familyas: bir ya da ¢ok yillik,
genellikle salg: tiiylii ve kokulu, otsu veya calimsi bitkileri icermektedir. Gévde
genellikle dort koseli, yapraklar stipulasiz, basit veya parcali, karsilikli ¢aprazdir.
Cicekler braktelerin koltugunda yalanci vertisiller halinde, brakteler yapraklara
benzer veya onlardan farklidir. Cicekler genellikle erdisidir. Kaliks 5 sepalli,
sinsepal. Korolla 5 petalli, sinpetal, genellikle belirgin iki dudaklidir. Stamenler 4 ve
didinam, bazen ikinci konnektif iyi gelismistir. Ovaryum iist durumlu, 2 karpelli.
Stilus ginobazik. Meyva 4 nukstan ibaret sizokarpdir (Davis, 1982).

Bu familyada 200 cins ve 3500 tiir bulunmaktadir (Heywood, 1979). Tiirkiyede
dogal olarak yetisen 43 cins vardir. Lamiaceae bitkileri 6zellikle terpenoid bilesikler
yoniinden zengindir, ayrica flavonoidler, ugucu yaglar, az da olsa kinoid yapida

maddelerle bazen basit alkaloidleri de tasirlar.

2.1.1.1. Salvia Cinsi

Labiatea familyasma bagli olan ve ucucu yag igeren Salvia tirleri 6zellikle
Akdeniz Bolgesinde yaygin durumdadir. Salvia cinsine bagh bitkiler tek veya ¢ok
yillik otsu veya ¢alimsidirlar. Ozellikle ¢igekleri bariz iki dudakhidir ve dért adet
stamen bulunur. Stamenlerin 6zel yapilar1 vardir, konektif iki kol seklinde uzamus,
uzun kolun ucunda verimli teka, kisa kolun ucunda ise plak sekline doniismiis
verimsiz teka bulunur.

Salvia cinsi 91 adet tiir igermekte ve bunlardan iki tanesi lilkemizde de yetisen

Salvia bracteata ve Salvia pinnatadar.



2.1.1.1.1. Salvia bracteata

Bazen tabanda yayilim gosteren ¢ok yillik bitkileridir. Govde birkag pargali 20-
50 cm, morumsu-kirmizimsi renkte, yiikselici yada dik, yogun glandali (salgi)
yumusak tiiyli, bazen glandsiz yumusak tiiylii. Yapraklar ouate-oblaong, ug
segmentler 2,5-7x1,5-3,5 cm 1-2 parcali kiigilk yan segmentler, yogun gladsiz
yumusak tiiyliidiir. Petiolate (¢igek sap1)1-5 cm, seyrek silli yapida. Cicek durumu
penikulate, ¢evresel ¢igek durumu 5-10 cicekli, hemen hemen zarimsi yapraklarla
aralanmis haldeler, 15-30x9-17 mm brakteler ¢ok sayida, morumsu kirmizimsi,
brakteoller mevcut. Pedisel 1-5 mm Kaliks tiib-huni seklinde, 12-16mm, hemen
hemen meyvede bulunmakta, gladli-tiiylii. Korolla pembeden morumsu kirmiziya
donen renkte, 20-30 mm. Koralla tiibi 14-20 mm bariz sekilde halkali yapida, {ist
dudak diiz sekilde. Stamenler (erkek organ) findiksi kiiresel yapida 3,5x3 mm.
Ciceklenme 5-7 aylar volkanik kayalar ve kalkerli yamacglarda Quercus brantii ile
birlikte bulunur, nadasa brakilan alanlar, liziim baglar1 kenarlari, yol kenarlar1 bos

ekilmemis arazilerde 50-2000 m arasinda bulunur.

2.1.1.1.2. Salvia pinnata

Govdeler 60 cm’ye kadar olan toprak iizerinde yatik 4 (dort) koseli, yogun
glandli yumusak tlylii ¢ok yillik bitkiler. Yapraklar diizensiz pinnatisek, uctaki
segmenteki yapraklar ovate-oblong 7x4 cm’e kadar boylanir ve 2-5 pargali sapsizdir.
Ya da yan segmenteki yapraklar diizensiz siralidir, hemen hemen zarimsi oymali-
kestane disli, glandli tiiyld, saplar 4-12 cm. ¢evresel dizilmis ¢igek durumu 4-6(-9)
mm ovate, ¢abuk diigiicii. Cigek sap1 12-15( 20)mm, dik yayik. Kaliks testi seklinde
az ¢cok morumsu kirmizili, 12-15 mm, meyvede hemen hemen agilmis durumda
yogun gladli (salg1 organi) tiiylii; list dudak tepesi kesik bicimde, belli belirsiz {iglii
disli, koralla agik mor-pembe, 25-30 mm, koralla tiibii dereceli bir sekilde bogaza
dogru genisler, uzunluguna tiiyler icerir. Ust korolla dudaga dik alt dudak kiigiiktiir.
Erkek organlar (stamenler) findiks1 kiire seklinde, 2,5x2,25 mm. Cigeklenme 3-5
aylar arast hububat alanlar ve nadasa birakilmis alanlarda, kuru cayirlarda bulunur.

Deniz seviyesinden—1060 m’ye kadar bulunur.



2.2. Salvia Tiirleriyle flgili Literatiir Arastirmalari

2.2.1. Salvia Tiirlerindeki Terpenoid Bilesik Calismalari

Yapilan literatiir calismalarinda, Salvia tiirlerinden daha ¢ok diterpen ve triterpen
tiiri bilesiklerin izole edildigi goriilmiistiir. Ayhan Ulubelen ve arkadaslar1 Antalya
yoresinden topladiklar1 Salvia potentillifolia bitkisi tizerinde terpenoid bilesik
caligmalar1 yapmuslar ve Soxhlet aparati ile elde edilen aseton ekstraktindan
horminon, 7a-asetilhorminon, ferruginol ve cryptanol olmak iizere dort diterpen izole
etmiglerdir. Daha 6nceki bir ¢calismada Salvia potentillifolia koklerinden krategolik
asit, oleanolik asit, vergatik asit, B-amirin ve B-sitosterol gibi triterpen bilesiklerini
izole etmislerdir (Ulubelen, 1987).

Bir calismada Filistin’in giliney bolgelerinden toplanan, yaygin olarak ilkemizde
de ucucu yagi1 bagirsak ve mide sikayetlerinin giderilmesinde kullanilan Salvia
triloba bitkisinden yeni bir triterpen olan Palestinol (200-hidroksilupan) izole
edilmistir.

A. Ulubelen ve arkadaslarinin bir salvia alttiiri olan Salvia multicaulis ile
calismasinda diterpenoid ve triterpenoid tiirii bilesikler elde edilmistir. Bu ¢alismada;
3-okso—12 metoksi—14-hidroksiabieta—8,11,13-trien (I) ve 6-okso-12-peroksiabieta-
8,11, 13-trien (II) olmak {izere yeni iki adet diterpen izole edilmistir. Buna ilave
olarak da bilinen alt1 triterpenoid, alt1 diterpenoid ve sitosterol bilesikleri de izole
edilerek yapilar1 aydinlatilmistir. Yeni izole edilen diterpen bilesiklerinden iki

tanesinin yapisi asagida verilmistir. (Ulubelen, 1998).
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Salvia cyanescens toprakiistii kisimlari ile yapilan bir ¢alismada, bir tanesi yeni
olmak tizere alt1 diterpen, iki seskiterpen ve ii¢ triterpen izole edilmistir. 12-
isopentenil-3-okso-salvipison bilesigi ilk kez bu bitkiden izole edilmis olup yapisi

asagida verilmistir. (Gokdil, 1997).

12-isopentenil-3-okso-salvipison

Baska bir ¢alismada Salvia sclarea bitkisinin kdklerinden terpenoid bilesikleri
elde edilmistir. Calisma sonucunda Salvia sclarea bitkisinden; iki triterpenoid, bir
steroid ve 12 diterpen bilesigi izole edilmistir. izole edilerek yap1 tayini yapilan bu
bilesikler 3-okso-oleanolik asit ve a-amirindir (Ulubelen, 1997).

Tiirkiye’de Salvia alt tiirleriyle yapilan baska bir calismada 20 Salvia tiiriiyle
calisilmig ve 80 adet diterpen bilesigi izole edilmis, bunlardan 35 tanesi yeni
terpenoid bilesigidir. Salvia cryptantha kokleri ile yapilan ¢alismada iki tanesi yeni
diterpenoid bilesigi olmak iizere bunun yaninda bilinen bilesiklerde saflastirilmistir.

Bu terpenoid bilesiklerin yapilar1 agagida verilmistir (Tepe vd, 2005).

OH

=4

2B-Hidroksiroyleanon Kriptanol
Salvia caespitosa bitkisinin kokleriyle yapilan baska bir ¢alismada dort bilinen

diterpen bilesiginin yaninda yeni bir diterpen olan 6p-hidroksi-isopimarik asit izole



edilmistir. Ayrica bilinen bes triterpenoid bilesigi yaninda bir yeni triterpen, 3-
asetilverpatik asit, iki steroid ve bir flavon bilesigi izole edilmistir (Ulubelen, 2001).

COCH
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6B-hidroksi-isopimarik asit 3-asetilverpatik asit

2.2.2. Ugucu Yag Calismalarn

Son yillarda bitkilerden elde edilen ugucu yag ve degisik ekstreler iizerinde
yogun caligmalar yapilmistir. Hatta bazi iilkeler ekonomik gelir saglamak amaci ile
baz1 bitkilerin kiiltiirlerini olusturup ugucu yag ticaretine baslamiglardir. Yapilan
literatlir taramalarinda birgok Salvia tirlinlin ugucu bilesenlerinin tayin edildigi
goriilmiistir (Tepe vd, 2005).

Delamare ve arkadaslart Salvia officinalis ve Salvia triloba’nin toprak istii
kisimlarindan elde ettikleri ugucu yagin kimyasal bilesimini belirlemisler ve ana
bilesenleri soyle belirtmislerdir. Salvia officinalis igin 1,8 sineol (%24.80), kamfor
(%10.09), borneol (%11.10), é-gurjunen (%8.20). Salvia triloba da 1,8 sineol
(%15.70), o -tujen (%20.10), kamfor (%12.60), B-karyofilen (%11.80), viridifrol
(%7.52) (Delamare vd, 2007).

Kamatou ve arkadaslart 2006 yilinda iki ayri Salvia tiiri tizerinde yaptiklari
calismada ana bilesenleri sirasiyla soyle bulmuslardir. Salvia albicaulis’de 1,8-sineol
(%9.4), limonen (%9.4), B-karyofilen oksit (%5.6), viridifrol (%24.5), ledol (%6.6);
Salvia dolomitica ise linalol (%16.6), geraniol (%19.6), linalil asetat (%19.6), neritol
asetat (%4.6) (Kamatou vd, 2007).

2006 yilinda Senatore ve arkadaslari Salvia microstegia ugucu yagi iizerine

yaptiklar1 calismada elde ettikleri ugucu yagdaki ana bilesenleri sdyle belirtmislerdir.



linalol (%3.1), menton (%4.9), pulegon (%5.7), 4-vinilguasol (%5.3), karyofilen
oksit (%6.2), fitol (%2.8), hekzadekanoik asit (%5.1). (Senatore vd, 2006).

Tognolini ve arkadaslarinin 2005 yilinda 23 ayr1 aromatik bitki (Anthemis
nobilis, Artemisia dracunculus, Cannabis sativa, Cupressus sempervirens,
Cymbopogon citratus, Curcuma longa, Foeniculum vulgare, Hypericum perforatum,
Hyssopus officinalis, Mentha spicata, Origanum vulgare, Pinus nigra, Monarda
didyma, Ocimum basilicum, Ocotea quixos, Pinus silvestris, Piper crassinervium,
Rosmarinus  officinalis,  Salvia  officinalis,  Salvia  sclarea,  Santolina
chamaecyparissus, Thymus vulgaris, Zingiber officinale) tzerinde yaptiklari
calismada elde ettikleri ugucu yaglar i¢inde en fazla tekrarlanan bilesiker; a-pinen
(21), kamfen (16), trisiklen (8), B-pinen (16), mirsen (22), p-simen (17), cis-osimen
(13), y-terpinen (12), linalol (12), kamfor (14), terpinen-4-ol (11), a-terpineol (14),
linolil asetat (8), borneol asetat (9), B-bourbonen (10), karyofilen (15), B-kopaen (9),
karyofilen oksit (11). (Tognolini vd, 2006).

Tepe ve arkadaslar Salvia cryptantha ve Salvia multicaulis’in ugucu yaglarinin
antibakteriyel ve antioksidant aktivitesini incelerlerken ugucu yagda su ana
bilesenlere rastlamislardir. o-Pinen: Salvia cryptantha(18.1), Salvia multicaulis
(21.9); kamfen: Salvia cryptantha(6.4), Salvia multicaulis(7.8); B-pinen: Salvia
cryptantha(4.6), Salvia multicaulis(4.7); okaliptol: Salvia cryptantha(15.3), Salvia
multicaulis(20.1); kamfor: Salvia cryptantha(7.7), Salvia multicaulis(11.0); borneol:
Salvia cryptantha(4.7), Salvia multicaulis(7.3); mirtenol: Salvia cryptantha(3.2);
bornil asetat: Salvia cryptantha(3.7), Salvia multicaulis(3,3); trans-sabinen asetat:
Salvia cryptantha(3.4); karyofilen: Salvia cryptantha(3.4), Salvia multicaulis(4,2); B-
eudesmol: Salvia cryptantha(2.4); bornil asetat: Salvia cryptantha(3.7), Salvia
multicaulis(3,3); valeranon: Salvia cryptantha(2.5), Salvia multicaulis(0,9). (Tepe
vd, 2005).



Farhat ve arkadaslar1 Salvia libanotica’nin ugucu yagini1 dort ayr1 sezonda elde
etmisler ve elde ettikleri ana bilesenlerin sezonluk degisimlerini sdyle belirtmislerdir.

(Farhat vd, 2001).

Bilesik ad1 | Agustos 1998 Ekim 1998 Ocak 1999 Nisan 1999
o-Pinen 3.9 3,1 6,6 5,3
Kamfen 3,0 2.3 4.8 3,1
B-Pinen 5,1 5,5 9.8 9,8
Limonen 2,4 2,2 4.8 6,1

Sineol 57,4 50,0 50,0 47,7
a-Tujen 1,2 1,0 1,9 1,3
B-Tujen 1,1 1,2 1,8 1,2
Kamfor 8,4 7,8 12,3 7,7
Linalol 0,7 0,8 1,2 1,1
Linalil asetat 1,0 0,8 1,2 1,1
Borneol 2,6 2,8 3,9 3,7

2.3. Salvia Tiirlerinin Halk Arasinda Kullanim

Yurdumuzda Salvia i¢in endemiklik oran1 %50.6°dir (Baser, 1997). Salvia tiirleri
terpenler, flavonoidler, antosiyanozitler, saponozitler, ozlar, tanenler, steroller,
karotenler ve kumarin tipi bilesikler igermektedirler. Salvia tiirlerinin en Onemli
etken maddelerini terpenler olusturmaktadir.

Salvia triloba halk arasinda Anadolu adagay1 (Baytop, 1999), elma calbasi, boz
salba, elma calis1 olarak bilinir (Baytop,1997; Baytop, 1999). Mugla yoresinde
almiya calbasi veya adagay1 olarak bilinir (Sezik ve Yesilada, 2002). Bat1 ve Gliney
Anadolu’da bu tiirlin yapraklarindan hazirlanan inflisyonlar c¢ay olarak genis
miktarda kullanilmaktadir (Baytop, 1997; Baytop, 1999). Yapraklari, kimyasal
icerigi ve tedavi edici etkisi bakimindan tibbi adacay1 Salvia officinalis yapragina
benzemektedir (Kirimer vd, 1991; Baytop, 1999). Gaz soktiiriicii, antiseptik (bogaz
ve burun hastaliklarinda), kuvvet verici ve uyarici etkilerinden dolay1 dahilen ve
haricen kullanilmaktadir (Baytop, 1999). Bitki ayrica diseti iltihaplarinda, ytizdeki

sivilcelerin kurutulmasinda, bobrek ve mesane tas ve kumlarmi diisiiriicii ve
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dezenfektan olarak (Kirimer vd, 1991), bebeklerde kabizliga karsi, soguk
alginhiginda, okstiriikte ve mide agrisina karsi1 (Sezik ve Yesilada, 2002) kullanilir.
Salvia triloba’nin ezilmis yapraklar1 Kibris’ta antienflamatuvar olarak ve antiseptik
ozelliklerinden dolay1 dermatolojide kullanilmaktadir (Bellomeria vd, 1992).

Salvia triloba tibbi adacay1 olarak bilinen Salvia officinalis’e gore daha keskin
kokuludur. Her iki adacayinin ugucu yagi kimyasal bilesim bakimindan ¢ok biiyiik
farklilik gostermemekle beraber (Zeybek, 1994; Ceylan, 1996) etken maddelerin
oran1 ¢ok degisiktir ve bu yoniiyle birbirinden ayrilir. Kullanim yoniinden Salvia
triloba, Salvia officinalis’e benzemekle beraber Salvia triloba’da thujon orani daha
diisiik oldugundan c¢ay seklinde tiikketime daha uygundur (Ceylan, 1996).

Bu tiirden su buhari destilasyonu ile elde edilen ugucu yag halk arasinda elma
yag1 veya aci elma yag1 olarak bilinir (Zeybek, 1994; Kirimer vd, 1991 ). Ugucu
yagin gaz soktiiriicli, midevi, ter kesici ve idrar arttirict etkileri vardir (Kirimer vd,
1991; Baytop, 1999). Haricen yara iyi edici ve antiseptik olarak da kullanilmaktadir
(Baytop, 1999).

Diger Salvia tiirlerine gore daha biiyiik ciceklere sahip olan Salvia tomentosa
Bilecik yoresinde salba, Afyon yoresinde ise kir cayr olarak bilinir (Sezik ve
Yesilada, 2002). Yapraklar1 Salvia fruticosa’ninki gibi tibbi adacay1 yerine kullanilir
(Baytop, 1999). Halk arasinda agri1 kesici olarak, soguk alginligi ve astim tedavisinde
kullanilmaktadir (i¢lim vd, 2001). Salvia tomentosa infiisyon ve dekoksiyon halinde
cay gibi hazirlanip a¢ karnina igilir. Bilecik’te salba olarak bilinen bitkinin ¢ozeltisi,
romatizmaya karsi banyo halinde kullanilir. Afyon’da ise kir ¢ay1 olarak adlandirilan
bitkinin infiizyonu karin agrisina karsi kullanilir (Sezik ve Yesilada, 2002). Isparta
yoresinde bu tiiriin inflizyonu; genel ve karin agris1 kesici olarak, iltihapl yaralarda,
soguk alginliginda, astimda, go6gilis yumusatict ve Oksiliriik kesici olarak
kullanilmaktadir (Erol, 1996). Giineydogu Anadolu yoresinde, halk arasinda yara
tyilestirici olarak ve karin agrilarina kars1 kullanilmaktadir (Ulubelen vd, 1984).

Yabani adacay1 olarak da bilinen Salvia verbenaca’nin yapraklar1 misk adagay1
olarak bilinen Salvia sclarea gibi midevi, kabiz, terlemeyi azaltici ve yatigtirici
olarak kullanilir. Ancak etkisi daha zayiftir. Tohumlarinda bulunan miisilaj Dogu

tilkelerinde g6z hastaliklarina kars1 kullanilmaktadir (Baytop, 1999).
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2.4. Ugucu Yaglar

Ucgucu yaglar bitkilerden ve bitkisel droglardan su veya buhar destilasyonu ile
elde edilen, oda sicakliginda sivi olan, kolayca buharlasabilen karigimlardir ve
"ucucu yag", "eterik yag", "esans" gibi isimler alirlar (Baytop, 1986).

Ugucu yaglar bitkinin herhangi bir organinda bulundugu gibi familyaya gore bazi
organlarda, 6rnegin salgi tiiylerinde, salgi ceplerinde, salgi kanallarinda veya salgi
hiicrelerinde de bulunabilmektedir. Ugucu yaglarin bitkide protoplazmada bulundugu
ya da hiicre duvarinin re¢inemsi tabakasinin bozunmasi ile meydana geldigi ileri
siiriilmekle birlikte, glikozitlerin hidrolizi ile olustuklar1 kesinlik kazanmistir (Savas
Tetik, 1996).

Ugucu yaglar genellikle renksizdirler, fakat uzun siire bekletilirse oksitle-
nebildikleri ve reginelesebildikleri i¢in renkleri koyulasir. Bu nedenle sogukta ve
koyu renkli siselerde saklanmalidir. Suda az, organik c¢oziicliler ve yaglarda
kolaylikla ¢oziiniirler. Sulu etanol de ¢ozilinebilme 6zellikleri ile ugucu yaglar sabit
yaglardan ayrilirlar. Yogunluklar: ise karanfil ve tar¢in yaglari diginda sudan daha
azdir. Ayrica kirilma indisleri yiiksek ve optikge aktiftirler (Savas Tetik, 1996).

Ugucu yaglarin bitkilerde biyolojik bir olaya katilmadigi, bitkinin yaralanmasi
sirasinda yaprak ve cicekleri korudugu, boceklere karsi ¢ekici 6zellik gosterdigi ve
ciceklerin tozlasmasina yardimci oldugu sanilmaktadir (Tyler vd, 1988; Ewans,
1989).

Ugucu vyaglarin biiyiik bir kismu parfiimeride koku verici madde olarak
degerlendirilirken, gida sanayinde de tat verici olarak kullanilmaktadir. Baharatin
besinlere verdigi tat ve koku disinda baharatta bulunan ugucu yagdan ileri gelen
koruyucu bir etkisi vardir. Ugucu yaglarin antiseptik 6zelligi bakterilerin {iremesini
yavaglatmakta ve besinlerin bozulmasi geciktirmektedir (Tanker ve Tanker, 1990).

Lamiaceae familyasinda bulunan birgok Akdeniz bdlgesi ve Avrupa bitkisi;
Thymus, Lavandula, Mentha, Melissa vb tiirler, degerli ugucu yag kaynaklaridir
(Tanker ve Tanker, 1990). Bu familyanin Coridothymus, Dorystoechas, Lavandula,
Origanum ve Thymbra cinslerinden biitiin tiirlerin ve Mentha, Salvia, Satureja,
Thymus ve Ziziphora cinslerinden bazi tiirlerin oldukg¢a degerli ugucu yag iirettikleri

kabul edilmektedir (Karadogan vd, 2003).
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Ugucu yag iceriklerine gore Lamiaceae yapilan siniflandirmalarda; Lavandula,
Origanum, Satureja ve Thymbra tirleri yiiksek diizeyde (%2’den fazla), Acinos,
Calamintha, Cyclotrichium, Mentha, Nepeta, Rosmarinus, Salvia ve Thymus tlrleri
orta diizeyde (%0.5- 2.0 arasinda), Ajuga, Ballota, Clinopodium, Lamium,
Marrubium, Melissa, Micromeria, Phlomis, Scutellaria, Sideritis, Stachys ve
Teucrium tirleri diisiik diizeyde (%0.5’den az) ugucu yag igerenler grubunda
siiflandirilmistir (Karadogan vd, 2003).

Ugucu yaglarin bilesiminde bulunan maddelerin taninmasi i¢in, bu maddelerin
birbirinden ayrilmasi gerekmektedir. Bu amagla ¢esitli destilasyon ve kromatografik
yontemler kullanilmaktadir. Kromatografik yontemler arasinda en iyi sonu¢ gaz
kromatografisi ile alinmaktadir. Gaz kromatografisinde ayrim gergeklestirildikten
sonra degerlendirmeler i¢in ucgucu yaglarda genellikle alev iyonlagsma dedektorii
(FID) kullanilmaktadir. Gaz Kromatografisi/Kiitle Spektrometrisi (GC/MS) ile
sonuglar degerlendirilmektedir (Savas Tetik, 1996).

2.4.1. Ugucu Yaglarin Eldesi

Gelismekte olan iilkeler ugucu yag tliretiminde biiyiik potansiyele sahiptir. Diinya
tiretiminin %55°1 gelismekte olan tilkelerde, %35°1 gelismis iilkelerde, %10°u ise
dogu Avrupa iilkelerinde ger¢eklestirilmektedir.

Bitkilerden elde edilen ugucu yag bilesiklerinin kullanim alanlarinin ¢ok genis
olmast nedeniyle, ugucu yaglarin izolasyonu ve saflastirilmasi biiyilk 6nem
tagimaktadir. Yaygin olarak kullanilan ¢oziicii ekstraksiyonu ve buhar destilasyon

tekniklerinin baz1 sakincalarindan dolay1 yeni 6ziitleme teknikleri gelistirilmistir.

2.4.1.1. Su Destilasyonu

Su destilasyonunda materyal su ile birlikte kaynatilir, ugucu yag ve su buharlari
bir sogutucuda yogunlastirilir. Sogutucudan seperatdre gelen yag ve su birbirinden
ayrilir. Su destilasyonunda bitkisel materyal her zaman su ile dogrudan temas

halindedir, su miktar1 az olursa materyal asir1 1sinmadan dolay1 kavrulabilir ki bu
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sebepten dolay1r kazan icinde yeterli miktarda su bulunmasi gerekir (Curtis ve

Williams, 1994).

2.4.1.2. Su-Buhar Destilasyonu

Su-buhar destilasyonunda, bitkisel materyal kazanin altinda bulunan 1s1 kaynagi
ile dogrudan temas edemez. Bununla beraber kazanin cidarlar1 1siy1 iyi iletir ve
kazanin kenarina degen bitkisel materyalde sicaklik nedeniyle bozunma meydana
gelebilir. Bu islemin dezavantaji kullanilan buhar 1slak oldugu i¢in bitkisel materyal
tamamen 1slanir ve bu durum destilasyon hizinin yavaslamasina neden olur. Ayrica
kazanin alt kisminda suyun toplanmasi geri dongiiye neden olur. Riflaks (geri
cevirme) kontroliinii saglayan bir cihaz yerlestirilirse bunun Oniine ge¢mek
miimkiindiir (Lawrence, 1995).

(Lawrence, 1995), su-buhar destilasyonunun su destilasyonuna olan avantajlarini
asagidaki gibi siralamastir:

- Yag verimi daha yiiksektir.

- Yagin bilesikleri hidroliz ve polimerizasyona daha az maruz kalirlar.

- Riflaks kotrol edilirse polar bilesiklerin kayb1 en aza iner.

- Su-buhar destilasyonuyla iiretilen yagin kalitesinin yeniden fretilebilirligi daha
yiiksektir.

Su destilasyonuna gore daha hizli bir islemdir.

2.4.1.3. Su Buhari Destilasyonu

Bu yontem, destilasyon kazaninin disinda bulunan bir jeneratérde iiretilen
buharin kazanin icine yerlestirilmis olan bitkinin i¢inden gegirilmesiyle uygulanir.
Bitkisel materyal buhar girisinin {izerinde yer alan 1zgara {lizerine yerlestirilir. Buhar
kazaninin digarida olmasi buhar hizinin kontrol edilebilmesini saglar. Ayrica bitkisel
materyal ile temas eden 1s1 100 °C den daha yiiksek degildir. Bu sekilde bitkinin
sicaklikla zarar gérmesi 6nlenmis olur. Buhar destilasyonu biiylik 6l¢ekte ugucu yag
iretimi i¢in en ¢ok tercih edilen islemdir (Thapa, 1989; Varshney, 1993; Curtis ve
Williams, 1994; Lawrence, 1995).
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Ayrica buhar destilasyonu, gliserin gibi yiiksek kaynama noktali bilesiklerin, yag
asitleri gibi kaynama halinde dekompoze olan ve terebentin gibi dogrudan isitma

sonucunda yapisi bozunan maddelerin ayriminda ve saflastiriimasinda kullanilabilir.

2.4.1.4. Kuru Destilasyon

Kuru destilasyon (parcalayici destilasyon) da bitkinin ¢esitli kisimlar1 (govde,
kabuk, dal gibi) dogrudan kuru bir sekilde 1siya maruz birakildiginda bitki i¢inde
bulunan ugucu maddeler kismen olduklar1 sekilde, kismense parcalanarak destile
olurlar. Hi¢ ugucu olmayan maddelerde pargalanarak ugucu maddeler haline gelip
distile olurlar. Kuru destilasyon islemi 6zel destilasyon aparatlarinda yapilir. Agac,
odun ve dallar kurumaya birakilir, pargalara boliindiikten sonra kazanlara doldurulup
distile edilir. Destilasyonla gecen kisimlar su ile sogutulan kondansatorlerde
yogunlagirlar. Cesitli kodekslerde bu sekilde elde edilmis preparatlar vardir. Bunlara
katran adi verilir, kayin agact katran1 ve ardi¢c katrani 6rnek olarak verilebilir
(Yal¢indag, 1965).

Toros daglarinda toprak iginde kii¢iik c¢ukurlar agilmak suretiyle katran
tiretilmektedir. Bunun i¢in toprak iginde bir tanesi biiyiik iki cukur a¢ilir ve i¢i camur
ile stvanir. Daha sonra bu iki ¢ukur dip kismindan bir boru ile birbirine baglanir.
Cirali kok ve govde parcalari biiyiik ¢ukura doldurulup tizerleri ¢amur ile sivanir. Bu
esnada kiiciik bir yakma deligi birakilir. Stvama islemi tamamlaninca firindaki odun
parcalar1 yavas yavas yanar ve meydana gelen katran dipteki boru yardimiyla kiiclik
cukurda toplanir. Bu yontemle “kara katran”, “sar1 katran” ve “andiz katran1” olmak

lizere ii¢ farkl1 bitkiden katran elde edilebilmektedir (Baytop ve Oztekin, 1984).

2.4.1.5. Hidrodifiizyon

Bu yontemle elde edilen yag verimi buhar destilasyonuyla elde edilenden daha
yiiksektir. Destilasyon siiresi kisa ve daha az buhar harcandigi i¢in daha az
masraflidir. Bu yontemin dezavantaji buhar ve kondanse olan su asagi dogru hareket
ederken ucgucu olmayan veya ucguculugu az olan lipitler, klorofil, yag asitleri ve

kumarinler gibi suda ¢oziinen bazi maddeler yaga gegebilirler ( Lawrence, 1995).
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2.4.1.6. Maserasyon ile Destilasyon

Glikozit yapisinda ucucu bilesik iceren bitkiler, igcerdikleri ugucu yagin agiga
cikmasi i¢in sicak suyun i¢inde maserasyona birakilir. Badem ¢ekirdekleri, sogan,

sarimsak, hardal tohumu gibi droglar bu 6zellige sahiptir ( Lawrence, 1995).

2.4.1.7. Anfloraj (Soguk Yag ile Oziitleme)

Hasat edildikten sonra bir giin veya daha uzun siire fizyolojik aktivitelerini
devam ettiren ¢icekler (yasemin gibi) soguk yag ile Oziitlenirler. Yontem igin
genellikle saflagtirllmis domuz yagi i¢ yag karisimi gibi kokusuz ve uygun kivamda
bir yag secilir ve kenarlar1 tahta ¢ergeve ile kaplanmis bir cam plak iizerine yayilir ve
yag kapli bir plak bunun lizerine kapatilir. Taze olarak toplanmis ¢icekler yagin
lizerine serpilir, bir giin bekletilir ve yerine yenileri konur. Bu isleme yag tamamen
doyuncaya kadar devam edilir ve elde edilen iirline ‘pomat’ denir. Pomat alkol ile
Oziitlenir, alkolde ¢0zlinmiis durumdaki yag siiziilir ve alkol diigiik basingta

destilasyonla uzaklastirilir, iirtine ‘Absolii” adi1 verilir (Guenther, 1948; Thapa, 1989).

2.4.1.8. Maserasyon (Sicak Yag Ile Oziitleme)

Yontemin soguk yag ile 6ziitlemeden belirgin farki, koparma sonucu fizyolojik
aktiviteleri hemen duran giil, mimazo, akasya, portakal ¢igegi gibi ¢iceklerin 60-70
°C sicakliktaki yaga daldirilarak oziitlenmesidir. Doygun yag siiziilerek ‘pomat’ elde
edilir, soguk yagla ekstraksiyona benzer yolla pomattan alkol 6ziitii ve ‘absolii’

hazirlanir (Guenther, 1948; Thapa, 1989).

2.4.1.9. Organik Céoziiciilerle Oziitleme

Taze bitkisel materyaller petrol eteri, hekzan, metil kloriir, benzen, aseton gibi saf
coziiciilerle, baz1 6zel durumlarda iki ¢oziicii karisimi ile oziitlenebilirler. Oziit,
diisiik basingta konsantre yag veya konkret olarak elde edilir (Thapa, 1989;
Wijesekera, 1992).
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Ozellikle 1s1ya karsi hassas ve buhar destilasyonu ile elde edilemeyecek kadar
kiiciik miktarda bulunan yaglar bu yontemle elde edilir. Ancak ucucu yaglarla
birlikte kullanilan ¢dziiciide ¢oziinebilen diger maddeler de dziitlenirler. Kullanilacak
olan ¢oziicii inert, diigiik kaynama noktali, secici bir etkiye sahip, ucuz, kolay
bulunur ve su ile karigsmayan bir ¢oziicii olmalidir (Thapa, 1989; El-Gammal, 1991;
Curtis ve Williams, 1994).

Coziicii ile oziitlemenin baslica sakincas1 6ziitte ¢oziicli artiginin kalmasi ve bu
nedenle toksik risk olusturmasidir. Ayrica verimli bir ekstraksiyon i¢in uzun bir siire
gerekmektedir. Birde organik ¢oziicliler diisiik segicilige sahiptir. Bu nedenle istenen
bilesiklere ilave yiiksek molekiil agirliklt ve ugucu olmayan sabit yaglar, regineler,

mumlar ve renk maddeleri de ekstrakte olmaktadir.

2.4.1.10. Sivilastirilmis Gazlarla Oziitleme (Siipercritical Fluid Extraction,SFE)

Stiperkritik akiskanlar, basing, sicaklik ve akigkanin bilesimine bagl olarak gaz
ve sivilar arasinda bir 6zellige sahiptir. Vizkoziteleri sivilarinkinden diisiiktiir ve
difiizyon katsayilar1 yiiksektir. Boylece daha etkili oziitleme yapilabilir. Ayrica
yogunluklar1 ve dolayisiyla akiskanin ¢oziicii giicii basing ve sicaklikla ayarlanabilir.
Bu sekilde teorik olarak yiiksek seg¢icilikle 6ziitleme yapilabilir. SFE sistemi yiiksek
basing pompast ve Ornegi igceren bir Oziitleme bolmesinden olusur. Bir organik
¢Oziicii ilave edilerek ¢ozme Ozellikleri arttirilabilir. SFE, statik ve dinamik sekilde
calistirilabilir. Oziitlenecek bilesiklerin yapis1 (apolar, apolar-polar arasi, iyonik
yapida), basing, sicaklik ve zaman gibi Oziitleme parametreleri ve Oziitlenecek
materyalin yapisi (bliylik partikiiler, aktif yoreler ve su icerigi) SFE ile oziitlemeyi
etkileyen faktorlerdir. Cevre numuneleri, bitkiler, gidalar, yaglar ve polimerler gibi
genis bir alanda bir yoOntemdir. Polisiklik aromatik  hidrokarbonlar,
poliklorobifeniller, fenoller, pestisitler, organometalik bilesikler, lipitler, kokulu ve
ucucu bilesikler, dogal iiriinler, katki maddeleri gibi c¢ok c¢esitli maddelerin
Oziitlenmesi i¢in uygundur. (Di Giacomo vd 1989; Hawthorne vd 1993; Reverchon,
1997; Goodarznia ve Eikani, 1998; Simandi vd 1998; Camel, 2001; Simith, 2003).
Son yillarda gida, farmasétik ve kimya endiistrilerinde olasi uygulamalara iligkin

caligsmalar yapilmistir. (Bruno ve Ely, 1991).
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Kurutulmus bitkisel materyalin tiimii basing altinda sivi CO, ile kolayca
ozutlenebilir. S1vi CO,’in kritik noktast 73 kg/m2 basing ve 31 OC sicakliktir. Yontem
esas olarak kritik noktanin yakininda sivi hale getirilmis gazin yliksek basingh
Oziitleme tankinin iginde sirkiilasyonudur. Basimcin degistirilmesi veya tamamriyla
buharlastirmak suretiyle ¢oziiciiniin hemen hemen tamami uzaklastirilir. Ayrilan gaz
yeniden kullanim igin sikistirilir. (Wijesekera, 1992). CO,, siv1 ve siiper akiskan
Oziitleme i¢in tercih edilmektedir. Ciinkii kokusuz, tatsiz ve renksizdir. Toksik bir
¢oziicii degildir, ucuzdur ve kolayca temin edilebilir. Kalint1 birakmadan kolayca
ortamdan uzaklastirilabilir. Oysaki hekzan ve metilen kloriir gibi ¢oziictileri kullanan
basit c¢oziicii Oziitlemelerinde elde edilen son iirlinde ¢06ziiciiniin tamamini
uzaklastirmak ¢ok zor ve masraflidir. Diisiik viskozitesinden dolayr CO, kurutulmus
bitkisel materyal i¢inde kolayca absorplanabilir. Korozif degildir, kolayca yanmaz,
alkoller, aldehitler, esterler ve ketonlar gibi giiclii bir ¢oziiclidiir. Sicaklik ve basinci
degistirmek suretiyle seciciligi degistirilebilir. Ayrica subkritik veya siiperkritik CO,
Oziitliniin kokusu, 6ziitleme isleminin yapildigi hammaddenin taze dokusuna hemen
hemen esdegerdir. Oysaki buhar destilasyonu veya bir Oziitten ¢oziicliniin
uzaklagtirilmasi sirasinda karigim 1stya maruz kalmaktadir. Bu durum geri doniistimii
olmayan hidroliz, izomerizasyon ve polimerazasyon tepkimelerine neden olur.
(Thapa, 1989; Lawrance, 1995; Wijesekera, 1992).

Karbondioksit, molekiil kiitlesi 250’den kiiciik olan bilesikler i¢in iyi bir
¢oziicidiir. Bdyle bilesiklere ucucu yaglardaki hidrokarbonlar ve oksijenli
monoterpenler 6rnek olarak verilebilir. Molekiil kiitlesi 250-400 arasinda olan
bilesiklerin sivi CO,’deki ¢oziiniirliikkleri diistiktiir. Molekiil kiitlesi 400°i asan
bilesikler ise ¢oziinmezler. Sabit yaglar, proteinler mumlar, klorofil ve pigmentler
stvi CO,’de ¢oziinmediklerinden bu ¢oziicli, 6ziitleme i¢in oldukc¢a kullanighdir.
(Lawrence, 1995). Saf CO,, apolar ve diisiik polariteli bilesikleri etkili bir bicimde
Oziitler. Polar maddelerinde Oziitlemesini artirabilmek icin ayrica baska bir

¢Oziicliniin de ilave edilmesi derekir. (Camel, 2001).
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2.4.1.11. Kesiksiz Subkritik Su ile Oziitleme

Bu teknikte, oziitleyici olarak dinamik tarzda ve 100-374 °C sicakliklar arasinda
(Suyun kritik noktast 221 bar ve 374°C’dir) su kullamlir. Siv1 halin korunmasi igin
yeterince yiiksek bir basincin uygulanmasi gerekir. Bu teknik, kati numunelerin
Oziitlenmesinde Onemli bir alternatif olmustur. Suyun dielektrik sabiti kolayca
kontrol edilebilir. Bu parametre, orta basing altinda sicakligi degistirmek suretiyle
genis bir aralik i¢cinde degisiklige ugratilabilir. Cevre sicakligl ve basincinda suyun
dielektrik sabiti yaklasik 80’dir. Yani asir1 bir polar ¢oziiciidiir. Bu parametreyi,
sicaklig1 orta basing altinda yiikseltmek suretiyle ¢ok diisiirmek olasidir. Ornegin 250
°C sicaklik ve 40 barin iizerindeki bir basingta subkritik suyun dielektrik sabiti
27°dir. Bu haliyle etil alkole benzer ve diisiik polariteli bilesikleri 6ziitlemek i¢in
uygun bir hale gelmis olur. Bu nedenle ¢evre Olglimleri i¢in alinan numunelerden
genis araliklarda polariteye sahip atik meddeleri 6ziitlemek olanakli hale gelmis
olacaktir. Ugucu yag izolasyonunda bu teknigin kullanimi yenidir ve olduk¢a umut
vaat etmektedir.(Jimenez-Carmona vd 1999; Rovio vd 1999; Gamiz-Garcia ve Luque
de Castro, 2000; Ayala ve Luque de Castro, 2001; Ozel vd 2003).

Kesiksiz subkritik su oOziitleme sistemi, su tanki, yiiksek basing pompasi,
paslanmaz c¢elikten silindirik 6ziitleme bdlmesine sahip bir oziitleme (Dip kisimi
siriilasyona izin verecek sekilde kapatilmis) kisimlarindan olusur. Oziitleme bdlmesi
paslanmaz celikten yapilmus bir on 1sitict ile birlikte 300 °C’ye kadar 1smabilen bir
firnin igine yerlestirilir. Sogutma sistemi firindan ¢ikan akigskani sogutmak igin
kullanilir. Ayrica degisken 6zellikli bir sinirlayici ile tercih edilen basing dinamik
sistem i¢inde muhafaza etmek miimkiindiir (Luque de Castro vd 1999; Gamiz-Garcia

ve Luque de Castro, 2000).
2.4.1.12. Sikma fle Yapilan Mekanik Oziitleme
Ucucu yaglarin bazilar1 kimyasal kompozisyonlart ve dogalar1 geregi isidan

etkilendiklerinden destilasyon islemine tabi tutulmazlar. Ornegin, narenciye

meyvelerinden ugucu yaglarin elde edilmesi i¢in mekanik 6ziitleme uygulanir.
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Onceleri meyveler kesilip i¢ kisimlar1 alindiktan sonra kabuklar1 kolayca
Oziitleyebilmek i¢in bir siire suda bekletilirdi. Presler kullanilarak turung
meyvelerinin kabuklarinda bulunan eterik yag bezleri parcalanir ve yagin agiga
cikmasi saglanirdi. Yag bir slinger yardimiyla alinip bir kaba sikilarak elde edilirdi.
Bir miktar su igerdiginden dolayr bulanik olan ugucu yag bir siire bekletilir ve

stizlilerek saf hale getirilirdi (El-Gammal, 1991).

2.4.1.13. Cizerek Oziitleme

Canli ¢am agaclarinda recinenin agac¢ biinyesinden alinmasinda ‘yaralama
teknigi’ ve uyaricilarla ‘tahrik teknigi’ kullanilir. Yaralama tekniginin cesitli
yontemlerinden biri olan ‘Oluklu Cizgi Yontemi’ {ilkemizde 1950°li yillardan
giiniimiize kadar uygulanmistir. 1980’11 yillarda ise asit-pasta tahrik teknigi deneme
maliyetinde uygulanmaya baslamis, daha sonra yaralama teknigi tamamen terk

edilerek, bu teknik yayginlastirilmistir (Acar vd, 1996).

2.4.1.14. Mikro Dalga ile Oziitleme (Microwave-Assisted Extraction, MAE)

Mikro dalga enerjisi (300-300.000 MHz frekansa sahiptir), iyonlarin go¢ etmesi
ve dipollerin rotasyonu vasitasiyla molekiillerin hareketine neden olur. Dipollerin
rotasyonu, elektrik alanina bagl olarak ¢oziiclide ve drneklerde bulunan daimi veya
indiiklenmis dipol momentine sahip molekiilleri ayn1 hizaya getirir. Alan siddeti
azaldikca termal diizensizlik diizgiin hale getirilir ve termal enerji aciga cikar. 2450
MHz (Ticari sistemlerde kullanilan frekans)’de molekiillerin siralanmasinin ardindan
saniyede 4,9.10° kez diizensizlige geri doniis olur. Boylece hizla 1sinma gerceklesir.
Mikrodalgaya 6zgii etkiler nedeni ile mikrodalga ile 1sitma islemi hemen olur ve
Oornegin tam iginde gergeklesir. Bu sekilde ¢ok hizli oziitleme yapilabilir. Cogu
durumda 6ziitleme ¢oziiciisii mikrodalgalar1 absorplar. Sicaklikla bozulan bilesikler
s0z konusu oldugunda, dikrodalgalar sadece ortam tarafindan absorplanir, 6rnek
1sinir ve maddeler soguk ¢oziicliye saliverilirler. Mikrodalganin, bitkisel materyaller
tizerindeki etkisi hakkinda yapilan calismalarda, bez ve damar sistemindeki serbest

su molekiilleri ile secici olarak etkilestigi goriilmiistiir. Hizli bir 1sinma ve sicaklik
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artist sonrasinda hiicre duvarlarinin bozuldugu ve ugucu yagmn c¢oziicii igine
saliverildigi belirtilmistir. Oziitlenecek bilesiklerin yapisi (Polar ya da apolar
ozellikte olmalar1), sicaklik ve zaman dibi 6ziitleme parametreleri, Oziitlenecek
materyalin yapis1 (Biiyiik partikiiller, su iserigi) mikrodalga ile 6ziitlemeyi etkileyen
parametrelerdir (Camel, 2001).

Mikrodalga ile 0ziitleme, mikrodalga enerjisi yardimiyla c¢ok cesitli
materyallerden ¢oziiniir bilesiklerin bir akiskan yardimi ile 6ziitlenmesidir. Teknik,
swv1 faz Oziitlemesi ve gaz faz dziitlemesi olmak tizere iki sekilde uygulanabilir. Sivi
faz Ozitlemesinde Oziitleme islemi (Bitkilerde ugucu yaglarin izolasyonu),
mikrodalgaya maruz kalan maddelerin kimyasal dogalarina bagl olarak mikrodalga
enerjisini farkli absorplama yeteneklerine bagli olarak gergeklesir. Bu fiziksel
ozelligi dlgmek i¢in genellikle kullanilan parametre dielektrik sabitidir. Mikrodalga
yardimi ile sivi faz oOziitlemesinde, materyal oOziitlemenin gerceklesecegi diisiik
dielektrik sabitine sahip ve mikrodalga goreceli olarak gegiren bir ¢oziiciiye
daldirilir.  Teknigin ilk uygulamalar1 bitkisel iriinlerden wugucu yaglarin
oziitlenmesinde kullanilmigtir. Ayrica mikrodalga ile 6ziitleme, bitki dokusu i¢indeki
herbisitleri belirlemek i¢in sivi kromatografisi ile birlikte kullanilabilmektedir
(Ganzler vd 1986; Luque de Castro vd 1999; Eskilsson ve Bjorklund, 2000; Simith,
2003).

2.4.1.15. Likens-Nickerson Aparati Ile Oziitleme

Ucgucu organik maddelerin dogal kaynaklardan elde edilmesi i¢in kullanilan
buhar destilasyonu ve ¢oziicli 6ziitlemesi, ugucu 6zellikteki maddenin ciddi kayiplara
ugramasina neden olabilmektedir. Ciinkii yagi igeren ¢ozeltiler ugurma islemine tabi
tutulurlar. Cok saf c¢oziiciiler i¢inde bulunan eser bilesikler bile ppm seviyesinde
calisildiginda analizde hataya sebep olurlar. Coziicli 6ziitlemesi ile ugucu olmayan
bilesiklerde oOziitlenmektedir. Buhar destilasyonunda ise, biiyliik miktarda numune
icin faz aymrimi, yogunlasma isleminden sonra gergeklesir. Ancak kiigiikk miktarda
(gliclii kokuya sahip fakat az miktarda ugucu yag igeren cigekler gibi) veya seyreltik
numunelerden maddeyi kazanabilmek icin ¢oziicli ile oziitleme gerekir. Likens-

Nickerson aparati, buhar destilasyonu ve destilatin kesiksiz sivi-sivi 6ziitlemesi i¢in
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kullanilan bir aparattir. Yontemin tek dezavantaji ¢Oziiciiniin uzaklastirilmasi
islemidir. (Godeftroot vd 1981). Bu aparat ile atmosfer basincinda ve diisiik basingta
calisma olanag1 vardir. (Pollien vd 1998).

Aparat 10-100 mL sulu ¢ozelti veya 1-20 g su ile karigtirtlmis kati maddenin
kullaniminm1 saglar ve distilatin 1 mL pentan veya metilen kloriir ile 6ziitlenmesini
gerceklestirir. Bir miktar numune (Gida, igecek, par¢alanmis bitki dokusu gibi) kuru
ornekler i¢in bir miktar su ile birlikte 6rnek balonuna konur. Sistemin diger balonuna
ise sudan daha yogun olan (Metilen kloriir, kloroform vb.) 6ziitleme ¢oziiciisii konur.
Bu iki balon isitilir; su ve ¢oziicii buharlari yogunlagsmalarini saglayacak olan
sogutucu tiipii igeren ekstraktor govdesine ulasirlar. Bu islemde aroma bilesikleri su
buhariyla meteryalden ayrilir ve sivilar sogutucu tiip lizerinde yagunlastiklarinda
¢oziicli gecer. Su ve ¢oziicli, yogunlastiktan sonra ekstraktdrde toplanir ve siirekli
riflaks1 saglamak tizere kendi balonlarina donerler. Aparati modifiye etmek suretiyle
sudan daha hafif olan (Pentan ve etil asetat) ¢oziiciileri kullanmakta olanaklidir.
Normal olarak islem 1 saat stirmektedir. Coziicii 6ziitlemesi ise buhar destilasyonu
islemi kesildikten sonra 20 dakika daha devam etmektedir. Bu sekilde buhar ile
distile olabilen maddelerin tiimii toplanmis olur. (Poole ve Schuette, 1984; Augusto
vd 2003).

Likens-Nickerson aparati ile fenollerin (Bartak vd 2000), gidalarda bulunan tat
maddelerinin (Demole vd 1982), ucucu yag bilesenlerinin (Nunez ve Benelmanz,
1984; Diaz-Maroto vd 2002) sulu 6rneklerin, yag/su ve yag orneklerinin (Au-Yeung

ve Mac Leod, 1981) 6ziitlemesine yonelik ¢alismalar yapmustir.

2.4.2. Ucucu Yaglarin Elde Edilislerindeki Degismeler

Destilasyon sirasinda ugucu yagin degisiklige ugrayip ugramadiginin tespiti igin
bircok arastirma yapilmistir. Bu aragtirmalarda destilasyona bagli olarak, ortam
sartlarinda meydana gelen degisiklikler ve bunlarin ugucu yaginin kimyasal yapisi
lizerine olan etkisi incelenmistir. Elde edilen sonuglara gore, ucucu yag ya
destilasyon sartlarindan veya destilasyon cihazina bagli olarak degismektedir.
Degismelere sebep olan faktorleri baglica destilasyon siiresi, tatbik edilen 1s1, ortamin

pH’s1 ve destilasyon aletinin yapisidir. (Basaran, 1984).
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Ugucu yagin bulundugu dokuya bagl olarak, tatbik edilen siire degisir. Ucucu
yag dis salgi tiiylerinde bulunuyorsa, siire kisa, buna karsilik icteki dokularda
bulunuyorsa siire uzundur. Bu siireyi kisaltmak i¢in bitki toz edilir. Fakat Toz etme
esnasinda meydana gelen 1s1 materyalin tasidigt ugucu yagin bir kisminin
kaybolmasina ve yapisinin degismesine sebep olabilir. Bu nedenle toz etme islemi,
s1v1 azot veya karbondioksit kar1 ile saglanan diisiik 1sida yapilmalidir (Duru,1993).

Destilasyon 1s1sinin uzun sure tatbik edilmesinden dolay1 ugucu yagin yapisinda
bulunan maddelerde bazi degisiklikler meydana gelir. Ozellikle diisiik polariteye
sahip hidrokarbonlar bu durumdan kolayca etkilenirler. Ayrica, kaynama noktasinda
uzun siireli 1s1 tatbikinden dolay1, ortamin pH’s1 asite dogru kayar ve bazi terpenlerin
yapilar1 degisir. Ugucu yagda bulunan sabinen, sabinen hidrat ve a-pinen, asidik
ortamda terpinen-4-ol, a-terpinen, terpineolen ve a-terpineol’e doner. Bornil asetat
ise borneole doniismektedir. Arastirmalarda incelenen maddelerin ¢esitli pH

araliklarinda % miktarlar tablo 2.1.’de verilmistir.

asidik
ortam

o-Pinen Sabinen Sabinenhidrat o Terpinen Terpinen-4-ol Terpinolen o Terpineol

CH,

H,C

asidik ortam_

O,
1)

H3 z -
OCOCH, Ol

Bornil Asetat Borneol



Tablo 2.1. Cuprassocyparis leylandii (Dall. Et jacks.) Dall. Ugucu yaginin degisik
pH araliklarinda destilasyonu terpen ylizdelerinin degisimi

Terpen/pH 2,2 3 4 5 6 7 8
o-Pinen 13,9 14,7 15,4 15,9 16,3 16,4 16,4
o-Tujen 0,5 0,9 1,2 1.4 1,6 1,7 1,7
Sabinen 6,0 13,8 214 269 323 35,5 37,2
a-Terpinen 10,5 7,0 5,0 3,6 2,6 1,8 1,5
y-Terpinen 12,24 1,07 7,9 5,9 4,0 3,1 2,4
Terpineolen 5,8 49 4,1 3,8 3,3 3,0 2,9
Sabinen hidrat 0,2 0,2 0,3 1,0 2,8 3,7 472
Terpinen-4-ol 23,3 20,7 17,0 12,8 8,0 6,3 5,2
a-Terpineol 2,8 2,1 1,4 1,2 0,9 0,9 0,8
Bornil Asetat 18,0 - - 24,1 - 36,0 -
Borneol 16,5 - - 11,7 - 4,2 -

Duru ve arkadaslar

metot farkliligmma goére ugucu yaglarin kimyasal

bilesimlerindeki degismeler {izerine arastirma yapmustir. Bu arastirmada ekstraksiyon

sonucu elde edilen ugucu yag ile detilasyon sonucu elde edilen ugucu yag arasinda

onemli farkliliklar gozlenmistir (Duru, 2003). Bu sonuglar asagidaki Tablo 2.2.’de

verilmigtir.

Tablo 2.2. Liquidambar orientalis var. orientalis ugucu yaginda bazi terpenlerin su
destilasyonu, buhar destilasyonu ve ekstraksiyon yontemlerine gore miktarlarinin

degismesi
Terpenler

a-pinen
Sabinen
a-Terpinen
y-Terpinen
Mentol
Terpinen-4-ol
a-Terpineol

o-Farnesen

Su Destilasyonu

(%)
6,30
13,0
9,0
15,0
0,5
35,0
1,9
0,2

Buhar Destilasyonu

(%)
4,1
11,0
1,1
6,3
1,9
22,0
25,0
1,0

Ektraksiyon

(%)
2,6
7,0
1,0
4,8
2,4
15,0
29,0
2,5
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Tabloda goriilecegi tizere ekstrakte edilmis ugucu yagda a-pinen, sabinen, a-
terpinen, y-Terpinen ve terpinen-4-ol miktarlar diiserken; a-Terpineol, a-Farnesen
ve mentol miktarlar1 da dikkat ¢ceken oranda artiglar gostermektedir. Bu durum ilgili

bilesiklerin drogtan kazanimi sirasinda 1s1 ile degistigini gostermektedir.

2.4.3. Ucucu Yaglarin Kullanim

Gida tretim tekniklerindeki modern gelismelere ragmen hala gida giivenligi
onemli bir saglik sorunu halindedir (WHO, 2002a). Endistriyel iilkelerdeki
insanlarin %30’dan daha cogunun her yil gida kokenli hastaliklara yakalandig
belirtilmektedir ve 2000 yilinda diinyada en az 2 milyon kisinin ishalden oldiigii
bilinmektedir (WHO, 2002a). Bu ylizden gidalarda bulunan ve hastalik yapan
tirlerin azaltilmasinda ve yok edilmesinde mevcut tekniklere adapte edilebilecek
yeni yontemlere ihtiya¢ duyulmaktadir. Batili toplumlar, ¢evreye daha az zarar veren
sentetik katki maddeleri ve {irlinleri az tercih ettiklerinden, yesil tiiketici (Green)
olma konusunda oldukc¢a duyarli olduklar1 géziikmektedir (Tuley de Silva, 1996;
Smid and Gorris, 1999).

Ayrica Diinya Saglik Orgiitii, kalp damar rahatsizliklarmi azaltmak icin diinya
genelinde tuz kullaniminin azaltilmasini istemektedir. (WHO,2002b). Bu dogrultuda
sayet iretilen gidalardaki tuz orami azaltilirsa, gidalarin bozulmasini Onlemek
amaciyla diger katki maddelerine basvurulmasi kaginilmaz olacaktir. Bu yilizden
dogal ve yesil orijinli giivenilir gida iiretimi yeni tekniklerin kullanilabilecegi
olduk¢ca cok alan bulunmaktadir. Bu tekniklerden birisi de anti bakteriyel ve

antioksidan katki maddesi olarak ugucu yaglarin kullanilmasidir.

2.4.3.1. Ucucu Yaglarin Tarihi Kullanimi

Eski caglardan beri baharatlar, parfiim, tat ve koruma amagli kullanilmalarina
(Bauer vd 2001) ragmen Roma ve Yunan tarihinde ucucu yaglardan sadece neft yagi
olarak bahsedilmistir (Guenther, 1948). Doguda (Misir, Hisdistan ve Iran)
destilasyon, ugucu yaglarin elde edilmesinde 2000 yildan beridir kullanilmaktadir

(Guenther, 1948). Daha sonralar1 Araplar tarafindan 9.yy.’da gelistirilmistir. (Bauer
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vd 2001). Ugucu yaglarin destilasyonuyla ilgili ilk orijinal 6rnekler Katalan doktor
Villanova tarafindan yazilmistir (Guenther, 1948). 13.yy’a kadar ugucuyaglar
eczacilar tarafindan elde edilmis ve bunlar farmakolojik etkileri farmakoloji
kitaplarinda belirtilmistir (Bauer vd 2001). Fakat Londra’da ticari amach
kullanilmasimna degin 16.yy’a kadar yaygin bir kullanim alani bulmamistir
(Crosthwaite, 1998). Bu yiizyilda uc¢ucu yaglarin kullanimi ve destilasyonu iizerine
ilk yaymlar iki Strassburg’lu doktor olan Brunscwing ve Reiff tarafindan
yayimmlanmigtir. Fransiz doktor Du Chesne’e gore 17.yy.’da ugucu yaglarin
hazirlanmasi 1iyi bilinirdi ve bu amacgla 15-20 ugucu yagin stoklandigi da
belirlenmektedir (Guenther, 1948). Cay agact yagin1i daha Onceleri yerli
Avustralyalilarin kullanmis olmasi ihtimali yiiksek olmasina ragmen, Avustralya’nin
sOmiirgelesmesi nedeniyle medikal amacgli kullanimi 19.yy.’da belgelenmistir
(Carson ve Riley. 1993). Ucgucu yaglarin bakteriyel oOzelliklerinin ilk deneysel
Olctimlerinin 1881 yilinda De La Croix tarafindan gerceklestirildigini sdylenmektedir
(Boyle, 1955). Diger taraftan 19. ve 20.yy. boyunca tip alaninda ugucu yaglarin

kullanimi, tat ve aroma olarak kullanimlarina oranla daha az olmustur.

2.4.3.2. Ucucu Yaglarin Giiniimiizdeki Kullanimi

Avrupa Birliginde ucucu yaglarin en genis kullanim alanlar1 arasinda gida (gesni
olarak), parfiimeri (glizel koku ve tirags losyonu olarak) ve ilag (fonksiyonel
Ozelliklerinden faydalanmak i¢in) sanayi yer almaktadir (Bauer ve Garbe, 1985; Van
Welie, 1997; Van de Braak ve Leijten, 1999). Ucucu yaglarin aromaterapideki
kullanim1 toplam pazarin %?2’sinden az fazladir (Van de Braak vd Leijten, 1999).
Diger taraftan gerek sentetik gerekse bitkilerden Oziitlenen ucucu yagin onemli
bilesenleri gida ¢esnisi olarak kullanilmaktadir. (Oosterhaven vd 1995).

Ucgucu yaglarin antibakteriyel ozellikleri ve bilesenleri, dis kokii kanallarinin
acilmasi antiseptik (Bauer ve GArbe, 1985; Cox vd 2000) ve mayali ekmekler icin
katkir maddesi olarak (Van Krimpen ve Binnendijk, 2001) oldukga farkli alanlarda
kullanilmaktadirlar. Ugucu yaglar1 igeren birka¢ koruyucu ve katki maddesi halen
yaygm olarak kullamlmaktadir. DOMCA S.A. (Alhendr’n, Granada, Ispanya)

tarafindan iiretilen “DMC Base Natural” gida koruyucusu olarak kullanilmakta ve bu
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iriin %50 ada ¢ay1 ve biberiye ugucu yagi ile dziitlerinden iretilen “Protecta One”
and “Protecta Two” iirlinleri karistirilarak hazirlanan yeni iiriin Amerika da giivenli
gida katki maddesi olarak bilinir ve bu Oziitlerde bir yada daha ¢ok ugucu yag
bulundugu bilinmektedir (Cutter, 2000). Ugucu yaglarin fizyolojik etkilerinden
patates filizlenmesinin engellenmesi (Hartmans vd, 1995) ve bdceklerin
uzaklagtirilmas1  (Carson ve Riley, 1993) gibi olduk¢a farkli alanlarda

kullanilmaktadir.

2.4.4. Ucucu Yaglarin Bilesimi

Ucgucu yaglar, terpenik hidrokarbonlar (alifatik, monosiklik, bisiklik ve
seskiterpen) ve bunlarin oksijenli tiirevlerinin (alkol, aldehit, keton) karigimidir.
Terpenik maddelerden oksijensiz olanlar ¢ogunlukla kolay ugucudurlar ve ugucu
yaglar sogutuldukca, oldukga diisiik derecelerde bile sivi halde kalirlar (Baytop,
1986).

Terpenler (CioHj¢), izopren (CsHg) birimlerine boliinebilen dogal iiriinler olarak
tanimlanmaktadir ve karbon sayisina gore isimlendirilirler. Hemiterpenler (CsHsg) bir
izopren iinitesinden, monoterpenler (CjoH;¢) 1ki izopren iinitesinden, seskiterpenler
(CisHa4) lic izopren iinitesinden, diterpenler (CyoHszy) dort izopren iinitesinden,
triterpenler (CsoH4g) alti izopren {lnitesinden meydana gelirler. Ugucu yaglarin
bilesiminde daha ¢ok mono ve seskiterpenler yer alirlar (Tyler vd, 1988).

Bitkilerde terpen kokenli maddelerin biyosentezi fotosentez siklusunda glikoz
olusumu ile baslar. Glikoz, asetilkoenzim A’ ya doniisiir ve asetilkoenzim A cesitli
biyosentetik basamaklardan sonra mevalonik asiti ve o da izopren ¢ekirdegini (CsHs)
verir (Savas Tetik, 1996).

Izopren tiim terpenik maddelerin biyosentezinde temel maddedir. Iki molekiil
izopren geranilpirofosfat ve izomerleri pirofosfat ve linalil pirofosfati verir.
Monotrpenler bu ii¢ izomerden sentezlenir. Seskiterpenler ise bir molekiil izopren
katilimiyla olusan farnesil pirofosfattan (15 C’lu) tiirerler. Iki geranilpirofosfat
molekiilii geranilgeranil pirofosfat (GGPP)’1 olusturur. Bu da diterpen sentezinde

temel molekiildiir (Ewans, 1989).
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T1ibbi agidan 6nemli olan bu metabolitler biogenetik olarak gruplandirilmislardir.
Bu gruplarin bir kismu iskelet yapilarina gore karakterize edilebilmislerdir.
Fonksiyonel gruplarin belirlenmesi ile bilesiklerin kimyasal yapilari tam olarak
aydinlatilmigtir. Boylece terpenler ve terpen olmayan maddeler kimyasal
ozelliklerine gore (terpenler alkoller, eterler, ketonlar diye; terpen olmayan maddeler
ise alifatik orijinli veya aromatik olarak) siniflandirilmislardir (Savas Tetik, 1996).

Bitkilerin sekonder metabolizma {riinleri, bitkisel droglarin ana maddesini
olusturur ve hiicrenin metabolizmasinda gergeklesen sikluslara baghdir. Bitkilerdeki
terpen yapilarinin olusumu son yillarda aydinlatilmaya baglanmis ve ‘biogenetik
izopren kurali’ olusturulmustur. Bu kurala gore diizenlenmis yapilar ise sekil 2.1.’de

belirtilmistir (Savas Tetik, 1996).

Limaonen Kafuor
Monoterpenler

— ‘ Eeta karoten

\ . C\ /

Hzc/ \C H,
/ oo \
Triterpenler Shualen

seskaterpenler Steroitler

Sekil 2.1. Biogenetik izopren kurali
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2.4.4.1. Ugucu Yagda Bulunan Maddelerin Kimyasal Yapilarinin Aydinlatilmasi

Ugucu yaglarin kimyasal bilesiminin aydinlatilabilmesi i¢in 6nceleri kolon
kromatografisi yardimiyla bir 6n fraksiyonlama iglemi yapilirdi. Ugucu yag ve elde
edilen fraksiyonlar ince tabaka kromatografisine tatbik edilirdi. ITK ile ucucu
yagdaki maddeler sahit maddeler yardimiyla anlasilmakla beraber, bunlarin bagil
oranlar1 belirlenemezdi. Gaz kromatografisi yonteminin gelismesi ile ugucu yaglarin
bilesimini olusturan maddelerin neler oldugu ve oranlarinin ne diizeyde bulundugu
bu yontemle belirlenmeye baslandi.

Gaz kromatografisinde maddelerin teshisleri bilinmeyen piklerin ayni sartlarda
saf sahit maddelerle beraber enjeksiyon (GC) esasina dayanir. Sahit madde
bulunmadig1 zaman ise teshiste kiitle spektroskopisi sonuglarindan ve kovats indeks

degerlerinin hesaplanmasindan faydalanilir (Yalcin, 1993).

2.4.4.2. Terpenoidlerin Biyosentezi

Terpenoidlerin biyosentezinde dnemli yeri bulunan mevalonik asit (3-metil-3,5-
dihidroksi pentanoik asit) (1), 3 mol Asetil koenzim A ‘nin kondenzasyonu ile
olusur. Mevalonik asitin difosfat ve karbondioksit kaybetmesi ile terpenleri olusturan

izopren (2-metil-1,3-biitadien) birimleri meydana gelir.

HO

7, 1,
s,

Mevalonik asitin 2 molekiil ATP  (Adenosin trifosfat) ile fosforlanmasi sonucu
mevalonik asit 5 pirofosfat (2) bilesigi olusur. Bu bilesikteki tersiyer hidroksil grubu
da bir mol ATP ile fosforlanarak daha kolay ayrilabilen bir grup haline gelir. Sonra
difosfat ve karbondioksit ¢ikmasiyla izopentil pirofosfat (4) molekiilii olusur.
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ATP

h OPP -—
H— O0— C
4 \_/‘ |

— PPOH
(0]
- C02 3

H, — OPP

Olusan izopentil pirofosfatin enzim izomerizasyonu sonucu dimetil allil ester
olugsur. Bu iki izomerin birbiriyle olan kondenzasyonu ile geranil pirofosfat (6)

olusur. Bu madde de monoterpenleri meydana getirir.

> p—
—
OPP OPP
4 5
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H; Opp

e
H, \* OPP OPP

4+ H H,C

6
Geranil pirofosfat

|

X

OPP

7
Geranil pirofosfat

Geranil pirofosfatin izopentil pirofosfat ile kondenzasyonu farnesil pirofosfati (9)

olusturur. Olusan bu madde de seskiterpenlerin gegis bilesigidir.

OPP
CH,-OPP

8 9

Farnesil pirofosfatin tekrar izopentil pirofasfat ile kondenzasyonu sonucu
diterpenlerin ve karotenoidlerin yapitasi olan geranil-geranil pirofasfat (10) bilesigi

olusur.
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PPO —CH, \

CH,-OPP
N X ?
‘ + CHy-OPP X

5 10
Geranil-geranil pirofosfat

Iki geranil-geranil pirofasfatin kondenzasyonu ile karotenoidler iki farnesil

pirofosfatin kondenzasyonu ile de triterpenler olusur (Goren, 1997).
2.4.4.3. Terpenoid Bilesiklerin Oziitlenmesi

Terpenoid tiirii bilesikler, toplanip, goélgede kurutulmus ve ogitilmis bitki
materyalinden farkli polaritedeki organik ¢oziictiler kullanilarak elde edilir. Genel
olarak terpenik yapilar icin apolar c¢oziiciiler kullanilir. Saflastirmada en c¢ok
kullanilan kromatografik yontemler siitun ve preparatif ince tabaka yontemleridir.
Silikajel ve sephadeks ise en ¢ok kullanilan adsorbandir. Terpenoid bilesik
izolasyonunda molekiil agirliklarina gore bir ayrim yapilacaksa genellikle sephadeks,
polaritelerine gore bir ayrim yapilacak ise silikajel kullanilir.

Ugucu olan ya da ugucu tiirevleri haline getirilebilen ve miktar1 az olan
terpenlerin  taninmalarinda gaz kromatografisi ve GC-MS yontemleri de
kullanilabilir. Karotenoid bilesikler ve bazi lakton yapisindaki terpenler kolayca
bozulduklarindan tiiketme ve saflastirma c¢alismalar1 6zel sartlarda (sogukta, inert
atmosferde, 1siktan korunarak) dikkatlice yapilmalidir. Yapilan literatiir
calismalarinin birgogunda 6ziitleme isleminin oda sartlarinda yapildig1 goriillmektedir

(Eris, 1995).
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2.4.4.4. Terpenoid Bilesiklerin Simiflandirilmasi

Terpenoidler izopren birimlerinin sayisina gore smiflandirilirlar. Ruzicka
tarafindan ortaya atilmis olan ‘Izopren Kuralina’ gére biitiin terpenik bilesiklerin
karbon iskeletleri izopren birimlerinin iki ya da daha fazlasinin birlesmesiyle
olusmustur (Boiteau vd, 1969).

Terpenler fiziksel 6zelliklerine gore iki gruba ayrilabilirler:

Ucucu terpenler: Su buhan ile siiriiklenebilen kiigiik molekiillii monoterpenler ve

bazi seskiterpenler.

Ucucu olmayan terpenler: Biiyiik molekiillii seskiterpenler, diterpenler, triterpenler

ve politerpenler.

Izopren sayisi Karbon sayisi Simifi

1 5C Hemiterpenler

2 10C Monoterpenler

3 15C Seskiterpenler

4 20C Diterpenler

5 25C Sesterpenler

6 30C Triterpenler

8 40 C Tetraterpenler
( Karotenoidler )

n (5 Oy Politerpenler

2.4.4.4.1. Monoterpenler

Iki izopren iinitesinin baglanmasindan olusan on karbonlu bilesiklerdir.
Monoterpenlerde otuzsekiz farkl iskelet tipine rastlanmistir. Bunlarin ¢ogu diizenli
tiptedir, yani iki izopren molekiilii ‘bas-kuyruk’ bagi ile bagldir. Birgok
monoterpenin dogada tek bir izomeri bulunur. Fakat ayni bitkide iki izomerin
bulunmasi haline sik¢a rastlanir. Monoterpenlerin en yaygin kullanilanlar1 a-pinen ve
B-pinen’dir. Cam agaclarinda bulunurlar ve plastik sanayinin hammaddesi, parfiimeri

sanayinin ise baslangi¢ maddesi olarak kullanilirlar. Bunun yani sira monoterpenler
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antispazmotik, antibakteriyel, antifungal ve hatta antikanser 6zellikleri nedeni ile
halk ilaclarinda kullanilirlar (Manitto, 1981). Monoterpenler yapilarina gore ii¢
grupta incelenirler;

Asiklik monoterpenler: Diiz zincir halindedir ve 3 c¢ift bag tasirlar. Optikce
aktiflikleri yapilarinda tagidiklar1 asimetrik karbon atomundan ileri gelmektedir.
Sitral, geraniol 6rnek olarak gosterilebilir.

Monosiklik monoterpenler: Bir halka ve iki ¢ift bag tasirlar. Terpinen ve menton
ornek olarak sayilabilir.

Bisiklik monoterpenler: ki halka ve bir ¢ift bag tasirlar. Kamfen ve sabinen drnek

olarak gosterilebilir.
2.4.4.4.2. Seskiterpenler

Seskiterpenler, bircok farkli organizmada rastlanan biiyiik bir madde grubudur.
Bu  bilesiklerin ¢ogunun yapisinin aydinlatilmasi, yeni kromatografik ve
spektroskopik metodlarla son 25 yilda olmustur. Seskiterpenlerin farnesil
pirofosfat’in trans ve cis izomerlerinden tiiredigi bilinmektedir (Roberts, 1971).

Seskiterpenler fizyolojik etkileri yoniinden incelendiginde, tasidiklar
bilesiklerden ileri gelen fitotoksik ve antibiyotik oOzellikleri oldugu goriilmiistiir.
Omek olarak bitkilerde hormonlarin uyarici veya inhibe edici dengelerini
korumalarina yardimci olduklari sdylenebilir (Savas Tetik, 1996).

Seskiterpenler iskelet yapilarina gore 6 sinifa ayrilirlar (Roberts, 1971; Devon ve
Scott, 1972; Beal, 1991).

Asiklik seskiterpenler: Bu gruba 6rnek olarak papatya ugucu yaginda bulunan

B-farnesen ile elma ve armut gibi meyvelerde bulunan a-farnesen verilebilir.

-

H2C\\\\ \\\\CH
2

H3C CHj

o- Farnesen B- Farnesen
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Monosiklik seskiterpenler: Bu gruba ornek olarak FEunicea mammosa da
bulunan germakren A, Citrus junos kabuk yaginda bulunan germakren B ve Kadsura

Jjaponica kuru meyvelerinde bulunan germakren C verilebilir.

CHs CH,

\ AN

3 X H3C7/ AN

H3C H3C HSC

Germakren C Germakren B

Bisiklik seskiterpenler: Pogostemon patchouli’nin paguli yaginda bulunan o-

guayen, B-bulnesen ve bulnesol bu grubun baslica 6rnekleridir.

HzC H,C

a- Guayen - Bulnesen

Trisiklik seskiterpenler: Geranium bourbon ugucu yaginda bulunan -burbonen

ve Eupatorium serotinum da bulunan a-kubeben bu grubun iki 6rnegidir.

Tetrasiklik seskiterpenler: Vetiveria zizanoides ugucu yaginda bulunan
siklokopakamfenol ile Helminthosporium sativum yaginda bulunan siklosativen ve

sativen baslica 6rneklerdendir.
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CH,

CHy CHy
7’
Il", : : f ; ; e,
- CH3
H3C/\CH3

HO\/E\
CH

Siklokopakamfenol Siklosativen

3

Azotlu heterosiklik seskiterpenler: Bu gruba 6rnek olarak Dendrobium nobile

(Orchidaceae)’de bulunan dendrin ve dendrobin verilebilir.

Dendrin

2.4.4.4.3. Diterpenler

Diterpenler, bitkiler aleminde yaygin olarak bulunan, 20 C’lu dort izopren
molekiiliinden meydana gelen, ¢esitli farmakolojik etkilere sahip olan bilesiklerdir.

Diterpenler kimyasal yapilarina gore su sekilde gruplandirilabilir:

Asiklik diterpenler: Dogada az rastlanan diterpenler olup genellikle deniz
tirtinlerinden elde edilmektedir. Yesil algler linear yapidaki asiklik diterpenler igin
bir kaynak olusturmaktadir (Hanson, 1984). Osimen, geraniol, farnesol tiirevleri ve

oksepan diterpenler bunlara ait 6rneklerdir.

Monosiklik diterpenler: Dogada en c¢ok bulunan ve en 6nemli monosiklik

diterpen A, vitamini ( Retinol ) dir.
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CHj;

Vitamin A, (Retinol)

Bisiklik diterpenler: Labdanlar, klerodan ve neoklerodanlar olmak iizere iki
gruba ayrilir. Labdanlara o6zellikle Compositea ve Lamiaceae familyalarindaki
bitkilerde yaygin olarak rastlanmaktadir. Bunlardan forskolin Coleus forskohlil
bitkisinden izole edilen ve antihipertensif etkisi saptanmis labdan yapisinda énemli
bir bisiklik diterpendir ( Hanson, 1986).

Klerodanlar ve neoklerodanlar baslica Teucrium tirleri olmak lizere, Ajuga ve
Scutellaria tirlerinden de elde edilen ve insekt antifeedant etki gdsteren bisiklik

diterpenlerdir ( Simmonds vd, 1989).
CH,

' =xCH,

Forskolin

Trisiklik diterpenler: Baslicasini abietan ve pimaran diterpenler olusturur. Fosil
recineleri {izerinde yapilan bir calismada biiyiikk miktarda abietan yapisindaki
dehidroabietik asiti igerdigi goriilmiistiir. Boylece bu yapilar1 igeren bilesiklerde
antibakteriyal aktivite caligmalar1 artmis ve bu aktiviteye sahip ¢cok sayida bilesik
izole edilmistir. Ozellikle Salvia tiirleri oksijenli abietanlarin ve onlarm rearanje
tirtinlerini iceren zengin bir kaynak teskil etmektedirler (Hanson, 1990).

Pimaran yapisinda trisiklik diterpen olan pimarik asit bilesigine birgok bitkide
rastlanmistir. Pinaceae recineleri de pimaran ve abietan yapisinda diterpenler

bakimindan zengindir ( Hanson, 1987).
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7
-

" H
H,C COOH

Dehidroabietik asit

Pimarik asit

Tetrasiklik diterpenler: Bu gruba pek cok degisik diterpen dahildir. Cin halk
tibbinda ¢ok genis bir kullanimi olan Rabdosia (Lamiaceae) cinsinden ¢ok sayida

kauren yapisinda bilesik izole edilmistir. Bunlara bulyanin’i 6rnek verebiliriz
(Hanson, 1984a).

CHs

H,C CHs

Bulyanin

Simdiye kadar bitkilerden az sayida beyeren, atiseren ve trakiloban yapisinda

tetrasiklik diterpen elde edilmistir. Trakilobanlar baslica Helianthus tiirlerinden izole

edilmis olup antifeedant etkileri saptanmistir (Hanson, 1982).

CHs CH,
HsC HyC
CHs HsC CH,
Bayeren

Atiseren



38

Gibberellinler bitkilerde yaygin olarak bulunan biiyiimeyi stimiile eden 6nemli
tetrasiklik diterpenlerdir ve bitkiye koruyucu Ozellik verirler. Kalmia angustifolia
bitkisinden elde edilen grayanotoksin yapisindaki kalmanol bilesigi kardioaktif

ozellik gostermesi nedeniyle ilgi cekmistir (Hanson, 1984).

Makrosiklik diterpenler: Makrosiklik diterpenler sembran, jatrofan, dafnan,
ingenan, Takson, fuzikokan, latiran olarak yedi sinifa ayrilmiglardir. Tiitlin yaprak ve
ciceklerinden ¢ok sayida sembran yapisinda makrosiklik diterpen elde edilmistir.

Euphorbia tirlerinden jatrofan ve ingenan yapisinda bilesikler izole edilmistir.
Bu cins 6nemli biyolojik aktiviteler gosteren makrosiklik diterpenler yoniinden
zengin bir kaynak olusturmaktadir. Ornegin E. kamerunica bitkisinden elde edilen

ingenan yapisindaki ingol esterlerinin sitotoksik etkileri saptanmigtir (Hanson, 1988).

o}
HsC
AcO OAc OAc

Ingol esteri

Taksonlar o6nemli biyolojik aktiviteler gosteren makrosiklik diterpenlerdir,
ozellikle Taxus tiirlerinden elde edilen makrosiklik diterpenlerin bir kimi alkaloid
yapisinda olup kuvvetli antitlimor etki gostermistir. Bunlardan taxol Amerika’da
kanser tedavisinde klinikte kullanilmakta olup basarili sonuglar vermektedir ve bu

nedenle yar1 sentez yoluyla sentezlenmektedir (Samaranayeke vd, 1993).

2.4.4.4.4. Sesterpenler

Cys yapisina sahip diterpenlerdir. Bu grubun en onemli liyesi Zizamin B ve

ophiyobolan’dir.
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Zizanin B

2.4.4.4.5. Triterpenler

Cs0 yapisindaki diterpenlerdir. Squalen bu grubun en 6nemli liyesidir.

Skualen

2.4.4.4.6. Tetraterpenler

Cy4o yapisindaki terpenlerdir. Karotenoidler en dnemli tetraterpenlerdir. Asiklik,

mono- ve bisiklik tetraterpenler de mevcuttur.

v- Karoten
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2.5. Antioksidant Maddeler ve Oksidasyon

Oksidasyon yani yiikseltgenme, bir atom ya da molekiiliin bir aliciya elektron
vermesi prosesidir. Yiikseltgenme potansiyeli karsisindakine gore yiiksek olan
madde yiikseltgenirken digeri indirgenir. Viicudumuzdaki ve besinlerdeki lipidler,
proteinler, karbonhidratlar, niikleik asitler oksidasyona ugrayabilmekte ve canli
organizma i¢in zararli olabilecek oksidasyon f{iriinleri olusabilmektedir (Papas,
1996). Bu durum yaygin olarak “Oksidatif Stres” seklinde ifade edilmektedir.

Oksidatif stresin bag sorumlular1 reaktif oksijen ve azot tiirleridir (Aruoma ve
Cuppett, 1997). Hiicrenin normal solunumu sirasinda yan iirin olarak olusan bu
reaktif oksijen ve azot tiirleri radikalik ve radikalik olmayan tiirleri icermektedir.
Radikalik oksijen tiirlerine, sliperoksit anyon (‘O;"), hidroksil (OH), peroksit (OOH)
ve alkoksi ('OR) radikalleri; azot tiirlerine, azot oksit ('ON) radikalleri 6rnek
verilebilir. Radikalik olmayan oksijen tiirlerine ise, hidrojen peroksit (H,0O;), ozon
(03) ve singlet oksijen (‘Ag '0,); azot tiirlerine ise, nitroz asit (HNO,), nitrozil
katyonu (NO") ve nitroksi anyonu (NO") &rek olarak verilebilirler (Aruoma ve
Cuppett, 1997). Bu serbest radikallerin yan1 sira tiyol radikalleri ("SR) ve karbon
merkezli radikallerde mevcuttur (Candan, 2001).

Gidalarda ki bitkisel ve hayvansal yaglarin oksidatif yikimi, sekonder potansiyel
toksik bilesiklerin olusumuyla besin kalitesini ve giivenilirligini diislirerek tat ve
koku bozunumundan sorumludur. Antioksidantlarin ilavesi besinlerin lezzetini,
rengini korumak ve vitaminlerin yikimmi engellemek i¢in gereklidir. Gidalarin
korunusunda kullanilan ¢ogu yaygin sentetik antioksidanlar biitillenmis hidroksi
anisol (BHA), biitillenmis hidroksitoluen (BHT), propil gallat (PG) ve ter-biitil
hidrokinon (TBHQ)’dur. Gidalarda antioksidan olarak tokoferoller de kullanilir.
Raporlarin BHT ve BHA nin toksik oldugunu gostermesi ve tiiketicinin gida katki
maddelerinin giivenilirligi hakkinda biling¢liliginin artmasi1 nedeniyle; diisiik etkisi,
yliksek maliyeti olmasina ragmen tokoferol gibi alternetif, dogal ve giivenilir daha
fazla gida antioksidanlarinin tanimlanmasi gerekmistir (Sherwin, 1990; Wanasundara

ve Shahidi, 1998).
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2.5.1. Dogal Antioksidant Kaynaklar

Sebze ve meyvelerin bazilar1 yiiksek antioksidant aktiviteye sahip bilesikler
igerirler. Vitamin C, vitamin E ve karotenoidlerden baska antioksidantlarin cogu gida
bilesigi olarak bulunur. (Wang vd 1996) ve (Kalt vd 1999) meyvelerde bulunan
giiclii antioksidant bilesikler hakkinda onemli ¢alismalar yaymlamustir. Onemli
aktiviteye sahip antioksidantlar ¢ilek (Abuja vd, 1998) kiraz (Wang vd, 1999),
turunggiller (Saleh vd, 1998) ve kivi meyvelerinde (Dawes ve Keene, 1999) kuru
erik (Donovan vd, 1998) ve zeytinde (Romani vd, 1999) bulunmustur. Ayn1 zamanda
zeytinyagl (Blekas vd, 1998) ve meyve sularinda (Wen vd, 1999) da yiiksek
antioksidant aktivite belirlenmistir.

Pek ¢ok caligmada kakao taneleri (Sanbongi vd, 1998), patates (Friedman, 1997),
domates (Abushita vd, 1997) ve 1spanak (Gil vd, 1999) gibi ¢esitli sebzelerin (Furuta
vd, 1997) antioksidant potansiyeli analiz edilmistir.

Saraplar cesitli polifenolik bilesikler igerir ve bunlarin ¢ofu antosiyaninlerdir
(Heinonen vd, 1998; Fogliano vd, 1999). Viskinin (McPhail vd, 1999) ve sake
(Kitagaki ve Tsugawa, 1999) nin de antioksidant aktivitesi oldugu rapor edilmistir.

Asya tilkelerinde igecek olarak bolca tiiketilen ¢cayin anti-hipertansiyon (Henry ve
Stephens-Larson, 1984), antioksidatif (Ho vd, 1992), anti-atherosiklerotik (Hertog
vd, 1993; Luo vd, 1997), antikarsinojenetik (Shi vd, 1994; Wang vd, 1994; Katiyar
vd, 1992) etkilere sahip oldugu gosterilmistir. Yesil ¢ay yapraklart degisik oranlarda
(-)-epikatekin, (-)-epikatekin gallat, (-)-epigallokatekin ve (-)-epigallokatekin gallat
icerir (Amarowicz ve Shahidi, 1996; Ho vd, 1994, 1997). Katekinler metal iyonlarin
baglayici ve oksijen radikalini tutuklayan etkili antioksidant olarak taninirlar (Husain
vd, 1987; Chen vd, 1990).

Bitkilerdeki antioksidatif etkiden sorumlu bas faktor onlardaki flavonoidlerdir
(Hertog vd, 1993, 1994 ve 1995; Knekt vd, 1996). Flavonoidler iki fenil halkasinin
propan zinciri ile birlesmesinden olusan difenil propan (Ce¢-Cs-Ce) yapisindaki
fenolik bilesiklerdir.

Kaempferol, quercetin, luteolin, myricetin kuvvetli antioksidantlardir (Bors vd,
1987, Hanasaki vd, 1994). Dogal antioksidantlarin bircogu 6zellikle de flavonoidler
cok cesitli biyolojik etkiler sergilerler. Meyve ve sebze tiikketimiyle kanser ve kalp-
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damar hastaliklar1 arasindaki ters iliski onlarda bolca bulunan flavonoidlere

dayandirilmaktadir (Hertog vd, 1993, 1995; Knekt vd, 1996).

2.5.2. Fenolik Bilesiklerin Antioksidant Aktivitelerinin Karsilastirilmasi

Fenoller hidroksil gruplar1 nedeniyle radikal giderme yetenegine sahip olduklari
icin 6nemli bitki bilesenleridir (Hatano vd, 1989). Fenolik bilesiklerin antioksidant
aktiviteyle iligkilendirildigi ve lipid peroksidasyonunda énemli bir rol oynadig: rapor
edilmistir (Yen vd, 1993). Fenolik maddelerin insan saglig1 iizerindeki etkilerine
baktigimizda, meyve ve sebzelerde zengince bulunan polifenolik bilesiklerin giinliik
bir gramin iizerinde alindiginda mutagenesis ve carcinogenesis iizerine inhibitor etki
gosterdigi rapor edilmistir (Tanaka vd, 1998).

Bazi arastirmacilar fenolik maddelerin antioksidant aktivitelerini tahmin etmek
i¢in teorik bir metot olarak yapi-aktivite iligkilerini incelemislerdir (Das ve Pereira,
1990; Ogata vd, 1997; Saint-Cricq vd, 1999; Zhang, 1999). Polimerik polifenoller
basit monomerik fenoliklerden daha etkili antioksidant iken, basit fenoller
aracilifiyla peroksit radikallerinin giderilmesinde hidrolize edilebilen taninler daha
disiik antioksidant aktiviteye sahiptirler (Hagerman vd, 1998). Flavonollerin
polimerizasyon derecesi yiikseldikce siliperoksit giderim aktiviteleri de artmaktadir
(Yamaguchi vd, 1999). Genel bir egilim olarak fenoksil radikallerinin kararliliginin
arttirtlmasi istenilen bir seydir, ancak lipidler i¢cin molekiillerin lipofilik yapilar1 ve
antioksidantlarin benzerligi belirleyici olmalidir (Von Gadow vd, 1997). Aym
zamanda antioksidant etki hem benzen halkasindaki metoksi ve hidroksil gruplarinin
sayisina, pozisyonuna; hem de ¢ift baglardaki elektron delokalizasyonuna baglidir
(Milic vd, 1998). Farkli sebzelerden elde edilen flavonlarin seker gruplari ihtiva
etmesi, flavonlarin antioksidant aktivitesini énemli derecede etkilemektedir (Plumb

vd, 1999).

2.5.3. Antioksidant Aktivite Belirleme Metodlar:

Lipid oksidasyonu boyunca antioksidantlar metal iyonu baglayici, radikal giderici

ve peroksit bozucu olarak cesitli sekillerde hareket ederler ve sinerjiye neden
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olmalarindan dolay1 siklikla birden fazla mekanizma igerirler. Antioksidantlarin gida
sistemlerinde etkili olarak kullanilmasi i¢in potansiyel saglik faydalar1 kadar hiicre
i¢ci antioksidasyon mekanizmasi da bilinmelidir (Aruoma, 1997, 1998 ve 1999). In
vitro prosediirlerden in vivo durumu tahmin etmeye kalkismadan dnce biyogecerlilik,
absorbsiyon, metabolizma ve farmakokinetiklerin tamam iyice diisiiniiliip dikkate
alinmalidir. De la Torre Boronat ve Lopez Tamames (1997) antioksidantlari
islevlerine gore 3 sinifa ayirdi:

1- Radikal olmayan oksijen tiirleri ('O, ve *0,), indirgen maddeler (askorbik
asit) ve karotenler gibi antioksidantlar,

2- Antiradikaller ve birincil antioksidantlar,

3- Metal selatlayicilar.

Buna ilaveten zincir baslama hizin1 yavaglatmalar1 nedeniyle primer ve sekonder
antioksidantlar diye de siiflandirma yapilabilir, ancak bazi bilesikler vardir ki hem
primer hem de sekonder aktiviteye sahiptir. Siklikla en ¢ok dSlgiilen {irtinler birincil
oksidasyon i¢in konjuge dien hidroperoksitler iken, ikincil oksidasyon i¢in dl¢tilenler
ucucu yaglardir.

Bu yiizden antioksidant aktivite farkli mekanizmalar igeren farkli testlerle
degerlendirilmelidir. Insan viicudunda oksidatif yikimm seviyesini 6l¢gmek icin
siklikla en ¢ok kullanilan metotlar:

1- Toplam oksidatif DNA yikimi,

2- Antioksidant enzimlerin seviyeleri, diisiik molekiiler agirlikli antioksidantlar
(katalaz, stliperoksit dismutaz, glutatyon peroksidazlar, iirik asit, glutatyon,
flovanoidler, katekinler, antosiyaninler) ve vitaminler (E, C ve B-karoten),

3- Lipidlerin oksidatif yikimi

4- Protein yikimi (Aruoma, 1997).

Kimyasal metotlarin ¢ogu farkli serbest radikalleri siiplirme yetenegine baghidir,
ancak ayni zamanda uv-absorpsiyonu ve selatlama yetenegi de yag sistemlerinde
antioksidant aktivitenin kaynagidir (Chen ve Ahn, 1998). Serbest radikallerin
gidalarda doymamis yaglarin otooksidasyonuna neden oldugu iyi bilinir (Kaur ve
Perkins, 1991). Siiperoksit radikal (O;"), hidroksil ((OH), nitrik oksit (NO), alkil
peroksil radikaller, ABTS™" (2,2’—azobis 3-etil benzothiozoline-6-siilfonat), DPPH
(1,1-difenil-2-pikrilhidrazil) radikali gibi farkli gidericilerle yapilan radikal giderim
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aktivite testleri gelistirilmis ve gida antioksidant caligmalari ile ilgili reaktif oksijen
tiirlerini belirleme metotlar1t Aruoma ve arkadaglar1 tarafindan yeniden incelenmistir
(Aruoma vd, 1997). Diger yandan antioksidantlarin serbest radikal zincirini
durduguna ve fenolik hidroksil gruplarindan hidrojen vererek kararli bir son iiriin
olusturarak ileri lipid oksidasyonunun baslamasini ve ilerlemesini engelledigine
inanilir (Sherwin 1978).

Lipid oksidasyonuna kars1 koruyucu hareketin dl¢limii i¢in oksidasyon maddeleri
olarak saf triacil gliseroller, bitkisel yaglar (aycicek, soya, zeytin, palmiye), balik
yaglart veya domuz yagi siklikla kullanildi. Doymamis yag asitleri oksidatif
bozunmaya karsi oldukca duyarlidirlar ve aym1 zamanda dogal antioksidant
testlerinde kullanilmaktadir (Nieto vd, 1993; Wanasundara ve Shahidi, 1998; Yi vd,
1991). In vitro diisiik yogunluklu lipoprotein oksidasyon inhibisyonunun damar
sertligi rahatsizliklarin1 destekleyen LDL oksidasyonuna benzemesi nedeniyle,
polifenolik bilesiklerin oral tatbikatindan sonra insan veya tavsan kan plazmasindaki
bu tiir bilesiklerin antioksidant kapasitelerini belirlemek i¢in yaygin olarak
calisilmigtir (Carbonneau vd, 1998, Koga vd, 1999; Meyer vd, 1998a, 1998b, Vinson
vd, 1995, 1998, 1999; Visioli vd, 1999).

Oksidasyon belirlemelerinde katalizor olarak metal katyonlar1 kullanilabilir
(Chen ve Ahn, 1998, Ganthavorn ve Hughes, 1997) ve ayni zamanda hemoglobin
gibi metal kompleksli organik molekiillerde kullanilabilmektedir (Kuo vd, 1999).
Demir ve bakir iyonlar1 indiikleyici olarak farkli sistemlerde yaygin olarak kullanilir
(Chambers vd, 1996, Muller vd, 1999, Ponginebbi vd, 1999). Antioksidant aktivite
reaktif tiirlerin liretilmesini saglayan metalik katalizore baghdir (Lapidot vd,1999) ve
bu metalik katalizorler varsayilan antioksidantin prooksidant olarak davranip
davranamayacagin belirler (Roeding-Penman ve Gordon, 1998). Fe’* gibi yaygin
metal iyonlar1 antioksidantlar tarafindan, antioksidant bir maddeyi prooksidant gibi
davranmaya iten Fe*" iyonlarina indirgenebilir. Benzer etki diger gegis metalleri igin
de sdylenebilir. Bu ylizden dolayli antioksidant aktivite dl¢limii gibi metal iyonlari
(6zellikle Fe*", Cu®") iizerine selatlama etkisinin belirlenmesi prooksidant etkiyi
Oonleme yeteneginin bir 6l¢timii olarak kullanilmistir (Hudson ve Lewis 1983; Okada

ve Okada, 1998).
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Ayn1 zamanda antioksidant aktivite; ekstraksiyon c¢oziiciisiiniin polaritesi ve
tiirline, izolasyon tekniklerine ve aktif bilesiklerin safligina baghdir (Meyer vd,
1998a). Lipidler i¢in antioksidant aktivite belirleme faktorleri molekiillerin lipofilik
Ozelliklerine (Brand-Williams vd, 1995; von Gadow vd, 1997); fenolik bilesiklerin
antioksidant aktivitesi ise fenolik asitlere baghdir (Pekkarinen vd, 1999).
Antioksidant aktivite i¢in antioksidantin diger bilesiklerle etkilesimi énemli bir rol
oynadigindan, bir bilesigin antioksidant potansiyeli antioksidant test sistemine, ayni
test sistemi i¢in ¢oziicii polaritelerine gore farkliliklar gosterir (Pekkarinen vd, 1999).
Bir bilesigin antioksidant aktivitesi belirlenirken, bilesigin bir metotta giiclii bir
antioksidant, bagka bir metotta ise prooksidant oldugu gozlenmistir (Von Gadow vd,
1997). ‘Polar paradoks’ olarak bilinen bir olguya gore emiilsiyonlarda lipofilik
antioksidantlar daha iyi aktivite gosteritken, bulk yaglarinda ise hidrofilik
antioksidantlar lipofilik antioksidantlardan daha etkin aktivite gostermektedir.
Hidrofilik antioksidantlar bulk yag sisteminde hava-yag ara yiizeyinde konsantre
olarak yag ile hava arasinda bir bariyer olusturarak yagin oksidasyonunu
onlemektedirler. Emiilsiyon sistemlerinde hidrofilik antioksidantlar su fazinda
konsantre olmay1 tercih edecekleri i¢in yag damlaciklarinin oksidasyonunu etkili
sekilde Onleyememektedirler. Lipofilik antioksidantlar ise yag damlaciklar
icerisinde  ¢oziinebildikleri i¢in yag-su emiilsiyon sistemlerinde yaglarin
oksidasyonunu daha etkili bir sekilde onlerler. (Porter vd, 1989; Frankel vd, 1994).

In vitro test sistemlerinde antioksidant olarak davranan maddeler metabolite
edildikten sonra bu bilesiklerin  metabolizma tarafindan  absorplanip
absorplanamayacagi absorplansa bile hala aktivitelerini koruyup koruyamayacagi
kanitlanmas1 gereken bir durumdur. Bu bilesiklerin inhibisyon aktivitelerini belli
enzimlere baglanarak sagladigi onerilmistir (Saint Cricq vd, 1999). In vitro
caligmalar sonucunda belirlenen bir antioksidanin in vivo sartlarda da ayni biyolojik
etkiye sahip oldugu desteklenmelidir. /n vitro lipid oksidasyon calismalar1 igin
hayvan hiicrelerinin miikemmel bir biyolojik model oldugu 6nerilmistir (Balasinska

ve Troszynska, 1998).
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2.6. Calismanin Amaci

Yapilan literatiir taramalarinda Salvia tiirleri halk arasinda adagayi, elma ¢ay1,
boz salba ve elma calbasi olarak bilinir. “elma yag1” olarak bilinen Salvia triloba ve
Salvia officinalis ugucu yaglart halk arasinda, karin agrisinin ve bagirsak
sikdyetlerinin giderilmesinde kullanilmaktadir. Ayrica bu bitkilerin infiizyonlar
soguk alginliginda ve Oksiiriikkte; goglis yumusatici, Oksiiriik kesici ve ter kesici
olarak kullanilmaktadir. Ayrica Salvia tiirleri {izerinde; basta terpenoid tiirii
bilesiklerin izolasyonu, ugucu yag ve bilesenlerinin karekterizasyonu ve son yillarda
oldukca popiiler hale gelen antioksidant kapasite ile antimikrobiyal aktivite
calismalar1 yapildigi goriilmiistiir (Ulubelen, 1998; Ulubelen, 2001; Tepe, 2003).
Canlilarin sistemlerinde antioksidant aktiviteye sahip bilesiklerin bulunmasi yasam
icin Onemli temel bir ihtiyagtir. Antimutajenik, antikarsinojenik, antiaging
(yaslanmay1 geciktirici) gibi bir¢ok biyolojik fonksiyon bu antioksidantlardan
kaynaklanir (Cook ve Samman, 1996). Antioksidantlar dogrudan metabolizmada
etkin olabildigi gibi beslenme yoluyla da alinabilirler. Maliyet nedeniyle dogal
kaynakli antioksidantlar yerine sentetik antioksidantlar 20. yiizyilin baglarindan beri
kullanilmaktadir. Ancak sentetik antioksidantlarin toksik oldugu ve kansere yol
acabilecegini ortaya koyan caligmalar sonucunda bazi iilkelerde kullanilmalarina
sinirlama ya da yasaklama getirilmistir (Haigh, 1986; Van Esch, 1986). Sentetik
antioksidantlar hakkindaki bu siipheler daha ekonomik olan dogal antioksidantlara
olan ihtiyaci arttirmig ve bu alandaki calismalar bitki kaynakli antioksidantlar
lizerinde yogunlagmustir.

Caligmada Giineybati Anadolu Bolgesinde yayilim gosteren ve yapilan literatiir
taramalarinda iizerinde yeterli ¢alisma olmayan Salvia pinnata ve Salvia bracteata
secildi. Bu bitkilerin toprak {istli kisimlarindan ugucu yag eldesi ve siral
ekstraksiyonla cesitli polaritede bitki oziitleri elde edilmesi amaglanmistir. Ugucu
yaglarn GC ve GC/MS ile bilesenlerinin karekterizasyonu ve antioksidant
aktivitelerin belirlenmesi hedeflenmistir. Oziitlerin (hekzan, etil asetat ve metanol) de
DPPH serbest radikal giderim aktivitesin belirlenmesi, B-karoten-lineloik asit

yontemiyle toplam antioksidant kapasitesinin saptanmasi ve bu aktivite ¢alismalarini
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destekleyen toplam fenolik madde miktar1 ve toplam flavonoid madde miktarinin in-

vitro sartlarda belirlenmesi amag¢lanmustir.
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3. MATERYAL ve METOT

3.1. Materyaller

3.1.1. Coziiciiler ve kimyasallar

B-Karoten, linoleik asit, quercetin, pirokatekol, 1,1-difenil-2-pikrilhidrazil
(DPPH), biitillenmis hidroksi anisol (BHA) ve a-tokoferol Sigma Kimyasaldan (St.
Louis, MO); , Tween-20, hekzan, kloroform, etil asetat, etil alkol, alliminyum nitrat,
sodyum karbonat, potasyum asetat ve diger tiim kimyasallar ve ¢oziiciiler E. Merck
(Darmstadt, Germany) den temin edildi. Kullanilan kimyasallar ve tiim ¢oziiciiler

analitik safliktadir.

3.1.2. Bitkisel Materyal

Salvia pinnata ve Salvia bracteata P.H. Davis’in kareleme sistemine gore C2
karesine endemiktir. Salvia bracteata Mugla’dan Denizli’ye giderken 63. km’de
Kale ilgesinin Camlarca kdyiinden 900-1000 m. yiikseklikte, yol kenarlarindan 26
Mayis 2007 tarihinde toplandi. Salvia pinnata Tavas-Denizli yol giizergdhindan 800-
900m. Yiikseklikte, yol kenarlarindan ve nadasa birakilmis arazilerden 26 Mayis
2007 tarihinde toplandi. Her iki bitki Pamukkale Universitesi Fen-Edebiyat Fakiiltesi
Biyoloji Boliimii 6gretim iiyesi sayin Dr. Olcay Ding¢ Diisen tarafindan botanik
tanimlama ve adlandirilmasi yapildi. Bitkinin toprak iistii kisimlar1 gélgede serilerek

kurutulduktan sonra blender ile parc¢alanarak 6giitiildii ve analize hazir hale getirildi.

3.2. Yontemler

3.2.1. Oziitleme Yontemleri

1. Ucucu yag : Kurutulup ogiitiilerek analize hazir hale getirilen 527 gram Salvia

pinnata ve 450 gram Salvia bracteata bitkileri Clevenger tipi aparat kullanilarak
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yaklagik {i¢ saat su ile kaynatildi. Elde edilen ugucu yag susuz sodyum siilfat ile

kurutulup siiziildii ve analiz edilinceye kadar + 4 °C de sogutucuda saklandi.

2. Hekzan, etil asetat ve metanol o6ziitleri: Kurutulup analize hazir hale getirilen
Salvia pinnata bitkisinden 320g. ve Salvia bracteata bitkisinden 280g. alinip,
soxhelet aparatina yerlestirildi ve artan polaritedeki ¢oziciilerle sirast ile
ekstraksiyon islemi yapildi. Elde edilen 6ziitler vakum altinda rotary evaporatdrde

(Heidolph Laborota 4010, Germany) buharlastirildi (Tepe, 2003).

3.2.2. Ucucu Yagin Kimyasal Analizi

3.2.2.1. Yogunluk Tayini

Yogunluk tayini i¢in 1 mL’lik hassas ayarli kap kullanildi. Kap 6nce bos, sonra
destile su ve daha sonrada yag numunesi ile doldurularak tartildi ve yogunluk

asagidaki formiile gére hesaplandi.

Burada

a: Bos kabin tartimi (g)

b: Su ile dolu kabin tartimi (g)
c: Yag ile dolu kabin tartimi (g)

3.2.2.2. Kirilma indisi

Elde edilen ugucu yaglarin kirilma indisleri Abbe Refraktometrisi’nden dogrudan

20°C de okundu.
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3.2.2.3. Optik Cevirme

Ucgucu yagin optik ¢cevirme agis1 polarimetre ile yapildi. Bu amagla 0.2 mL ugucu
yagin 25 mL.lik bir balonda CH,Cl, (diklormetan) ile ¢ozeltisi hazirlandi. 2dm’lik
polarimetre tliplinde sodyum lambasi altinda a degeri okundu ve yagin ¢evirme agisi

asagidaki formiilii gére hesaplandi.

a. 100
[o]p2 =
1.C.d
Burada o : cihazin gosterdigi ¢evirme agisi
1 : Polarimetre Tiiptiniin Uzunlugu (dm)

C : Konsantrasyon(g/100mL)
d : Yogunluk (g/mL)

3.2.2.4. Gaz Kromatografisi (GC) Analizi

Ugucu yag iginde bulunan bilesenler GC-17A marka gaz kromatografisi
kullanilarak analiz edildi. Ugucu yag bilesenlerinin Gaz Kromatografisinde
alikonulma zamanlarina gore yiizdeleri hesaplandi ve standart maddeler kullanilarak
pik cakigtirma yontemine gore bilesenler karekterize edildi.

Gaz Kromatografisi Analiz Sartlar

Kolon : DB-1 kapiler kolon (0.25id x 30 m )

Dedektor : FID

Tastyic1 Gaz : He

Yakici1 Gazlar : Yiiksek saflikta (9%99.999) kuru hava ve hidrojen

Enjeksiyon sicakligi: 250°C

Kolon sicakligi : Firin sicakligi 60°C de 5 dakika bekletildi. Daha sonra
230°C ye 4°C/dk hizla ¢ikarildi ve 230°C’de 15 dakika
bekletildi.

Dedektor sicakhigr  : 270°C
Split oran1 : 1:20
Enjeksiyon miktar1 : 0.2uL
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3.2.2.5. Gaz Kromatografisi / Kiitle Spektrometri (GC/MS) Analizi

Ucgucu yag bilesenlerinin karekterizasyonu i¢in Varian 2100 GC-MS cihazi
kullanildi. Bilesenlerin aydinlatilmasinda Nist 2002 kiitliphane verileri ve “Eight
Peak Index of Mass Spectra”, “Monoterpenes” ve “Idendification of Essential Oils
by Ion Trap Mass Spectroscopy” adli spektrofotometre atlaslar1 kullanildi. Ayrica
bilesenlerin alikonulma siireleri géz Oniine alinarak ve kovats indeks degerleri

hesaplanarak karakterizasyon desteklendi.

GC-MS Analiz Sartlar
Kolon : DB-1 kapiler kolon (30 m x 0.25mm, 0.25um)
Tastyic1 Gaz : He
Enjeksiyon sicakligi : 250°C
Kolon sicakligi : Firin sicaklign 60°C de 3 dakika bekletildi. 220°C’ ye
3°C/dk hizla ¢ikarild1 ve 220°C’de 14dakika bekletildi.

Split oran1 : 1:20

Iyon kaynag1 sicakligr: 150 °C
Elektron enerjisi : 70 eV
Kiitle aralig1 : 28-450 m/z
Scan araligi :0.01

Enjeksiyon miktar1 : 0.2uL
3.2.3. Antioksidant Aktivite Analiz Yontemleri
3.2.3.1. Toplam Antioksidant Aktivitenin Belirlenmesi
Antioksidant aktivite belirleme yontemlerinden biri olan bu sistem linoleik asitin
inkiibasyonu sirasinda olusan peroksit iiriinlerinin B-karotenin karakteristik sari

rengine tepkime vererek gidermesi ve bu renk giderimin spektroskobik olarak takip

edilmesi esasina baglhdir.
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Linolenik asit + (0,-H,0) — Konjuge dienler ve Bozunma iiriinleri

B-karoten —» Renk agilimi1

Linolik asit + (O,-H,O) + B-karoten + Antioksidant —_ Rengin korunumu

Sistemde antioksidantlarin bulunmasi ya da sisteme antioksidant igerikli 6ziitlerin
ilave edilmesi, linoleik asidin oksidasyonu sonucu linolenik asitin parcalanmasindan
olusan peroksit iirlinlerinin bu antioksidantlarla nétralize edilmesini saglar. Bunun
neticesi olarakda P-karotenin karakteristik sari rengi korunmus olur, dolayisiyla
orneklerin daha yiiksek absorbansi daha yiiksek antioksidant aktiviteyi gosterir.

Toplam antioksidant aktivite belirleme Dapkevicius yontemiyle yapilir
(Dapkevicius vd, 1998). B-karoten ¢ozeltisi, 0.2 mg B-karotenin 1 mL kloroformda
¢oziilmesiyle hazirlanir. Bu ¢ozeltiye 20 pg linoleik asit ve 200 mg Tween 20 ilave
edilir. Kloroform rotary evoparotérde buharlastirildiktan sonra 50 mL saf oksijen
gecirilmis destile su ile karistirilir. 2000 ppm konsantrasyonunda ki ugucu yag ve
Oziitlerin degisen konsantrasyondaki, 500 puL ¢ozeltilerinin buldugu test tiiplerine bu
emiilsiyonunun 4 mililitresi ilave edilir. Emiilsiyon test tiiplerine ilave edilir edilmez
spektrofotometre (Shimadzu UV-1601, Japan) kullanilarak baslangi¢ absorbanslar
490 nm’de olgiiliir. Tiipler 50°C sicaklikta ve karanlikta inkiibasyona birakilir 120
dakika sonunda inkiibasyon islemi bitirilir ve son absorbanslar1 490 nm’de 6l¢iiliir.

B-karoten renk acilim orani (R), 1 esitligine gore hesaplanir:

R = In (a/b)/t (1)

Burada; In = dogal logaritma, a = baslangic absorbansi, b = 360 dakika
inkiibasyondan sonraki absorbans

Antioksidant aktivite (AA) ise 2 esitligine gore hesaplanir:

AA = [(Rkontrol_ Rérnek) /Rkontrol] X 100 (2)
(Dapkevicius vd, 1998; Cheung vd, 2003).
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3.2.3.2. Serbest Radikal Giderim Aktivitenin Belirlenmesi

Yontem, DPPH (1,1-difenil-2-pikrilhidrazil) radikalinin alkolde hazirlanan
cozeltilerinin bir hidrojen verici antioksidant madde varliginda radikal olmayan
DPPH-H’a doniisiimiiniin spektrofotometrik olarak dl¢tilmesi esasina dayanir. DPPH
radikalinin 517 nm’deki sogurma pikinin siddetindeki azalmayla orantili olacak
sekilde antioksidant aktivitenin varligi nitel ve nicel olarak belirlenir. Tepkime

mekanizmasi asagidaki sekilde gosterilebilir.

DPPH' + Antioksidant-H ——» DPPH-H + A

Belirli bir inkiibasyon siiresinden sonra kalan DPPH radikali derigsimi
spektrofotometrik olarak 6l¢iiliir (Cuendet vd, 1997; Kirby ve Scmidt, 1997). DPPH
radikalinin rengindeki ac¢ilma antioksidant maddenin radikal temizleme aktivitesi
olarak gosterilir. Yontem hizlidir, 30 dakikalik analiz siiresi ve insan giicli agisindan
kolay olmasi nedeniyle daha ¢ok tercih edilir. (Smith vd, 1987; Burits vd, 2001).

Serbest radikal giderim aktivitesi yontemi Smith yontemiyle belirlenir. (Smith
vd, 1987; Burits vd, 2001). 3.2 mL etanol igerisine ucucu yag ve Oziitlerin 0.4 mL
(0.2-0.8 mg)’si ilave edildikten sonra 1 mL ImM DPPH cozeltisi ile karistirilir ve
oda sicakliginda 30 dakika inkiibasyondan sonra 517 nm’de absorbanslar1 dlgiliir.
Orneklerin absorbans degerleri bos kontrole karst (0.8 mL ¢dziicii) degerlendirilir.

Serbest radikal giderim aktivitesi asagidaki esitlik kullanilarak hesaplanir:
Inhibisyon (%) = 100 — [(4; /4,) x 100 ]
Burada; A4, kontroliin absorbansi ve A4; Ornegin absorbansidir (Duh ve Yen,

1997). Elde edilen bu absorbans degerlerinden % inhibisyon degerleri hesaplanir
(Smith vd, 1987; Burits vd, 2001).
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3.2.3.3. Toplam Fenolik Bilesik Miktarinin Belirlenmesi

Toplam fenolik bilesik miktarlar1 Folin-Ciocalteu reaktifi kullanilarak
pirokatekol esdeger olarak belirlenir (Singleton vd, 1999). 1 mg 6ziit iceren 6rnek
cozeltileri destile su ile 46 mL’ye tamamlanir. Bu karisima 1 mL Folin-Ciocalteu
Reaktifi (FCR) ve 3 dk sonra %2 lik Na,COs ¢ozeltisinden 3 mL ilave edilir. Karigim
2 saat siiresince oda sicakliginda calkalanir ve 6rneklerin absorbanslar1 760 nm’de
okutulur. Oziitlerin toplam fenolik bilesik miktarlar1 standart pirokatekol grafiginden

elde edilen agagidaki esitlikler kullanilarak belirlenir:
A =0.00246 pirokatekol (ng) +0.00325 (R*: 0.9997)
3.2.3.4. Toplam Flavanoid Madde Miktarimin Belirlenmesi
Bitki o6ziitlerinin toplam flovanoid miktarlari mikrogram quercetin ekivalent
olarak aliiminyum nitrat metodu ile belirlenir (Park ve ark. 1997). Ekstraktlarin

toplam flovanoid miktarlar1 standart quercetin grafiginden elde edilen asagidaki

esitlik kullanilarak belirlenir:

A =0.002108 quercetin (nug) - 0.01089 (R?: 0.9998)
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4. ARASTIRMA BULGULARI
4.1. Oziit Verimleri

Salvia pinnata ve Salvia bracteata bitkilerinin, hidrodestilasyon ve siral
ekstraksiyon ile elde edilmis hekzan, etil asetat ve metanol 6ziit verimleri Tablo

4.1.”de verilmektedir.

Tablo 4.1. Salvia pinnata ve Salvia bracteata 6ziit verimleri

Bitki Ornegi Oziit Tiirii Verim (%)
Ucucu yag 0,16
Hekzan 1,97

Salvia pinnata Etil asetat 1,65
Metanol 2,02
Ucucu yag 0,06

Salvia bracteata Helzan Lot
Etil asetat 1,17
Metanol 1,83

4.2. Ucucu Yagin Kimyasal Bilesenleri
4.2.1. Ucucu Yaglarin Fizikokimyasal Ozellikleri
Amerikan farmakopisine gore Clevenger aparatiyla bitkilerden elde edilen ugucu

yaglar lizerinde yapilan yogunluk, kirilma indisi ve optik ¢evirme agist degerleri

Tablo 4.2.’de verilmistir.
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Tablo 4.2. Ucucu Yaglarin Fizikokimyasal Ozellikleri

Fiziko Kimyasal o )
. Salvia pinnata Salvia bracteata
Ozellikler
dz (yogunluk) 0,9586 0,9866
[a]p>’(cevirme acisi) +37,89 +37,19
n020 (kirilma indisi) 1,4792 1,4749

4.2.2. Ucucu Yagimin Kimyasal Bilesenleri

Salvia pinnata ve Salvia bracteata bitkilerinin hidrodestilasyon metodu ile ugucu
yaglar1 elde edildi. Ugucu yag bilesenleri, kiitle spektrumlarinin, NIST-2002
kiitiiphane ve literatiir verilerinin ve orijinal standart 6rneklerin kiitle spektrumlarinin
karsilastirilmasiyla belirlendi. Sonuglar Tablo 4.3.’de verilmektedir. Elde edilen
ucucu yaglarin GC kromotogramlari Sekil 4.1. ve Sekil 4.2 ve GC/MS.
kromatogramlar1 Sekil 4.3. ve Sekil 4.4’de verilmistir.

Kovats indeks degerlerinin belirlenmesinde, standart n-dekan ile n-undekan

alifatik hidrokarbon bilesikleri kullanildi.

Tablo 4.3. Salvia pinnata ve Salvia bracteata bitkilerinin ugucu yag bilesen
verimleri

2 —_ »5h 80
- E
50 1 = =8 | &
Pik = < |2 8|2 & | 8
= = S 2|2 8| =
No | Bilesik Ad1 < = s E|S £ | 2
= | § |Es|E |
2| z | =8| =
c A o S
= n )
1 cis-3-Hekzen-1-ol 100 | 100 0.18 eser a,b, d*
2 trans-2-Hekzen-1-ol 100 | 121 0.08 - a, b, d
3 3,4-Dimetil pentanol 116 | 201 eser - a, b, d
4 Trisiklen 136 | 895 0,50 eser a,b,d
5 a-Tujen 136 | 901 0,15 1.00 a,b
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6 o-Pinen 136 | 914 6.45 10.82 |a,b,c
7 Kamfen 136 | 925 13.86 |2.17 a,b,c
8 0-Ksilen 106 | 931 - eser a,b,d
9 trans-2-etil-2-hekzen-1-ol 128 | 951 0,09 - a,b,d
10 B-Fellandren 136 | 954 - 2,93 a,b,c
11 B-Pinen 136 | 960 5,79 24,49 |a,b,c
12 2-Pentilfuran 138 | 964 - 1.60 a, b, d
13 B-Mirsen 136 | 977 0,13 4.11 a,b,c
14 | 3-Oktanol 130 | 986 0.26 - a,b,d
15 trans-2-Karen-4-ol 136 | 998 0.10 - a,b,c
16 | p-Simen 134 | 1007 |0.78 2.77 a,b,d
17 | Okaliptol (1,8-Sineol) 154 | 115 1.79 4.90 a,b,c
18 D-Limonen 136 | 1018 0.42 0.40 a,b,c
19 | cis-p-Osimen 136 | 1026 |- 1.55 a,b

20 | 2-metil-Benzaldehit 120 | 1032 |0.18 - a,b,d
21 trans-B-Osimen 136 | 1037 - 0.93 a,b,d
22 y-Terpinen 136 | 1047 0.09 0.18 a,b,c
23 cis-p-Menth-2-en-1-o0l 136 | 1051 - 1.80 a,b

24 cis-Linalol oksit 170 | 1062 0.14 - a,b

25 trans-Linalol oksit 170 | 1069 0.10 - a,b

26 Terpinolen 152 | 1074 0.16 - a,b,c
27 cis-Sabinen hidrat 154 | 1076 eser 0.20 a,b

28 (E)-2-Desen-1-ol 156 | 1078 eser - a,b,d
29 Linalol 154 | 1082 - 1.43 a,b,c
30 o-Kamfolenal 152 | 1094 0.10 eser a, b, d
. 4-izopropil-1-metil-2- R P - a, b, d

siklohekzen-1-ol

32 6-Kamfenol 152 | 1102 eser - a,b

33 Kamfor 152 | 1106 | 8.97 6,77 a,b,c
34 trans-Pinokarveol 152 | 1110 0.12 eser a,b

35 cis-pB-Terpineol 154 | 1112 |- eser a, b
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36 cis-Verbenol 152 | 1114 eser - a, b
37 Pinokarvon 152 | 1122 eser - a, b
38 Verbenon 154 | 1129 - 0,76 a,b,d
39 Borneol 154 | 1132 2024 |2.94 a,b,c
40 Terpinen-4-ol 154 | 1142 1,50 0.37 a,b,c
41 Mirtenal 150 | 1145 |0.11 0.73 a,b,c
42 a-Terpineol 154 | 1150 0.19 eser a,b,c
43 Mirtenol 152 | 1154 0.08 - a,b,c
44 cis-p-Menth-1-en-3-ol 154 | 1159 - 1.11 a, b, d
45 trans-p-Menth-1-en-3-ol 154 | 1162 - eser a, b, d
46 trans-Karveol 152 | 1168 eser - a,b
47 v-Elemen 204 | 1181 - eser a,b,c
48 izobornil format 188 | 1186 7,02 eser a, b, d
49 Piperiton 152 | 1192 - 0,29 a, b
50 | p-Mentha-1,8-dien-7-al 150 | 1201 0.12 - a, b, d
51 Undekanol 172 | 1208 eser - a, b, d
52 Bornilasetat 196 | 1211 - 0.56 a,b,c
53 Isobornil asetat 196 | 1216 26.24 | eser a,b,c
54 | p-Mentha-1,8-dien-7-o0l 152 | 1221 0.13 - a,b,d
55 Dihidro-B-Ionon 194 | 1225 - 0.19 a,b,d
56 Timol 150 | 1228 eser - a,b,c
57 Eugenol 164 | 1241 0.25 - a,b,c
58 Izobornil propiyonat 210 | 1248 0.70 - a,b
59 Ylangen 204 | 1242 | - eser a,b
60 o-Kubeben 204 | 1258 eser - a,b
61 a-Kopaen 204 | 1261 eser eser a,b
62 B-Bourbonen 204 | 1263 eser eser a, b, d
63 o-Bourbonen 204 | 1264 0.43 a,b,c
64 0-Elemen 204 | 1265 - eser a,b,c
65 B-Elemen 204 | 1267 | eser eser a,b
66 a-Gurjunen 204 | 1271 eser eser a, b
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67 B-Karyofilen 204 | 1277 0,33 5.52 a,b,d
68 -Kadinen 204 | 1280 0.26 - a,b,d
69 Thujopsen 204 | 1282 |- eser a,b,c
70 B-Gurjunen 204 | 1284 | - 1.80 a,b,c
71 Aromadendren 204 | 1286 eser - a,b
72 Di-epi-o-Sedren 204 | 1287 - eser a,b,d
73 allo-Aromadendren 204 | 1288 eser - a,b
74 v-Murolen 204 | 1290 - 0.37 a, b, d
75 a-Karyofilen (a-Humulen) 204 | 1293 eser 0.18 a,b,c
76 cis-p-Farnesen 204 | 1295 - 1.08 a,b,c
77 | y-Gurjunen 204 | 1296 | - 0.36 a,b
78 Germakren D 204 | 1299 0.22 - a,b,c
79 a-Longipinen 204 | 1301 - 0.20 a,b
80 B-Ionen 192 | 1303 - eser a,b
81 -Murolen 204 | 1306 |0.22 - a,b,d
82 o-Kurkumen 202 | 1307 - 0.41 a, b, d
83 B-Selinen 204 | 1308 |0.09 - a,b
84 o-Selinen 204 | 1309 - 2.00 a,b
85 (Z,E)-o-Farnesen 204 | 1311 0.08 1.41 a,b,c

o-Murolen a,b,c
86 204 | 1312 | 0,15 -

(a-Amorpfen)
87 v-Kadinen 204 | 1313 0,20 3,17 a,b,c
88 trans-Kalamenen 202 | 1314 0.12 0.22 a, b
89 0-Kadinen 204 | 1316 eser - a,b,c
90 B-Seskufellandren 204 | 1317 | - 0.67 a, b
91 trans, trans-Farnesal 220 1319 eser - a, b
92 9-Metoksi Kalamenen 232 | 1321 - eser a,b,d
93 o-Kalakoren 200 | 1322 eser - a,b
94 Kadala-1(10),3,8-trien 204 | 1324 - eser a,b,d
95 Elemol 222 | 1326 - eser a,b,c
96 3-Hekzen-1-ol benzoat 204 | 1328 eser - a,b,d
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97 v-Elemen 204 | 1330 - eser a,b,c
98 Spathulenol 220 | 1334 0.09 0.28 a,b,c
99 Karyofilen oksit 220 | 1335 0.36 493 a,b,c
100 | Aristolen epoksit 220 | 1337 | eser - a,b
101 | Kubenol 222 | 1340 eser eser a,b
102 | tau-Kadinol 222 | 1342 |- 0.23 a,b,d
103 | 6-Kadinol 222 | 1344 eser 0.27 a, b, d
104 | a-Eudesmol 222 | 1346 eser - a,b
105 | a-Kadinol 222 | 1348 eser eser a,b
106 | Kadalen 198 | 1349 eser eser a,b
107 | Alloaromadendren oksit-(1) 220 | 1350 - eser a,b,d
108 | Leden oksit-(II) 220 | 1352 | eser - a,b
109 | 8-Sedren-13-o0l 220 | 1355 eser - a, b, d
110 | Aromadendren oksit-(2) 220 | 1357 - eser a,b,d
" 8-hydroksi-endo- 0 | 1358 esor ] a,b,d
sikloizolongifolen

112 | a-Bisabolol 222 | 1402 - 0.51 a, b
113 | (E)-3-Eikosen 280 | 1417 eser - a,b
114 | Benzil Benzoat 212 | 1496 eser - a, b, d
115 | Kaleren epoksit 220 | 1526 - eser a,b
116 | Aristolene epoksit 220 | 1562 - eser a, b, d
117 | Siklerol 308 | 1747 eser - a,b,d
118 | 3-etil-5-(2-etilbutil)-Oktadekan | 366 | 1814 eser - a,b,d
119 | All-trans-Squalen 410 | 1835 - eser a,b,d
TOPLAM 99.86 | 99,93

" Teshis Yontemi :

a ; Gaz kromatografisi (GC)’de referans maddelerle ¢akigtirma yontemi (Co-GC)

b ; Gaz kromatografisi-Kiitle spektroskopisinde kiitiiphane verileri kullanarak (GC/MS)

¢ ; Standart maddeler

d ; Literatiir bilgileri kullanarak
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Terpenoid Bilesik Simiflari = o

= O

(%) g g

3 5
MTHK (Monoterpen Hidrokarbonlar) 28.33 51.35
OTMT (Oksijenli Monoterpen Hidrokarbonlar) 68.19 23.37
STHK (Seskiterpen Hidrokarbonlar) 2.10 17.39
OTST (Oksijen Tasiyan Seskiterpenler) 0.45 6.22

DT (Diterpenler) eser B
Digerleri 0.79 1.60
Teshis edilemeyenler 0.14 0.07
TOPLAM 99.86 99.93
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Sekil 4.120. Aristolene epoksit’in kiitle spektrumu
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Sekil 4.122. 3-Etil-5-(2-etilbutil)-Oktadekan’in kiitle spektrumu
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Spectrum 1A Plot - 19.09.2008 12:44
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Sekil 4.123. All-frans-Squalen’in kiitle spektrumu

4.3. Toplam Antioksidant Aktivitenin Belirlenmesi

Salvia pinnata ve Salvia bracteata bitkilerinin hidrodestilasyon ile elde edilen
ucucu yag, sirali ekstraksiyon ile elde edilen hekzan, etil asetat ve metanol oziitleri
ve standart antioksidantlar ile birlikte B-karoten-linoleik asit sistemiyle belirlenen
toplam antioksidant aktiviteleri Tablo 4.4.’de ve Sekil 4.124. ile Sekil 4.125.’de

verilmigtir.
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Tablo 4.4. Salvia pinnata ve Salvia bracteata bitkilerinin ugucu yagi, takip eden
ekstraksiyon ile elde edilen hekzan, etil asetat, metanol 6ziitleri ve standartlarin o-
tokoferol ile BHA’nin B-karoten-linoleik asit sistemindeki toplam antioksidant

aktiviteleri
Bitki . Antioksidant Aktivite (% A.A.)
. . | Oziitler
Ornegi 50 png 100 pg 200 pg 400 pg 800 ng
Ugucu Yag | 12,45 19,80 27,40 32,76 39,60
©
©
s Hekzan 28,14 57,16 72,10 73,89 75,17
o
.‘;5 Etil Asetat | 64,89 70,49 78,08 84,31 88,92
©
» Metanol 46,58 64,81 77,58 82,45 86,80
Ugucu Yag | 10,96 12,58 14,07 45,67 17,24
S
S
% Hekzan 38,61 62,89 73,10 75,35 76,55
IS
S
© Etil Asetat | 50,31 63,02 73,47 77,39 79,70
=
<
@ Metanol 34,99 56,41 68,12 77,34 87,42
a-Tokoferol 90,78 93,90 95,64 95,64 95,64
BHA 90,91 93,65 96,76 96,76 96,76
120.00
100.00 - L _
< g0.00 | _—-— I O 50pg/ml
CZD — | @ 100ug/ml
¢>_,; 60.00 | i B 0 200pg/ml
o 0 400ug/ml
L 40.00 - Harm
= o 800ug/ml
20.00 - |7
0.00 ‘ ‘ ‘
Ugucu Hekzan Etil Metanol a-Toc BHA
Yag Asetat

Sekil 4.124. Salvia pinnata bitkisinin ugucu yagi, takip eden ekstraksiyon ile elde
edilen hekzan, etil asetat, metanol Oziitleri ve standartlarin a-tokoferol ile BHA nin

toplam antioksidant aktivitesi
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X 80.00 - B . h” 0 50ug/ml
3 ER B -~ @ 100ug/ml
E 60.00 - B B | 0 200ug/ml
a 0 400pg/ml
I 40.00 Ho
= @ 800ug/ml
20.00 -
0.00 H_I—[—[_] ‘ ‘ ‘
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Sekil 4.125. Salvia bracteata bitkisinin ugucu yagi, takip eden ekstraksiyon ile elde
edilen hekzan, etil asetat, metanol Oziitleri ve standartlarin a-tokoferol ile BHA nin
toplam antioksidant aktivitesi

4.4. Serbest Radikal Giderim Aktivitenin Belirlenmesi

Salvia pinnata ve Salvia bracteata bitkilerinin hidrodestilasyon ile elde edilen
ucucu yaglarmin, sirali ekstraksiyon ile elde edilen hekzan, etil asetat ve metanol
Oziitlerinin serbest radikal giderim aktiviteleri DPPH radikali kullanilarak, standart
antioksidantlar (a-Tokoferol ile BHA) ile birlikte karsilastirmali olarak belirlendi.
Ugucu yaglar, farkli derisimdeki Oziitler ve standartlarin serbest radikal giderim
aktiviteleri Tablo 4.5.°de verilmistr. Bitki ugucu yaglarinin, Oziitlerinin ve
standartlarin DPPH serbest radikal giderim aktiviteleri ve IC50 degerleri Sekil
4.126.-4.129.’da verilmistir
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Tablo 4.5. Salvia pinnata ve Salvia bracteata bitkilerinin ugucu yagi, hekzan, etil
asetat, metanol ve standartlarin (a-tokoferol ve BHA) DPPH serbest radikal giderim
aktiviteleri

Bitki | . Inhibisyon (%)

. _. | Oziitler

Ornegi S50ug | 100 ng | 200 ug | 400 ng | 800 ug | 1600 pg

Ugucu Yag | 0,87 1,94 2,91 5,82 11,02 21,74

©
I
= Hekzan 0,51 2,93 4,65 10,01 20,42 41,76
S
.g Etil Asetat | 6,27 12,64 | 27,30 | 52,17 85,14 88,78
©
n

Metanol 14,66 | 28,82 | 54,40 | 89,59 93,43 93,45

- Ugucu Yag | 0,40 0,80 1,52 3,01 5,66 11,65

b

% Hekzan 0,38 0,71 1,01 2,22 4,75 9,22

g Etil Asetat | 1,72 2,33 5,86 11,63 24,77 46,11

=

&3 Metanol 6,27 13,75 ]26,09 | 50,76 89,48 91,30
o-Tokoferol 2821 | 6047 |9555 |95,55 95,55 95,55
BHA 56,22 | 81,09 9545 |9545 95,45 95,45

120.00

— 100.00 - - N 0 50ug/ml

q ) -

% 80.00 - | O 100pg;m|

@ 200ug/ml

% 60.00 - "

2 0 400ug/ml

o

T 40.00 - o 800pg/ml

— 20.00 - H o 1600ug/ml

0.00 ‘

Sekil 4.126. Salvia pinnata bitkisinin ugucu yagi, hekzan, etil asetat, metanol Oziitleri
ve standartlarin (a-tokoferol ve BHA) DPPH serbest radikal giderim aktiviteleri
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Sekil 4.127. Salvia pinnata bitkisinin ugucu yagi, oziitleri ve standartlarin 1C50
degerleri
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Sekil 4.128. Salvia bracteata bitkisinin ucucu yagi, hekzan, etil asetat, metanol
oziitleri ve standartlarin (a-tokoferol ve BHA) DPPH serbest radikal giderim
aktiviteleri
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Sekil 4.129. Salvia bracteata bitkisinin ugucu yagi, Oziitleri ve standartlarin 1C50
degerleri

4.5. Toplam Fenolik Bilesik Miktarinin Belirlenmesi

Salvia pinnata ve Salvia bracteata bitkilerinin takip eden ekstraksiyon ile elde
edilen hekzan, etil asetat ve metanol Oziitlerinin igerdigi fenolik bilesik miktar
mikrogram pirokatekol ekivalent olarak FCR reaktifi kullanilarak belirlendi
(Singleton vd, 1999). Her 6ziitiin bir miligraminda bulunan fenolik bilesik miktar
mikrogram pirokatekol ekivalent (PEs) olarak Tablo 4.6.°da ve Sekil 4.130°da

verilmigtir.

Tablo 4.6. Salvia pinnata ve Salvia bracteata bitki 6ziitlerinin toplam fenolik madde
miktarlari

Bitki Oziit Tiirii ng PEs / mg oziit
foo Hekzan 16,21
<
C
= Etil Asetat 25,27
o
o
(_>6 Metil Alkol 48,63
n
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© Hekzan 17,64

c—(})s g Etil Asetat 18,69
< Metil Alkol 35,76
60

mikrogram PEs/mg 6zt
w
o

0 T T T T
Hekzan Etil Asetat Metanol Hekzan Etil Asetat Metanol

S.pinnata S.bracteata

Sekil 4.130. Salvia pinnata ve Salvia bracteata bitki Oziitlerinin toplam fenolik
madde miktarlari

4.6. Toplam Flavanoid Miktarimin Belirlenmesi

Salvia pinnata ve Salvia bracteata bitkilerinin takip eden ekstraksiyon ile elde
edilen hekzan, etil asetat ve metanol Oziitlerinin igerdigi flavanoid miktar1 mikrogram
kuarsetin ekivalent olarak belirlendi (Park ve ark. 1997). Her bir 6ziitiin bir
miligraminda bulunan flavanoid miktar1 mikrogram kuarsetin ekivalent (QEs) olarak

Tablo 4.7°de ve sekil 4.131.”de verilmistir.
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Tablo 4.7. Salvia pinnata ve Salvia bracteata bitki Oziitlerinin toplam flavanoid
madde miktarlari

Bitki Oziit Tiirii ng QEs / mg oziit
foo Hekzan 81.07
(4]

[

g_ Etil Asetat 469.59
@

= Metil Alkol 442.07
(0]

% Hekzan 63.04
[¢B)

& Etil Asetat 486.29
S

©

= Metil Alkol 359,06
©

n

600

mikrogram QEs/mg 6ziit
RN N w N (&)}
o o o o o
o o o o o
| | | | |

—

Hekzan Etil Asetat Metanol Hekzan Etil Asetat Metanol

o

S.pinnata S.bracteata

Sekil 4.131. Salvia pinnata ve Salvia bracteata bitki Oziitlerinin toplam flavanoid
madde miktarlari
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5. TARTISMA ve SONUCLAR

5.1. Ucucu Yag ve Oziit Verimleri

Salvia pinnata bitkisi ugucu yag verimi % 0.16 ve Salvia bracteata bitkisi ugucu
yag verimi %0,06 olarak bulundu. Ugucu yag igeriklerine goére Lamiaceae
familyasinda yapilan smiflandirmalarda; Lavandula, Origanum, Satureja ve
Thymbra tiirleri yiiksek diizeyde (%2’den fazla), Acinos, Calamintha, Cyclotrichium,
Mentha, Nepeta, Rosmarinus, Salvia ve Thymus tiirleri orta diizeyde (%0.5 - 2.0
arasinda), Ajuga, Ballota, Clinopodium, Lamium, Marrubium, Melissa, Micromeria,
Phlomis, Scutellaria, Sideritis, Stachys ve Teucrium tiirleri diisiik diizeyde (%0.5’den
az) ucucu yag icerenler grubunda smiflandirilmistir (Karadogan vd, 2003). Salvia
bitkilerimizin ugucu yag iceriklerine bakildiginda literatiir taramalarindaki diger
Salvia tiirleri ile uyum gosterdigi goriilmiistiir.

Her iki bitkinin sirali ekstraksiyonla elde edilen oziitlerinde en yiiksek verim
metanol Oziitlerindedir. Metanol 6ziitlerinin verimi Salvia pinnata bitkisinde % 2.02,
Salvia bracteata bitkisinde % 1,83 diir. Hekzan ve etil asetat oziitlerinin verimleri ise
daha distiktiir. Tepe ve arkadaslar da Salvia tomentosa bitkisi ile yaptiklar1 sirali
ekstraksiyon isleminde, en yiiksek verimi metanol ekstraktinda bulmuslardir (Tepe

vd, 2005).

5.2. Ucucu Yagin Kimyasal Bilesenleri

Salvia pinnata ve Salvia bracteata bitkilerinden hidrodestilasyon yontemi ile elde
edilen yaglarin ugucu bilesenlerinin yiizdeleri, Shimatzu-17A GC sisteminde FID
dedektorii kullanilarak elde edilen kromatogramin integrasyonu alinarak hesaplandi.
Bilesenlerin teshisleri ise Varian GC-MS sisteminin NIST 2002 kiitiiphanesi,
literatiir verileri ve standatlar kullanilarak yapild1 (Adams, 2001).

Salvia pinnata bitkisinin ugucu yaginda toplam 79 ve Salvia bracteata bitkisinin
ucucu yaginda ise toplam 76 kimyasal bilesen tespit edilerek karakterize edildi
(Tablo 4.3). Bitki ugucu yag verimlerinin oldukca diisiik (Salvia pinnata %0.16;

Salvia bracteata %0,06) olmasina ragmen, kimyasal bilesiminin zengin oldugu ve
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bunun biiylik bir kisminin Salvia pinnata da Oksijenli Monoterpen Hidrokarbonlarin
(OTMT), Salvia bracteata da mononterpen hidrokarbonlarin (MTHK) olusturdugu
tespit edilmistir. Tablo 4.3 de goriildiigii lizere Salvia pinnata ugucu yagimin ana
bilesenleri a-pinen (%6.45), kamfen (%13.86), B-pinen (%5.79), kamfor(%8.97),
borneol (%20.24), izobornil format (%7.02), izobornil asetat (%26.24)dir. Salvia
bracteata bitkisi ugucu yaginin ana bilesenleri ise o-pinen (%10.82), kamfen
(%2.17), P-fellandren (%2.93), PB-pinen (%?24,49), B-mirsen (%4.11), p-simen
(%2.77), okaliptol “1,8-Sineol” (%4.90), kamfor (%6,77), borneol (%2.94), -
karyofilen (%5.52), v —kadinen (%3,17) ve karyofilen oksit(%4.93) olarak tespit
edilmistir. Literatiirde mevcut olan diger Salvia tiirlerinin ugucu yag bilesenleri ile
analizlerini yaptigimiz Salvia pinnata ve Salvia bracteata bitkilerinin ugucu yag
bilesenleri benzerlik gostermektedir. Salvia pinata ve Salvia bracteata bitkilerinin
ucucu yaglarinda karakterize edilen major bilesiklerin kimyasal formiilleri asagida

Sekil 4.132 ve Sekil 4.133°de gosterilmistir.

M0 R

a-Pinen Kamfen B-Pinen Kamfor
ey
" —
OH =7
Borneol [zobornil format Izobornil asetat

Sekil 4.132. Salvia pinata bitkisinin ugucu yag ana bilesenlerinin formiilleri
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Sekil 4.133. Salvia bracteata bitkisinin ugucu yag ana bilesenlerinin formiilleri

5.3. Serbest Radikal Giderim Aktivite Sonuclari
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Salvia pinnata ve Salvia bracteata bitkilerinin ugucu yaglarmin ve diger tiim

oziitlerinin DPPH (1,1-difenil-2-pikrilhidrazil) serbest radikal giderim aktiviteleri

aynt derisimdeki standartlarin (BHA ve a-tokoferol) aktiviteleri ile karsilastirilip,

sonuglar Tablo 4.5’de verilmistir. Ugucu yag ve tim 0Oziitlerin derigimin artmasiyla

antioksidant aktivitelerinin de arttig1 goriilmektedir. Tablo 4.5’de de goriildigi iizere

bitkilerimizin ikisinde de en yiiksek aktiviteye metanol oziitleri sahiptir. Salvia

pinnata ve Salvia bracteata metanol Oziitlerinin 200 pg’nin inhibisyonu sirasiyla

%54.40, % 26.09 olarak bulunmustur. Sentetik antioksidantlar olarak kullanilan
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BHA (%95.45) ve a-tokoferol (%95.55) ile karsilastirildiginda Salvia pinnata
metanol Oziitliniin bu sentetik antioksidant maddelerin gosterdigi inhibisyon
degerinden diisiik inhibisyon degeri gostermekle birlikte yakin degerler verdigi
goriilmiistiir.

Fenoller, hidroksil gruplart i¢ermeleri nedeniyle radikal yoketme yetenegine
sahip bilesiklerdir. Bu 6nemli bitki bilesenleri hidroksil gruplarindan hidrojenlerini
radikallere vererek kararli fenoksil radikalleri olustururlar ve antioksidant aktivitede
onemli rol oynarlar. Bu ylizden bitki o6ziitlerinin serbest radikal giderim
aktivitelerinin belirlenmesinde toplam fenolik madde miktarinin belirtilmeli ve bu iki
parametre pozitif bir uyum gostermelidir (Giilgin vd, 2002). Tablo 4.5. ve tablo
4.6.’ya bakilacak olursa DPPH serbest radikal giderim aktivitesi yiiksek olan metanol
oziitlerinin toplam fenolik madde miktarinin da ytiksek oldu goriilecektir.

Tepe ve arkadaslar1 da Salvia tomentosa bitkisi ile yaptiklari sirali ekstraksiyon
isleminde, en yiiksek DPPH serbest radikal giderim aktivite degerini metanol

ekstraktinda gozlemlemislerdir (Tepe vd, 2005).

5.4. Toplam Antioksidant Aktivite Sonuc¢lar1

Salvia pinnta ve Salvia bracteata bitkilerinin ugucu yag1 ve tim Oziitlerinin
toplam antioksidant aktiviteleri B-karoten-linoleik asit model sistemiyle belirlendi.

Salvia pinnta ve Salvia bracteata bitkilerinin ucucu yaglarinin ve diger tiim
Oziitlerinin toplam antioksidant aktiviteleri ayn1 derisimdeki BHA ve a-Tokoferol
standartlarinin antioksidant aktiviteleri ile karsilagtirllmis ve sonuglar Tablo 4.4.’de
verilmigtir. Ugucu yag ve tim Oziitlerin derisimin artmasiyla antioksidant
aktivitelerinin de arttig1 gérilmiistiir.

Salvia pinnta bitkisinden elde edilen ugucu yagin ve sirali ektraksiyon
yontemiyle elde edilen hekzan, etil asetat, metanol 6ziitlerinin 200 pg’nin inhibisyon
degerleri incelendiginde sirasiyla %27,40, %72,10, %78,08, %77,58 degerleri
bulunmus olup en yiiksek inhibisyon degerine etil asetat Oziitii gostermektedir. Bu
etil asetat Oziitii sentetik antioksidantlar olarak kullanilan BHA %96,76 ve a-
tokoferol %95,64 ile karsilastirildiginda yiiksek bir aktivite degerine sahip oldugu

gorlilmektedir.
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Salvia bracteata bitkisinden elde edilen ugucu yagin ve hekzan, etil asetat,
metanol 6ziitlerinin 200 pg’nin inhibisyon degerleri incelendiginde sirastyla %14,07,
%73,10, %73,47, %68,12 degerleri bulunmus ve en yiiksek inhibisyon degerine yine
etil asetat Oziitli sahiptir. Etil asetat Oziitlinlin gostermis oldugu inhibisyon degeri
sentetik antioksidantlarmizdan diisiik olmakla birlikte, sentetik antioksidantlarla
yarisir durumdadir. Bu veriler 1s1ginda bitki etil asetat Oziitlerinin sentetik
antioksidantlar gibi yiiksek aktivite degerine sahip olmasi sebebiyle gida katki

(koruyucu) maddesi olarak kullanilabilecegini sdyleyebiliriz.

5.5. Toplam Fenolik Madde Miktar1 Bulgular:

Salvia pinnata ve Salvia bracteata bitkileri Oziitlerinin toplam fenolik bilesik
madde miktar1 FCR reaktifi kullanilarak pirokatekol ekivalent olarak Tablo 4.6.’da
verildi. Tabloda da gorildiigi iizere en yiiksek degere iki bitkimizde de metanol
oziitl sahiptir (Salvia pinnata 48.63 pg PEs / mg ve Salvia bracteata 35.76 pg PEs /
mg). Bununla beraber Oziitlerin DPPH serbest radikal giderim aktivitelerine
bakilacak olursa en yiiksek aktiviteye metanol oziitlerinin gosterdigi gorilmektedir.
Bu sonuclardan toplam fenolik madde miktar1 fazla olan 6ziitin DPPH serbest
radikal giderim aktivitesinin de fazla olacagi sonucuna ulasabiliriz. Daha once
yapilan bazi ¢aligmalarda aragtirmacilar bitkilerdeki toplam fenolik madde miktar ile
DPPH serbest radikal giderim aktiviteleri arasinda boyle pozitif iliski bulurken
(Giil¢in vd, 2002, Velioglu vd, 1998, Vinson, 1998). bazilari ise bu iki deger arasinda
bdyle bir iligkinin olmadigini vurgulamaktadirlar (Maillard vd, 1995, Bocco vd 1998,
Heinonen vd, 1998). Bizim bulgularimiz ise serbest radikal giderim aktivitesi ile
toplam fenolik madde miktar1 arasinda orantili bir iliski oldugu goriisiini

dogrulamaktadir.

5.6. Toplam Flavanoid Madde Miktar1 Bulgulan

Bitki oOziitlerinin toplam flavanoid madde miktarlar1 mikrogram quercetin

ekivalent olarak aliminyum nitrat medodu ile belirlendi. (Park ve ark 1997). Tablo

4.7.’ye bakacak olursak iki bitkimizde de en yliksek degere etil asetat Oziitlerinin
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sahip oldugu goriilmektedir (Salvia pinnata 469.59 ng QEs / mg ve Salvia bracteata
486.29 ng QEs / mg). Ayrica tablo 4.4.’de tekrar bakacak olursak en yiiksek toplam
antioksidant aktivite degerine yine iki bitkimizde de etil asetat 6ziitlerinin gosterdigi
goriilecektir. Bu pozitif kralesyon bize bazi arastirmacilarin belirttigi gibi (Giilgin vd,
2002, Velioglu vd, 1998, Vinson, 1998), toplam flavanoid madde miktartyla, toplam
antioksidant aktivite arasinda pozitif bir uyum oldugu sonucuna ulastirir.

Ayni zamanda, iki bitkininde tiim 6ziit verimleri ile aktivite degerleri ve de
aktivite degerlerinin standart antioksidantlarin aktiviteleri ile karsilastirildiginda;
diger arastirmacilarin Salvia tiirleri iizerinde yaptiklari arastirmalarla uyum igindedir.
Bitki oziitlerinin ve ugucu yaglarinin antioksidant degerleri etkili hidrojen verme
yeteneklerine ve radikal giderimlerine baglidir. Buna bagli olarak tablo 4.4-4.5.
incelenecek olursa oziitlerin aktivite testlerindeki etkinligi derisimlerine baglidir ve
derigim arttik¢a aktivite degerleri de artmaktadir.

Sonug olarak bitkilerin ugucu yag ve oziitleri kolay elde edilebilir olmasi; dogal
bir antioksidant kaynagi, muhtemel gida katki maddesi ile farmasotik ve eczacilik
endiistrisinde kullanilabilecegini gostermektedir. Ancak bu calismada oOziitlerdeki
antioksidant aktiviteden sorumlu bilesenler belli degildir. Bu sebeple daha sonraki
calismalarda bu bilesenlerin belirlenmesi ve aktivite ¢calismalarinin in vivo sartlarda
da yapilarak sonuglarin in vitro sonuglar ile bir kez daha paralel degerlendirilmesi

Onerilebilir.
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