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OZET

RHODODENDRON LUTEUM BITKIiSIiNIN CiICEKLERINDEKI UCUCU YAG
BILESENLERININ BELIRLENMESI VE EKSTRENIN ANTIOKSIDAN
AKTIVITESININ INCELENMESI

Y. LISANS TEZi
Nuray SENTURK

Gaziosmanpasa Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisii
Kimya Anabilim Dah

Danisman: Do¢. Dr. Ramazan ERENLER

Bu calismada; Rhododendron Luteum bitkisinin ¢igeklerindeki ucucu yag bilesenleri
belirlendi ve ugucu yaginin ve metanol ekstresinin antioksidan aktiviteleri incelendi.
Rhododendron Luteum bitkisinin c¢iceklerindeki ugucu yagi neoclevenger aparati
kullanilarak su buhar1 destilasyonu yontemiyle elde edildi. Ayrica bu bitkinin ¢igek
kisimlarinin metanol ekstresi hazirlandi. Elde edilen metanol ekstresinin ve ugucu
yaginin antioksidan aktiviteleri incelendi. Bu amagla DPPH serbest radikal giderme
aktivitesi ve ABTS katyon radikali giderme aktivite testleri yapildi. Aktivite sonuglarini
gozlemlemek amaciyla DPPH serbest radikal giderme aktivitesi i¢in pozitif kontrol
olarak BHT ve a-tokoferol, ABTS katyon radikali giderme aktivitesi i¢in ise BHA
kullanildi. DPPH testi sonucunda, wugucu yagin onemli bir aktivite gostermedigi
gozlendi. Fakat metanol ekstresinin standartlardan daha yiiksek aktivite gosterdigi
belirlendi. ABTS katyon radikali giderme aktivite testi sonucunda metanol ekstresinin
yiiksek aktivite gosterdigi tespit edildi. Calisanin ikinci kisminda elde edilen ugucu
yaglarinin GC-MS analizi gergeklestirildi. Analiz sonucunda 30 ugucu yag bileseni
tespit edildi. Ana bilesenler karyofilen (%35,2) ve veridiflorol (% 7,5) olarak belirlendi.

2010, 37 sayfa

Anahtar Kelimeler: Rhododendron Luteum, Antioksidan Kapasitesi, DPPH, ABTS,
ugucu yag
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ABSTRACT

Master Thesis

THE INVESTIGATION OF ANTIOXIDANT ACTIVITY AND
DETERMINATION OF ESSENTIAL OILS COMPONENTS FROM THE
RHODODENDRON LUTEUM FLOWERS

Nuray SENTURK

Gaziosmanpasa University
Graduate School of Natural and Applied Sciences
Department of Chemistry

Supervisor: Assoc. Prof. Ramazan ERENLER

In this work, essential oil constituents were identified and antioxidant activity of
essential oil and methanol extract of Rhododendron luteum flowers were investigated.
The essential oils of Rhododendron Iluteum flowers were carried out by steam
distillation using neoclevenger apparatus. The antioxidant activity of methanol extract
and essential oils were carried out using different antioxidant assays, including DPPH
free radical scavenging, ABTS cation radical scavenging activities. To determine the
activity results, BHT and a-tokoferol were used as referance antioxidant for DPPH free
radical scavenging activity and BHA was used for ABTS cation radical scavenging
activity. The essential oil didn’t exhibit DPPH free radical scavenging activity but
methanol extract showed higher activity than that of the standards. In ABTS cation
radical scavenging activity, the methanol extract has high activity. At the second part of
the work, the chemical compositions of essential oil from the flowers were determined
by GC-MS analysis which allowed identification of 30 components, the main ones are
caryophyllene (35.2%) and veridiflorol (7.54).

2010, 37 pages

Keywords: Rhododendron Luteum, Antioxidant capacity, DPPH, ABTS, essential oils.
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1. GIRiS

Insanlar, bitkilerden, yiyecek, yakacak, silah, kozmetik, barinak ve tedavi amagh bir¢ok

yonden yararlanmistir. Bitkilerin tedavi amagli kullanilmasi insanlik tarihi kadar eskidir.

Bitkilerden elde edilen ilk etken madde 1805°te Alman Kimyac1 Serturme tarafindan
afyon bitkisinden izole edilen morfindir. 1820°de kinakinanin kabuklarindan kinin,
1868’de yiikslik otu (Digitalis) yapraklarindan kalp yetmezligi tedavisinde kullanilan
digitalin ve 1890°da sdgiit dali kabugundan asetil salisilik asidin izolasyonu yapilmistir.
Daha sonralar1 dogal ilaglarin sentetik tiirevleri sentezlenmis bdylece sifali bitkiler,
1900’li yillarda modern tibbin gelismesiyle popiileritesini kaybetmeye baglamistir,
yerini kimyasal ilaglara birakmistir (Baser, 1990; Baytop, 1984).

Ancak bazi dogal ilaglarin laboratuarda sentezinin pahali bir islem olmasi, bitkisel
ilaglarin birkag etkiye birden sahip olmasi, yillar gectikce kimyasal ilaglarin yan
etkilerinin ortaya ¢ikmasi, modern tip ilaglarinin hala bir¢ok rahatsizlikta tam bir basari
saglayamamasi nedeniyle bitkisel ilaglara doniis basladi. “Dogaya Doniis” sloganiyla
dogal ilag ham maddeleri bulmak {izere bitkiler {izerinde yapilan arastirmalar giin

gectikce artmaktadir (Baser, 1990; Baytop, 1984).

Son yillarda biitiin diinyada, antibiyotiklerin gelisigiizel kullanimi nedeniyle, insan
patojeni bakterilerin ilaglara kars1 diren¢ kazandig1 tespit edilmistir. Ilaclara direngli
patojen fungus ve bakteriler nedeniyle Ozellikle immun sistemi zayiflamis, AIDS,
kanser gibi hastaliklarin ise infeksiyon hastaliklarinin tedavisinin zorlastirdigi
goriilmiistiir (Facey ve ark. 1999; Ahmad ve Beg 2001). Bu durum bilim adamlarin
degisik kaynaklardan yeni antimikrobiyal bilesiklerin arastirilmasi i¢in tesvik etmistir.
Aragtirmalar, 6zellikle tibbi bitkiler lizerinde yogunlagmistir (Karaman ve ark. 2003;

Kuruoglu, 2003).

Rhododendron’un agr1 kesici, idrar soktiiriicii, romatizma agrilarim1 giderici etkileri
vardir. (Facciola, 1990). Rhododendron luteum bitkisindeki ugucu yag bilesiklerinin

belirlenmesi ve ekstrenin antioksidan aktivitesinin incelenmesi amag¢lanmaktadir.



2. KAYNAK OZETLERI

2.1. Rhododendron (Orman Giilii)

Rhododendron Ericaceae familyasindan olup 1200’{in iizerinde tiirii vardir. Giiney Bat1
Asya’da, Himaliya’dan Tibet, Burma, Cin, Tayland, Filipinler ve Yeni Gine’ye kadar
alanda ayrica Kuzey Amerika, Avrupa ve Tiirkiye’de yetismektedir (Avci, 2004).

Daimi yesil yaprakli veya yapraklarini doken, ilkbahar ve yaz baslarinda agan mor, sari,
kirmizi, pembe ¢ok giizel renklere sahip, katmerli, yar1 katmerli veya diiz ¢igekleri olan
cesitli tliir ve hibritleri peyzaj uygulamalarinda ¢ok genis sekilde kullanilmaktadir.
Serin, rutubetli yerler ister. Biiyiikk yapraklilar kuytu ve golge yerleri tercih ederken
kiiciik yapraklilar daha giinesli yerleri severler. Ancak goélgede iyi biiyiir fakat iyi bir
ciceklenme yapmaz. Gliney ve bati bakilar onlar i¢in fazla giines ve sicaktir. Dogu
bakilar sabah gilinesinden faydalanmayi sagladigi igin tercih edilir. Kuzey bakilarda pek
golgelenmeye gerek kalmaz. Giinesli bakilarda ve sicak yerlerde mecburen biraz golge
kisimlar aranmalidir. Bu konuda boylu agaglarin altt da onerilebilir. Orman giilleri
dogrudan giines altinda veya sicak yerlerde yetistirildiklerinde ¢igekleri siiratle solar.
Gec ciceklenenleri bilhassa giines yanmalarina karsi korunmak icin 6gleden sonra
kismen golge alan yerler aranmalidir. S1§ koklere sahip olmalar1 onlarin kurakliga karsi
hassas olmalarinin 6nemli bir nedenidir. Yapraklarini doken tiirler dokmeyenlere
kiyasla soguga daha dayaniklidirlar. Genellikle asit (4,5-5,5 pH) ve rutubetli topraklar
ister. Durgun suya kars1 kisa siire i¢in de olsa hassastir, iyi drene olabilen yerlere
dikilmelidir. Drenaj bir sorunsa su tutmayan yiliksek kisimlar tercih edilmelidir.

(Chittendon, 1951).

Budamaya gereksinimleri yoktur. Ancak gec ilkbahar veya yazin yeni siirgiin u¢larindan
kirpilirlarsa cigek iiretimi artip bitkinin dolgunlagsmasi ve kompaktlagsmasi saglanabilir.
Cicekler solduktan sonra uzaklastirilira, gelecek yil i¢in ¢iceklenme orani daha yiiksek

olur. Tohum, ¢elik, kalem asilar1 ve daldirma ile tiretilirler (Shepherd, 1974).



Halk ilaci olarak da kullanilan orman giiliiniin agr1 kesici, idrar soktiiriicli, romatizma
agrilarmi giderici etkileri mevcuttur. Rhododendron’un bazi tiirleri tasidigi zehirli
maddelerden dolayi tehlikeli olup, zehirlenmelere sebep olmaktadirlar (Facciola, 1990).
Rhododendron tirleri Tirkiye’de Karadeniz Bolgesi’nin bol yagis alan daghk
kisimlarinda bulunur. Dogal olarak yetisen 5 ormangiilii tiirii vardir. Ayrica bircok

melez ormangiilii taksonu tespit edilmistir.

. Sarigigekli ormangiilii (Rhododendron luteum) Bati, Orta ve Dogu Karadeniz

o Morgigekli ormangiilii (Rhododendron ponticum) Biitiin Karadeniz sahili
boyunca.

o Kafkas ormangiilii (Rhododendron caucasicum) Rize, Trabzon, Artvin

. Pembecicekli ormangiilii (Rhododendron smirnowii) Rize, Artvin

o Beyaz cicekli ormangiilii (Rhododendron ungernii) Artvin

2.2. Rhododendron luteum

Sik dall1 bir ¢al1 olup, kisin yapragini doken ve 4 metre boyunda bir bitkidir. Siirglinlere
cok siral1 sarmal dizilmis olan yapraklar yumurtamsi, genis ters mizrak bi¢ciminde olup
ayanin kenar1 kirpikli ve ince disli, her iki ylizii de tiiyliidiir. Yapraklanmadan 6nce agan
sar1 renkli ¢igekler keskin kokulu olup 5 cm capindadir. Bilesik salkim halindeki ¢icek
kurullart siirglin uglarinda yer alir. Orta ve Dogu Avrupa, Tirkiye ve Kafkasya’da
yayilis gosterir. Cigekleri ve sonbaharda kirmizi renk alan yapraklarindan dolay1

parklarla bahgelerde yetistirilir (Sekil 2.1).



Sekil 2.1. Rhododendron luteum

Bati Avrupa {ilkelerinde siisleme ve diger tiirleri asilamak amaciyla genis olarak
yetistirilmektedir. Cigekleri giizel kokulu olmalarina ragmen, bu bitki, nektarin igerdigi

grayanotoksin maddesinden dolayi zehirlidir (Esen ve ark., 2006; Baytop, 1999).

2.3. Rhododendron luteum’un icerdigi Grayanotoksin Bilesigi

Grayanotoksin, zehirli bir bilesik olup Ericaceae familyasina ait rhododendron ve diger
bitkilerde bulunmaktadir. Zehirlenmeler nadiren gergeklesir ve grayanotoksin
zehirlenmesi, bal zehirlenmesi veya rhododendron zehirlenmesi diye adlandirilir.
Toksin; andromedotoksin, asetilandromendol veya rhodotoksin diye bilinir.
Grayanotoksin polihidroksil igeren halkali diterpendir. Grayanotoksin hiicre
membraninda hiicrenin aktive ve deaktive olmasina rol oynayan reseptor bogelerinden
olan 0zel sodyum iyon kanallarmma baglanir, bdylece inaktivasyonu engeller ve
uyarilmig hiicreleri depolarize olarak kalmalarina neden olur. Grayanotoksin kaba

formiilii Cy,H3607 olup molekiil formiilii Sekil 2.2°de verilmektedir.



HO,

H5;C
CH,
CH3 HO .
OH  Ox %on
Grayanotoksin 1 (X=Ac) Grayanotoksin 2 (X=H)
Grayanotoksin 3 (X=H) Grayanotoksin 4 (X=Ac)

Sekil 2.2. Grayanotoksin molekiiliiniin genel yapisi

Karadeniz bolgesinde iiretilen ballar genellikle grayanotoksin igerir ve zehirlenmelere
sebep olur ve ilgili bal “Deli Bali” diye adlandirilir. Deli Bali, yenildiginde bogazda
yanma hissi uyandirmasi ve keskin tadinin olmasi 6zelliklerinden dolay1 bdlge insani
tarafindan diger ballardan kolaylikla ayirt edilebilmektedir. Ilkbaharda iiretilen bal diger
mevsimlere gore daha yiiksek konsantrasyonda grayanotoksin icermekte ve toksisistesi
daha yiiksek olmaktadir (Dilber ve ark., 2002). Deli Bali; mide agrisi, bagirsak
bozuntusu, yiiksek tansiyon, seker hastaligi rahatsizliklarina karsit halk ilaci olarak
kullanilmakta ayrica cinsel uyarici etkisinin oldugu sanilmaktadir (Dilber ve ark., 2002;
Gunduz ve ark., 2006). Toksisitesi ¢ok diisiikk olmasina ragmen Japonya, Brezilya,
Amerika, Nepal, Ingiltere’den elde edilen ballar grayanotoksin tiirevleri icermektedir.
Tarihi siirecte zehirlenmeler Karadeniz Bdolgesinde yetisen Rhododendron luteum ve
Rhododendron ponticum bitkileriyle ilgili oldugu bilinmekteydi (Gunduz ve ark., 2006;
Weiss ve ark., 2010; Koca ve Koca, 2007).

2.4. Rhododendron (Orman Giilii) ile ilgili literatiirde yer alan calismalar

Ahmad ve arkadaslar1 (2010); Rhododendron lepidotum’un koklerinin metanol ekstresi
lizerinde yaptiklar1 c¢alismalarda iki yeni kumarin glikozit (Sekil 3) izole ederek
yapilarini aydinlatmiglardir. Bu bilesikler:7-O-B-D-Glucopyranosyl-8-
methoxybenzopyranone (5) ve 7-Hydroxy-8-O- B-glycosylbenzopyranonedir (6) (Sekil
2.3).
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Sekil 2.3.Kumarin Glikozitler

Diger bir ¢alismada Innocenti ve arkaslar1 (2010); Rhododendron anthopogon tiiriiniin
ucucu yag bilesenlerini GC-MS ile belirleyerek bu bilesenlerin biyolojik 6zelliklerini
ortaya koymuslardir. Bu bilesikler sunlardir: a-Thujene, a-Pinene, Camphene, B-Pinene,
B-Myrcene, p-Cymene, Limonene, cis-Ocimene, y-Terpinene, a-Copaene, trans-p-
Cariophyllene, o-Humulene, Allo-Aromandrene, Germacrene, o-Amorphene, o-

Muurolene, 6-Cadinene.

Yang ve arkaslar1 (2010); Rhododendron irroratum Franch tiirii lizerinde yaptiklar
caligmada iki flavon glikozit (Sekil 2.4) izole etmislerdir. 5 kg bitki kurutularak
etanolde refluks yapildi. Coziicii uzaklastirildiktan sonra ekstre suda ¢oziinerek petrol
eteri (5x0.5 L), CHCI; (5x0.5 L), EtOAc (5x 0.5 L), n-BuOH (5x0.5 L) de ekstre edildi.
Etil asetat fraksyonu kolon kromatografisine tabi tutuldu ve tekrar eden kolon
kromatografisiyle flavon glikozitleri izole etmislerdir. Bu bilesikler: Myricetin-3-O-3-
D-galactosit-3'-O-a-D-glucosit (7) Myricetin-3-O-B-D-galactosit-3'-O-a-D-galactosit
(8) dir.



Sekil 2.4. Flavon Glikozitler

Ayrica 2010 yilinda Iwata ve arkadaslart Rhododendron anthopogonoides Dbitkisi
tizerinde yaptiklar1 calismada, dort yeni kromin tiirevleri ve iki bilinen bilesik izole
etmiglerdir. Yeni bilesikler sunlardir: anthopogochroman (9), anthopogochromen A
(10), anthopogochromen B (11), anthopogochromen C (12). Bilinen bilesikler:
daurichromenik asid (13) ve ilisikolinik asid B (14) (Sekil 2.5).

10 R=COOH
9 11 R=H




HOOC = = =

OH
14
Sekil 2.5. Kromin Tiirevleri

Wang ve arkadaslar1 (2010); Rhododendron molle tirii alaninda yaptiklar1 ¢aligmada
dort diterpen izole etmisler ve bu bilesiklerin biyolojik aktivite gosterdiklerini ortaya

koymuslardir (Sekil 2.6).

15 R =R, = Ac; R = propiyonil 17 R = Ac; R = propiyonil; R, = H
16 R =R, = Ac; R, = propiyonil 18 R = Ac; R = propiyonil; R, =OAc

Sekil 2.6. Diterpenler

Orhan ve arkadaglart (2004); Rhododendron luteum bitkisinin de dahil oldugu
Tiurkiye’de yetisen tibbi bitkiler alaninda yaptigt ¢alismada bu bitkinin
asetilklorinesteras ve biitilklorinesterasa enzimleri iizerinde aktivite gdsterdigini ortaya

koydular.



Jin ve arkaglar1 (2009); Rhododendron decorum tiiri lizerinde yaptiklari ¢aligmada
biyolojik dneme sahip Myrsetin 19, kuersetin 20 katesin 21 ve dihidrokaempferol 22
flavonoidlerini izole ederek yapilarim1 aydinlatmislardir Bitkinin toprak iisti kismi
topland1 (10 kg) ve acik havada kurumaya birakildi, daha sonra %95 ETOH (3x50 L)
oda sicakliginda ii¢ kez ekstre edildi. Coziicli uzaklastirildiktan sonra kalan ektre (1,5
kg), petrol eteri, CHCl;, EtOAc ve n-BuOH coziiciilerinde ekstre edildi. Etil asetat
ektresi sirasiyla kolon kromatografisi, Sephadeks LH-20 ve preperatif HPLC
islemlerine tabi tutuldu. izole edilen molekiillerin yapilar1 spektroskopik yontemlerle

belirlendi (Sekil 2.7).

OH OH
OH OH
HO 0 ‘ HO 0o ‘
( ” &
OH

OH O OH O

OH
HO O \\\@
" OH

OH

OH
21

Sekil 2.7. Flavonoid Tiirevleri

Carballeira ve arkadaslar1 (2008); Ruhododentron Iluteum basta olmak iizerinde
Tirkiye’de yetisen Rhododendron tiirleri lizerinde yaptiklar bir ¢alismada, bu tiirlerdeki

yag asit bilesenlerini belirlemislerdir.
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2.5. Ucucu Yaglar

Ugucu yag, bitkilerin yaprak, meyve, kabuk veya kok kisimlarindan elde edilen, oda
sicakliginda sivi halde olan, kolaylikla kristallesebilen genellikle renksiz veya agik sari
renkli, ucucu, kuvvetli kokulu, dogal bir iirlindiir. Glizel kokulu olmasindan dolay1
esans ya da eterik yagda denilmektedir. Su ile karigsmadiklar1 igin yag olarak
tanimlansalar da sabit yaglardan farklidirlar. Ugucu yaglar, cogunlukla ugucu
terpenlerin karisimlaridir ve bitkileri ot yiyen boceklere, viriis ve bakterilere karsi

korurlar (Pichersky ve Gang, 2010; Pare ve Tumlinson, 1999; Ceylan, 1983).

Ugucu yag tastyan bitkiler, daha ¢ok sicak iklim bdlgelerinde yetismektedir. Ulkemizin
de bulundugu Akdeniz Bdlgesi ugucu yag tasiyan bitkiler acgisindan en zengin
bolgelerden biridir. Eczacilikta ve sanayide kullanilan ugucu yaglarin ¢ogu, Akdeniz
bolgesi bitkilerinden elde edilmektedir. Ugucu yaglar bitki organlarinin herhangi
birinde, 6rnegin flos (lavanta ¢icegi), pedal (giil), folia (nane yapragi), fructus (anason
meyvast), herba (kekik otu), cortex (tar¢in kabugu), radix (kediotu kokii) ya da

lignum’da bulunabilir.

Ugucu yag bazen kozalaklarda oldugu gibi, bitkinin biitiin dokularinda olusabilir, bazen
de sadece 0Ozel organ ve dokularda meydana gelir; giilde bol miktarda, yalnizca
pedallerde rastlanir; targinda sadece kabukta, Unbelliferac meyvelerinde yalniz
perikarpta, nanede govde ve yapraklardaki salgin tiiylerinde bulunur. Portakalda ise
yagin bir ¢esidi ¢igekte, petallerde olusurken, bir ¢esidine de meyve kabugunda rastlanir
(Sekil 2.8). Ugucu yag terimi “Essential Oil” 16. Yiizyilda Isvigreli Tip Bilimcisi
Paracelsus von Hohenheim tarafindan ortaya konmustur (Guenther, 1948). Yaklasik
olarak ticbin ugucu yag bilesikleri bilinmekte ve tigyliz kadar1 ticari dneme sahip olup
marketlerde satilmaktadir. Ucucu yaglarin antimikrobiyal etkiye sahip olduklari uzun
yillardir bilinmektedir (Shelef, 1983). Antibakteriyal etki yaninda, (Deans ve Ritchie,
1987) ucgucu yaglar antiviral (Bishop, 1995), antimikotik (Azzouz ve Bullerman, 1982;
Akgiil ve Kivang, 1988), antitoksigenik (Akgiil ve ark., 1991; Ultee ve Smid, 2001),
antiparasit (Pandey ve ark., 2000; Pessoa ve ark., 2002), insektik (Konstantopoulou ve
ark., 1992; Karpouhtsis ve ark., 1998) ozelliklere sahiptirler. Bu karakteristik 6zellikler,
bilesiklerin bitkilerdeki isleviyle ilgilidir (Mahmoud ve Croteau, 2002).
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Sekil 2.8. Ucucu yag molekiilleri
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Ugucu yaglar; ¢cok konsantre, kompleks bir yapiya sahiptirler. Yapilart soya, susam,
aycicegi gibi bitkisel yaglardan ¢ok farklidir. Genel olarak igeriklerini onlara tedavi
edici degerini kazandiran cesitli alkoller, esterler, terpenler, aldehitler, kumarinler
olusturur. Terpen ve terpenoidler cogu bitkideki ugucu yaglarin baslica bileskesidirler
(Van de Braak ve Leijten, 1999).

2.6. Ucucu Yaglarin Eski Caglardaki Kullanim

Antik caglardan beri baharatlar parfiim, tatlandirici ve gidalar1 koruyucu amach
kullanilmalarina ragmen, bilinen ugucu yaglardan terebentin yagi hakkinda bilgi sadece
Yunan ve Roma tarihgileri tarafindan nakledilmektedir (Bauer ve ark., 2001; Guenther,
1948). Destilasyon yontemi, ucucu yag iiretmek icin Dogu Ulkelerinde (Misir,
Hindistan, Iran) 2000 yildan énce ilk kez kullanilmis (Guenther, 1948) ve 19. yiizyilda
Araplar tarafindan gelistirilmistir (Bauer ve ark., 2001). Ucucu yagin destilasyonu
hakkinda giivenilir yazili ilk belge, Katalan hekim Villanova (1235-1311)’ya
atfedilmektedir (Guenther, 1948). 13. ylizyilda, eczacilar tarafindan elde edilen ugucu
yaglar ve bu yaglarin farmakolojik etkileri farkakopi denilen eczacilikla ilgili kitaplarda
yer ald1 (Bauer ve ark., 2001) fakat 16. Yiizyila kadar bu yaglarin kullanim1 yaygin
olarak Avrupa’da ortaya ¢ikmadi. 16. yiizyildan sonra ugucu yaglarin ticareti Londra’da
yapilmaya baslandi (Crosthwaite, 1998). Ucucu yaglarin kullanimi ve destilasyonu
hakkinda yaptiklar1 bagimsiz calismalarda Strasburg’lu hekimler Brunschwig ve Reiff,
tizerinde ¢aligtiklart bitkilerin, (Terebentin, ardig, biberiye, lavanta, karanfil, Hindistan
cevizi kabugu, Hindistan cevizi agaci, anason, tar¢in) sadece nispi az sayida yaglarindan
bahsettiler (Guenther, 1948). Fransiz hekim Du Chesne’ye gore, 17. ylizyilda ugucu
yaglar cok iyi bilinmekteydi ve eczacilar 15-20 farkli ucgucu yaglari depoladilar
(Guenther, 1948). Yerli Avustralyalilar ¢ay bitkisinin yagim1 daha 6nce kullanmis
olabilme ihtimaline ragmen, 18. yiizy1l sonlarinda Avustralya’nin koloni haline
gelmesinden sonra bu yagi kullandiklar1 yazili belgelerde ifade edilmektedir (Carson ve
Riley, 1993). Ugucu yag buharlarinin bakteriyel 6zelliklerinin ilk kez deneysel dl¢iimii
1881 yilinda Dela Croix tarafindan gergeklestirildigi kanis1 yaygindir (Boyle, 1955).
Bununla beraber ugucu yaglarin tat ve koku amagh tipta kullanimi, 19. ve 20.

yiizyillarda hizla ilerledi ve ikinci siray1 aldi (Guenther, 1948).
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2.7. Ugucu Yaglarin Cagimizdaki Kullanin

Avrupa Birligi Ulkelerinde, ucucu yaglar gida ( cesni), parfiimeri (giizel koku, tiras
losyonu), farmasotik (fonksiyonel 6zelliklerinden dolayi) alanlarinda yaygin olarak
kullanilmaktadir (Bauer ve Garbe, 1985; Van Welie, 1997; Van de Braak ve Leijten,
1999). Ucgucu yagin aromaterapide kullanimi biitiin pazara oran1 %2 kadardir (Van de
Braak ve Leijten, 1999). Sentetik olarak elde edilen veya ugucu yaglardan izole edilen
molekiiller de gida sanayinde kullanilmaktadir (Oosterhaven ve ark., 1995).
Antibakteriyel 6zelliklere sahip ugucu yaglar ve bu yaglarin molekiilleri, dis tedavisinde
(Manabe ve ark., 1987), antiseptik amacl (Bauer ve Garbe, 1985; Cox ve ark., 2000),
hayvanlar i¢in ilave gida olarak (Van Krimpen ve Binnendijk, 2001; Ilsley ve ark.,
2002) kullanilmaktadir. Ugucu yag igeren gida koruyucular ticari olarak satilmaktadir.

‘DMC Base Natural’ (Temel dogal bitki ucucu yag karisimlarinin inhibitor etkisi) gida
koruyucu katki maddesi olup, Ispanya’da iiretilmekte ve %50 oraninda ugucu yag
icermektedir (Mendoza-Yepes ve ark., 1997). ‘Koruyucu 1 ve ‘Koruyucu 2’ sifali bitki
ekstre karisimlari olup Amerika’da Bavaria sirketi tarafindan iiretilmekte ve bu
karisgimlar ‘Dogal Gida Koruyucu’ olarak bilinmektedirler. Bitki ekstrelerinin igerikleri
tiretici firma tarafindan tam olarak bilinmemesine ragmen, bunlar muhtemelen bir veya
iki ugucu yag icermekte ve bu yaglar sodyum sitrat ve sodyum kloriir ile sirasiyla
karistirilmaktadirlar (Cutter, 2000). Ayrica ugucu yaglar, fizyolojik etkileri bakimindan
patateslerin ¢imlenmesinin 6nlenmesi ve bocek kovucu gibi ¢cok degisik ticari iiriinlerde

kullanilmaktadirlar (Carson ve Riley, 1993).

2.8. Ucucu Yaglarin Analiz Yontemleri

Ugucu yaglar gaz kromatografisi (GC), gaz kromatografisi-kiitle spektroskopisi (GC-
MS) ve gaz kromatografisi-alev iyonlastirma dedektorii (GS-FID) cihazlarinda analiz

edilebilirler (Sekil 2.9).
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Sekil 2.9. Ugucu Yaglarin Analiz Cihazlar

Tiirkiye’de ugucu yag sanayi yeterince gelismis degildir. Bununla beraber, Isparta ve
Burdur’da Giil yag: elde etmek icin kullanilan destilasyon ve konkret tesisleri ile
Alanya’da yasemin konkreti elde edilen bir fabrika vardir. Bazi meyve suyu
fabrikalarinda da portakal esansi elde edilmektedir. Bat1 ve Giliney Anadolu’nun bazi
kesimlerinde su buhar1 destilasyonuna benzer bir metotla, kekik yagi nane yagi, dag

elmas1 yag1 elde edilmektedir.

2.9. Terpenler

Terpenler hidrokarbonlarin genis ve ¢esitli bir sinifidir. Baslica bitkiler 6zellikle igne
yapraklilar tarafindan {iiretilmekle beraber bazi bocekler de (bazi kelebekler) terpenler
salgilarlar. Terpenler temel yaglarda bulunur ve hiicre sentezi ile genglesmesine

yardimei olur.

Terpenler kimyasal olarak degisime ugratildiklar1 zaman (0rnegin ylikseltgenme veya
karbon iskeletinin diizenlenmesi) meydana gelen bilesiklere genel olarak terpenoid
olarak deginilir. Baz1 yazarlar terpen sozciigiinii tiim terpenoidleri kapsayacak sekilde

kullanirlar.

Terpenlerin ana maddesi izopren birimleridir (Sekil 2.10). Bu nedenle terpenler izopren

birimlerinin sayisina gore siiflandirilir.
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Sekil 2.10. izoprenin kimyasal yapist

Tablo 2.1. Terpenlerin siiflandirilmasi

IZOPREN SAYISI Simifi Karbon Sayist
1 Hemiterpenler 5

2 Monoterpenler 10

3 Seskiterpenler 15

4 Diterpenler 20

5 Sesterterpenler 25

6 Triterpenler 30

8 Tetraterpenler(Karotenoidler) | 40

N Politerpenler (5)n

Terpenler fiziksel 6zelliklerine gore ugucu ve ugucu olmayan terpenler olmak tizere iki

grupta incelenirler.

1-) Ucucu Terpenler: Su buhart destilasyonu ile siiriiklenebilen kiicliik molekiilli

hemiterpenler, monoterpenler ve seskiterpenlerdir.

2-) Ucucu Olmayan Terpenler: Biiylik molekiillii sesterpenler, diterpenler, triterpenler

ve politerpenlerdir.
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2.10. Antioksidanlar

2.10.1. Reaktif Oksijen Tiirleri (ROS)

Insan viicudunda katabolizma sirasinda harcanan oksijen, reaktivitesi ¢cok yiiksek reaktif
oksijen ara iriinleri ROS (Reaktif Oksijen Tiirleri ) olarak bilinen zararli bazi
radikallere doniisiir. Reaktif oksijen tiirlerinin (ROS) olusumunu ve bunlarin meydana
getirdigi hasar1 onlemek i¢in birgok savunma mekanizmalar1 vardir. Reaktif oksijen
tiirleri (ROS), siiperoksit radikali (O, "), hidrojen peroksit (H,O;) ve hidroksil radikali
(OH")'dir.

s 0y s ¢ 2H" \e- H*

0 — H,0, — HO + OH (o 1 4o
molekiiler stiperoksit hldrok§11 _— 2
oksijen radikali radikali

2.10.2 Siiperoksit Radikali (O;")

Stiperoksit radikali (O,") hemen tiim aerobik hiicrelerde molekiiler oksijenin (O,) bir
elektron alarak indirgenmesi sonucu olusur. Indirgenmis gegis metallerinin

otooksidasyonu siiperoksit radikali meydana getirebilir.

Fe+2 + 02 _— > F€+3 + (j;

Cu"+0, — Cu'2+0,

Stiperoksit radikali kendisi direkt olarak zarar vermez. Bu radikal anyonun asil 6nemi,
hidrojen peroksit kaynagi olmasi1 ve gecis metalleri iyonlarinin indirgeyicisi olmasidir.
Stiperoksit radikali diisiik pH degerlerinde daha reaktifdir, oksidan perhidroksi radikali

(HO;") olusturmak tizere protonlanir.

+H"

0, HO,




17

Stiperoksit radikali ile perhidroksi radikali birbirleriyle reaksiyona girince biri okside
olur digeri indirgenir. Bu dismutasyon reaksiyonunda molekiiler oksijen ve hidrojen

peroksit meydana gelir.
HO, + 0, + H —— 0, + HO0;

Siiperoksit radikali hem oksitleyici hem indirgeyici ozellige sahiptir. Ornegin
ferrisitokrom ¢ ya da nitroblue tetrazolium ile reaksiyonunda indirgeyici olarak

davranarak bir elektron kaybeder ve molekiiler oksijene okside olur.
sit c(Fe*™) + 0‘2_ — » 0O, +sitc(Fe*h)

Stiperoksit radikali epinefrinin oksidasyonunda oksidan olarak davranarak bir elektron

alir ve hidrojen perokside (H,O,) indirgenir.

Siiperoksit radikalinin fizyolojik bir serbest radikal olan nitrik oksit (NO®) ile birlesmesi
sonucu bir reaktif oksijen tiirli olan peroksinitrit (ONOO") meydana gelir. Peroksinitrit,
nitrit (NO;") ve nitrat (NO3") olusturmak iizere metabolize edilir. Peroksinitrit, azot
dioksit (NO,"), hidroksil radikali (OH"), nitronyum iyonu (NO,") gibi toksik iiriinlere
doniisebilir ki nitrik oksitin (NO®) zararh etkilerinden peroksinitrit sorumludur (Dawn

ve Ark., 1996; Akkus, 1995; Tietz, 1995; Burtis ve Ashwood, 1999).

2.10.3. Hidrojen Peroksit (H,0,)

Hidrojen peroksit (H,0,), sliperoksidin ¢evresindeki molekiillerden bir elektron almasi
veya molekiiler oksijenin ¢evresindeki molekiillerden iki elektron almasi sonucu olusan

peroksitin iki proton (H") ile birlesmesi sonucu meydana gelir.



18

0, + e + 2H — H,0,

0, + 2 + 2H — H0,

Biyolojik sistemlerde hidrojen peroksidin asil iiretimi, stiperoksidin (O, ) dismutasyonu
ile olur. Iki siiperoksit molekiilii, siiperoksidin dismutasyonu reaksiyonunda iki proton

alarak hidrojen peroksit ve molekiiler oksijeni olustururlar.

202 + 2H+ e HzOz + 02

Bu reaksiyon, radikal olmayan {iiriinler meydana geldiginden dismutasyon reaksiyonu
olarak bilinir, ya spontan ger¢eklesir ya da siliperoksit dismutaz (SOD) enzimi
tarafindan katalizlenir. Spontan dismutasyon pH 4.,8' de en hizhidir, enzimatik
dismutasyon ise spontan dismutasyonun nispeten yavas oldugu noétral ya da alkali pH'

da daha belirgindir.

Hidrojen peroksit bir serbest radikal olmadigi halde reaktif oksijen tiirleri (ROS)
kapsamina girer ve serbest radikal biyokimyasinda énemli bir rol oynar. Ciinkii Fe*"
veya diger gecis metallerinin varliginda Fenton reaksiyonu sonucu, siiperoksit
radikalinin (O;") varliginda Haber-Weiss reaksiyonu sonucu en reaktif ve zarar verici

serbest oksijen radikali olan hidroksil radikali (OH") olusturur.

Fenton reaksiyonu
Fe2 + H,0, ——— Fe'3 + OH + OH

Haber-weiss reaksiyon

. \, H' .
0, + H0, = 0, + H,0 + OH

Stiperoksit radikalinin yagda ¢oziiniirliigli sinirli oldugu halde hidrojen peroksit yagda

¢oziiniir. Bu nedenle hidrojen peroksit kendisinin olustugu yerden uzakta olan fakat Fe*™
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igeren membranlarda hasar olusturabilir (Dawn ve Ark., 1996; Akkus, 1995; Tietz,
1995; Burtis ve Ashwood, 1999).

2.10.4. Hidroksil Radikali (OH")

Hidroksil radikali (OH®), Fenton reaksiyonu ve Haber-Weiss reaksiyonu sonucu
hidrojen peroksitten olugmaktadir. Ayrica suyun yiiksek enerjili iyonize edici

radyasyona maruz kalmasi sonucunda olusur.

Hidroksil radikali son derece reaktif bir oksidan radikaldir, yarilanma 6mrii ¢ok kisadir.
Hidroksil radikali olasilikla reaktif oksijen tiirlerinin (ROS) en giicliisiidiir. Olustugu
yerde tiyoller ve yag asitleri gibi ¢esitli molekiillerden bir proton kopararak tiyil
radikalleri (RS"), karbon merkezli organik radikaller (R"), organik peroksitler (RCOQO")
gibi yeni radikallerin olusmasina ve sonugta biiyiik hasara neden olur (Dawn ve Ark.,

Akkus, 1995; Tietz, 1995; Burtis ve Ashwood, 1999).

RSH + -OH —» RS- + HO

-CH,- + -OH —— CH + H,0

2.11. Reaktif Oksijen Tiirlerinin Etkileri

Reaktif oksijen tilirlerinin (ROS) olusumu enflamasyon, radyasyon, yaslanma,
normalden yiiksek parsiyel oksijen basinci (pO,), ozon (O3) ve azot dioksit (NO;®),
kimyasal maddeler ve ilaglar gibi bazi uyarilarin etkisiyle artar. Serbest radikaller
hiicrelerin lipid, protein, DNA, karbonhidrat ve enzim gibi tiim 6nemli bilesiklerine etki

ederler.

Siiperoksit radikali (O,") ve hidroksil radikali (OH®) sitoplazma, mitokondri, niikleus ve
endoplazmik retikulum membranlarinda lipid peroksidasyonunu baslatir. Membranlarda
lipid peroksidasyonu meydana gelmesi sonucu membran gegirgenligi artar. Serbest

radikallerin etkisiyle proteinlerdeki sistein siilfhidril gruplari ve diger aminoasit
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kalintilar1 okside olarak yikilir, niikleer ve mitokondriyal DNA okside olur (Dawn ve

Ark., 1996; Akkus, 1995; Tietz, 1995; Burtis ve Ashwood, 1999) (Sekil 2.11).

.-'-"'
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Sekil 2.11. Serbest radikallerin hiicreye etkileri

Serbest oksijen radikallerinin tiim bu etkilerinin sonucunda hiicre hasar1 olur. Hiicrede
reaktif oksijen tiirlerinin (ROS) ve serbest radikallerin artist hiicre hasarinin 6énemli bir
nedenidir. iskemi sonrasinda reperfiizyon da reaktif oksijen tiirlerinin (ROS) artisina

bagli olarak iskeminin olusturdugu hiicre hasarini artirir.

Serbest oksijen radikallerinin neden oldugu hiicre hasarmin birgok kronik hastaligin
komplikasyonlarina katkida bulundugu diisiiniilmektedir. Aterogenez, amfizem/bronsit,
Parkinson hastaligi, Duchenne tipi muskiiler distrofi, gebelik preeklampsisi, serviks
kanseri, alkolik karaciger hastaligi, hemodiyaliz hastalari, diabetes mellitus, akut renal
yetmezlik, Down sendromu, yaglanma, retrolental fibroplazi, serebrovaskiiler
bozukluklar, iskemi/reperfiizyon injiirisi gibi durumlarda serbest oksijen radikallerinin

neden oldugu hiicre hasar1 s6z konusudur.
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2.11.1. Serbest Radikallerin Lipidlere Etkileri

Lipidler serbest radikallerin etkilerine karsi en hassas olan biyomolekiillerdir. Hiicre
membranlarindaki kolesterol ve yag asitlerinin doymamig baglari, serbest radikallerle

kolayca reaksiyona girerek peroksidasyon iirlinleri olustururlar.

Poliansatiire yag asitlerinin oksidatif yikimi lipid peroksidasyonu olarak bilinir. Lipid
peroksidasyonu kendi kendini devam ettiren zincir reaksiyonu seklinde ilerler ve
oldukga zararlidir. Hiicre membranlarinda lipid serbest radikalleri (L") ve lipid peroksit
radikallerinin (LOO®) olugsmasi, reaktif oksijen tiirlerinin (ROS) neden oldugu hiicre
hasarimin 6nemli bir 6zelligi olarak kabul edilir. Serbest radikallerin sebep oldugu lipid

peroksidasyonuna "nonenzimatik lipid peroksidasyonu" denir.

Hiicre membranlarinda lipid peroksidasyonuna ugrayan baslica yag asitleri poliansatiire
yag asitleridir. Lipid peroksidasyonu genellikle yag asitlerindeki konjuge ¢ift baglardan
bir elektron iceren hidrojen atomlarmin ¢ikarilmasi ve bunun sonucunda yag asidi

zincirinin bir lipid radikali niteligi kazanmasiyla baglar.

LH — L-*

NN T\
1.®

Sekil 2.12. Yag asidi zincirinin bir lipid radikali niteligi kazanmasi

Lipid radikali (L) dayaniksiz bir bilesiktir ve bir dizi degisiklige ugrar. Lipid
radikallerinin (L*) molekiiler oksijenle (O,) etkilesmesi sonucu lipid peroksit radikalleri
(LOO®) olusur. Lipid peroksit radikalleri (LOO®), membran yapisindaki diger
poliansatiire yag asitlerini etkileyerek yeni lipid radikallerinin olusumuna yol agarken
kendileri de agiga ¢ikan hidrojen atomlarini alarak lipidperoksitlerine (LOOH)
dontstirler ve boylece olay kendi kendini katalizleyerek devam eder (Sekil 2.13).
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Le +0, — LOOe

LOOe + LH ——> LOOH+L*
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Sekil 2.13. Lipid peroksidasyonu

Lipid peroksidasyonu sonucu olusan lipid peroksitlerinin (LOOH) yikilimi gegis
metalleri iyon katalizini gerektirir. Plazma membran1 ve subselliiler organel lipid
peroksidasyonu serbest radikal kaynaklarinin hepsiyle uyarilabilir ve ge¢is metallerinin
varliginda artar. Lokal olarak hidrojen peroksitten (H>O,) Fenton reaksiyonu sonucu

hidroksil radikali (OH") olusmasi zincir reaksiyonunu baslatabilir.

Lipid peroksitleri (LOOH) yikildiginda ¢ogu biyolojik olarak aktif olan aldehitler
olusur. Bu bilesikler ya hiicre diizeyinde metabolize edilirler veya baslangictaki etki
alanlarindan diffiize olup hiicrenin diger boliimlerine hasar1 yayarlar.

Ucg veya daha fazla ¢ift bag iceren yag asitlerinin peroksidasyonunda malondialdehit

(MDA) (Sekil 2.14) meydana gelir.
O/
Z

O
Sekil 2.14. Malondialdehit (MDA)

Malondialdehit (MDA) kanda ve idrarda ortaya c¢ikar, yag asidi oksidasyonunun

spesifik ya da kantitatif bir indikatorii olmamakla beraber lipid peroksidasyonunun
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derecesiyle iyi korelasyon gosterir. Bu nedenle biyolojik materyalde malondialdehit
(MDA) dlgiilmesi lipid peroksit seviyelerinin indikatorii olarak kullanilir.

Nonenzimatik lipid peroksidasyonu ¢ok zararli bir zincir reaksiyonudur. Direkt olarak
membran yapisina ve irettigi reaktif aldehitlerle indirekt olarak diger hiicre
bilesenlerine zarar verir. Boylece doku hasarina ve birgok hastaliga neden olur (Dawn

ve Ark., 1996; Akkus, 1995; Tietz, 1995; Burtis ve Ashwood, 1999).

2.11.2. Serbest Radikallerin Proteinlere Etkileri

Proteinler serbest radikallere karsi poliansatiire yag asitlerinden daha az hassastirlar.
Proteinlerin  serbest radikal harabiyetinden etkilenme derecesi amino asit
kompozisyonlarina baglhidir. Doymamis bag ve kiikiirt igeren triptofan, tirozin,
fenilalanin, histidin, metiyonin, sistein gibi aminoasitlere sahip proteinler serbest
radikallerden kolaylikla etkilenirler. Bu etki sonucunda 6zellikle siilfiir radikalleri ve
karbon merkezli organik radikaller olusur. Serbest radikallerin etkileri sonunda,
yapilarinda fazla sayida disiilfit bagi bulunan immiinoglobiilin G (IgG) ve albiimin gibi
proteinlerin tersiyer yapilari bozulur, normal fonksiyonlarini yerine getiremezler. Prolin
ve lizin reaktif oksijen tiirleri (ROS) iireten reaksiyonlara maruz kaldiklarinda
nonenzimatik hidroksilasyona ugrayabilirler. Hemoglobin gibi hem proteinleri de
serbest radikallerden ©nemli oranda zarar goriirler. Ozellikle oksihemoglobinin
stiperoksit radikali (O,7) veya hidrojen peroksitle (H,O,) reaksiyonu methemoglobin
olusumuna neden olur (Dawn ve Ark., 1996; Akkus, 1995; Tietz, 1995; Burtis ve
Ashwood, 1999).

2.11.3. Serbest Radikallerin Niikleik Asitler ve DNA'ya Etkileri

Iyonize edici radyasyonla olusan serbest radikaller DNA'y1 etkileyerek hiicrede
mutasyona ve Oliime yol agarlar. Hidroksil radikali (OH®) deoksiriboz ve bazlarla
kolayca reaksiyona girer ve degisikliklere yol acar. Aktive olmus notrofillerden
kaynaklanan hidrojen peroksit (H,O,) membranlardan kolayca gecerek ve hiicre
cekirdegine ulagarak DNA hasarina, hiicre disfonksiyonuna ve hatta hiicre 6liimiine yol

acabilir. Siiperokside (O,”) maruz kalan DNA molekiilleri hayvanlara enjekte
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edildiklerinde daha fazla antijenik 6zellik gosterirler ki bu olduk¢a 6nemli bir etkidir,
¢linkli otoimmiin bir hastalik olan sistemik lupus eritematozusta (SLE) ve romatoit
artritte (RA) dolasimda anti-DNA antikorlar bulunur (Dawn ve Ark., 1996; Akkus,
1995; Tietz, 1995; Burtis ve Ashwood, 1999).

2.11.4. Serbest Radikallerin Karbonhidratlara Etkileri

Serbest radikallerin karbonhidratlara etkisiyle ¢esitli lirlinler meydana gelir ve bunlar,
cesitli patolojik siireglerde 6nemli rol oynarlar. Diyabet ve diyabet komplikasyonlarinin
gelisimi, koroner kalp hastaligi, hipertansiyon, cilt hastaliklari, romatoit artrit, behcet
hastaligi, cesitli deri ve goz hastaliklari, kanser gibi bircok hastalikta ve yaglilikta
serbest radikal iiretiminin arttig1, antioksidan savunma mekanizmalarinin yetersiz
oldugu gosterilmistir. Ancak bu hallerde serbest radikal artiginin sebep mi yoksa sonug
mu oldugu tam olarak bilinmemektedir (Dawn ve Ark., 1996; Akkus, 1995; Tietz, 1995;
Burtis ve Ashwood, 1999).



3. MATERYAL ve YONTEM

3.1. Bitkisel Materyal

3.1.1. Bitkinin Toplanmasi

Tez calismasi kapsaminda calisilan Rhododendron Iuteum bitkisi Temmuz 2008

tarihinde Ordu’nun Akkus ilgesinden toplandi.

3.1.2. Bitkinin Kurutulmasi ve Depolanmasi

Rhododendron luteum bitkisinin ¢i¢ek kisimlari ayrilarak, baskisiz kagitlarin {istline

serpistirildi ve golgeli, havadar, sicak yerlerde elden geldigince ¢cabuk kuruldu.

3.1.3. Bitkinin Tiir Teshisinin Belirlenmesi
Bitkinin tiir teshisi Karadeniz Teknik Universitesi Orman Fakiiltesi, Orman

Miihendisligi Boliimii Ogretim Uyesi Prof.Dr. Salih Terzioglu tarafindan
gerceklestirildi (KATO-11977).

3.2. Kullanilan Kimyasal Maddeler

Coziicliler: Metanol, etanol, kloroform, diklorometan, etilasetat, deiyonize su.

Reaktifler: DPPH (Serbest Radikal), FeCls, ferrozin (Sigma), BHA, BHT, Vitamin E

3.3. Cihazlar

Vorteks
Neoclevenger aparati

Manyetik karistirici
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Evaporator

GC-MS: Perkin Elmer Clarus500
UV Spektrofotometre: Jasco V-530
Santrifiij (Hettich EBA20)

Doner buharlastirict (IKA)
Manyetik karistirict (IKA)

Etiiv

3.4. Metot

3.4.1. Ucucu yaglarin Elde edilmesi ve GC MS analizi

Rhododendron luteum bitkisinin ¢icek kisimlart bitki materyalini Ortecek kadar su
eklenerek, mantolu 1sitict yardimiyla neoclevenger aparatinda 1sitildi. Buharlasan su ve

beraberindeki yag sogutucuda yogunlastirildi ve yag ve su yogunluk farki esasina

dayanilarak diizenekteki bir musluk yardimiyla toplandi. (Sekil 3.1)

Sekil 3.1. Neo-Clevenger aparati
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Analiz Perkin Elmer Clarus500 GC-MS ile yapildi. Firin programi; baslangi¢ sicakligi
50 °C’ye ayarland1. 5 dakika baslangi¢ sicakliginda bekletildi. 5°C/dak 1sitma hizi ile
200 °C’ye ¢ikildi. Yine 5 °C/dak 1sitma hizi ile 250 °C’ye ¢ikildi. Son olarak bu
sicaklikta 15 dakika tutuldu. Tasiyict gaz olarak 1 ml/dak akis hizi ile Helyum
kullanild1. Enjeksiyon hacmi 1 pL, seyreltme oran1 100:1, ¢oziicli gecikmesi 3 dakika,
transfer hatt1 sicakligr 200°C, iyonlastirma enerjisi 70 eV olarak ayarlandi. Kolon olarak
0,25 pm ID 30 m x 250 pm BPX 20 (5% Phenyl Polysilphenylene-siloxane) apolar
kolon kullanild (Sekil 3.2).

Sekil 3.2. Gaz Kromotografisi-Kiitle Spektrometresi (GC-MS, Perkin Elmer)

3.4.2. Ekstraksiyon Yontemi

Kurutulmus bitki numunesinde metanolde 2 giin oda sicakliginda bekletildi. ikinci
giinlin sonunda adi siizge¢ kagidi yardimiyla bitki kalintilar siiziilerek, kalintilar tekrar
ayni ¢oziici karisgiminda bir giin siireyle tekrar ekstraksiyona birakildi. Elde edilen
ekstreler birlestirildi, ¢oziiciileri evaporatdr yardimiyla uzaklastirildi ve aktivite testleri

i¢in hazirlandi.
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3.4.3. Antioksidan Aktivite Testleri

3.4.3.1. Serbest Radikal (DPPH) Giderme Aktivitesi

Serbest radikal (DPPH- 2,2-difenil-1-pikril hidrazil) giderme aktivitesi Liyana-
Pathirana’nin 6zetledigi metotta baz1 modifikasyonlar yapilarak degerlendirildi (Liyana-
Pathirana ve Shaihidi, 2005). DPPH- (2,2-difenil-1-pikril hidrazil) 0,135 mM’lik etanol
cozeltisin 1 mL si ilizerine degisik konsantrasyonlarda (40-80-160 pg/mL) numune
¢oOzeltisi ilave edildi. Son hacim etanol ile 4 mL’ye tamamlandi. Karisim siddetli sekilde
vortekslenerek oda sicakliginda ve karanlikta inkiibe edildi. Spektrofotometrik 6lglim
(Jasco V-530, Japan Servo Co. Ltd., Japan) oda sartlarinda, 517 nm’de yapildi.
Denemeler ii¢ tekrarli olarak yapildi. Numunelerin % serbest radikal giderme aktivitesi

asagidaki formiille hesaplandi

% SRG = [ (Akontrol‘Anumune)/ Akontrol]X100
Axontrol: DPPH ¢0zeltisinin absorbansi,

Anumune= Ekstre veya standartlarin absorbansi

3.4.3.2. ABTS Katyon Radikali Giderme Aktivitesi

Bir erlen igerisinde (aliminyum folyoya sarilmis) 2 m M ABTS ¢o6zeltisi hazirlandi.
2,45 mM potasyum persiilfat ¢ozeltisi ilave edilir. Oda sicakliginda 12 saat karigtirildi.
Cozeltinin 734 nm de absorbans degeri 0,750 £+ 0,025 olacak sekilde tampon ¢ozelti ile
seyreltme yapildi.



4. BULGULAR VE TARTISMA

GC-MS Kromatograminda (Sekil 4.1) ve tabloda (4.1) ugucu yag bilesenleri, bu
bilesenlerin ali konma siireleri ve yiizde miktarlar1 goriilmektedir. Ugucu yag

bilesenlerinden en fazla bulunan Karyofilen (% 35.2)’ ve Veridiflorol (% 7.5)’ dur.
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Sekil 4.1. Ugucu yaglarin GC-MS Kromatogrami
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Tablo 4.1. Rhododendron luteum bitkisinin ¢i¢cek kisimlarinin ugucu yag asit bilesenler

Pik RT Ugucu Bilesen % miktar
1 3-karen 2,17
2 7,91 Alfa tujen 3,48
3 9,32 Limonen 2,50
4 12,12 Linelaol 1,54
5 12,33 Nonalal 3,88
6 13,10 1-Butanol, 3,3-dimetil 4,76
7 15,62 Isopulegol 2,22
8 16,36 Terpineol 2,19
9 18,59 Karvon 1,05
10 19,19 3-Methylnon-1-yn-3-ol 1,75
11 19,96 Bornil asetat 2,52
12 20,40 Estragol 1,26
13 21.02 Undecanal 1,40
14 21,86 Isoterpinolen 1,19
15 24,02 Alfa borbonen 0,77
16 25,61 Karyofilen 35,21
17 27,10 Alfa karyofilen 0,54
18 28,15 Germakrene D 2,50
19 28,77 Germakren B 0,51
20 29,01 Alfa-fernasen 0,77
21 26,63 Alfa-kadinen 1,84
22 31,34 Gama-clemen 3,01
23 32,39 Karyofilen oksit 1,66
24 32,91 Veridiflorol 7,54
25 34,07 Dihydro-cis-a-copaene-8-010,61
26 34,25 Alfa bisabalol 1,42
27 35,27 Alfa kadinol 3,67
28 39,29 Eromofilen 3,48
29 40,82 Dodecanal 0,58

(O8]
(=)

55,78 Eikosan 3,97
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Sekil 4.2. Serbest Radikal giderme Aktivitesi

Yapilan DPPH giderme aktivitesi testleri sonucunda Rhododendron luteum bitkisinin
cicek kisimlari ugucu yaglarmin ve metanol ekstresinin DPPH giderme aktivitesi
standart olan a-tokoferol ve BHT ile karsilastirilmistir (Sekil 4.2). Sonuglar 6zellikle
ucucu yaglarin her iki standartla mukayese edildiginde oldukca diisiik aktiviteye sahip
oldugunu gostermektedir. Rhododendron Iuteum bitkisinin metanol ekstresinin ¢ok
yilksek DPPH radikal giderme aktivitesine sahip oldugu sekil 4.2 den de
anlasilmaktadir. Rhododendron [uteum bitkisinin metanol ekstresinin DPPH radikal
gideme aktivitesi standart olarak kullanilan a-tokoferol ve BHT den daha yiiksek olarak

gozlemlenmistir.
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Sekil 4.3. ABTS Radikali Giderme Aktivitesi

Elde edilen metanol ekstresinin ABTS radikal giderme aktivitesi incelendiginde
standart olarak kullanilan BHA ya oranla daha yiiksek aktivite gostermektedir. Sekil
4.3 te gorildigi gibi Rhododendron luteum bitkisinin metanol ekstresinin ¢ok
yilksek bir ABTS katyon radikali giderme aktivitesine sahip oldugu analiz

edilmistir.



5.SONUC VE ONERILER

Bu ¢alismada; Rhododendron Luteum bitkisinin ¢igeklerindeki ugucu yag bilesenleri
belirlendi ve ugucu yaginin ve metanol ekstresinin antioksidan aktiviteleri incelendi.
Rhododendron Luteum bitkisinin c¢iceklerindeki ugucu yagi neoclevenger aparati
kullanilarak su buhar1 destilasyonu yontemiyle elde edildi. Ayrica bu bitkinin ¢igek
kisimlarinin metanol ekstresi hazirlandi. Elde edilen metanol ekstresinin ve ucgucu
yaginin antioksidan aktiviteleri incelendi. Bu amagla DPPH serbest radikal giderme
aktivitesi ve ABTS katyon radikali giderme aktivite testleri yapildi. Aktivite sonuglarini
gozlemlemek amaciyla DPPH serbest radikal giderme aktivitesi igin pozitif kontrol
olarak BHT ve a-tokoferol, ABTS katyon radikali giderme aktivetsi i¢in ise BHA
kullanildi. DPPH testi sonucunda, ucucu yagin oOnemli bir aktivite gostermedigi
gozlendi. Fakat metanol ektresinin standartlardan daha yiliksek aktivite gosterdigi
belirlendi. ABTS katyon radikali giderme aktivite testi sonucunda metanol ektresinin
yiiksek ektivite gosterdigi tespit edildi. Calisanin ikici kisminda elde edilen ugucu
yaglarinin GC-MS analizi gergeklestirildi. Analiz sonucunda 30 ugucu yag bileseni
tespit edildi. Ana bilesenler karyofilen (%35,2) ve veridiflorol (% 7,5) olarak belirlendi.
Bitkideki sekonder metabolitlerin izolasyonu ve yapilarinin aydinlatilip biyolojik

aktivitelerinin incelenmesi bu ¢alismanin bilimsel niteligini arttiracaktir.
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