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KISALTMA VE SIMGELER DizZiNi

ABTS
APT
BHA
BHT
CUPRAC
Dk
DNA
DPPH
EDTA
FCR
FRAP
HMBC
HMQC
IR
ITK

NMR

OH’

ORAC

QEs
RO’
ROO’
ROOH
ROS

: 2,2'-Azinobis (3-etilbenzotrazolin-6-siilfonat)
: Attached proton test

: Biitillenmis hidroksi anisol

: Biitillenmig hidroksi toluen

: Bakar (II) iyonu indirgeme antioksidan kapasitesi
: Dakika

: Deoksiriboz niikleik asit

: 1,1-Difenil-2-pikrilhidrazil

: Etilendiamintetraasetik asit

: Folin Ciocalteu fenol reaktifi

: Demir (III) indirgeme antioksidan giicii

: Heteronuclear multiple bond coherence

: Heteronuclear multiple quantum coherence
: Infrared spektroskopisi

: Ince tabaka kromatografisi

: Niikleer magnetik rezonans

: Stiperoksit radikali

: Hidroksil radikali

: Oksijen radikalini absorplama kapasitesi

: Kersetin

: Kersetine esdeger

: Alkoksi radikalleri

: Peroksit radikalleri

: Hidroperoksitler

: Reaktif oksijen tiirleri
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S : Saat

TMS : Tetrametilsilan

TOC : a-Tokoferol

TOSC : Toplam oksiradikal siipiirme kapasitesi
TRAP : Toplam radikal tutma parametresi
Tween-40 : Polioksietilensorbitan monopalmitat
uv : Ultraviyole spektroskopisi

SCE-KE (Karigik) : Salvia cerino puruinosa var. elezigensis tiiriiniin ¢icek, yaprak,

dal ve kok kisimlarindan hazirlanan etanol ekstresi

SCE-KK (Karisik) : S. cerino puruinosa var. elezigensis tiiriiniin ¢icek, yaprak, dal

ve kok kisimlarindan hazirlanan kloroform ekstresi

SCE-PE : 8. cerino puruinosa var. elezigensis tiriiniin ¢icek, yaprak, dal ve

kok kisimlarindan hazirlanan petrol eteri ekstresi

SCE-TUE : S. cerino puruinosa var. elezigensis tiriiniin toprak tistii

kisimlarindan hazirlanan etanol ekstresi

SCE-KE : S. cerino puruinosa var. elezigensis tiiriiniin toprak alt1 (Kok)

kisimlarindan hazirlanan etanol ekstresi

SCE-C : S. cerino puruinosa var. elezigensis tiiriiniin ¢igek kismindan

hazirlanan etanol ekstresi

SCE-Y : S. cerino puruinosa var. elezigensis tliriiniin yaprak kismimdan

hazirlanan etanol ekstresi

SCE-D . S. cerino puruinosa var. elezigensis tiriiniin dal kismindan

hazirlanan etanol ekstresi

SCE-K . S. cerino puruinosa var. elezigensis tiriiniin kok kismindan

hazirlanan etanol ekstresi
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Salvia cerino-pruinosa var. elazigensis Tiiriiniin Antioksidan Aktivite Kontrollii

Sekonder Metabolit izolasyonu
Ogrencinin Ad1 ve Soyadr: Leyla BALUR ADSIZ
Damismani: Dog. Dr.Abdulselam ERTAS

Anabilim Dal: Analitik Kimya

1.1. OZET

Amag: Labiatae familyasinda yer almakta olan Salvia L. cinsi Tiirkiye'de %50 si
endemik olan 89 tiir ile temsil edilmektedir. Salvia cinsi uzun yillardan bu yana halk
arasinda tedavi amaciyla kullanilmaktadir. Bu ¢ergevede bolgemizin bir degeri olan
endemik Salvia cerino-pruinosa var. elazigensis tirliniin kimyasal ve biyolojik

yonden detayli bir sekilde incelenmesi amaglanmistir.

Gere¢ ve Yontem: Bu ¢alismada S. cerino-pruinosa var. elazigensis ‘in, kloroform
ve etanol ekstreleri hazirlanarak antioksidan, antikolinesteraz, tirozinaz ve lircaz
enzim aktiviteleri arastirilmis ve ekstrelerin kimyasal profili 1s1ginda preparatif
HPLC ve diger klasik kromatografik yontemlerin kullanilmasi ile sekonder
metabolitler saflastirilarak yapilar1 spektroskopik yontemlerle aydinlatilarak, izole
edilen bilesiklerin antioksidan aktivitesi belirlenmesi sonrasinda iireaz,
antikolinesteraz ve tirozinaz enzim aktiviteleri de belirlenmistir. Ayrica bu tiirlin
yaprak, dal, ¢igek, kdk ve bunlarin karigimindan hazirlanan etanol ekstreleri LC-
MS/MS ile baz1 bilesiklerin miktar tayini yapimistir ve bu tiiriin tiim kisimlarinin
petrol eteri ekstresi hazirlanarak GC-MS/MS ile yag asidi profili belirlenmistir.

Bulgular: Sonug olarak S. cerino-pruinosa var. elazigensis tiriiniin toprak alt1 ve
toprak iistli kisimlarindan hazirlanan aktif etanol ekstrelerinden farkli 30 madde elde
edilmistir. Bu bilesiklerden triterpen yapisinda olanlarin ursolik ve oleanolik asitler
ile beta-amyrin oldugu, steroit yapida olanlarin [-sitosterol, stigmasterol, 7-a-
hidroksi-f-sitosterol, y-sitostenon'e oldugu, diterpen yapisinda olanlarin ferruginol,

sugiol, 7-asetil royleanon, kriptanol, 6,7-dehidroroyleanon oldugu flavonoit yapida



olanlarn ise salvigenin, apigenin, luteolin 7-glikosit, fenolik yapida olanlarin
rozmarinik asit, fumarik asit, kaffeik asit, salvianolik asit A ve B, benzoik asit,
protokatesik asit, 4-hidroksibenzoik asit, 4-hidroksibenzaldehit, scoparon ve bis-(2-
etil hekzil benzen 1,2 dikarboksilat), bis(2-etil heksil) teraftalat oldugu belirlenmistir.

Sonu¢: Boylece kimyasal igerikleri ve yukarida belirtilen aktiviteleri ilk kez
incelenen S. cerino-pruinosa var. elazigensis tiriinden elde edilen sonuglar bilim

diinyasina kazandirilmistir.

Anahtar Sozciikler: S. cerino-pruinosa var. elazigensis, izolasyon, antioksidan,

enzim aktivitesi, LC-MS/MS, GC-MS/MS.
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The antioxidant activity-controlled isolation of secondary metabolite of Salvia

cerino-pruinosa elazigensis

Student’s Surname and Name: Leyla BALUR ADSIZ
Adyviser of Thesis: Abdulselam ERTAS
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1.2. ABSTRACT

Aim: Salvia genus which in Labiatae family is represented by which 50% of the 89
endemic species in Turkey. Salvia genus has been used for many years as a treatment
for the public. In this perspective it will be mentioned the value of Salvia cerino-
pruinosa var. elazigensis the genus is intented to be studied in detail from the

chemical and biological aspects.

Material and Method: In this study S. cerino-pruinosa var elazigensis, antioxidant,
anticholinesterase, tyrosinase and urease enzyme activities of elazigensis were
investigated by preparing chloroform and ethanol extracts and also using preparative
HPLC and othet classical chromatographic methods in the chemical profile in the
light of the extracts, purifying the structure of secondary metabolites are elucidated
by spectroscopic methods after determining the antioxidant activity of isolated
compounds which is urease, anticholinesterase and tyrosinase enzyme activities were
also determined. In addition, this genus prepared ethonal extracts from leaves,
branches, flowers, roots and mixtures of them. Making quantitative analysis of some
compounds by LC-MS/MS of these extracts the fatty acid profile was determined by
GC-MS/MS preparing petroleum ether extracts of all the sections.

Results: As a result of S. cerino-pruinosa var elazigensis, 30 different substances
were obtained which were different from the active ethanol extracts prepared from
the underground and overground parts of the genus. Of these compounds, those in
the triterpen structure were identified as ursolic, oleanolik acids and beta-amyrin. It
was determined that those in steroids were f-sitosterol, stigmasterol, 7-alfa-hydroxy-

beta sitosterol and g-sitostenone. It was determined dehydrorhenone and ferruginol



also that thos include flavonoids were salvigenin, apigenin, luteolin 7-glycoside,
rosmarinic acid, fumaric acid, caffeic acid, salvianolic acid A and B, Benoic acid,
protocatechuic acid 4-hydroxybenzoic acid 4-hydroxybenzaldehyde, scopolar and
bis- hexyl benzene 1,2 dicarboxylate), bis (2-ethylhexyl) terephthalate.

Conclusion: Thus, the results obtained from the S. cerino-pruinosa var. elazigensis
which studied for the first time the chemical contents and the above-mentioned

activities are brought to the scientific world.

Key words: S. cerino-pruinosa var. elazigensis, Isolation, antioxidant, enzyme

activity, LC-MS/MS, GC-MS/MS.

This study was supported by TUBITAK(Project No: 114Z801).



2.GIRIS VE AMAC

Tarihsel silirece goz gezdirilince, bitkilerin insan hayatinda ne kadar biiyiik bir
yere sahip oldugu hemen goze carpar. Ilk insanlar, baslangigta yiyecek ihtiyact
olmak iizere korunma, 1sinma ve kendilerini savunabilmek icin bitkilerden
yararlanmistir; bunlarla birlikte, bir hastaliga yakalandiklar1 zaman da akillarina ilk
gelen yine bitkiler olmustur. M.O. 3000 yillarina kadar gidildiginde cesitli tarihi

kalintilardan bu durum agik¢a anlagilmaktadir (1).

Tipta kullanilmis bitkiler iizerine yazilan ilk eserleri, Cin'de, Hindistan'da,

Misir'da, Roma ve Yunanistan'da bulunmaktadir (2).

Drog veren bitkiler konusuna gelindiginde ise yazili belgelerin en yararhlari
Ebers Papyrus'laridir (M.0.1550); bunlarda hayvansal ve bitkisel 700 kadar drogun
bulundugundan bahsedilmektedir. MateriaMedica (M.S. 77-78), Anadolu
yarmmadasinda dogmus Grek bir hekim olan PEDANIUS DIOSCORIDES tarafindan
yazilmigtir; bu eserde Akdeniz ve civarinda kullanilmig 500 civar1 bitkiden
bahsedilmektedir.

Ziyaeddin Ibn Baytar, Ispanya'da yasamis ve Sam’'da &lmiis olan Arap
toplumuna mensup bir hekimdir. Anadolu'yu bastanbasa dolagmuistir. Baytarname

adindaki eserinde 130 hayvansal ve 1800 kadar bitkisel drog anlatmigtir (M.S. 13.
yizyl) (1).

Bitkilerin tedavilerde kullanimi ¢agdan ¢aga artmistir. Mezopotamya medeniyeti
zamaninda 250, Yunanistan’da 600, Arap-Fars medeniyetinin hakim oldugu
zamanlarda ise neredeyse 4000 bitkinin tedavilerde kullanmildig1 kaynaklarda
geemektedir. On dokuzuncu yizyilin ilk yillarinda ise, bu say1 19000°e¢ kadar
cikmigtir. Halabirgok farkli iilkede toplumlarin ilag olarak kullandiklar1 bitkiler de
hesaplanirsa  80000-100000 civarinda  bitkinin tedavi amaciylakullanildigi
diisiiniilmektedir (3).

Bitkilerin yapilarinda yiiksek miktarlarda barmdirdiklar1 fenolik ve flavonoit
bilesikleri insanlarin saglik durumlarinagok ciddi etki etmektedirler. etki alaninin

baglicalar ise flavonoit ve fenolik bilesiklerin antioksidan



aktiviteleridir. Antioksidanlar, insanlarinbedenlerinde bulunan metabolik reaksiyonlar
sonucu olusan oksidasyon siirecini en ¢okazaltan ve bu sebeple serbest radikallerin
vuku bulmasmi engelleyip canlinin viicudundaki bir¢ok hasarin engellenmesine

yarayan bilesiklerdir (4).

Metabolizmanin isleyisi esnasinda dogal proseseslerden olan oksidasyonun
akabinde, organizmada ¢esitli hasarlara sebep veren, kalp ve kanser benzeri ciddi
kronik rahatsizliklarin sebebi olan serbest radikallerin olusumu, bunlarla miicadele
icinde olan antioksidan bilesiklere olan ilgiyi bir hayli arttrmistir. Bu
alandakiarastirmalar daha ziyade gidalarin ve farmasotik preparatlarin antioksidan
aktivitelerinin belirlenmesine odaklanmistir. Bu ilgi esasinda yaglanma siirecine ve
birgok hastaligin patojenitesinde Reaktif Oksijen Tiirlerinin (ROS) yarattig
tahribatlara ~ yonelmis  bulunmaktadir.  Insanlarda  yaslihk ve  kronik
rahatsizliklarkompleks biyolojik asamalarakabindemeydana gelir. Bu kompleks
stirecleri anlamlandirabilmekamaciyladegisik hipotezler 6ne siiriilmiis ve bunlar
deneysel olarak teste tabi tutulmustur. Yaslanma siireci ile ilgili olarak ileri
stiriilenbircok teori son zamanlarda molekiiler genetik ve deneysel tekniklerde
katedilen ilerlemeler ile agiklanma yoluna gidilmeye baglanmistir. ROS’nin hiicrede
giderek artig gosterecek sekilde olusturdugu zararlar esas olmak iizere, yash
(senescent) hiicrelerde telomer erozyonu, DNA mutasyonlari, genom kararsizligi ve

gen profillerindeki degisimleri kapsar (5).

Kanser tedavilerinde kullanilan ilaglardan beklenen asil yararlardan biri heniiz
hasar gormemis olan dokular ile hiicrelerin korunmaya alinmasidir ve bu tesiri en iyi
saglayan yardimcilarin baginda meyve antioksidanlar1 gelmektedir. Bitkiler genel
itibariyle ¢cok 6nemli antioksidan kaynagi olup 8000 civarinda farkli yapida fenolik
bilesik i¢ermektedirler (6). Bu sebeple bitkilerin sekondermetabolit ve biyolojik

aktivite yoniinden incelenmeleri her gecen giin daha ¢ok 6nem kazanmaktadir.

Prokaryotik mikroorganizmalar, hayvan, bitki ve insanlar gibi canlilarda ortak
olan “primer (birincil) metabolit” olarak tanimlanmis olan ve canlilik i¢in gereklilik
tagtyan proteinler, karbonhidratlar ve yaglardir. Canlilik faaliyetleri ile dogrudan

dogruya ilgisi bulunmayan ve primer metabolizma sonucunda yalnizca



belirliorganizma, cins (tiir) veya dokularda sekonder metabolizma sonucunda iiretilen

diger maddeler ise “sekonder(ikincil) metabolit” olarak tanimlanmaktadirlar (7).

Bu tez calismasinda, Salvia cerino-pruinosa var. elazigensis in, kloroform ve
etanol ckstreleri hazirlanarak antioksidan, antikolinesteraz, tirozinaz ve lreaz enzim
aktivitelerinin arastirilmast ve yine ekstrelerin kimyasal profili 1s18inda preparatif
HPLC ve diger klasik kromatografik yontemlerin  kullanilmast ile
sekondermetabolitler saflastirilarak, izole edilen bilesiklerle organik kimyaya yeni
iriinler kazandirilmasint  miimkiin hale getirmek, saflastirilmig olan bu
sekondermetabolitlerin antioksidan aktivitesi belirlenmesi sonrasindaanti-iireaz,
antikolinesteraz ve anti-tirozinaz enzim aktivitelerini belirlemek, ayrica LC-MS/MS
ile baz1 flavonoit ve fenolik bilesiklerin miktarsal hesaplamalarinin yapilmasi
amaciyla bu tiirin dal, yaprak, ¢icek, kok ve bunlarin karigimindan etanol ekstreleri
hazirlanmigtir ve de bunlara ek olarak GC-MS/MS ile yag asidi profilinin
belirlenmesi amac1 giidiillerek bu tiiriin tiim boliimlerinin petrol eteri ekstresi

hazirlanmistir.



3. GENEL BIiLGILER

3.1 Botanik Bilgiler
3.1.1. Labiatae(Lamiaceae) familyasi

Bu familya ilk olarak De Jussieu tarafindan 1789 yilinda Labiatae olarak
isimlendirilmistir. Daha sonra ise Lindley tarafindan 1836 yilinda Lamiaceae olarak
tekrardan adlandirilmistir (8,9). Diinyanin bilinen biiyiik ve eski familyalarindandir.
Familyayla ilgili fosil kayitlar1 bulunmamasia ragmen kdkeninin Oligosen'e veya
70-90 milyon yil Oncesine kadar dayandigimi soylemek miimkiindiir (10,11).
Lamiaceae (ballibabagiller), genellikle giizel kokulu, bir ya da ¢ok yillik, otsular,
nadiren ¢alilar veya agaglar1 kapsamakta olan ¢igekli bitkiler familyasidir. Lamiaceae
familyas1 parfiimeride ve tipta kullanilan ¢ogu ucgucu yagi barindiran familyalardan
biri olarak 6nem tagimaktadir. Yapraklarinda, kokulu yag salgilayan kiiclik salgi
bezleri bulundugu tespit edilmistir. Dolayisiyla bagta kekik, nane, adagay ve lavanta
cigegi olmak tizere bu familyaya mensup tiirlerin ¢igekler bol itirlt olmaktadir. Sekiz
hiicreli pul seklinde olan salgi tiyleri bu familya icin karakteristiktir (12).
Govdelerinin ise genellikle 4 kdsesi bulunmaktadir. Yapraklarinin dizilisi dekusat
seklindedir. Cigeklerin durumu vertisillastrumdur. Cogunlukla korolla iki dudakli
sekildedir. Stamenler 4 yahut 2 adettir. Meyva 4 nuksa yarilmis sizokarptir (13, 14).
Familya mensuplart Diinya'nin birka¢ alani hari¢, Himalaya'lardan Giineybati
Asya'ya,Afrika ve Amerika'ya Hawai ve Avustralya'ya kadar degisik alanlarda ¢ok
degisik yiiksekliklerde ve farkli habitatlarda yetisebilmektedirler. Lamiaceae
familyasinin yeryiiziinde 250 civarinda cinsi ve 3200°1 gecen tiirii bulunmaktadir.
Topraklarimizda ise 46 cins ve bunlara ait 758 takson ile temsil edilmekte olan
Lamiaceae familyas: Tiirkiye nin en zengin olan tiglincii familyas1 durumunda olup
iilkemizdeki endemizm oram % 45 olarak tespit edilmistir (15). Lamiaceae
familyasinin en fazla takson i¢eren cinslerinin basinda Salvia (c. 900 tiir) gelmektedir
ve kozmopolit bir cinstir. Ayrica Stachys, Scutellaria ve Thymus familyanin diger
kozmopolit cinslerindendir.Sideritis, Rosmarinus ve Phlomis tiirleri karakteristik
maki mensuplaridir. Genellikle agik habitatlara uyum saglamisolan tiirlerdir.

Yalnizca birkag cinsine (Gomphosttemma) tropikal yagmur ormanlarinda rastlanir.



3.1.2 Salvia L. cinsi

Labiatae familyasinda yer alan Sa/via cinsi Mentheae takiminin Nepetoideae alt
familyasinda bulunmaktadir. Sa/lvia cinsi Tiirkiye de %50 si endemik olan 89 tiire ait
94 takson ile temsil edilmektedir (16). Cogu Salvia tiirii ugucu yag bakimindan
degerlendirildiginde az yada g¢ok etkin kabul edilebilmektedir (0,1-1,0%). Salvia

cinsi uzun yillardan bu yana halk arasinda tedavi amactyla kullanilmaktadir (17).

Salvia kelimesi Latince'de saglik anlamina gelir ve 10. yiizyilda Arap toplumuna
mensup olan hekimler adagaymin diinya lizerinde meydana gelmekte olan dliimlere
kars1 kesin bir ¢dziim sunacagina inanmislardir. Cogu hastaligin tedavisinde drnegin
g0z problemlerinde, yilan 1sirmasinda,menstrual dénem dis1 kanamalarinda,
kisirlikta,zehirlenmede,enfeksiyon hastaliklarinda, epilepside, Alzheimer
hastalarindaki unutkanlik sorunlarina, bagirsak problemlerine eski ¢aglardanbu yana
halk arasinda adagayr ile ¢Oziim aranmigtir. Eski caglardan bu yana Yerli
Amerikalilar tarafindan adagaymakutsiyet atfedilmistir. Giiniimiizde ise cay
formunda ve bazi ila¢ firmalarimin iiretmekte oldugu kapsiil formunda tibbi amagl

olarak kullanilmaktadir (18).
3.2. Farmakopelerde Kayith Olan Salvia Tiirleri

Salvia tiirleri tim diinyada hem tibbi amagla hem de baharat olarak uzunyillardir
kullanilmaktadir. Bu yaygin kullanima paralel bir sekilde pek ¢cok farmakopede hem
preparatlart hem de yapraklar1 kayitli bulunmaktadir. British HerbalPharmacopoeia
(BHP)’nin 1983 ve 1996 baskilarinda S. officinalis yaprag kayith bulunmaktadir.
BHP 1996°da ise standardize yaprak tozu da yer almaktadir (19). Alman
Farmakopesi’nin 1999 basiminda da S.triloba tentiiri veyapraklar kayith
bulunmaktadir (20). S. officinalis ayn1 zamanda Avusturya, Macaristan, Fransa ve
Cekya farmakopelerinde de kayithh bulunmakta ayrica Isvigre farmakopesinde S.
officinalis ve S.triloba ugucu yaglari da kayithidir (21). Ulkemizin de 1994 yilindan
bu yana resmi farmakopesi olan Avrupa Farmakopesi’nde de S. officinalis yapraklar1

drog olarak kayithdir (22).



3.3. Salvia Tiirlerinin Kullanimi

Salvia’min Latince kokenli olan salvere (tedavi) veya salvare sozcliglinden
tiredigi bilinmektedir (23). Halk arasinda Salvia tiirlerinin yaygin kullanimi cay
seklindedir. Bu cinsin iilkemizde kullanilmakta olan tiirleri Boliim 3.4. te detayli bir

sekilde verilmisgtir.
3.4. Salvia Tiirlerinin Tiirkiye’de Etnofarmakognozideki Yeri

S. aethiopis L. (Yuinli adacay1): Tiirkiye’de yaygin bir tiir olarak bulunmaktadir.
Bu bitkinin yaprak ve ¢icek durumlari ise uyarict ve midevi olarak antik ¢aglardan bu
yana bilinmektedir (24). Bolu: Yukarisayik, Dortdivan yoresinde Kizillikadi ile

bilinmekte ve merhem olarak yaralari iyilestirici olarak kullanilmaktadir(25-27).

S. aramiensis Rech fil.: (Daggay1): Cay halinde Hatay yoresinde midevi amagh
kullanilmaktadir (28)

S. aucheri Bentham var. canescens Boiss. et Heldr. (Zeytin yaprakliadagayi):

Cay halinde Mersin civarinda kullanilmaktadir (29).

S. chrysophylla Stapf: Isparta’nin Siit¢liler Beydili yoresinde Bozgavla adiyla
bilinmekte olup herbasi dekoksiyon halinde romatizma hastaligina karsi
kullanilmaktadir. Lapa sekline getirilen herbasi agri yapan viicudun kisimlarina

uygulanmaktadir (26, 27).

S. cryptantha Montbert et Aucher ex Bentham (Van’da karaot, diger isimleri
kara salba, kara sapla, kara salva): Yurdumuzun dogusunda bitkinin yapraklari
tekstilde boyama amaciyla kullanilmaktadir (29). Afyonkarahisar, Suhut, Karacadren
yoresinde  yakisalbast adiyla bilinmekte olup infiizyon halinde mide
rahatsizliklarinda ve dekoksiyon halinde yara antiseptigi olarak kullanilmaktadir(30).
Yapraklar1  ve ¢icekli dallart  Orta Anadolu bdlgesinde c¢ay olarak
kullanilmaktadir(27, 28).

S. dichroantha Stapf: Kayseri, Develi, Biyiikkiinye yoresinde yaglikara ve
kutnu adlariyla bilinmekte olup karin ve mide agrilarina kars1 ¢ay seklinde kullanilir.
(29, 31). Nigde bolgesinde yaprak kismi ¢ibanlarin ve haricen yaralarin tedavisinde

kullanilmaktadir (24, 27).
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S. forskahlei L. (Salba): Cay halinde tiiketilir (29).

S. fruticosa Miller (Syn. S. triloba): Elma calbasi, adacayi, Anadolu adagay,
boz salba, boz sapla adlariyla bilinir. Anadolu’nun giineybatisinda dogal bir sekilde
yetigmektedir. Yapraklarinin ¢ayr hazirlanarak tiiketilmektedir. Yapraklarindan elde
edilen ucucu yagina “elmayagi” denmekte olup ve ihrag edilmektedir (29).Gargara
ve ¢ay olarak solunum yollar1 i¢in antiseptik 6zelligi bulunmasindan dolayr kullanilir
ve yaralara iyi gelmektedir (28). Bebeklerde kabizlik problemine karsi emzirilmeden
once meme ucuna siiriilerek kullanilabilir. Mugla yoresinde adi ‘Almiya Calbast’dir

(27, 30).

S. grandiflora Ten: Disleri kuvvetlendirdigi i¢in kullanilir, Afyonkarahisar'da
ad1 Ada Cayr’dir. (30).

S. multicaulis Vahl (Kiirt reyhani): Yurdumuzun dogusunda yaralar igin

kullanilir (24), koku verdigi i¢in de tiitiine konulur (27, 29).

S. nemorosa L. (Kara ot, salba): Erzurum yoresinde gemdas adiyla bilinip
kesiklerde kani1 durdurmak amaciyla herba tozu olarak kullanilmakta olup; isegemtas

adiyla Artvin yoresinde bilinmektedir (25, 26).

S. sclarea L. (Ayikulagi, misk adacayi, tiiylii adagayr): Yapraklart ve ¢icekli
dallar1 kabiz, midevi, yatistirict ve terlemeyi azaltici, inflizyon (%5) seklinde
kullanilmaktadir (24, 29). Parflimeride, elde edilen ugucu yagi kullanilmaktadir (32).
Isparta yoresinde 6zellikle giines ¢carpmalarinda kullanilmakta olup disi sigirkuyrugu
olarak adlandirilmistir (33). Mersin’de ise bitkinin ¢icekleri inflizyon haline getirilip
sigiller i¢in kullanilmakta olup bolgede paskulak adiyla bilinmektedir(27, 33, 34).

S. tomentosa Miller (Biiylik ¢icekli adacayi): Bitkinin yaprak kismi tibbi adagay1
yapragi yerine alternatif olarak kullanilmaktadir (24). Ayn1 zamanda S. fruticosa
Miller tiirii gibi kullanilmaktadir (29). Dekoksiyon veya infiizyon halinde cay olarak,
ac karnma igilmektedir. Bilecik, Sogiit bolgesinde Sabla adiyla bilinmekte olup
romatizma agrilart i¢in banyo suyuna katilmak suretiyle kullanilmaktadir, Afyon

bolgesinde ise ¢ay haline getirilerek karin agrisi i¢in kullanilir (26, 27, 30, 35).
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S. verbenaca L. (Yabani adagay1): Yapraklar1 Misk adagay1 olarak kullanilmakla
birlikte koku ve etkisi zayiftir. Tohumlarindan iretilen miisilaj 6zellikle Dogu

iilkelerinde g6z hastaliklar1 i¢cin kullanilmaktadir (24).

S. verticillata L.: Erzurum bdlgesinde dadirak adiyla, Ikizdere-Rize’de ise kara
ot adiyla bilinmektedir (29), Bitlis, Sibek, Aridag cografyasinda da hart adiyla
bilinmekte olup dekoksiyon seklinde soguk algmliginda ve nezle olunmasi

durumunda kullanilmaktadir (26, 27, 36).

S. virgata Jacq. : Yilancik adiyla da bilinmektedir (29). Yapraklar 6zellikle
haricen yaralar i¢in iyilestirici olarak kullanilmaktadir (24).

S. viridis L. (Syn. S. horminum L.) (Yesil adagay1, adacayr): Kullanilig sekli
misk adacayina benzerdir (24, 27).

3.5. Salvia Tiirlerinin Ekonomik ve Tibbi Onemi

Lamiaceae iiyeleri icerdikleriugucu yaglardan dolay1 farmakoloji ve parfiimeride
kullanilmaktadirlar bundan kaynakli olarak tibbi ve ekonomik ac¢idan biiyiik 6neme
sahiptirler(37).

Cogu Salvia tiirii ugucu yag 6zelligi bakimindan az ya da ¢ok etkindir (0,1-
1,0%).

Biyolojik aktif bilesenlerini belirleyebilmek amaciyla yapilan c¢ok sayida
farmakolojik ¢aligma bulunmaktadir. Incelenen tiirler biyolojik aktivite olarak
antiviral, antimikrobial, antioksidant, antitimor, antiperspiran aktivite igermektedir
ve Ozellikle sinirsel, zihinsel ve gastrointestenal hastaliklarin tedavisi ig¢in
kullanilmaktad: r(38, 39). Bitki merkezli antimikrobiyal ajanlar O6nemli ol¢iide
iyilestirici 6zellige sahip bulunmaktadir. Enfeksiyona bagli rahatsizliklarin tedavisi
icin kullanilan bilesikler, bircok enfekte olmus alan i¢in es zamanli olarak
enfeksiyonu hafifletmektedir(40).

Antibiyotiklerin kesfedildigi gline kadar Salvia, bitki c¢ayr i¢inde sik¢a yer
almakta olup, tiiberkiiloz hastalar1 i¢in kronik brongitin tedavisi i¢in ve terlemeyi
Onleyici olarak tavsiye edilmistir. Bunun yaninda romatizma, terleme, ates, seksiiel
zayiflik, sinirsel ve zihinsel rahatsizliklar igin tedavi etmek amagli ve bunlarin

disinda boceklere karst kullanilirdi(41).
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Giliniimiizde antibiyotik kullaniminin artiyor olmasi ve diizensiz bir sekilde
tiiketiliyor olmasi1 bakterilerin antibiyotiklere kargi direng gelistirmesine neden
olmustur. Olusan bu mevcut durum bilim camiasini farklr antibiyotikler gelistirmeye

yoneltmistir (42).

Halk iginde bir¢cok bitki bir araya getirilerek tedavi icin kullanilmaktadir.
Literatiirde etnobotonik arastirmalarda Salvia tiirlerinin baz1 enfeksiyonlarin tedavisi
icin tesirli oldugu bildirilmistir(43). Afrika’nin giiney kesiminde Salvia repens, S.
stenopylla ve S.runcinata mikroplar1 6ldiirmek ve genel olarak temizleyici olarak
kullanilmaktadir. Yaprak kismi ise kaynatilmak suretiyle ates, terleme, hazim
zorlugu ve bas agrist i¢in kullamlir. Bitki ekstratlar1 viicutta olusan agik yaralar igin
de kullanilmaktadir. Bunlarin yam1 sira kadin rahatsizliklar1 ve bogaz
enfeksiyonlarina kars1 kaynatilip ardindan suyu i¢ilirdi. Halk arasindaki kullaniminin
yaygimligi bilim insanlarini bu bitkilerin aktif bilesenlerini ve biyolojik aktivitelerini
incelemeye yOneltmistir. Bu alanda yapilan arastirmalarakabinde farkli Salvia
tiirlerinin antiinflamatuvar, antikolinesteraz, antibakteriyel ve antikanser aktiviteleri
oldugunu ortaya cikarmistir. Ozelikle Salvia tiirleri yemekleri tatlandirmak ve
cogunlukla ekstratlar1 ise besin maddelerinin raf Omiirlerini uzatmak amaciyla
kullanilmaktadir. Antioksidan aktivitesinin yani1 sira (44, 45) antibakteriyel ve
antiseptik Ozellikler antifungal, diiiretik, antiviral sitotoksik (46, 47), karn agrisin1
giderici, sakinlestirici, hipoglisemi (48) ve yaralarin iyilestirilmesinde
kullanilmaktadir. Keller’in listesine gore adacayr 60’dan farkli hastaligin tedavisi
icin kullanilir (49).

3.6. Salvia Tiirleri Hakkinda Yapilan Kimyasal Calismalar

Salvia’larin  en Onemli etken maddelerini ugucu yaglar, terpenoitler ve
polifenoller olugturmaktadir (23). Antioksidan aktiviteden fenolik bilesikler sorumlu
olmasindan dolay1 bu bashgin altinda Salvia’larda bulunan polifenoller konusuna

0zel olarak odaklanilmistir.
3.6.1. Salvia Tiirlerinde bulunan fenolik asitler

Polar fenolik asitler Salvia sulu ekstrelerinin ana bilesenlerini olusturmaktadir.
Bu fenolik asitlerden pek gogunun S. chinensis ve S. yunnanensis, S. miltiorrhiza’dan

izole edilmis olup yapilar1 aydmnlatilmistir. Salvia tiirlerinde kesfedilen fenolik
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asitlerin baglicalar1 kafeik asit tiirevlerine mensup rosmarinik asit olmakla birlikte 3-
metoksi-4- hidroksibenzoik asit (vanillik asit) (50), 3,4-dihidroksibenzoik asit
(protokatesik asit), 4-hidroksibenzoik asit (51) ve 2,4-dimetoksibenzoik asit (52),
hekzil 4-hidroksibenzoat ve 7-metoksikumarin (herniarin) (53) ve 6,7-dihidroksi
kumarin (eskuletin) (54) gibi fenolikasitlere de rastlanilmistir. Salvia tiirlerinde
mevcut fenolik asitler kimyasal olarak kategorize edilecek olursa fenolik glikozitleri
ve kafeik asit tiirevleri olmak tizere iki cesittir. Kafeik asittiirevleri kendi iginde
dimerler, monomerler, oligomerler, trimerler ve tetramerler olmak fiizere 5’e
ayrilmaktadir. Kafeik asit monomerlerine, kafeik asit ile birlikte izoferulik asit (55),
ferulik asit (56), tartarik asit (53) ve klorojenik asit 6rnek olarak verilebilir. Kafeik
asit dimerleri arasinda en 6nemli olani rosmarinik asittir (53, 56) ve bu bilesik Salvia
tiirlerinde antioksidan etkiden sorumlu olan asil bilesik olarak belirlenmistir (56).
Rosmarinik asit ile ilgili bircok ¢alisma yapilmigtir; kimyasal sentezi (53), hiicre
kiiltiirlerinde {iretilme calismalar1 (57), sigcanlarda biyolojik aktivitesi(58) gibi.
Kafeik asit trimerleri grubunda litospermik asitle birlikte salvianolik asitlerin bir
boliimiine de rastlanir. Litospermik asitlerin metil esterlerinde yliksek oranda serbest
radikal siiptiriicii etkiye rastlanilmistir bu etkinin askorbik asitten daha fazla oldugu
gorilmiistiir (59). Benzer tesirlerin bu grubun bir diger 6nemli mensubu olan
salvianolik asitlerden salvanolik asit A da bulundugu belirtilmistir (53). Aym
zamanda Kafeik asit tetramerleri rosmarinik asit dimerleri de olmaktadir. Salvianolik
asit L, B, yunnaneik asit ve sagerinik asitler bu grupta bulunmaktadir. Bu asitlerden
salvianolik asit B litospermik asit adiyla da bilinmekte ve Salvia ftiirlerinde
magnezyum, potasyum, amonyum tuzlari halinde oldukca yaygin bir sekilde
bulunmaktadir. Salvanolik asit E’ye Salvia tiirlerinden sadece S. miltiorrhiza’ da
rastlanmigtir. Kafeik asit oligomerleri sinifinda yalnizca yunnaneik asit A ve B
bulunmaktadir. Bunun yani sira Sa/via tiirlerinde fenolik asitlerin glikozit formlar1 da
bulunmaktadir. En fazla rastlanan fenolik asit glikozitleri rosmarinik asit-3-

glikozitilecis- ve trans-kumarik asitlerin olusturmus oldugu glikozitlerdir (53).
3.6.2. Salvia tiirlerinde bulunan polifenoller

Salvia  ftirlerinin  igerdigi  polifenollerle  ilgili  yapilan  ¢alismalar
proantosiyanidinler, flavonoitleri ve antosiyaninleri kapsamaktadir. Flavonoitlere

Salvia tiirlerinde sik bir sekilde rastlanmaktadir (54). Flavonoitler bitkide flavonoller,
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flavonlar ve glikozitleri halinde bulunmaktadir. 6-hidroksi flavonoller bu cins i¢in
taksonomik bir 6nem tagirlar ve bu durum Salvia tiirleri i¢in karakteristiktir (60).
Flavonoitlerin ¢ogunlugunu apigenin flavonolleri, luteolin ve bunlarin 6-hidroksi
tirevleri olustururmaktadirlar. Salvia’larin  yapraklarinda flavonollerin  metil
esterlerine de sik bir sekilde rastlanmaktadir. S. yosgadensis de diger Salvia
tiirlerinden farkli bir sekilde luteolin-3-metil eter (chrysoeriol), apigenin-4-metil eter
(acacetin) (61) ile 4-metil eter (diosmetin)’e de rastlanmaktadir (52). 6-Hidroksi-
apigenin (scutellarein) Salvia ekstrelerinde bulunmaktadir. 6-hidroksi-apigenin-6,7-
dimetileter (cirsimaritin), 6-hidroksi-apigenin-6,’nin yiiksekorandaki antimikrobiyal
tesiri, hispidulin’in ise antihepatotoksik tesirleri bilinmektedir (53, 62, 63).
Salvia’larda bulunan flavonollerin ¢ogunlugunu kesretin ve kamferol flavonolleri
olusturmaktadir. Bu flavonollerden kesretine S. dorrii’de rastlanmistir (53). Flavon
glikozitleri Salvia’larda siklikla bulunan glikozitlerdir ve apigenin-7-glikozit ve
luteolin-7-glikozit bu glikozitlerin baslicasini olusturmaktadir. Apigenin ve luteolin
glikozitleri de kendi aralarinda karsilastirilacak olursa luteolin glikozitlerinin Salvia
tirlerinde rastlanma orani apigenin glikozitlerine nazaran daha fazladir. Flavonol ve
flavon aglikonlarinda oldugu gibi burada da 6-hidroksiflavon glikozitleri Salvia

tiirleri i¢in karakteristik bir onem tagimaktadir (53).

Salvia cigeklerinde antosiyaninlere bol miktarda rastlanir (53, 64). Salvia’larin
antosiyaninleri ilk olarak Bolton ve Willstater tarafindan 1916 tarihinde incelenmistir
ve salvianin pigmenti izole edilmistir. Sonraki yillarda yapilan caligmalarda bu
pigmentin yapisi ile ilgili arastirmalar tekrar edilmis olup yapist kesin bir sekilde
belirlenmistir. Salvia’larda yapilan arastirmalar ¢igeklerde bulunan kirmizi ve mavi
renklerden delfinidin, pembe renklerden pelargonidin, ,menekse ve ara renklerinden

ise siyanidin antosiyaninlerinin sorumlu oldugunu gostermistir (53).

Proantosiyanidinler kondanse tanenler adiyla da bilinmektedir ve Salvia’larda
salvitanin olarak isimlendirilmistir. Salvia preparatlarinda tanen bulunmasi istenmez
bu sebeple poliamit jel filtrasyon teknikleri veya kolon kullanarak ortamdan
uzaklastiritlmahidirlar. Salvia’larda salvitaninler olarak adlandirilmig tanenlerin
oldugu biliniyor olmasina ragmen bu maddeler iistiinde fazla ¢aligma yapilmamis ve

yapilar1 tam olarak agiga ¢ikarilmamigtir (53).
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3.6.3.Salvia tiirlerinde bulunan terpenler

Seskiterpenoitler Salvia tiirlerinde nadiren bulunurlar. S.yosgadensis bitkisinden
izole edilen seskiterpen spathulenol, seskiterpen lakton olan istanbulin D, 1p-
acetoksi-8f-hidroksieudesman-4(15),7-dien-8,12-olit bunlarin en énemli 6rnekleridir

(65).

Salvia tiirleri abietan basta olmak {izere pimaran, klerodan ve labdan tipli

diterpenoitler igermektedirler.

Abietan Diterpenoitler

Tiirkiye’de yetismekte olan Salvia tiirlerinde bircok biyolojik aktiviteye sahip
yeni abietan diterpenoitler izole edilmistir. Ornegin Hypargenin A ve B
antibakteriyel aktivite gostermektedirler. Bu tiriinler S. hypargeia’dan izole edilirken
(66) degisik bir abietan diterpenoit olan wiedelakton S.wiedemanni Boiss.’den izole

edilmistir (67).

S. pomifera’dan yeni yedi diterpenoitpomiferon A-G S.napifolia Jacq bitkisinden

ise 6-okso-ferruginol ve 1-okso-ferruginol izole edilmistir (67).

Klerodan Diterpenoitler

Amerikan Salvia tiirleri ¢ogunlukla klerodan tipli diterpenoitler icermekte iken
nadiren abietan diterpenoit igermektedirler. Meksika bitkisi olan S. languiduline ve S.
melissodira Lag.’dan bir klerodan diterpenoit olan melisodorik asit izole edilmistir

(68).

Labdan ve Pimaran Diterpenoitler

Bu tip diterpenoitler diger Lamiaceae familyasina mensup bitkilerde
bulunmasina ragmen Salvia tiirlerinde nadiren bulunmaktadirlar. S. wiedemanni
bitkisinin  toprak  {isti = bolimlerinden = 14—oksopimarik  asit ve 7f-
hidroksisandrakopimarik asit abietan diterpenoitler ile birlikte izole edilmistir (69,

70).

Yine bir labdan diterpen ¢esidi olan manoiloksit (manoyloxide) S. candidissima
susp. occidentalis un bir liriiniidiir. Akdenizin dogusunda endemik olarak goriilen S.

heldrichiana Boiss. bitkisinden {i¢ pimaran diterpen; 7-hidroksisandrakopimarik
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asit, isopimarik asit ve 7-okso-13-egpi-pimaran-8,15-dien-18-oik-asit izole edilmistir
(71)

Sesterterpenoidller

Sesterterpenoit olarak S. Aypoleuca Benth. bitkisinden salvilosolid metil ester,

salvilosolid- 6,23-lakton elde edilebilmistir (72, 73).

Anadolu bolgesinde yetisen S. yosgadensis bitkisinden de yeni sesterterpen
laktonlar elde edilebilmistir. Bunlar yosgadensolit A ve B olarak isimlendirilmistir

(74).

Salvia limbata bitkisinden ise iki yeni dinorsesterterpen 6-dehidroksi-13-epi-

yosgadensenol ve 6-dehidroksiyosgadensenol elde edilmistir (75).

Neredeyse tiim Salvia tiirlerinde yaygin bir sekilde bulunan triterpenoidler;
oleanolik asit ve ursolik asit S. officinalis L. den izole edilmistir. (76). Sonraki
yillarda g¢alisma grubumuz S. virgata Jacq bitkisinden yeni bir triterpenoit olan
vergatik asit (virgatik asit) (77) ve S. pinnata L.’den 2B,3p,11a-trihidroksi olean-
13(18)-en izole edilmistir (78). Devam eden ¢alismalarda Anadolu’da yetisen Salvia
tiirlerinden olan ¢ogu S. kronenburgii olmak tizere toplam 30’u gecen farkli triterpen

elde edilmistir (79).

Dammaran tipli triterpenoitler ise Salvia tiirlerinin toprak iisti boliimlerinden
izole edilmistir, fakat simdiye dek Tiirkiye’de yetisen Salvia tiirlerinden elde
edilememistir. Ornegin salvilymitol ve salvilymitone S. hierosoly-mitana’dan izole
edilmistir (80).
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3.7. Salvia Tiirleri Uzerinde Yapilmis Biyoaktivite Cahsmalar

Alimpic ve arkadaglarinin Salvia amplexicaulis’n su, etanol, metanol, etil asetat
ve diklorometan ekstrelerinin kimyasal bilesimi ve biyolojik aktivitelerini incelemek
amaciyla yaptiklar1 calismada HPLC kullanarak basta metanol ekstresi olmak iizere
etanol ve su ekstrelerinde, en fazla kamferol glikozitleri (>% 40) ve polifenollerin
oldugunu tespit etmislerdir. Yapilan antioksidan tayin testlerinden DPPH, FRAP ve
B-Karoten renk agilim yontemlerinde su ekstresi en yiiksek aktiviteyi gostermistir,
etanol ekstresi ise ABTS yonteminde yiiksek aktivite gdstermistir. Metanol ve su
ekstreleri DPPH yonteminde kullanilan BHT standardindan daha yiiksek aktivite
gostermiglerdir (15.1 u.g / mL, 15.8 u.g / mL ve 17.9 pg / mL) Bu durum
muhtemelen ekstrelerde bulunan yiiksek miktarda kamferol glikozitlerinden
kaynaklanmaktadir. Etanol ekstresi patojenik bakterilere karst su ekstresinden daha
aktif etki goOstermistir, aym1 sekilde antindrodejeneratif etkisi de daha giicli
bulunmustur 6zellikle tirozinaz inhibisyonunda, etanol ekstraktinin ticari inhibitor
kojik asit ile karsilastirildiginda oldukea etkili oldugu tespit edilmistir. Buna karsilik
su ekstresi etanol ekstresine gore HCT-116 hiicrelerine kars1 daha giiclii sitotoksik
aktivite gOstermistir. Alimpic ve arkadaslar1 yaptiklar1 bu c¢alisgmada S.
amplexicaulis’m su ve etanol ekstrelerinin gosterdigi giicli antioksidan ve
antindrodejeneratif etkileri bakimindan ilag ve gida endiistrisi icin gelecek vaad

ettigini ortaya koymuslardir (81).

Long ve arkadaglar1 antioksidanlarin onemi ve bunlarin hassasiyetle tespit
edilmelerinin 6nemi dogrultusunda yaptiklar1 ¢alismada S. miltiorriza'm (Dan Shen)
antioksidan 6zelliklerini degerlendirmek icin HPLC-ECD yontemi gelistirmislerdir.
Yontem, secicilik ve hassaslik agisindan optimize edilmis. Mobil faz pH degeri,
tampon konsantrasyonu, tampon tipi, organik solvent tiirli, gradyan profili ve akis
hiz1 da dahil olmak iizere kromatografik sartlar sistematik olarak arastirilmigtir. Dan
Shen 6rneklerinden olusturulan 14 partiden olusan bes antioksidanin kantitatif analizi
i¢in diisiik pH degeri (2.8), diisiik tampon konsantrasyonu (20 mmol / L NaH2PO4),
s1g bir su-asetonitril gradyanit ve 0.2 mL / dak'lik bir akis hiz1 belirlenmis en iyi
kosullardir. Tarif edilen yontem iyi bir geri kazanim (>% 95), analitlerin tiimii i¢in

10 (4) 'e kadar lineer aralik, iyi hassasiyet (RSD <% 4.01) ve yiiksek duyarlilik

18



(kafeik asit LOQ, 1.5 u.g / L) gostermistir. UV saptama ile karsilastirildiginda, tarif
edilen ECD yontemi, elektro-aktif antioksidanlarin segici olarak tespit edilmesini
sagladigi i¢cin Dan Shen'in antioksidan 6zelliklerini degerlendirmek i¢in daha etkili

olmustur (82).

S. plebeia’1n toprak istii kisimlarindan hazirlanan etanol ekstrelerinden ii¢ yeni
seskiterpenoid izole eden Ma ve arkadaslar1 bulduklar1 seskiterpenoidlerin yapilarini,
NMR ve MS spektrumlarinin detayli analizleri sonucu aydinlatmiglardir. Bulunan bu
seskiterpenoidler, Salplebeone A, eudesmane lakton iken, salcombe B ve C 12,8-

laktam gruplari igeren nadir eudesmane seskiterpenoitlerdir (83).

S. fruticosa’nmin In vitro antioksidan ve antitliimor etkilerini arastirmak igin
yapilan bir ¢alismada bitkinin toprak iistii kisimlar1 metanol ile ekstrakte edilmistir.
Bu ekstre, metanol ve n-heksan ile boliinmiistiir. Luteolin, luteolin 7-O-glukosid,
rutin ve salvigenin metanol ile ¢oziilebilir fraksiyonundan izole edilmistir. n-Heksan
fraksiyonu viridiflorol, beta-pinen, 1,8-sineol ana bilesenler olarak elde edilmistir.
Metanol ekstresi meme kanserine (MCF-7 ve MDA-MB-231) ve insan kolorektal
karsinoma (RKO ve Caco-2) hiicrelerine kars1 antitiimor etki yaptigi tespit edilmistir.
TUNEL testi S. fruticosa subsp. Thomasii, apoptoz ile kanser hiicrelerinde 6liime yol
acmig ve tlimoral olmayan 3T3-L1 hiicrelerinde diisiik sitotoksik etki gostermistir.
Dahasi, lipit peroksidasyonunun en iist diizeyde korunmasini saglamis ve 3T3-L1
fare fibroblastlarinda menadiyon tedavisi ile indiiklenen oksidatif stresini azaltmistir.
Bu sonuglar agisindanS. fruticosa subsp. Thomasii biyoaktivitesi, yalnizca gida
olarak degil ayn1 zamanda nutrasotik / farmasotik endiistrisinde kullanimini tesvik

edebilir (84).

Geleneksel tipta kullanilan Betonica officinalis ve S. officinalis otlarindan alinan
ekstraktlarin fenolik profili, antioksidan, antimikrobiyal ve anti-inflamatuar
Ozellikleri tanimlamak amaciyla yapilan c¢alismada elde edilen sonuglar,
ekstraktlarinstabil ~ 2,2-difenil-1-pikrilhidrazil (DPPH) ve 2,2'-azino-bis (3-
etilbenzotiazolin-6-siilfonik asit) (ABTS) katyon radikallerini inhibe ettigini
gostermistir. Bu c¢alismayla goriildii ki, S. officinalis, Staphylococcus aureus,
Staphylococcus epidermidis, Bacillus subtilis, Escherichia coli ve Pseudomonas

aeruginosa'ya karsi etkili antibakteriyel ajandir. Ekstraktlar siklooksijenazi (COX-1)
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ve proteinin denatiirasyonunu engelledi; bu da bu tiirlerin bitki kaynakli anti-
inflamatuar maddeler i¢in potansiyel bir kaynak olabilecegini diistindiiriiyor. Bu
caligma ilk defa B. officinalis'in bitkisinin antimikrobiyal ve antienflamatuvar
etkinligini ortaya koymustur. Bu c¢alismanin sonuglari, tibbi preparatlarin
gelistirilmesi ve bu tiiriin antimikrobiyal, anti-inflamatuar ve yara iyilestirici bir

madde olarak kullanilmasina yardimci olabilir (85).

S. aethiopis L. ve S. ceratophylla L. (Lamiaceae) min metanol ve etil asetat
Oziitlerinin fenolik bilesimlerini, in vitro antioksidan ve sitotoksisite etkinliklerini
incelemek tlizere Poyraz ve arkadaglar1 bir ¢aligma yiiriitmiislerdir. S. aethiopis'in
metanol (SA-ME) ve etil asetat (SA-EA) ekstraktlarinin toplam fenolik icerigi 94.36
+71.36-290.62z1.51 mg GAE / g S. ceratophylla’nin metanol (SC-ME ) ve etil asetat
(SC-EA) ekstraktralarinda ise bu deger 168.35 + 1.97-330.14 £ 2.28 mg GAE / g
arasinda bulunmustur. Metanol ve etil asetat ckstraktlarinin ana fenolik asidi
rosmarinik asit olarak tespit edilmistir (S. aethiopis i¢in 40.25 ve 140.6 u.g / 100 g
bitki; S. ceratophylla igin 74 ve 234.5 ng / 100 g). S. aethiopis ve S. ceratophylla
ekstraktlarinin fenolik asitleri daha ¢ok sinnamik asit tiirevleri, ardindan benzoik asit
tirevleri icerir. Salviaekstreleri doz bagimli radikal temizleme faaliyetleri
gostermistir. HPLC sonuglari, antioksidan kapasite ile bu fenolik asitlerin miktari
arasinda bir korelasyon oldugunu ortaya koymustur. Bu bitki ekstraktlarinin
potansiyel antioksidan ozelliklerini gorebilmek i¢in, hiicrelerin ¢ogalmasit MTT
tahlili ile degerlendirilmistir. Ekstraktlarin canlilik yiizdesi, kontrollere gore
belirlendi ve 15.6 -1000 pg mL (-1) ekstrakt konsantrasyonlarinda 6l¢iildii. SA-ME
ekstraktinin IC50 degeri 24 saatte 230.0 + 17.3 ve 48 saatte 93.3 + 5.8 SC-ME igin
266.7 = 41.6 (24 saat) ve 180.0 = 20.0 (48 saat) olarak bulunmugtur. Ekstraktlarin
sitotoksisite etkileri su sekilde siralanabilir, SA-EA> SC-EA> SA-ME> SC-ME. SC-
ME en diisiik seviyede iken en sitotoksik ekstre yiiksek fenolik igerige sahip olan
SA-EA olarak bulunmustur (86).

S.  miltiorhiza (SM) ve S. przewalskii'nin (SP) koklerinden hazirlanan
hidroalkolik (% 50 EtOH) ekstraktlarinin karsilastirmali fitokimyasal analizleri, iki
tamamlayic1 LC-MS sistemi kullanilarak gerceklestirilmistir. Ik sistem HPLC-DAD-
MS, bir iyon tuzak kiitle spektrometresi ve ikinci sistem yiiksek ¢oziiniirliikli MS /
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MS Orbitrap kiitle spektrometresinden olusmaktadir. Tek tek bilesikler, tam
molekiiler kiitlelerin, kiitle spektrumu ve tutma siirelerinin standart bilesenlerinkine,
cevrimici mevcut veri tabanlarina ve literatiir verilerine kiyasla dnceden yaymlanmis
bir yaklasim kullanilarak tanmimlanmistir. Ek olarak, ekstraktlarin antioksidatif
etkinliklerinin DPPH ve FRAP yontemleri ile belirlenmesi gergeklestirildi. Analiz
sonucu, her iki tiiriin Ozlerindeki 39 kimyasal bilesigin tanimlanmistir. SP'nin
kokiinden hazirlanan ekstrede, g¢esitli metabolitlerin  varlifinda, Ornegin
przewalskinik asit ve tiirevleri, przewaquinone C, przewaquinonate A, rosmarinik
asit glikozitleri, methyltanshinonate varliginda SM'den farklidir, oysa tanshinonlar,
salvianolik asitler ve lithospermic asitler her iki tirde de bulunmustur. Ayrica, SP
0zl ile karsilastirildiginda, SM koklerinden hazirlanan hidroalkol ekstresinin FRAP
testinde (en fazla 323.92 uM Fe2 + / L) ve DPPH testinde (en fazla 78.64 nM TE),
daha kuvvetli antioksidan 6zelliklere sahip oldugu bulunmustur (87).

S. miltiorriza, dikkate deger biyo-aktivitelerine katkida bulunan birden fazla
bilesen igeren geleneksel bir tibbi Cin bitkisidir. Yapilan bir c¢aligmada, farkli
bliyime doénemlerinden S. miltiorriza'min ¢esitli yerlerinde kimyasal bilesenlerin
dagilimimi ve dinamik degisikliklerini arastirilmistir. S. miltiorhiza'da bulunan 24
bilesigin (Asitler, flavonoidler, triterpenler ve sakaritler) (fenolik dahil) dogru olarak
tayin edilmesi icin, ultra-yiiksek performansh sivi kromatografi-tiglii dortlii kutuplu
kiitle spektrometresi (UPLC-TQ-MS / MS) ve buharlagmali 1g1k sagma detektorii
(HPLC-ELSD) yontemleriyle birlestirilmis yiiksek performansli sivi kromatografisi
kullanilmistir. Elde edilen yontemler iyi dogrusallik, hassaslik, tekrarlanabilirlik,
kararhilik ve iyilesme ile dogrulanmistir. Sonuglar, esas olarak salvianolik asitler ve
tanshinonlar igeren kokler icin bitkinin farkli boliimlerinde kategori ve miktar
farkliliklar1 oldugunu ve sakkaritlerin ¢ogu stakyoz oldugunu gosterdi. Toprak iistii
kisimlarda salvianolik asitler, flavonoidler ve triterpenler (tansinonlar harig) tespit
edildi ve bulunan sakkaritler esas olarak monosakaritlerdi. Dinamik birikim analizi,
S. miltiorrhiza Bunge'nin ilkbaharda fide evresi oldugu toprak {istii kisimlar1 igin
temmuz-agustos aylarinin hasat zamani oldugunu Onermektedir. Bu c¢alisma, S.
miltiorriza nin toprak iistii kisimlariin gelistirilmesi ve kullanimi i¢in degerli bilgiler

saglamis ve bitkinin optimum hasat siiresinin belirlenmesinde yararli olmustur (88).
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Silva ve arkadaslarinin yaptig1 ¢alismada, Mato Grosso(MT) ve Rio Grande do
Sul (RS) bolgelerinde yetistirilen chia tohumlarinda, makro besinler, nem, kiil, diyet
lifi, yag asitleri, mineraller, karotenoidler, vitaminler, flavonoidler, fenolik bilesikler,
antioksidan aktivite, fitat ve tanenin goriilme ve konsantrasyonu arastirilmis ve
karsilastirilmistir. Diyet lifi (35.3 g, 100 g (-1), ortalama olarak 18.9 g 100 g (-1),
yiiksek konsantrasyonlarda lipidler (ortalama olarak 31.2 g, 100 g (-1) ), E vitamini
(ortalama 8,203.6 pg, 100 g (-1)) gozlenmistir. Iki bolgeden de chia tohumlarinda
toplam fenolik bilesik ve fitik asit i¢in benzer degerler gozlenmistir. RS'de
yetistirilen Chia, MT'de yetistirilen chia'dan daha yiiksek antioksidan aktivite
gostermis ve tanin konsantrasyonlari, Mato Grosso'da yetistirilen chia tohumlarinda
daha yiiksek bulunmustur (19.08-1.08 eq. Katequina / g numune). Sonug olarak,
Brezilya chia tohumlarinin, lipidlerin, proteinlerin, toplam diyet lifi, minerallerin ve

E vitamininin yiiksek konsantrasyonlara sahip oldugunu gostermistir (89).

Toplan ve arkadaglarinin yaptigi calismada, Kibris'a 6zgii S. veneris Hedge
toprak istii kisimlarindan hazirlanan metanol ekstresinin ve ugucu yaginin, fenolik
bilegenlerinin kompozisyonu GC-MS ve LC-MS/MS ile arastirilmistir. Ekstre ve
ugucu yagin antimikrobiyal, antifungal ve antioksidan aktiviteleri de caligilmigtir.
Antioksidan aktivitesi, TEAC testi (Trolox Esdeger Antioksidan Kapasitesi) ve
DEPH ile belirlendi. Ugucu yagin% 99.8'ini temsil eden toplam 36 bilesen
belirlenmistir. Ugucu yagin GC-FID ve GC-MS analizi sonucunda, 1,8-sineole (%
51.0), kafurun (% 9.3), kamfenin (% 6.3), alfa-pinen'in (% 5.8) ve beta-pinen'in (%
5.4) ana bilesenler olarak bulunmustur. LC-MS/MS sonucuna goére, metanol
ekstresinde rosmarinik asit esas bilesik olmak iizere, toplam fenol icerigi, 100 mg
ekstrede 19 + 0.20 mg gallic asit olarak belirlenmistir. Ayrica, ekstredeki rosmarinik
asitin kantitatif analizi de incelenmistir. S. veneris'in toprak iistii kisimlari, 16.26 mg
/ g degerinde yiiksek diizeyde rosmarinik asit bulunmustur. Ugucu yagda herhangi
bir antioksidan aktivite gozlenmemesine karsin metanolekstresi giiclii aktivite
gostermistir. Antimikrobiyal aktivite ile ilgili olarak, MIC degerleri, test edilen tiim
mikroorganizmalar i¢in 60 pg / mL tb 4000 pg/mL arasinda degismektedir. Bu
sonuglara gore, S. veneris gida, ilag ve kozmetik endiistrileri i¢in potansiyel yeni bir

iiriin olarak diistiniilebilir (90).
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Campania Bolgesi'nde (Italya) yetistirilen S. officinalis'in yapraklarindan elde
edilen fenol ekstraktini, niteliksel ve nicelik olarak analiz etmek i¢in LC-MS / MS
teknikleri uygulanan bir c¢alisma yapimistir. Abietan diterpenlere %50,
fenilpropanoid bilesenlerine %40 ve %10 da flavonoidlere benzeyen SoAS541
bulunmugtur. Lignin oligomerleri adagayi bilesenleri olarak ilk kez tespit edilmistir.
SoA541, SH-SYSY hiicrelerinde <125 ug / mL doz diizeylerinde anti-
lipoperoksidatif ve antioksidan ozellik gostermis ve AChE enzimini inhibe etme
kabiliyeti donepezil'den c¢ok daha fazla ¢ikmistir. Anti-AChE etkililigi dozun
maksimuma (62.5 pg / mL) kadar degismesine bagli bulunmus ve bunun 6tesinde
etki azalmigtir. Elde edilen veriler, hayvan modellerinde CNS hastaliklarinin
onlenmesinde "Campania" bolgesinin potansiyel bir kullanimini degerlendirmeyi

amaglayan daha ileri aragtirmalar1 tesvik etmektedir (91).

S.fruticosa M. (Lamiaceae), antioksidan, antimikrobiyal ve antiproliferatif
etkinlikleriyle bilinir. Faz I xenobiyotik metabolize edici enzimler olan CYP1A2 ve
CYP2EI, faz II enzimlerin, NQOI1, GPx ve glutatiyon S-transferazlarin (GST)
hareketi ile elimine edilen reaktif metabolitleri iiretir. Bu c¢alismada HT-29
hiicrelerinde S. fruticosa ve onun 6nemli fenolik bilesik rosmarinik asitinin (RA)
CYP1A2, CYP2EIL, NQOI1, GPx ve GSTml mRNA -ekspresyonlar1 ve enzim
aktiviteleri iizerine in vitro modiilasyon etkileri arastirilmistir. Bir mRNA ekspresyon
analizi CYP1A2 ve CYP2EI1 diizeylerinin azaldig, S. fruticosa ve RA tedavilerinin
ardindan NQOI1, GPx ve GSTml diizeylerinin arttiin1 ortaya koymustur. Gen
ekspresyonlarina paralel olarak S. fruticosa tarafindan GPx ve GST enzim aktiviteleri
sirastyla 1.68 ve 1.48 kat artmistir. Dahasi, RA, GPx ve GST aktivitelerini sirasiyla
1.67 ve 1.94 kat artirmistir. Bu 6n g¢alismamn sonuglari, aragtirilan enzimlerin S.
fruticosa tarafindan ekspresyonu ve aktivitesindeki degisiklikler nedeniyle

ksenobiyotik metabolizmasinin degisebilecegini gostermektedir (92).

Bir bagka ¢aligmada S. syriacamin antidiyabetik, anti-Alzheimer, genel toksisite
ve antioksidan aktiviteleri degerlendirilmistir. Bitkinin ucgucu yagi ve metanol
ekstresinin fitokimyasal bilesimi, sirasiyla, gaz kromatografisi-kiitle spektrometresi
ve ters fazli yiiksek performansli sivi kromatografi-diyot dizisi detektor teknikleri

kullanilarak tanimlanmistir. S. syriaca’n ugucu yag, giiclii sitotoksisite, antioksidan,
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a-amilaz ve a-glukozidaz onleme faaliyetleri sergilemistir. Gaz kromatografisi-kiitle
spektrometresi analizi, ucucu yagda ana bilesiklerin, spathulenol (% 87.4),
izospathulenol (% 7.6) ve bornyl asetat (% 2.7) oldugunu gostermistir. Yiiksek
performansh sivi kromatografi analizi, rutin, quercetin, apigenin, rosmarinik asit ve
ferulik asidin en bol fenolik bilesenler oldugunu gostermistir. S. syriaca, fonksiyonel
gidalar, tibbi ve farmasotik uygulamalar i¢in biyoaktif dogal bilesikler agisindan
degerli bir kaynak olarak goriilebilir (93).

Bu ¢alismada, S. nemorosammn kimyasal bilesimi ve antimikrobiyal, toksisite,
antioksidan ve enzim 6nleme aktivitesi degerlendirilmistir. Fenolik bilesenler HPLC-
DAD ile karakterize edilmis ve rosmarinik asitin ana bilesik olarak (7584 ug / g
ekstre) tespit edildigi 11 bilesen tanimlanmistir. Yapraklarda ve ugucu yaglarda da
on alt1 ugucu bilesen tespit edilmistir. Oksijenlenmis seskiterpenler ana bilegenler
olarak tespit edilmistir. Metanol ekstresi, en yiiksek toplam fenolik ve flavonoid
iceriklerini (sirasiyla 294 mg GAE / g ve 117 mg QE / g ) ve en giicli DPPH radikal
temizleme etkinligini (IC50: 82 pg / mL) gostermistir. Bitki drnekleri orta ila yiiksek
aldehid oksidaz, ksantin oksidaz, asetilkolinesteraz ve alfa-glukosidaz Onleyici
aktivite ve orta sitotoksisite gostermistir. Ayrica, EQ'lar biiyilk antimikrobiyal
potansiyel sergilemistir (IZ: 8.8-33.7 mm). Bu bulgular, S. nemorosa'nin fonksiyonel

gida ve ilag endiistrisinde yeni uygulamalar i¢in yararh olabilecegini gosterir (94).

Eski caglarda Salvia tiirleri sifali bitki ¢ay1 olarak, tiiberkiilozda ve atesli gece
terlemelerinde kullaniliyordu. Bugiinlerde ise yemeklere tat vermesi i¢in ve ¢ikolata
katkili tathilarda esans olarak kullanilmakta olupantiviriitik, antioksidan,
antibakteriyel gibi aktiviteleri i¢inde kullanilmaktadir (95). Popiilerligi siirekli artan
bitkilerle tedavide ¢esitli hastaliklar igin halk arasinda siklikla Adagayi
kullanilmaktadir. Hayvan deneyleri Salvia ekstrelerinin merkezi sinir sistemi
hastaliklarinin tedavisi i¢in kullanilabilecegini gostermistir(96). Salvia tiirleri 6nemli
biyolojik aktiviteler gostermektedirler. S. desoleana Atzei&Picci geleneksel tipta
kadmn hastaliklari, S. haematodes Wall tiirii antidepresant 6zelligi (97), sindirim ve

sinir sistemi hastaliklarinda (98) kullaniliyordu.

Salvia tiirlerinin yiikek miktarda ugucu yaga sahip oldugu yapilan ¢aligmalarla

belirlenmistir. Ozellikle S. lavandulifolia, S. officinalis, S. furuticosa tiirleriyle
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yapilan c¢alismalar bunlarin ugucu yag bakimindan zengin kaynaklar oldugunu

gostermistir (99).

Gram pozitif bakterilere karsi antibakteriyel aktivitesi olan sugiol bilesigi S.
albocaerulea tirinden izole edilirken forskalinon bilesigi S. forskahlei tirinden

izole edilmistir (100).

S. barelicii tirliyle yapilan bir ¢aligma bitkinin toprak alt1 bdliimiinden elde
edilen diterpenlerin aktiviteleri DPPH serbest radikal giderimi, siiperoksit anyon
radikal giderim aktivitesi, ABTS katyon radikal giderim ve CUPRAC metodlar1
kullanilarak incelenmis ve yiiksek antioksidan aktiviteye sahip olduklar

belirlenmistir (101).

Bir¢ok Salvia tiirlinde bolca bulunan rozmarinik asitin aktivitesi DPPH serbest
radikal giderim teknigiyle incelendiginde aktivitesinin yiiksek antioksidan nitelik

gosteren askorbik asitle yarisir diizeyde oldugu gozlenmistir (ICso=2.7 pg/ml) (102).

Forousin ve ark. gaz kromatografisi-kiitle spektrumu (GC-MS) teknigini
kullanarak iki Salvia tiiriiniin (S. suffruticosa ve S. verticillata) yiksek performansl
stv1 kromatografi (HPLC) yontemiyle de fenolik igerigini ve esansiyel yag icerigini
belirlemiglerdir. Esansiyel yaglarin invitro antioksidant aktiviteleri 1,1-difenil-2
pikrilhidrazil (DPPH) radikal giderim yOntemi ile belirlemiglerdir. Calismanin
sonucunda S. suffruticosa igin 4 tiirev belirlenirken S. verticillata igin 7 tiirev
belirlenmis ve her iki tiir i¢in ayni olan ana bilesenlerden 1,8-sineol’li S. suffiuticosa
%31.21 igerirken diger tiir %38.26 ve diger ana bilesen olan kamfor (camphor)’ u S.
suffruticosa  %27.11 diger tiir ise %22.98 igerdigini tespit etmislerdir. Fenolik
bilesen analizinin sonucunda askorbik asit icerigi S. verticillata i¢in %33.53 ve S.
suffruticosa i¢in %23.98, p-hidroksibenzoik asiti ¢erigi S. verticillata igin %3.83 ve
S. suffruticosai¢in %]11.50, vanilik asit icerigi S. suffruticosa i¢cin %5.86 ve S.
verticillata igin %6.55, sirincik asit icerigi S. suffruticosa igin %6.29, ferrulik asit
icerigi S. verticillata i¢in % 6.04 ve S. suffruticosa i¢in %6.35, sinapik asit i¢erigi S.
verticillata igin % 4.93 ve S. suffruticosa i¢in %6.26 olarak belirlenmistir. DPPH
serbest radikal giderim yetenegi S. suffruticasa i¢in % 0.558 diger Salvia tiirii igin
%0.558 olarak belirlenmistir (103).
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S. spinosa tiiriiniin metanol ekstresive esansiyel yagi ile yapilan bir ¢alismanin
sonucunda bitkinin a-glukosidaz inhibitor aktivitesive yiiksek DPPH radikal giderim
aktivitesi gosterdigi goriilmiistir. GC-MS/FID kullanilarak yapilan esansiyel yag
analizi sonucunda tespit edilen 19 bilesenin yagin %98.5° ini olusturdugu
anlagilmigtir. Esansiyel yagin ana bilegenleri Linalol (%3.9), Karyofilen oksit (63.0),
Spathulenol (%23.0) ve trans-karyofilen (%3.0) olarak tespit edilmistir. Total
flavonoid ve fenolik igerikleri sirasiyla 36-377 GEA/g ve QE/g olarak belirlenmistir.
Metanol ekstraktinin yiiksek miktarda flavonoit ve fenolik igerdigi belirlenmistir.
Calisma S. spinosa’ nin farmasotik endiistride ve yiyecek gibi birgok kullanim alani

i¢in yiiksek potansiyeli bulundugunu gostermistir (104).

S. officinalis tiirlinlin toprak iistiinde bulunan boliimiiniin metanol ekstraktindan
izole edilmis olan fenolik diterpenlerin hem asetilkolin esteraz enzimini (AChE) hem
de B16 melanoma hiicrelerinde melanin biyosentezini inhibe etme yeteneklerinin
incelenmesi amaciyla yapilan bir aragtirmada izole edilen 7b-metoksi rosmanol, 7
diterpen (karnosol, 12-metilkarnosol, rosmanol, 7a-metoksi rosmanol, izorosmanol
ve epirosmanol) tretilmistir. Ellman metodu kullanilarak izole diterpenlerin AChE
inhibisyon kabiliyetleri test edilmistir. AChE’nin aktif kisminda amino asit
kalintilarina izole fenolik diterpenlerin baglanma afinitesini gozlemleyebilmek i¢in
molekiiler kenetlenme deneyi yapilmigtir. Sonug itibariyle izole diterpenlerden
isorosmanoliin arbutin kadar etkili (potent) melanin inhibisyonu gostermis oldugu
tespit edilmistir. 7a-metoksirosmanol veizorosmanol bilesikleri 500 uM
konsantrasyonda AChE aktivitesini sirastyla %65 ve %50 oraninda inhibe ettikleri
belirlendi (105).

Salvia tirlerinin biyolojik aktiviteye sahip olduklar1 ve kozmetik, ilag, parfiim
ve gida sanayisinde biiyiik ehemmiyete sahip olduklar1 biliniyor. S. cadmica Boiss
bitkisinin metanol, su ve etil asetat ekstrelerinin kullanilarak antioksidant
aktivitesinin ve enzim inhibitdr aktivitesinin incelendigi bir ¢alismanin sonucunda
metanol ekstraktinin DPPH radikal giderimi, fosfomolibden ve CUPRAC
deneylerinde giiclii aktivite gdosterdigi ortaya ¢ikmustir (sirasiyla 54.71, 59.89 pmol
ve 311.96 TEs/g kuru bitki). Su ektraktinin ise gii¢liit ABTS radikal giderim aktivitesi
gosterdigi ortaya ¢ikmugtir (102.23 pmol). Yapilan inhibitor aktivite analizlerinin
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sonuglarina gore ekstraktlarin BChE, AChE ve tirozin iizerine aktivite gostermedigi
belirlenmistir. Biyolojik aktivite testlerine paralel olarak ekstraktlarin fitokimyasal
kompozisyonlarida ¢aligma yapilmigtir. Metanol ekstraktinin flavonoit ve fenolik
icerik bakimindan zengin oldugu belirlenmigtir (sirasiyla 12.96 pumol RE s/g kuru
bitki ve 64.98 umol GAEs/g kuru bitki). Kalitatif analizin yan1 sira ekstraktlarin 23
ayr1 bilesikle kantitatif analizi yapilmistir. Sonuglar metanol ekstraktinin dnemli
miktarda kaffeik asit, apigenin, klorojenik asit, kaemferol, ferrulik asit, hesperidin,
luteolin, protokatesik asit, p-kumarik asit ve rozmarinik asit i¢erdigini gdstermistir

(106).

S. sclarea bitkisiyle yapilan bir ¢alismada bitkinin ¢igek ve yaprak kisimlarinin
metanol ekstraktlarmin total fenolik icerikleri gallik aside esdeger olarak sirasiyla
106.72 ve 116.22 pg/mg olarak belirlenmigtir. Ekstraktlarm 1,1-difenil-2-
pikrilhidrazil (DPPH) testinde iyi antioksidan aktivite gosterdigi belirlenmistir
(sirasiyla 81.33 ve IC50=73 pg/mg). PB-karoten/linoleik asit testinde de iyi
antioksidant aktivite gosterdikleri tespit edilmistir (Inhibisyon yiizdeleri sirasiyla
%47.58 ve %40.25). Diger taraftan bitkinin esansiyel yag1 ve ekstraktlar1 test edilen
mikroorganizmalarin ¢oguna karsi ilmli ve iyi antimikrobiyal aktivite gosterdigi

belirlenmistir (107).

Diger bir ¢alismada S. Aydrangea DC. Ex Benth ve S. urmiensis Bunge tiirlerinin
ekstraktlarinin DPPH ve ABTS (2,2-azino-bis (3-etil benzotiyazolin-6-siilfonik asit))
radikal giderim aktiviteleri ile total fenolik ve flavonoid icerikleri degerlendirilmistir.
Caligmanin sonucunda S. urmiensi’ in etil asetat ekstraktinin 10.0+£0.2 pg/ml ICsg
degeri ile O6nemli antioksidan niteligi oldugu ortaya c¢ikmistir. Test edilen tim

ekstraktlarin yiiksek flavonoid-fenolik igerik gosterdigi belirlenmistir (108).

Anadolu’nun giineybatisinin endemik tiirlerinden olan S. crysophylla’nin toprak
istliniin diklorometan ekstraktinin ugucu olmayan ikincil metabolitlerinin ilk kez
calisilmig oldugu bir c¢aligmada bitkiden izole edilen bilesiklerin yapilari
aydinlatilmistir (Sitosterol, salvigenin, oleanoik asit ve ursolik asit). Saf izole
bilesiklerin antioksidant aktiviteleri DPPH serbest radikal giderimi teknigiyle
belirlenmistir. Elman yOntemiyle incelenen kolinesteraz aktiviteleri (AChE ve

BChE) sonucunda triterpenoit olan oleanolik asit ve ursolik asidin AChE’ye karsi
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secici aktivite gosterdigi ve sclareol’iin ise her iki enzimede oldukga iyi aktivite

gosterdigi ortaya ¢cikmistir (109).

S. vertisillata tiriniin metanol ekstraktinin B-karoten/linoleik asit ve DPPH
testlerinin sonucunda giicli antioksidant aktivite gosterdigi belirlenmistir.
Kromatografik teknikler kullanilarak yiiksek antioksidant kapasiteli chrysoeriol aktif
bilesigi izole edilmis olup DPPH serbest radikal giderim yonteminde 93.32 (80.23-
108.57) mM ICsg degeri ile doza bagh serbest radikal giderim aktivitesi gostermis
oldugu belirlenmistir (110).

Misk adagaymin (S.sclarea) antimikrobial ve antioksidan aktivitesinin
incelendigi bir c¢aligmada kurutulmus bitkinin DPPH serbest radikal giderim
aktivitesi, kloroform ve aseton ekstraktlar1 total antioksidan aktivitesi, antimikrobiyal
aktivitesi ve total fenolik igerik bakimindan incelenmistir. Standart olarak BHT ve
BHA’nin kullanildig1 linoleik asit emiilsiyonunun peroksidasyonunu kloroform
ekstresi %93 inhibe ederken aseton ekstresinin ise %68 inhibe ettigi anlagilmistir.
Kloroform ekstraktinin daha aktif oldugu gozlenmis olup ekstrelerin az da olsa

antimikrobiyal ve antifungal 6zellik gosterdigi belirlenmistir (111).

Iran’dan toplanan S. santolinifolia, S. mirzayanii ve S. choloroleuca ftiirlerinin
metanolik ekstreleri olas1 antioksidan aktiviteleri igin DPPH, B-karoten renk giderimi
gibi birka¢ biyokimyasal test ile taranmis olup ayrica HPLC analizi ile rozmarinik
asit ve katesin gibi bilesenlerin miktar tayinleri yapilmistir. Yapilan calismanin
sonucu S. choloroleuca en etkilisi olmak iizere ¢alisilan bitkilerin yiiksek antioksidan

aktiviteye sahip oldugunu ortaya koymustur(112).

S. microphylla bitkisinin esansiyel yaginin antioksidan aktivitesi -karoten renk
giderim testi ve DPPH serbest radikal giderim teknigiyle belirlenmis ve [-karoten
testinde ICs0=770 pug/ml olarak saptanmigtir(113).

Tiirkiye’nin endemik tiirlerinden olan S. poculatan 1n toprak iistii boliimiinden 4
flavonoid, 2 triterpenoid, 1 diterpenoit ve 1 tane de steroid izole edilmistir. Izole
edilen bilesiklerden p-sitosterol ve ursolik asit ile ham ekstrenin antioksidan
aktiviteleri siiperoksit anyon radikali giderimi, fB-karoten renk giderimi ve ABTS

katyon radikali giderimi ( >100 pg/ml) yontemleri ile saptanmistir. Ekstrenin total
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flavonoid ve fenolik icerikleri sirasiyla quercetin pirokatekole esdeger olarak
belirlenmis. S. poculatan’m ekstresi biitrilkolin esteraz inhibitor aktivitesi kadar
onemli miktarda antioksidant aktivitesi de gosterdigi saptanmistir. izole edilen
cirsimaritinin ve ursolik asitin yiiksek biitrilkolin esteraz inhibisyon aktivitesine

sahip oldugu belirlenmistir (101).

16 Salvia L. tiirliniin su ve metanol ekstrelerinin kullanildigi bir ¢alismada
ekstrelerin zayif kolin esteraz aktivitesi gosterirken DPPH serbest radikal giderim
yonteminde yiliksek antioksidan aktivite gostermis oldugu goriilmiis. Ekstrelerin
toplam fenolik igerigi AICl; reaktifiyle belirlenirken fenolik asitlerin analizi ise
HPLC teknigi kullanilarak belirlenmistir. Ekstreler sirincik asit, gallic asit, p-hidroksi
benzoik asit, vanilik asit, kaffeik asit, protokatesik asit, ferrulik asit, klorojenik asit,
o- ve p-kumarik asit, rozmarinik asit ve tr-sinamik asit acisindan analiz edilmistir.
Kullanilan tiirlerden S. ekimiana tiiriiniin metanol ekstresi rozmarinik asit (153.50mg

/100g) bakimindan en zengin tiir oldugu ortaya konmustur (114).

Cesitli habitatlarda yetisen 4 Salvia tiirlinlin metanolik ekstrelerinin antioksidan
aktiviteleri ile fenolik igerik ve bilesimlerinin incelendigi bir ¢alismada
spektrofotometrik olarak hesaplanan total fenolik igerik S.officinalis ekstreleri igin
112.93-161.37 02 mg GAE/g kuru agirlik araliginda ve S.argenta ekstresi i¢in 67.67-
72.02 mg GAE/g kuru agirlik aralifinda degistigi belirlenmistir. HPLC analizi
ekstrelerde 6zellikle kaffeik asit tiirevleriyle beraber flavonoid ve fenolik diterpenler
gibi bircok fenolik asitin varligini ortaya ¢ikarmistir. Rozmarinik asitin analiz edilen
ekstrelerde en bol bulunan bilesik oldugu goriilmiis ve S. officinalis 6rneklerinde en
yiiksek degeri vermis oldugunu gostermistir (13680.22-18378.00 pg/g kuru agirlik).
S. officinalisin metanol ekstreleri ABTS (644.85-766.30 pg/ml) ve DPPH (10.08-
3.37 pg/ml) analizleri ile degerlendirildiginde en giiglii antioksidan kapasiteye sahip

oldugu goriilmektedir (115).

S. nemorosa tiriiniin enzim inhibisyonu, kimyasal kompozisyonu, toksisitesi,
antimikrobiyal ve antioksidan aktivitelerinin belirlenmesi amaciyla yapilan
calismanin sonucunda bitkinin metanol ekstraktinin yiliksek flavonoid ve fenolik
icerige sahip oldugu (sirastyla 117 mg QE/g ve 294 mg GAE/g ekstrakt) ayrica giiglii
DPPH radikal giderim aktivitesi gosterdigi goriilmiistiir (IC50=82 pg/ml). HPLC-
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DAD ile fenolik bilesenler karakterize edilmis ve 11 bilesen belirlenmistir. Ana
bilesen rozmarinik asit olarak belirlenmis (7584 pg/g ekstrakt) olup bitkinin orta

derecede asetilkolin esteraz inhibisyon aktivitesi sergiledigi saptanmistir (108).

14 Salvia tiriiyle yapilan baska bir ¢aligmada ise Ellman metodu kullanilarak
tiirlerin kolin esteraz inhibisyonu belirlenip kullanilan tiirler arasindan S. cryptantha’
nin toprak iistii béliimiiniin diklorometan ve etanol ekstrelerinin AChE’ ye ( % 56.22

+ 4.18) ve BChE’ ye (% 33.80 + 4.18) kars1 en aktif oldugu gézlenmistir (116).

S. bicolor Desf’nin toprak iistii petrol eteri ve metanol ekstreleri kullanilarak
bitkinin kimyasal kompozisyonu, analjezik, antioksidan, antiinflamatuar ve
antimikrobiyal aktiviteleri belirlenmistir. Ayrica HPLC/MS sonucu 14 fenolik asidin
varligi ortaya konmus olup bunlardan protokatesik asidin baskin oldugu
gbzlemlenmistir (75.22 mg/g kuru 6rnek). Onu p-kumarik (70.27 mg/g kuru 6rnek),
gallik (68.26 mg/g kuru 6rnek ) ve synergic (54.38 mg/g kuru 6rnek) asidin takip
ettigi saptanmigtir. HPLC/MS ile ayrica flavonoid igerikte analiz edilmis ve 5 gesit
flavonoidin varlig1 ortaya c¢ikarilmustir. Icerdigi flavonoidler denapigenin (88.48
mg/100g kuru 6rnek) ve 7-O-glukosid (120.25 mg/100g kuru 6rnek) major bilesik
olarak belirlenmistir. Her iki ekstrenin antioksidan kapasitesi gallik aside es deger
(GAE) olarak DPPH ve total antioksidan kapasitesi teknikleriyle belirlenmistir. Her

ikiside mithim miktarda antioksidan aktivite gostermistir (117).
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3.8. Sekonder Metabolitler

Sekonder metabolitler; basit sekerler, aminoasitler, basit karakterli lipitler ve
yaglar gibi yasamsal faaliyetler i¢in 6nem arz eden primer metabolitlerden olusurlar
(Sekil 1) (118). Sekonder metabolitler bitkinin biiylime ve gelismesinde, dig
etkilerden korunmasinda, savunma mekanizmasinda ve bitkiler arasi etkilesimin
saglanmasinda Onemli rol oynamaktadirlar. Bitkilerdeki bu organik bilesikler

ozellikle ila¢ yapiminda miihim bir yere sahiptir (119).
Sekonder metabolitlerin genel 6zellikleri;

* Yalnizca belirli bir cins/tiire 6zel olabilir, bu sebeple cins/tiiriin biyokimyasal

cesitliligi sinirlt sayidadir,

* Molekiillerin stereokimyasal varyasyonlar1 ve yapisal tiirevleri ise ¢ok

sayidadir,
* Biyosentez siirecinde belirli bir miktar ve zamanda olusur,

» Sentezlendikleri yerden farkli 6zellesmis doku, organ veya sistemlerde
depolanir (6rn.: lipofilik maddeler ve ucucu yaglar salgi ceplerinde bulunabilir)

gerektigi takdirde ya sentezlerde kullanilir ya da enerji gereksimini karsilar,

* Mutasyon sayesinde metabolit olusabilme ihtimali vardir(7).
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Klorofil+ CO»>+ Giines 15131
Fotosentez

v
Karbonhidratlar

Glikoliz

v

Pentoz Devri

Fosfoenol Piruvik Asit

s

Sikimik asit Piruvik asit
Aromatik aminoasitler— Alkaloitler Asetil Koenzim A
v
Sinnamik asitler Aminoasitler «e———— Sitrik asit
v
l Malonil Koenzim A
Flavonoitler Yag asitleri
v v
Fenilpropanoit bilesikler Poliasetilenler
Poliketitler Mevalonik asit
Fenolik Bilesikler Terpenoitler, Karotenoitler. Steroitler

Sekil 1. Sekonder metabolitlerin olusumu
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3.8.1 Terpenler

Terpenler dogal firiinlerin en biliyliik simnifin1 olusturur (120). Bu bilesikler
genellikle uzun bitkilerin her kisminda (¢igek, tohum, yaprak, kok, govde gibi),
yabani otlarda, yosunlarda, alglerde ve likenlerde, hatta mikrobiyal orjinli bazi
bdceklerde bile bulunabilmektedir. Smifin ekstre veya ugucu yag gibi bilesikleri, ilk
caglardan beri, koruyucu, aroma igerigi, sabun, parfiim, ilag ve uyusturucu ilag

olarak kullanilmaktadir (121).

Yalnizca hidrokarbon igeren terpenler olabilmekle birlikte, oksijen igeren yani
alkol, aldehit, keton ve asit grubu tasiyan terpenler de ¢ok fazladir. Oksijen ihtiva
eden terpenler terpenoitler olarak da isimlendirilirler. Bugiin gerek halkali, gerekse
acik zincirli yapida olan gesitli fonksiyonel gruplara sahip 20.000 den c¢ok terpen
yapist biliniyor. Terpenler bitki dokularinda genellikle serbest bir sekilde, bazilari
organik asit esterleri ya da glikozitler halinde, bazen de proteinlerle birlesmis bir

sekilde bulunurlar(122).

Salvia tirlerinin ana bilesenleri terpenoitler ve flavonoitlerdir. Bu bitkilerin
toprak stii boliimleri biiyiik cogunlukla terpenoit, flavanoit ve monoterpenler gibi
ugucu bilesenleri igerirken, kok boliimleri ise esas olarak diterpenoitleri icermektedir.
Hem sesterterpenlere hem de seskiterpenoitlere Salvia tiirlerinde nadiren

rastlanmaktadir.
3.8.1.1.Terpenlerin olusumlari

Terpenlerin ana iskelet bolimii bes karbonlu izopren birimlerinden olusur.
Yapisinda izopren birimi bulunan bilesiklere izoprene benzeyen anlamina gelen
izoprenoit ad1 verilir. izopren birimini meydana getiren mevalonik asitin baslangic
maddesi asetil koenzim A’dir (123). Asetil coenzim A’nin ikincil metabolitlerin
olusumundaki roli Sekil 2'de gosterilmistir. Mevalonik asitin 2 molekiil ATP
(adenozintrifosfat) ile fosforlanmasi akabinde mevalonik asit-5-pirofosfat
olusmaktadir. Mevalonik asit—S5—pirofosfatin tersiyer OH grubunun fosforlanmasi
sonrasinda dehidrasyon ve dekarboksilasyon ile izopentil pirofosfat olusur. izopentil
pirofosfatin enzim ile izomerizasyonu ardindan dimetilallil ester olusur (118).

Bahsini ettigimiz bu iki izomerin kondenzasyonu geranil pirofosfati olusturur. Bu
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madde monoterpenleri vermektedir. Geranil pirofosfatin izopentil pirofosfat ile
kondenzasyonu sonucu farnesil pirofosfati olusturmaktadir. Bu madde
seskiterpenlerin gecis bilesigi Ozelligini gostermektedir. Bu maddenin tekrar
izopentil pirofosfat ile kondenzasyonu geranil-geranil pirofosfati vermektedir.
Geranil-geranil pirofosfat diterpenleri ve karotenoitleri olusturmaktadir. Geranil,
izopentil ve farnesil pirofosfat molekiillerinin birbirleriyle degisik kondenzasyonlar1
ardindan daha yiiksek yapili terpenler olusmaktadir. Ornegin; triterpenler iki farnesil
pirofosfatin, karotenoitler ise iki geranil-geranil pirofosfatin kondenzasyonuyla

olusmaktadir.

Asetil Co A

Mevalonat

A%-IPP, A3-1PP

Geranil - PP (C-10) Monoterpenler

A3-IPP
Seskiterpenler

Farnesil - PP (C-15) / Steroitler
Skualen \

Triterpenler
A3-IPP

Diterpenler
Geranil-geranil - PP (C-20)

Karotenoitler

Sekil 2. Terpenlerin olusumu
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3.8.1.2. Terpenlerin siniflandirilmasi

Izopentil pirofosfat aktif bir olefin bilesigi konumundadir. izopentil pirofosfat
molekiillerinden iki, ii¢, dort, bes, alt1 ve sekizi birleserek halkali ya da acik zincirli
terpenleri olustururlar. Terpenlerin ana iskeletleri 5 karbonlu izopren (2-metil-1,3-
butadien) molekiillerinden olustugundan simiflandirilabilmeleri i¢in izopren
birimlerinin sayisina gore yapilir (Tablo 1). Ruzicka’nin ortaya atmis oldugu
“Izopren Kuralina” gore biitiin terpenlerin karbon iskeletleri izopren birimlerinin iki

ya da daha fazlasinin birlesmesi sonuca olusmustur (124).

Terpenler fiziksel ozelliklerine gore iki gruba ayrilirlar:

1. Ugucu Terpenler: Su buhari sayesinde siiriiklenebilen ugucu yaglar ve kii¢iik

molekiillii terpenler olarak adlandirilirlar.

2. Ugucu Olmayan Terpenler: Biiylik molekiillii terpenler; bazi seskiterpenler,

triterpenler, diterpenler, politerpenler ve sesterterpenlerdir.

Tablo 1. Terpenlerin simiflandiriimasi

izopren Sayis1  Simifi C Sayist
1 Hemiterpenler 5C

2 Monoterpenler 10C

3 Seskiterpenler 15C

4 Diterpenler 20C

5 Sesterterpenler 25C

6 Triterpenler 30C

8 Tetraterpenler (Karotenoitler) 40C

N Politerpenler 5Ch

Hemiterpenler (C5)

Ana iskelet kism1 toplamda 5 karbondan olusan en kii¢iik terpen birimidir.
Izoterpenler kendiliklerinden monoterpenlerin pirolizinden olustugu biliniyorsa da,
istenilen sekilde bu bilesiklerin biyokimyasal olarak elde edilebilmesi imkan
dahilinde degildir (121).
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Monoterpenler

Monoterpenler 10 karbonlu bir yapiya sahip olup bitkiler aleminde yaygin bir
sekilde bulunan ugucu bilesiklerdendir. Parfiim ve gida maddelerinde koku verici
olarak kullanilan antibakteriyal, antifungal, antioksidan ve antikanser etkilere
sahiptirler. Monoterpenler tasidiklar1 ana iskelet yapisina gore siniflandirilirlar,
dogada ¢ok bulunan bazi monoterpen iskeletleri Sekil 3'te gosterilmistir (125). Gaz
kromatografisi ve GC-MS yontemleri bu bilesiklerin analizinde kullanilir (120).

QD Q&

Lineer

Tuyan Tropon Fenkan
Okarvan Pinan Iridoit Kamfan
Seko-Iridoit Gentiana Allaloit Karan Siklositral Plumierides

Sekil 3. Dogada ¢ok bulunan monoterpen iskeletleri
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Monoterpenler baslica 3 grup altinda toplanabilir:

Asiklik monoterpenler:

Diiz zincirli bir yapiya sahiptirler, ¢ifte bag tasiyabilirler. Asimetrik karbon
atomlar1 sebebiyle optik¢e aktiftirler. Hidrokarbonlarina mirsen, aldehitlerine
geranial, alkollerine mirsenol, asitlerine sitronellik asit ve esterlerine neril asetat

ornek olarak verilebilir (Sekil 4).

| | %, -CHO S, Ti
= CO0H CH,OCCH;
OH

Mirzen Mirzenaol Jeranmal Sitronellil asit Menl asetat

Sekil 4. Asiklik monoterpenler
Monosiklik monoterpenler:

Bir halka ve Cifte bag tasirlar. Hidrokarbonlarina limonen, aldehitlerine peril
aldehit, alkollerine terpinen —4—ol, ketonlarina pulegon, esterlerine karvil asetat

ornek olarak verilebilir (Sekil 5).

I3 Ye

Limonen  Terpinen-4-ol  Peril al dehit Pulegon Earvil asetat

Sekil 5. Monosiklik monoterpenler
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Bisiklik monoterpenler:

Cifte bag ve iki halka tasirlar. Hidrokarbonlarina fS-pinen, aldehitlerine mirtenal,

alkollerine verbenol, ketonlarina kamfor, esterlerine bornil asectat 6rnek olarak

verilebilir (Sekil 6).

COH
% % 0 OCOCH;
OH

[-Pinen Verbenol Mirtenal Kamfor Bornil asetat

Sekil 6. Bisiklik monoterpenler

Trisiklik monoterpenler:

Ug halka tasimaktadirlar, kantaridin ve palasonin drnek olarak verilebilir (Sekil

7).

O O

O O
1 O ! O
Palasonin Kantaridin
Sekil 7. Trisiklik monoterpenler
Monoterpen glikozitlere 6rnek olarak nerol glikoz ve harpagit verilebilir (Sekil

8).

X
CH,0—Glu
OGlu
Harpagit Nerol Glikoz

Sekil 8. Monoterpen glikozitler
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Seskiterpenoitler (Cjs)

Daha ziyade ucucu yaglarin bilesiminde bulunmaktadirlar. Ugucu yaglar disinda
ozellikle Compositae familyasinin karakteristik (Santonin, Germakranolid gibi)
bilesikleridirler. Antitimor, sitotoksik, antileukemik ve antimikrobiyal aktiviteleri
bilinmektedir. Aktivitenin o, B-doymamis-y-lakton halkasindan kaynaklandigi
diigtiniiliiyor. Dimeri gossipol ve hemigossipol adli seskiterpen pamugun
olgunlagsmamis ¢i¢ek tomurcuklarinda bulunmakla birlikte tohumlarinda da bulunur

(Gossypium sp.), antifertilik etkiye sahiptir. (7)

Diterpenoitler (Cao)

20 Karbonlu bilesikler halindedirler. Pimarik asit ve izomerleri, abietik asit gibi
regine asitleriditerpen yapiya sahiptirler. Ayrica, Colombo radix’in aci1
maddelerinden furanoditerpenlerdir. Labiatac familyasindan Teucrium chamaedrys
(Kisa Mahmut Otu), flavon, Teucriumscorodonia ugucu yag ve diterpenler tasir.

Antiromatik ve diaforetik olarak kullanilmaktadirlar.

Klorofil, Vitamin A, Vitamin K’nin yapisinda da bulunurlar. Bazi diterpen
tirevlerine alkaloitlerde de rastlanmaktadir. Delphinium, Aconitumve Garrya
alkaloitleri gibi. Labiatae familyasindan Coleus tiirlerinde ise Forskolin
bulunmaktadir. Bu nedenle Coleus’lar glokom, astim tedavisi ve konjestif
kardiyomiyopatide iimit verici bir drogtur. Euphorbiaceae familyasinda bulunan
diterpenler forbol tiirevidirler. Bunun yan1 sira Tymelaceae familyasinda bulunurlar,

dafnan, tiglian ve ingenon tiirevleri seklinde siniflandirilirlar(7).

Triterpenler

Triterpenler alt1 izopren biriminden olugmakta olup 30 karbonlu halkali yapilara
sahiptirler. Bitkilerde serbest olarak bulunabilirler bunun yani sira triterpenik
saponinler olarak isimlendirilen glikozitleri halinde de bulunabilmektedirler. Serbest
triterpenler, aldehit, epoksi, asit, alkol, keton ve lakton gruplarindan bir ya da
birkagin1 bir arada tagiyabilme kapasitesine sahiptirler. Dogal triterpenik bilesiklerin
iskelet yapilar1 Sekil 9'da verildi. Tasidiklar1 fonksiyonel gruplar ve halka sayis1 da

isimlendirmede etkendir. Triterpenler tasidiklar1 halka sayilarina gore pentasiklik,
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trisiklik ve tetrasiklik olarak {i¢ grupta toplanmaktadirlar. Hic siibstitiient

tagimazlarsa triterpen hidrokarbonlar olarak isimlendirilirler.

Triterpenlerin tanimlandirilmasinda renk reaksiyonlar1 onem tagimaktadir.
Liebermann-Burchard en fazla kullanilan renk reaksiyonudur. Mavi—yesil renk
triterpenlerin varliklarin1 gosterirken, ayni reaksiyon steroitlerle yavas bir sekilde

yiiriimekte olup kizil kahve bir renk vermektedir(124).

Ambran (Trisiklik) Lanostan (Tetrasiklik) Ursan (Pentasiklik)

Olean Fridelan Tarakseran

Lupan Hopan

Sekil 9. Triterpen iskeletleri

3.8.2. Steroidler

Hayvanlarda ve bitkilerde yaygin bir sekilde bulunan bilesiklerdir. Mide ve safra
asitleri, adrenal korteks hormonlari, kalp glikozitleri ve cinsiyet hormonlar1 steroit
smifi bilesiklerdir. Steroitlerin karakteristik halka yaptilar1 ise

siklopentanoperhidrofenantren halka sistemidir (Sekil 10).
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4 6

Sekil 10. Steroitlerin iskelet yapisi

Bitkisel steroitler genellikle, C-3’te OH,, C-17°de yan zincir, C-5’te ¢ifte bag
tagirlar. C-3’teki OH grubu, halkadaki metil gruplariyla dik ag1 yaptiklar: takdirde A
ve B halkalar1 cis seklinde birlesmislerdir. Bu konumdaki OH grubu £ seklindedir.
OH grubu metil gruplarina paralel ise A ve B halkalar1 trans yapida olup OH grubu «
halindedir. Yan zincirin konfiglirasyonunda ise steroitlerde bu durum genellikle £
seklindedir. C ile D halkalar1 ve B ile C halkalar1 genellikle ¢rans olarak birlesirler
(126).

/////,,/,

HO
Sekil 11. Kolesterol

UV spektrumu steroitlerin yap1 tayinini yapmak hususunda fazla bilgi vermez.
Steroitlerin ¢ifte baglar1 genel itibariyle izole durumdadir ve 200-210 nm araliginda
giiclii bir u¢ absorpsiyon yaparlar. IR spektrumunda,alifatik C-H baglar1 2850-2900
cm™"de, hidroksil gruplart 3000-3500 cm’de, goriiliir. Parmak izi bolgesi karisik
olmakla birlikte karakteristiktir. '"H NMR spektrumunda, metilen pikleri 1,5-2,5 ppm
araliginda, metil pikleri 0-1,5 ppm araliginda ¢ikar. Steroitlerde metilenpikleri ¢ok
karmasik olmakla birlikte yaygindir. Bu nedenle metilen pikleri yerine metilen zarfi
denilir. Hidroksil grubuna, doymamiglik pikleri 5-6 ppm’de komsu hidrojenler 3,5-
4,5 ppm’de izlenir. Kiitle spektrumunda [M]",[M-H>O]" [M-CH3]" ayrica [M-yan

zincir]" veya [M-D+yan zincir]" pikleri gortiliir.
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3.8.3 Fenolik bilesikler

Fenolik bilesikler genel itibariyle bir ya da daha fazla hidroksil grubu tagimakta
olan aromatik bilesiklerdir. Bu bilesikler bitkilerin ikincil metabolizma {iriinleri
olarak tanmlanirlar. Bitkiler tiirlerinden 8000’in tiizerinde fenolik bilesik elde

edilmistir (118).

Fenolikler en aktif olan dogal antioksidanlar olmakla birlikte, metallerle kelat
olusturmalari, antioksidan etkileri serbest radikalleri baglamalari ve lipoksijenaz
enzimini inaktive etmeleri ile gergeklesmektedir. Bir polifenoliin antioksidan olarak
tanimlanabilmesi igin iki nitelige sahip olmasi gerekmektedir. Birincisi, diisiik
konsantrasyonlarda bile oksidasyonu geciktirebilme, Onleme veya yavaslatma
yetenegine sahip olmasi, ikincisi de kendisi serbest radikale doniistiiglinde kararli bir
formda kalabilme niteligidir (127). Bitkisel gidalarda bulunan fenolik maddeler;
lignanlar fenolik asitler, flavonoitler ve stilbenler benzeri alt gruplara

ayrilmaktadirlar.

Fenolik bilesikler iskeletlerindeki karbon atomu sayilar1 baz aliarak

simiflandirilirlar (Tablo 2).
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Tablo 2. Bitkisel fenolik bilesiklerin siniflandirilmasi

C atomu iskelet Simif Ornek

6 Ce Basit fenoller Hidrokinon
Benzokinonlar 2,6-Dimetoksibenzokinon

7 Ce-Cy Fenolik asitler Salisilik asit

8 Ce-Ca Asetofenonlar 3-Asetil-6-OMe-benzaldehit
Fenilasetik asitler p-Hidroksifenilasetik asit

9 Ce-Cs Hidroksisinnamik asitler Kafeik asit
Fenilpropenler Eugenol
Kumarinler Umbelliferon
Izokumarinler Bergenin
Kromonlar Eugenin

12 Cs-Cs Naftakinonlar Juglon

13 Cs-C1-Ce Ksantonlar Mangiferin

14 Cs-C2-Cs Stilbenler Lunularik asit
Antrokinonlar Emodin

15 Ce-C5-Co Flavonoitler Kersetin
Izoflavonoitler Genistein

18 (C6-C3)2 Lignanlar Pinoresinol

30 (C6-C3-Ce) Biflavonoitler Amentoflavon

N (C6-C3)n Ligninler

(Céo)n Katesol melaninleri
(C6-C3-Ce)n Tanenlerle kondense olmus

flavonlar

3.8.4. Flavonoitler

Flavonoitler fenolik bilesikler arasinda bulunan en genis ve en 6nemli grubudur
(128). Bugtine kadar 5000°den fazla flavonoit tanimlanmis olup en asagi 10 kimyasal
alt grup olarak siiflandirilmaya gidilmistir. Cam ve Hisil (129) flavonoitlerin

bitkilerin fotosentezle iirettikleri ve yasamsal gereksinimleri i¢in kullandiklar1
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aminoasitler, karbonhidrat gibi birincil metabolitlerden tiiremis olduklarin
belirtmislerdir. Flavon bilesiklerinin kimyasal olarak antioksidan &zellik
gostermelerinin asagida Ozetlenen i{ic nedenden kaynaklandigi diisiiniilmektedir
(127).

1. Aromatik halka yapilarindaki hidroksil gruplar1 yardimiyla hidrojen vererek
redoks reaksiyonuna girebilmektedirler ve bu sayede serbest radikalleri yok edebilme

yetenegi kazanirlar.

2. Heterosiklik, aromatikve ¢oklu doymamis baglardan olusan yapilariyla stabil

bir delokalizasyon diizeni olustururlar.

3. Metal kelatlama kapasitesi bulunan yapisal gruplar1 vasitastyla O*~ ve OH~

gibi reaktif oksijen tiirlerinin olusumunu engelleyebilmektedirler.

Tibbi ac¢idan 6nemli kabul edilen bir¢ok bitki tiiriinde flavonoitlerin aktif
ingrediyentler oldugu diisiiniilmektedir. Bitkilerde genellikle glikozitler seklinde
bulunan flavonoitler kimyasal stabiliteye ve hidrolik aktiviteye sahip bilesiklerdir
(127).

Biyosentez arastirmalarindan ¢ikan sonuglara gore fenil alanin gibi
aminoasitlerin enzimatik deaminasyonlarindan olusan sinnamik asit tiirevleri malonil
koenzim A ile kondanse olarak flavonoitleri olusturmaktadirlar. Karbon iskeleti C¢—
C3—Cs seklinde olan flavonoitlerin ana iskeletinde toplamda 15 karbon bulunur (118,

130). Sekil 12°de farkl flavonoit iskeletleri gosterilmistir.

o] O ‘0 O
O OH
o) O

Flavanon Dihidroflavonol

Izoflavon Auron Kalkon Antosiyanidin

Sekil 12. Flavonoit iskeletleri
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3.8.5. Yag asitleri

Yag asitleri yapisal olarak uzun zincirli karboksilik asitlerdir. Doymus ve

doymamis yag asitleri,uzun zincirli alkoller (vakslar), gliserol (kat1 ve sivi yaglar),

seker tiirevleri (glikolipitler), ve bazi fosfor igeren molekiillerle (fosfolipitler)

esterlesmis olarak ortaya c¢ikmaktadirlar. Hidroksi asitler, doymamis yag asitleri,

ketoasitler ve bu fonksiyonel gruplardan iki ya da daha fazlasini igceren asitler

hayvanlarda ve bitkilerde yaygin olarak bulunurlar. Cogu doymamis yag asidinde

bazi yapisal benzerlikler goriilmesine ragmen bunlar1 siniflandirmak oldukca zordur

(Tablo 3,4) (118).

Tablo 3. Dogal olarak olusan A°-Alkenoik asitler

isim Yap

Gadoleik CH:(CH;),CH=CH(CH,),COOH
Oleik CH;3(CH,);CH=CH(CH,);COOH
Palmitoleik CH3(CH)sCH=CH(CH.);COOH
Miristoleik CH;3(CH,);CH=CH(CH,);COOH
A°-undesenoik CH;CH=CH(CH,);COOH
A’-desenoik CH,=CH(CH,);COOH

Tablo 4. Dogal olarak olusan A’ haricindeki diger doymamus alkenoik asitler

Sistematik isim

Yaygin isim

Linderik
Lauroleik
Tsuzuik
Petroselinik

Vaksenik

A*-dodesenoik asit
A’-dodesenoik asit
A*-tetradesenoik asit
Ab-octadesenoik asit

A'-octadesenoik asit
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3.9. Antioksidanlar

Viicudumuzdaki ve besinlerdeki lipitler, niikleik asitler, proteinler ve
karbonhidratlar oksidasyona ugrayabilir ve canli organizmaya zarar verebilecek
oksidasyon {irtinleri olusturabilirler (131). Bu durum genellikle “Oksidatif Stres”
seklinde ifade edilir. Oksidatif stresin bas sorumlular1 reaktif azot ve oksijen

tiirleridir (Tablo 5) (132).

Tablo S. Reaktif oksijen ve azot tiirleri

Reaktif Oksijen Tiirleri Reaktif Azot Tiirleri
Radikaller Radikal Olmayanlar Radikaller Radikal Olmayanlar
. . Azot Oksit - .
Stiperoksit (02*) Hidrojen Peroksit (H202) (;8.)0 - Nitroz Asit (HNO»)
Hidroksi (HO®) Hipoklordz Asit (HCIO) Sg’t,)d“’km Nitrozil Katyonu (NOY)
2
Peroksi (RO2") Hipobromoz Asit HBrO) Nitroksi Anyonu (NO7)
Alkoksi (RO*) Ozon (03) Diazot tetraoksit (N,O4)
Hidroperoksi (HO,*)  Singlet Oksijen ('Ag '0,) Diazot trioksit (N2O3)
Peroksinitrit anyonu
(ONOO")
Peroksinitroz Asit (ONOOH)
Nitronyum Katyonu (NO,")

Alkilperoksi nitrit (ROONO)

Reaktif oksijen ve azot tiirleri insan bedeninde ¢esitli durumlarda meydana

gelirler:

e Hiicrenin normal solunum yapmasi sirasinda yan {iriin olarak azot ve

reaktif oksijen tiirleri olusur.

e Hidrojen peroksit ve siliperoksit miktari, bazi biyomolekiillerin
(adrenalin, dopamin, tetrahidrofolat, sitokrom P450 ve elektron transport
zincirlerinin bazi bilesikleri) oksijen tarafindan dogrudan oksidasyonuyla

artig gosterebilirler (133, 134).

e Viicudumuz, gerek dogal ve gerekse insan kaynakli radyasyona maruz
kalabilmektedir. Yiiksek enerjili elektromagnetik 151n, suyu pargalayabilir ve

hidroksi radikali olusturur (135).
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Azot tlirleri ve reaktif oksijen disaridan da organizmaya alinabilmektedirler.
Sigara ¢ikan dumaninin ana bilesigi NO2*’dir. NO2*’in sigara olefinleri ile reaksiyona
girmesiyle karbon merkezli radikallerin olustugu diistincesi hakimdir. Ayrica sigara
icimi notrofilleri aktive ederek dolayli bir sekilde serbest radikal iiretimini

artirmaktadir (131).

Yabanct organizmalara kargisinda koruyucu bir goérev yiiriiten fagositler
(ndtrofiller, monositler, makrofajlar, eosinofiller) yabanci organizmay1 6ldiirebilmek
icin hidrojen peroksit ve siiperoksit iretirler. Bu Onemli savunma sisteminin
bozuklugu, doku hasariyla sonug¢lanan asir1 fagosit aktivitesinin eslik ettigi romatoit
artirit ve iltihapli bagirsak rahatsizligi benzeri bazi hastaliklara sebep oldugu

bilinmektedir (136-138).

Oksidasyon, radikalik zincir reaksiyonlar1 araciligiyla yiiriir. Radikaller
eslesmemis elektronlarini eglestirme yoneliminde olduklari i¢in 6zellikle gevsek
bagl elektronlar1 koparmaktadirlar. Bu nitelikleri, radikallerin kimyasal olarak aktif
olmalarmi saglamasinin yani sira bunlarin organizmadaki varligi biyomolekiillerin

modifikasyonuna sebep olmaktadirlar.

Azot tiirleri ve reaktif oksijen DNA bazlarin1 hasara ugratarak mutasyona sebep
olmaktadir. OH*(139, 140), O>* (138, 141) ve ONOO~ (142, 143) DNA hasarinin
sebebi olarak bilinir. DNA hasar1 kanserden sorumlu olan bag faktdr olarak kabul
gormektedir (144). Hiicrede DNA tamir mekanizmalari mevcuttur; ancak bu

mekanizmalar bazen yetersiz kalabilirler.

Antioksidanlar, oksidasyonu baglangic ve/veya gelisme basamaginda onleyen
veya geciktiren maddelerdir. Canli organizmalarda antioksidan aktiviteye sahip
bilesiklerin bulunmast yagam i¢in Onemli bir ihtiyagtir. Antimutajenik,
antikarsinojenik, yaslanmay1 geciktirici gibi birgok etki canlilardaki antioksidan
ozellikteki maddelerden kaynaklanir (145). Antioksidan maddelerin eksikliginde
reaktif oksijen ve azot tiirleri kanser, diabet, kire¢lenme, parkinson, AIDS, beyin ve

kalp hastaliklar1 gibi birgok hastaligin ortaya ¢ikmasina sebep olurlar (146).

Dogal kaynakli antioksidanlar, bitkilerde var olan azotlu bilesikler (alkaloitler,

klorofil tiirevleri, proteinler, aminler), fenolik bilesikler (tokoferoller, fenolik asitler,
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flavonoitler,), organik asitler ve karotenoitlerdir (147, 148). Histidin, sistein,
metiyonin, triptofan ve lizin (149) gibi aminoasitlerle birlikte siilfiirlerce zengin
oldugu bilinen tiyoredoksin (150) proteini de antioksidan &zellikler

gostermektedirler.

Yapilan ¢cogu epidemiyolojik calisma bolca meyve-sebze tiiketimi yapilmasinin
kanser hastaliklarini ve kalp-damar hastaliklarini azalttigini ortaya koymustur (151,
152). Sebze ve meyvelerin bu etkileri igermis olduklar1 antioksidan maddelere
(askorbik asit, tokoferoller, karotenoitler, flavonoitler) dayandirilmaktadir. Ornegin
yesil cay yapraklar1 (-)-epikatesin, (-)-epigallokatesin, (-)-epikatesin gallat ve (-)-
epigallokatesin gallat icerirler (153, 154) ve antiaterosiklerotik (155, 156),
antihipertansif (157), antioksidatif (158), antikarsinojenik (51, 156) gibi etkilere
sahiptirler. Katesinler metal iyonlarin1 baglayici ve oksijen radikalini tutabilen

antioksidanlar olarak bilinmektedirler (159, 160).

Bunlarin yani sira sentetik antioksidanlar ise besinlerin bozunmasini énlemek ve
raf Omriinii uzatmak amacgh kullanilirlar. Giiniimiizde BHA (biitillenmis hidroksi-
anisol), PG (propil gallat), BHT (biitillenmis hidroksitoluen) ve TBHQ (¢-
biitilhidrokinon) en ¢ok kullanilan sentetik antioksidanlardir. Ancak sentetik
antioksidanlar ve olusturmus olduklar1 yan f{irlinlerin ¢esitli hastaliklara yol agma
ihtimalinin var oldugunu ortaya koyan ¢alismalar da vardir (45, 161). Bu sebeple
dogal kaynaklardan, sentetik antioksidanlarin yerini alabilecek yeni antioksidan
maddelerin aragtirilmasina yonelik c¢alismalar giderek 6nem kazanmig ve bunun

iizerine yapilan arastirmalar artmistir.
3.9.1.Antioksidan aktivite tayin yontemleri

Antioksidan aktivitenin belirlenebilmesimaksadiyla kullanilan yontemlerden

bazilar1 sunlardir:
e CUPRAC (Bakir (II) iyonu indirgeme antioksidan kapasitesi) yontemi (162).
e FRAP (Demir (III) iyonu indirgeme antioksidan giicli) yontemi (163).
e Folin Ciocalteu yotemi (164).

e TRAP (Toplam radikal tutma parametresi) yontemi (165).
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e Luminol yontemi (166).
o DCFH-DA (Diklorofloresin-diasetat) yontemi (167).
e Fikoeritrin (PE) esasli yontemler (168).
e Krosin yontemi (169).
o DPPH serbest radikali giderim aktivitesi yontemi (170).
e ORAC (Oksijen radikal absorbans kapasitesi) yontemi (171).
e TOSC (Toplam oksiradikal siipiirme kapasitesi) yontemi (172).
o Siklik voltametri yontemi (173).
e [-Karoten renk agilim yontemi (174).
e Siiperoksit anyon radikali giderim aktivitesi yontemi (175).
o ABTS katyon radikali giderim aktivitesi yontemi (176).
e Metal baglama yontemi (177).
3.9.2.Gidalarda kullanilan antioksidanlar

Gidalarda bulunan lipitler, 6zellikle doymamis lipitler, ¢ok hizli bir sekilde
okside olup gidalarin bozulmasina yol agmaktadirlar. Besin maddelerinde
antioksidan maddeler kullanilmasinda asil amag¢ bu oksidasyonu geciktirmek ve

gidalarin raf dmriinii uzatabilmektir (178).
Sentetik antioksidanlar

BHT (butillenmis hidroksi toluen), BHA (butillenmis hidroksianisol), trolox,
propil gallat sentetik antioksidanlardandir. Bunlardan BHA ve BHT lipit
peroksidasyonunu engellemede basar1 saglamaktadir. Trolox, a-tokoferoliin suda
¢cozlinen hali olarak da diisiiniilebilir. Propil gallat’sa suda ¢oziinebilen giiclii bir
antioksidandir. Sentetik antioksidanlar insanlarda sebep olduklar1 negatif etkilerinden
dolay1 son donemlerde bunlarin yerine kullanilabilecek alternatif dogal

antioksidanlar tizerindeki ¢aligmalar biiyiik yogunluk kazanmistir (179).
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Dogal antioksidanlar

Besin maddelerinde koruyucu amaglh olarak dogal antioksidanlarin kullanilmasi
fikri, sentetik antioksidanlarin toksik etkilerinin agiga ¢ikmasi ile hiz kazanmistir.
Ancak sentetik antioksidanlar kadar giiclii antioksidanlar bulabilmek de zordur ve
cogu zaman dogal antioksidanlar gidalar1 korumada tek baglarina yeterli
olmamaktadir ve bu sebeple sentetik antioksidanlarla birlikte kullanilmaktadirlar.
Gidalarda dogal antioksidan kullanimini sinirlayan bir bagka durum da hosagitmeyen
veya cok giiclii olan kokular ve tatlardir. Bu maksatlarla dogal antioksidan madde

arayisinda Lamiaceae gibi kokusu ve tadi hos olan familyalar arastirilmaktadir (178).
3.10. Alzheimer Hastahg1

Alman psikiyatrist Aloist Alzheimer tarafindan 1906 tarihinde tanimlanmis olan
Alzheimer hastaligi (AH), ihtiyarlarda primer dejeneratif demansin en sik goriilen
formudur. Bilinci agik bir insanin giinliik yasamini etkileyecek derecede zihinsel ve
sosyal uyum yeteneginin azalmasi durumuna ‘Demans’ denmektedir (180).
Alzheimer hastaliginda en erken semptom, genel olarak hafiza kaybinin
progresyonudur. Baglangicta bu hafiza kaybini yagliliga bagli unutkanliktan ayirmak
giic gelmektedir. Ancak unutkanligi olanlar bu durumun farkindadir ve giinliik yagsam
aktiviteleri minimum diizeyde kalmaktadir (181). Yakin ge¢misi hatirlayamamak,
yeni bilgilerin hemen unutulmasi, buna karsilik uzak ge¢misi ¢ok iyi hatirlamak
onemli bir niteliktir. Alzheimer hastalarinda konusma bozukluguna sik rastlanir,
tiimce kurmakta zorlanirlar. Hastalik ilerleme kaydettikge bellek problemleri de
giderek artar. Zaman ilerledikge kisisel bakimlarini yapamaz hale gelirler, psikiyatrik
semptomlar bas gosterir ve hasta yataga bagimli kalir (181-183). Alzheimer hastaligi,
beyindeki hafiza ve 6grenme ile alakali bolimlerde kolinerjik noronlarin kayba
ugramastyla baglantili olarak norofibrillerin diigiimlenmesi ve amiloitlerin olusumu
olarak tanimlanir. Kolinerjik ¢ekirdek doku bozulmasi ise kolinerjik sinir iletimini
azaltmaktadir. Birbiri ardina gelen doku bozulmalar1 artan toksisiteye bagli hafiza
kaybiyla sonuglanan geri doniisiimsiiz fonksiyon bozukluklarina sebep olmaktadir.
Alzheimerli hastalarda beynin hippokampus ve neokorteks gibi yliksek mental
fonksiyonlarindan sorumlu bdlgelerinde beyin hiicreleri {izerinde patolojik bir

protein birikimi goriiliir. Olusan mevcut protein birikimi S-amiloit plaklardir.
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3.10.1. Asetilkolinesteraz (AChE) ve butirilkolinesteraz (BChE) inhibitorleri

Standart bir eriskin beyninde AChE yaygin bir sekilde bulunurken, BChE az
miktarlarda bulunmaktadir (184). Asetilkolinesteraz enzimi uyarilabilen tiim
dokularda bulunabilirken, butirilkolinesteraz enzimi ise yalnizca merkezi ve periferal

sinir sistemi plazma ve karacigerde bulunmaktadir (185).

Kolinesteraz inhibitdrleri Amerikan Gida ve Ilag Dairesi (US Food and Drug
Administration, FDA) tarafindan Alzheimer hastaliginin ilk ilag tedavisi olarak
kanitlanmigtir. Alzheimer hastalarindaki iyilestirici etkileri 6 ile 36 hafta arasindaki
tedavi siirecinde incelenmis ve biligsel fonksiyonlarindaki artis gézlem altina
alinmistir(186, 187). Kolinestereazlarin, norolojik olarak koruyucu ve hastaligi
engelleyici etkisinden dolayr, hastaligmm ilk safhalarinda da fonksiyonel
komplikasyonlar1 ve norotoksisiteyi engellemesi Alzheimer hastliginin tedavisinde

umut olmustur.
3.10.2. Kolinesteraz inhibitorlerinin alzheimer hastaliindaki mekanizmasi

Kolinesteraz inhibitorleri, asetilkolinesteraz enziminin sebep oldugu asetilkolin
sinir tagtyicilarinin  yikimini  engellemektedir. Alzheimer hastalarinin  kolinerjik
sinirlerinde asetilkolin miktar1 azalma gosterir. Kolinerjik sinir hiicrelerinin kayb1 ise
biligsel anlamda bir tehlike yaratmaktadir. Asetilkolin enzimi amiloit-beta denilen
plakalarin olugsumunu destekler, bu plakalar ise asetilkolinesteraz enziminin
bozunumunun azalmasina sebep olur (188, 189). Amiloit, ¢esitli klinik bozukluklarda
viicudun bir¢ok organlarinda ve dokularda hiicreler arasinda depolanan anormal bir

proteindir.

Bu protein yapisi dallanmayan fibrillerden olugmaktadir ve beta kivrimli tabaka
yapist gostermektedir. f-Amiloit, 21. kromozomda kodlanan transmembran protein
olan APP (Amiloit Prekiirsor Protein)’nin sekretaz enzimiyle kesilmesi akabinde
olugsur. APP amiloit diziliminde glisin yerine fenilalanin, valin yerine izolosin,
degisiminden dolayr mutasyona sebep olmakta bu da B-amiloit depolanmasinda etkili

olmaktadir.

Bu enzimler y-sekretaz, a-sekretaz, f-sekretaz enzimleridir. Hastalikta a- ve

B- sekretaz enzim akiviteleri arasindaki dengenin B-sekretaz enzim lehine geligme
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gostermesi néronal dejenerasyon sonucu gostermektedir (190). Birmijoin ve Rees
asetilkolinesterazin B-amiloit ile dogrudan etkilesebildiginden bu peptit ¢dziinen
plakalar i¢cinde kiimelenebilme imkéani bulur, buna uygun bir sekilde diizenlenen
kolinestreaz inhibitorleri hastaligin ilerleyisini inhibe ederek bulgusal yararlar
sagladig1 iddiasindadirlar (191). Cok sayida veriye dayanarak, bu arastirmacilarin
hipotezi; asetilkolinesteraz inhibisyonunun amiloit baslatic1 proteini (APP) iiretmesi,
sinir hiicrelerini koruyucu bir siirecin baslamasim saglamaktir (191). Ozetle
amiloitler beyin hiicreleri arasindaki iletisimi Onler ve bunun sonucunda beyin

hiicrelerinin yavas yavag 6lmesine neden olurlar (192).

Alzheimer hastalarinda B-amiloit tiretimi saglikli kabul edilebilecek bir birey ile
ayn1 olmakla birlikte, B-amiloitlerin disar1 atiminda problem yasanmaktadir. Normal
olarak B-amiloitler hiicre disina ¢ikis yaptig1 zaman erir, fakat bazen erimeyen ve
adina “fibril” denilen birikintiler olustururlar. S6z konusu fibriller birbirlerine
yapisarak plakalar haline gelir. Tiim insanlar yaslandikca plaka iiretir. Asil sorun, bu
plakalarin iltihaplanmasiyla sonuclanan reaksiyonlar1 tetiklemesidir. Beyin, genel
itibariyle, enfeksiyonlarla miicadele ederken serbest radikal ad1 verilen toksik ajanlar
iiretir. Iste bu fibriller de benzer bir sekilde reaksiyonlara ortam hazirlar. Néronun
kiiresel govdesi, akson adi verilen ince uzantilarla kaplidir. Bunlar diger hiicrelerle
baglant1 kurmaya yarar. Adina mikrotiip denilen ig¢yapilarin ¢evresinde olusan
uzantilar, besinleri tasir, dolasim sistemi olarak gorev yapar ve kimyasal mesajlarin
iletimini saglar. Bu sistemi, tau isimli bir ¢esit yapiskanl protein birarada tutar.
Tau’nun molekiilleri, mikrotiiplerin kenarlarina sikica yapisir. Alzheimer bas
gosterdiginde, tau molekiilleri ayrilir ve kendiliginden diigiimler olusturmaya

baglarlar. Bu durumda mikrotiipler pargalara ayrilir ve néronlar 6liir (193).

Reaktif oksijen tiirlerinin (ROS) sebep oldugu oksidatif stres, hiicre tahribiyle
sonuglanan biyomolekiillerin oksitlenmesine sebep olur (194). Toksik B-amiloitlerin
yavagca birikimi, siirekli oksidatif stres ve benzeri olaylarla bir araya geldiginde
noronlarda yapisal bozukluga neden olur. Bu siire¢, kavramsal ve davranigsal
bozukluklara, fonksiyonel aksakliklara ve hatta Olime neden olabilmektedir.
Beyindeki B-amiloit birikimini hizlandiran patofizyolojik durumlar Alzheimer’in
ortaya c¢ikig ihtimalini arttrmaktadir (185). Sonucta, oksidatif stres Alzheimer

hastaliginin ilk evrelerinden biri olup, hastalikta patojenik bir role sahiptir (194).
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Beyinde bir noron ile baska bir (tiir) hiicre arasinda veya ndronlar arasinda
iletisimi saglayan kimyasallara “ndrotransmitter” adi verilir. Sinir sistemi boyunca
sinirsel sinyaller bu kimyasal aktaricilar araciligiyla iletilir. Alzheimer hastaligina

sebep olan iki ana norotransmitter vardir.

1. Asetilkolin nérotransmitter: Dokulardaki bilgiyi veya bagka sinirlerdeki bilgiyi

tagiyan asetilkolin gorevini ifa ettikten sonra asetilkolinesteraz adli enzim tarafindan
pargalanir. Bir diger bilgi aktarimi i¢cin yeniden asetilkolin iiretmek ihtiyac1 dogar.
Asetilkolin, Alzheimer hastalarinda gerektigi kadar iiretilmemektedir. Asetilkolini
pargalayan asetilkolinesteraz enziminin frenlenebilmesi sonucunda Alzheimer
hastaliginin ilerleme kaydedemeyecegi diistiniilmektedir (49).

2. Glutamat: Bu ndrotransmitter sinir hiicrelerinde % 70 oraninda vardir. Gorevi,
hafiza ve Ogrenmedir. Alzheimer hastalarinda glutamat ¢ok fazla salgilanir ve bu
durum sinir hiicrelerinin tahribata ugramasma sebep olur. Glutamat salgilanmasi
frenlenebilirse sinir hiicrelerinin dliimiiniin azalacagi ve Alzheimer hastasinin saglik

durumunun koétiilesmeyecegi tahmin edilmektedir(49).

Alzheimer hastaliginda kullanilan iki 6nemli tedavi segenegi “N-metil-D-aspartat
(NMDA) reseptor antagonistleridir”ve “kolinesteraz inhibitorler”. Kolinesteraz
inhibitorleri, diisiince ve bellek ile ilgili bir norotransmitter olan asetilkolinin
pargalanmasini engellemeye yardimci olurlar. NMDA reseptdr antagonistleri ise
bellek fonksiyonlar1 ve 6grenme agisindan 6nem tastyan bir transmitter olan glumat’1

diizenleyici tesire sahiptir (185).
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3.11. Ureaz

Ureaz enzimi (Ure amidohidrolaz; E.C. 3.5.1.5.), hidrolaz kategorisine giren,
iireyl karbon dioksit ve amonyuma normal reaksiyonlara gore 1014 kat daha hizli

kataliz eden bir enzimdir (195, 196).

Ureaz enzimine ozel ilgi gosterilmesinin {i¢ nedeni vardir. ilk neden 1926
tarihinde Sumner tarafindan kristal bir halde izole edilen ilk enzim olmasi, ikinci
neden1975°de Dixon ve arkadaglar1 tarafindan metaloenzimler i¢erisinde nikel iceren
ilk enzim oldugunun bulunmasi, {igiinclisii ise proteinlerdeki siilthidril gruplarin
varhiginin 1951°de ayni arastirmaci tarafindan ilk kez iireaz i¢in tanimlanabilmis

olmasidir (197).

Ureaz bir¢ok bitki, lifli mantarlarda, alg, omurgasiz ve bakterilerde bulunan bir
enzimdir (198). Bilinen biitiin iireazlarin amino asit diziligleri yliksek derecede
benzerlik gosteriyor olmasina ragmen bulundugu kaynaga bagli olarak {iireaz
enziminin bir, iki veya ¢ polipeptit zincirinden olusmus olabilecegini
gostermektedir. Biyokimyasallik baz alindiginda en iyi karakterize edilen yesil
fasulye (Canavalia ensiformis) iireazidir. Bitki {ireazlari ile ilgilien iyi genetik veriler
soya fasulyesi (Glycine max) lireazina aittir. Embriyo-spesifikiireaz yesil fasulye ve
soya fasulyesi gibi tohumlarda bol bulunurken diger tip iireazlar birgok bitkinin

vejetatif dokularinda daha az oranlarda bulunmaktadir (199).

Ureazm islevi in vivo ve in vitro ortamlarda olusan iireyi hidroliz etmek ve
olusan {rlinleri azot kaynagi olarak organizmanin kullanmina sunmaktir. Bu
iriinlerden biri olan amonyum iyonu bitkiler ve toprak mikroorganizmalari

tarafindan alikonup kullanilir (200).

Bitkilerde iireaz muhtemelen savunma proteiniolarak etki etmekte ve azot
transport yollarma katilmaktadir (200). Insan ve hayvanlarda ise iireaz gastro
intestinal ve idrar yollar1 enfeksiyonlarinda, idrar yolu taslarimin olusumuna sebep

olan enfeksiyonlardaviral faktor olarak kendini gostermektedir (201).

Ureaz iizerine yapilan biyokimyasal arastirmalar genellikle kristal yapisi (202),

aktif nikel merkezi (201) ve inhibitorleri {izerine odaklanmistir (203, 204). Ureaz
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ailesinde en ¢ok kullanilan iireaz iiyesi yesil fasulye (Canavalia ensiformis) iireazidir

(205, 206).

Ureaz bilinmekte olan tek nikel icerikli hidrolazdir (207) ve 1 mM’hk EDTA
iceren tampon ¢ozeltileri ile yapilan enzim izolasyonlarinda Ni+2 iyonlarinin

proteine siki bir gsekilde baglandiklar1 goriilmiistiir (200).

Ureazin katalizi sonucunda bircok mekanizma &nerisinde bulunulmustur (208,
209). En ¢ok kabul goren 1999 tarihinde Ciurli ve arkadaglar tarafindan onerilmis
olan iki Ni? iyonunun farkli roller almalar1 iizerine olan yaklagimdir (209). Bu
iyonlardan bir tanesi iireyi baglayarak ve aktive ederken, diger Ni*? iyonunu ise

nukleofil olan suyu baglayarak aktive eder.

Karplus ve arkadaslar1 1997’de Klebsiella aerogenes iireazi i¢in ayrintili bir
mekanizma Onerisinde bulunmuslardir (210). S6z konusu mekanizmada iire birinci
Ni atomuna (Ni'!) karbonil oksijeniyle koordine olurken ikinci Ni atomuna (Ni*%)
hidrolitik su baglanmaktadir. Bu bagli durumda dort iire protonu protein ile hidrojen
bagi olusturmaktadir. Protonlarin {i¢tanesi oksijen atomlarina, dordiincii bag ise
hidrojen akseptorii olarak sistein 319 (Cys319) kalintisina hidrojen bag: ile
baglanmuslardir. Ni’nin hidroksid halindeki OH- tarafi iiredeki karbonil karbonuna
saldirida bulunarak tetrahedral hidrate iire sekli kazandirmaktadir. Hidrat {irenin
olusumu siirecinde iire azotu olan histidin 320 (Hys 320) kalintisi ile etkileserek Hys
320 tarafindan protonlanir. Bu protonlanmada {irenin konjuge asid degeri pKa=-
2’den hidrat iire halinde asag1 yukar1 pKa=6’ya ulagmaktadir. Sonug itibariyle azotun
protonlanmastyla tetrahedral bir merkez olusmakta olup, amonyum iyonu ortamdan
uzaklasir, bagh karbamatsa enzimden disosiye edilebilir bir duruma gelmektedir

(210).
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3.12.Tirozinaz

Tirozinaz (EC 1.14.18.1) polifenol oksidaz, katekolaz, monofenol oksidaz veya
fenolaz olarak da bilinmektedir. Tirozinaz ismi substrat olarak enzimin tirozin
(monohidroksifenilalanin) ve dihidroksifinilalanine kars1i spesifikligi sebebiyle

verilmistir (211).

Sekil 13. Tirozinaz-Melanin

Tirozin; norepinefrin, dopamin, melanin, epinefrin ve tiroksinin 6n maddesidir.

Endojen olarak fenilalaninden sentez edilir. Proteinlerle de viicuda alinmaktadir.

Tirozinaz dogada ¢okca bulunur (212). Daha yaygin olarak bitkilerde bulunuyor
olmasina ragmen, bazi hayvan organlarinda ve mikroorganizmalarda genellikle
mantarlarda bulunur (213). Tirozinmonofenolazla hidroksilasyona ugrar. 3,4-
dihidroksifenilalanin (L-DOPA) difenolazile oksidasyona ugrayarak o-dopakinon’a
doniismektedir. O-dopakinon sulu ¢ozeltilerinde stabil olmamakla birlikte hizlica

non-enzimatik reaksiyon verir (214).

Monofenol + O2 — o-difenol + H20 (1)

2o0-difenol + O2 — 2 o-kinon + 2H20 (2)
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Tirozinaz, melanositlerdeki melanini biyosentetik yolunda ii¢ farkli reaksiyonla
kataliz etmektedir (Sekil 13). Birinci yol; L-DOPA’nindopakinon’a oksidasyonu.
Ikinci yol; tirozinin L-DOPA’ya hidroksilasyonu. Bunlara ek olarak iigiincii yol ise,
insanlarda siklizasyon, dopakinonun ve oksidatif polimerizasyonu da igeren bir seri

kompleks reaksiyonla melaninine doniismesidir (215).

Anormal melanin pigmenti iiretimi insanlarda ¢ok ciddi bir estetik sorundur.
Genel itibariyle orta ve ileriki yaslarda sik bir sekilde rastlanir (216). Kozmetik
olarak miithimdir ve ozellikle yumusak derinin iyi oldugunun bir isareti olarak
degerlendirildigi kiiltiirlerde veya fiziksel giizellige olduk¢a 6nem verilen kiiltiirlerde
hem hayat kalitesini hem de gorlniisii diistirmektedir (217). Eksojen sebepler
ozellikle ultraviyole 1518a maruz kalma melasma, ¢il vesolar lentigines gibi pigmental
anormalliklerin yaygin sebebidir (218). Bazi kimyasallara ve ilaglara maruz
kalmanin yan1 swra belirli hastaliklarn  varligit  da  hiperpigmentasyonla
sonuglanmaktadir. Depigmente edici ajanlar genel itibariyle hiperpigmentasyon

bozukluklarin giderilebilmesi i¢in regetelenmektedir (219).

Dogada bir hayli yaygm olmasiyla birlikte yapilan arastirmalar tirozinazin
ozellikle seftali, avokado, mantar, yumru patates, elma, muz, cay yapraklari, kahve
tohumlar1 ve tiitiin yapraklarinda diger kaynaklardakine oranlandiginda ¢ok daha
yiiksek konsantrasyonlarda oldugunu gostermistir (220). Ayrica yabani piring, kayisi,
bugday, yabami giil, domates, misir yapraklari, enginar, 1spanak, yonca, yulaf,
bezelye, sekerkamisi yapragi, armut, bakla yapraklari, fasulye, liziim, zeytin gibi
meyve ve sebzelerde de tirozinazin oldugu tespit edilmistir (221). Bu yapilan
caligmalar dogrultusunda tirozinaz enziminin biiylik olasilikla tiim bitkilerde

bulundugu seklinde bir genellemeye gidilmistir.

Bitki hiicrelerinde enzimin dagilimi ve miktar1 meyve veya bitkilerin yasina,
tirline ve olgunluguna baghdir (221). Farkli kaynaklardan elde edilen enzim
ekstraktlarinin her ii¢ c¢esit PPO aktivitesine gore farkli oranlara sahip oldugu
bildirilmektedir (223). Patates, baklave mantar, elma, seker pancar1 yapragi gibi
birgok ekstre iki ¢esit PPO aktivitesine de sahip iken, muz, armut, ¢ay yapragi, tiitiin,
hint kirazi, ve kiraz PPO enzimlerinin mono hidroksi fenollere etki etmedigi

anlagilmistir (224). Yesil yapraklarda enzimin ¢ogunlugu kloroplastlardadir. Patates
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yumrusunun neredeyse tim hiicresel fraksiyonlarda protein miktariyla orantili bir
degerde tirozinaz enzimi icerdigi saptanmistir. Taze elmada ise mitokondrilerde ve
kloroplast toplanmistir. Yine enzimin {iziimiin kabugunda etli kismindan veya
iizimiin 6z suyundan daha yiiksek oranda oldugu saptanmistir. Tirozinaz enzimi
elmanin biitin bolimlerinde saptanmasina ragmen armut ve elmanin her ikisinin
suyu tirozinaz aktivasyonundan neredeyse tamamen yoksundur ve tirozinaz
neredeyse tamamen posada kalmaktadir. Benzer sonug {i¢ erik, onalt1 seftali, ii¢ kiraz

kiiltiirtinde de bildirilmistir. Mitokondri ve kloroplast fraksiyonlarindan elde edilen
enzimin substrat spesifikligi de farklilik gostermektedir (221).

Bitkilerde mevcut olan tirozinaz igerigi tarimsal ydntemlerden de etkilenir.
Ornek verecek olursakseker kamisi yapraklarinda aktivite diizeyi, toprak eser

element olarak bakir ile muamele edildiginde artig gostermektedir (221).

Tirozinaz bitkisel dokularda ilk 6nce inaktif formlar halinde sentezlenmekte ve
zaman gectikge cesitli etkenlerle, 6rnegin dokuda dogal olarak bulunan proteazlar
veya birtakim solunum metabolitlerince aktif hale getirilmektedirler. Iste bu
sebeplerle bitkisel dokularda ¢ogunlukla bu enzimin bir bélimii inaktif formda, bir
bolii ise aktif formda bulunmaktadir. Ornek verecek olursak aktif formdaki
enzimlerin, inaktif formdakilere orani; marullarda 2:1, ispanaklarda 1:2 ve
domateslerde 1:1 oldugu halde bakla, bezelye ve fasulye ¢esitlerinde tiim tirozinaz

enzimlerinin inaktif halde bulunabildigi belirlenmistir (225).

Tirozinaz insanlarda dahil olmak iizere hayvansal organizmalarin 6zellikle de
deri, goz pigmentlerinde ve sagta bulunur (220). Gessard, miirekkep baliginin
miirekkep kesesinde; Onslow, Bhagvat ve Richter eklem bacaklilarin kaninda siyah
ik tavsanlarin derilerinde (226); Pinhey, bazi kabuklu hayvanlarin kaninda;
tirozinaz enziminin var oldugunu bildirmislerdir (227). Arnow derinin giines 15181 ile
bronzlagmasinin tirozinaz tesiriyle oldugunu bildirmistir (228). Tirozinaz

boceklerdeki dig iskelet olusumunda da ¢ok ciddi bir 6neme sahiptir (229).

Karidesler ekonomik deger bakimindan ciddi getirisi olan su iiriinlerindendir.
Oliim sonras1 karideslerin kararmaya basladiklari gdzlemlenebilir. Kararma, raf
Omiirlerinin kisalmasina, besinsel kayiplara dolayisiyla pazar degerinin diismesine,

tiiketici saghgmn tehlikeye girmesine neden olur. Ulke ekonomisi agisindan bu
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olaym  mimkiin  oldugunca  geciktirilmesi  gerekmektedir. = Kararmanin
geciktirilebilmesi i¢in; sodyum bisiilfit benzeri siilfit bilesiklerinin yaninda
eritorbatlar, 4-heksilresorsinoller, fisin, kojik asit, sodyum benzoat, mantar ve ¢icekli
bitkilerden elde edilen ekstraktlar, deniz suyuyla yikama, hizli dondurma ve buzlama

gibi yontemler de kullanilabilmektedir.

Melanosisin Onlenmesi i¢in sodyum bisiilfit gibi siilfit bilesikleri, 4-
heksilresorsinoller, glutatyon, eritorbat, fisin, sistin, sodyum benzoat ile kojik asit,
cicekli bitkilerden elde dilen ekstraktlardaki fenolik bilesikler, mantarlardan

hazirlanan ekstreler (230, 231) ve hizli dondurma yontemleri kullanilmaktadir.
3.13. LC-MS Teknikleri

Kiitle spektrometrisi (MS), yap1 aydinlatilmasi, organik, biyoorganik ve
organometalik bilesiklerin dogrulanmasi ve farmasotik, adli tip, gida, ¢evre ve diger
bilimlerde miktarsal analiz i¢in yogunlukla kullanilmaktadir. MS dedektorleri
bilinmeyen maddelerin yapisal saptamalar1 ve dogrulanabilmesi icin genis dlclide

kullanilirlar (232).

MS dedektdrleri; manyetik kuvvet alanlarini ve/veya elektrik kullanarak iyonlar1
kiitle/ylik (m/z) oranlarina gore ayiran optik cihazlardir. MS"deiyonlar m/z oranlarina
gore ayristirmak, numuneden iyonlar1 olusturmak ve iyonlarin bollugu 6lgiiliir. MS
dedektorleri notr molekiillerin kiitlesini dogrudan 6lgme yeteneginden yoksundur.

Molekiilii iyonlastirarak iyonun kiitle/yiik (m/z) oranini 6lgerler.

Kiitle spektrometre cihazlar1 {i¢ temel birimden olugmaktadir iyonlari
elektromanyetik alan uygulayarak kiitlelerine gore siralayan kiitle analizorii, numune
molekiillerini gaz fazindaki iyonlara doniistiiren bir iyon kaynagi ve her bir iyonun
miktarini hesaplayan bir dedektdr. Kiitle spektrometre teknigi hem kalitatif hem de
kantitatif maksatlarla kullanilabilir (233).

3.14. GC/MS

GC/MS analizi ad1 verilen yontemde, kiitle spektrometrisi ve gaz kromotografi
teknikleri birlikte kullanmlir. Gaz kromotografi (GC) karigimdaki bilesenleri
birbirinden ayirir ve ona bagh bulunan kiitle spektrometresi (MS) ise, bu bilesenlerin

her birinin yapisal niteliklerine iliskin olan bilgileri elde etmemizi saglar. Eger
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derigsimi bilinen standartlar kullanilacak olursa, GC/MS yontemiyle drnekteki ilgili

nicel veriler de elde edilir.

GC yodnteminde karigimin oldukga kiigiik bir kismini analiz etmek miimkiindiir.
Bu yontemde uygulama, genellikle numunenin seyreltik bir ¢dzeltisinin 0,001 mL
(1,0 pl)'lik ya da daha az olan bir miktarinin, bir siringayla gaz karomotografinin
isitilan  kismina  verilmesiyle baglamaktadir. Numune, enjeksiyon boliimiinde
buharlagir ve soy bir gazla kapiler kolona tasinir. Tipik bir kapiler kolon, ¢ap1 0,1
mm ile 0,5 mm arasinda degisen ve 10-30 m boyunda olan ince bir borudur ve
sicaklig1 analiz edilecek numunenin uguculuguna goére ayarlanmasi miimkiin olan bir
bolmenin (‘firinin’) igerisine yerlestirilmistir. Kapiler kolonun i¢ yiizeyi, genel
itibariyle polar olmayan bir ‘duragan fazla’ kaplanir (duragan faz olarak, yiiksek
kaynama noktasimna sahip viskoz sivilar olan silikon esasli polimerler kullanilir).
Karigimdaki molekiiller, bir gaz tarafindan kolon boyunca siiriiklendikleri esnada,
kaynama noktalarina ve duragan faza ilgisi yliksek olan molekiiller kolonu daha uzun
siirede gegerken, kaynama noktasi diisiik olan ve polar olmayan molekiiller kolonu
cok daha erken gecerler. Her bir bilesenin kolonu gegme zamanina alikonma siiresi
ismi verilir. Alikonma siiresinin uzunlugu, numuneye ve kullanilan kolona bagl

olmak tizere, genellikle 1 ile 30 dakika arasinda degisebilir.

Karisimdaki bulunan her bir bilesen GC kolonundan g¢iktiktan sonra kiitle
spektrometrisine girmektedir. Burada elektron bombardimanina ugrayan Ornek
molekiillerinden parcalar ve molekiiler iyon olusur. Ve sonunda bu kisimda kiitle
spektrumu elde edilir. Bu sayede, orijinal karisimda bulunan her bir bilesenin ayrilip
kiitle spektrumlarinin  kaydedilmesi olduk¢a Onemli bir avantajdir. GC/MS
yonteminin karigimlar1 ayirma ve her bilesenin yapist hakkinda bilgi saglama
yetenegi onu analitik, organik sentez ve adli tip laboratuarlarinin vazgegilmez araci

haline getirmistir. (234).
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4. GEREC VE YONTEM

4.1. Bitkisel Materyaller

Salvia cerino-pruinosa Rech var. elazigensis A. Kahraman, F.Celep & Dogan
(Resim 1), yapilan arazi taramalarinda, 13-23 Temmuz 2015 tarihleri arasinda, " B7
Elazig: 20. km Elazig™ dan Pertek™ e, Kiregtagli yamaglar, 1010 m, 38°49'12" N,
39°13'02" E, 16 Temmuz 2015, M. Firat 32539 (VANF) " lokasyonunda, bitkiden 4
kg almarak kurutuldu ve Herbaryum o6rnekleri M.Firat dubletleri ile Yiiziincii Yil
Universitesi Fen Fakiiltesi Herbaryumuna (VANF) konmustur.

2015 wyilinda ilk arazisinde toplanan Salvia cerino-pruinosa Rech var.
elazigensis A. Kahraman, F.Celep & Dogan tiirii 2016 ve 2017 yilinda da ayni
lokaliteden ve yilin ayn1 ayinda 300’ er gram toplandi (Tablo 6).

Tablo 6. Calisilan Salvia cerino-pruinosa Rech var. elazigensis A. Kahraman, F.Celep & Dogan
tiiriiniin toplanma yerleri, zamanlar ve herbaryum numaralar:

Toplanma yeri Toplanma zamam Hava Herbaryum
sicakhigi numarasi

B7 Elazig: 20. km Elaz1g dan Pertek e, Kiregtash yamaglar, 16 Mayis 2015 25°C M. Firat 32539

1010 m, 38°49'12" N, 39°13'02" E (VANF)

B7 Elaz1g: 20. km Elazi1g dan Pertek e, Kiregtash yamaglar, 25 Mayis 2016 26°C M. Firat

1010 m, 38°49'12" N, 39°13'02" E 32685(VANF)

B7 Elazig: 20. km Elaz1g dan Pertek e, Kiregtash yamaglar, 12 Mayis 2017 24°C M. Firat 33831

1010 m, 38°49'12" N, 39°13'02" E (VANF)

Resim 1. Salvia cerino-pruinosa Rech var. elazigensis A. Kahraman, F.Celep & Dogan
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4.2. Kimyasal Maddeler, Coziiciiler ve Cozeltiler
4.2.1. Kimyasal maddeler ve coziiciiler

p-karoten, linoleik asit, kersetin, pirokatekol, 1,1-difenil-2-pikrilhidrazil
(DPPH), biitillenmis hidroksitoluen (BHT), biitillenmis hidroksianisol (BHA),
potasyum iyodiir, potasyum hidroksit, DTNB (5,5-ditiyobis(2-nitro benzoik asit)),
asetilkolinesteraz, butirilkolinesteraz, o-tokoferol Sigma firmasindan (St. Louis);
Tween-40, hekzan, petrol eteri, kloroform, diklorometan, dietil eter, metanol, etanol,
aliminyum nitrat, potasyum asetat, hidroklorik asit, silika jel 60 (0,063-0,200 mm;
70-230 mesh ASTM, Merck KGaA 1.07734), ince tabaka plaklar1 (Alufolien
Kieselgel 60F254, Merck KGaA 1.05554) Merck (Darmstadt, Almanya), Sephadex
LH-20, galantamin hidrobromiir, sodyum metoksit, aliiminyum kloriir (Sigma-
Aldrich), asetiltiyokolin  iyodiir, Folin-Ciocalteu  reaktifi  (Applichem),
butiriltiyokolin iyodiir (Fluka), susuz sodyum siilfat, sodyum karbonat, sodyum
asetat, borik asit, sodyum hidrojen fosfat ve sodyum dihidrojen fosfat Riedel-de-
Haen firmasindan, iireaz (Canavaliaensiformis (Jack bean)Tip III, toz, 15.000-
50.000 tinite/g), fenol (>99%), iire (>99.5%) vekojic asit, tirozinaz (liyofilize toz,
>1000 iinite/mg) ve  3,4-dehidroksi-t-fenilalanin ~ (>98%)Sigma  (Almanya)
firmasindan temin edildi. Kullanilan kimyasal maddeler ve tiim ¢dziiciiler analitik

safliktadir.
4.2.2. Cozeltilerin hazirlanmasi
4.2.2.1. Toplam fenolik miktar tayininde kullanilan ¢o6zeltiler

% 2'lik Sodyum karbonat ¢ozeltisinin hazirlanmasi: 2 g NaxCOs 100 mL'lik

balon jojeye konuldu ve bir miktar deiyonize su ile ¢ozildi. Coziinme

tamamlandiktan sonra deiyonize su ile hacmine tamamlanda.

Folin-Ciocalteu Fenol Reaktifi (Fosfotungistik-fosfomolibdik asit + CuSOs)

satin alindig1 sekilde kullanildi.
4.2.2.2. Toplam flavonoit miktar tayininde kullamlan cozeltiler

% 10'luk Aliiminyum nitrat ¢dzeltisinin hazirlanmasi: 17,6 g AI(NO3)3.9H,0

100 mL'lik balon jojeye konuldu ve bir miktar deiyonize su ile ¢oziildii. Coziinme

tamamlandiktan sonra deiyonize su ile balonun hacmine tamamlandi.
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1 M Potasyum asetat ¢ozeltisinin hazirlanmasi: 9,6150 g CH;COOK 100 mL'lik

balon jojeye konuldu ve bir miktar deiyonize su ile ¢oziildii. Coziinme

tamamlandiktan sonra deiyonize su ile balonun hacmine tamamlandu.
4.2.2.3. f~Karoten renk a¢cihm yonteminde kullanilan ¢6zelti

p—Karoten reaktifinin hazirlanmasi: 0,2 mg f-Karoten 1 mL kloroformda

¢oziilerek bir balona aktarildi. Uzerine 200 pL Tween—40 ve 20 pL lineloik asitten
ilave edip karistirildi. Vakum altinda kloroform ucurulduktan sonra {izerine daha

onceden oksijen ile doyurulmus 50 mL su ilave edildi ve kuvvetlice ¢alkalandi.
4.2.2.4. DPPH serbest radikali giderim aktivitesi yonteminde kullamilan ¢ozelti

0.1 mM DPPH cozeltisinin hazirlanmasi: 4 mg DPPH tartilarak 100 mL etil
alkolde ¢oziildii.

4.2.2.5. ABTS katyon radikali giderim aktivitesi yonteminde kullanilan ¢6zelti

7 mM ABTS katyon radikalinin hazirlanmasi: 19,2 mg ABTS tartilarak 5 mL
suda ¢oziildii. Uzerine toz halinde 3,3 mg potasyum peroksi disiilfat (K2S20s)
eklenip karistirildi. Karanlikta oda sicakliginda 12-16 saat beklendi. Bekleme siiresi
sonunda ¢ozelti kullanilmaya baglamadan 6nce absorbsiyonu ~0.70 olacak sekilde

seyreltildi.
4.2.2.6. CUPRAC yonteminde kullanilan ¢ozeltiler

10 mM Bakir (II) kloriir dihidrat ¢6zeltisinin hazirlanmasi: 42,62 mg
CuCl.2H;O0 tartilarak 25 mL suda ¢oziildi.

1 M Amonyum asetat tamponunun hazirlanmasi: 1,927 g NH4OAc tartilarak 25

mL suda ¢6ziildii, NH3 ve asetik asit yardimiyla pH= 7’ye ayarlandi.

7.5 mM Neokuproin ¢dzeltisinin hazirlanmasi: 76,6 mg neokuproin tartilarak 50
mL % 96’lik alkolde ¢oziildii.

4.2.2.7. Antikolinesteraz aktivite tayininde kullanilan c¢ozeltiler

0.1 M NapHPO4.2H>O ve 0,1 M NaH;PO4.2H>O c¢ozeltilerinin hazirlanmasi:
8,890 g Na;HPOg tartildi ve 500 mL deiyonize su ile ¢ozildi. 1,56 g NaH>PO4

tartild1 ve 100 mL deiyonize su ile ¢dziindii.
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pH 7 Tamponu: Hazirlanan 0,1 M Na;HPO4+.H,O ¢o6zeltisinden 6,1 mL ve
hazirlanan 0,1 M NaH,PO4.2H,O c¢ozeltisinden 3,9 mL alinarak Kkaristirildi ve

deiyonize su ile 20 mL'ye tamamlandi. pH metre ile pH 7 kontrol edildi.

pH 8 Tamponu: Hazirlanan 0,1 M Na>HPO4+.H>O c¢ozeltisinden 94,7 mL ve
hazirlanan 0,1 M NaH>PO4+.2H,O c¢ozeltisinden 5,3 mL alinarak Kkaristirildi ve

deiyonize su ile 200 mL'ye tamamlandi. pH metre ile pH 8 kontrol edildi.

DTNB reaktifinin hazirlanmasi: 16 mg DTNB 1 mL pH 7 tamponunda ¢6ziildii.

7,5 mg NaHCOs 1 mL pH 7 tamponunda ¢6ziildii. Her iki ¢zelti karistirilarak hacim
pH 7 tamponuyla 4 mL'ye tamamlandi. Kullanilmadan 6nce pH 8 tamponuyla hacmi

8 mL'ye tamamlandi.

Enzim ¢Ozeltisinin _hazirlanmasi: 0,2 mg enzim (asetilkolinesteraz ve

butirilkolinesteraz ayr1 yerlerde olmak iizere) 1 mL fosfat tamponunda (pH 8)

¢Oziildii.

Asetiltiyokolin iyodiir ¢dzeltisinin hazirlanmasi: 16,4 mg asetiltiyokolin iyodiir 8
mL deiyonize suda ¢oziilerek pH 8 tamponuyla hacmi 16 mL'ye tamamlandi.

Butiriltiyokolin iyodiir ¢6zeltisinin hazirlanmasi: 4 mg butiriltiyokolin iyodiir 8
mL deiyonize suda ¢oziilerek pH 8 tamponuyla hacmi 16 mL'ye tamamlandi.

Asetilkolinesteraz enziminin hazirlanmasi: 1,17 mg (498,3498 U) AChE enzimi

almarak 5 mL pH=8 tampon ¢6zeltisinde ¢oziildii ve 1’er mL’lik bes boliime ayrildi.
Her biri i¢in 99,66996 U/mL’lik konsantrasyon saglanmis oldu ve 1 mL’lik stoklar
da 125 pL’lik 8 esit boliime ayrildi (0,09966996 U/uL). 125 pulL’lik enzim ¢ozeltisine
460 pL pH=8 tampon ¢ozeltisi eklendi (0,021297U/uL) . 585 uL ¢ozelti 25 pl’ik 23
tane kiiglik eppendorf tiiplere doldurularak daha sonra kullanilmak {izere derin
dondurucuda bekletildi. Stok ¢ozeltiler kullanilmadan dnce pH=8 tampon ¢ozeltisiyle
2150 pL’ye tamamlandi (2,476x104 U/uL).

Butirilkolinesteraz enziminin hazirlanmasi: 1 mg (11,4 U) BChE enzimi alinarak

5 mL pH=8 tampon ¢ozeltisinde ¢ozildi (2,28 U/mL). Bu ¢ozeltiden 300 pL’lik
stoklar olusturulup kiiciik siselere dolduruldu ve daha sonra kullanilmak {izere derin

dondurucuda bekletildi (0,00228 U/uL). Stok ¢ozeltiler kullanilmadan 6nce 1850 pL
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pH=8 tampon ¢odzeltisinden eklenerek kullanima hazir hale getirilir (3,1813x10*
U/uL).

4.2.2.8. Ureaz aktivite tayininde kullanilan ¢ozeltiler

pH 8,2 Fosfat tamponunun hazirlanmasi:0,001 M NaH,PO4'den 4 mL, 0,01 M
NapHPOs'den 96 mL alinip olusturulan 100 mL'lik ¢dzelti deiyonize su ile 200

mL"ye seyreltildi.

Fenol reaktifinin hazirlanmasi: %1 lik fenol reaktifi i¢in 200 mg fenol 10 mL
deiyonize suda c¢ozildi. %0,005'lik sodyum nitroprussid i¢in 1 mg sodyum
nitroprussid alinip 10 mL deiyonize suda ¢0ziildii. Hazirlanan fenol reaktifi ve

sodyum nitroprussid 1:1 oraninda karigtirild1.

Alkal reaktifinin hazirlanmasi: %0,5°lik NaOH i¢cin 100 mg NaOH 10 mL
deiyonize suda ¢oziildii. 0,1 lik NaOCI i¢in 0,1105-0,1658 mL NaOCI (%10-15) 10

mL deiyonize suda ¢6ziildii. Daha sonra hazirlanan NaOH ve NaOCI ¢ozeltileri 1:1

oraninda karigtirildi.

Ureaz enziminin hazirlanmasi: 1 mg enzim 1 mL tampon ¢dzeltisinde ¢oziildii.
50 uL'lik porsiyonlara ayrilarak eppendorf tiiplerine kondu. Kullanilirken 2000 pL
veya 3000 pL ye tampon ¢ozeltisiyle seyreltildi.

Substrat ¢dzeltisinin hazirlanmasi: 0,1 M'lik {ire ¢ozeltisi tampon c¢ozeltisi

kullanilarak hazirlandi.

4.2.2.9. Tirozinazaktivite tayininde kullanilan ¢ozeltiler

Tampon ¢dzeltisinin hazirlanmasi (pH:6.8): 0,1 M Na;HPO4 den 49 mL, 0,1 M

NaH,POs'den 1 mL alinarak hacmi deiyonize su ile 200 mL"ye seyreltildi. Boylece
¢ozeltinin molaritesi 100 mM oldu. Tekrardan yan yariya seyreltilerek molarite 50

mM olacak sekilde ayarlandi ve pH kontrol edildi.

Tirozinaz enziminin hazirlanmasi: 1 mg enzim 250 pL tampon ¢ozeltisi
kullanilarak ¢6ziildii. 50 pL'lik porsiyonlar halinde eppendorf tiiplerine kondu.
Deneyde kullanilirken 50 pL’lik enzim porsiyonlar1 2000 pL veya 3000 pL tampon

¢oOzeltisinde ¢oziildi.

L-DOPA ¢ozeltisinin hazirlanmasi:8,4 mg DOPA 5 mL deiyonize suda ¢oziildii.
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4.2.2.10. Standart ¢ozeltilerinin hazirlanmasi

Kersetin Cozeltisinin Hazirlanmasi: 25,8 mg kersetin 25 mL etil alkolde

¢oziilerek 1000 ppm'lik konsantrasyonda kersetin ¢ozeltisi hazirlandi.

Pirokatekol Cozeltisinin Hazirlanmasi: 10 mg pirokatekol 100 mL su ile

¢oziilerek 100 ppm'lik pirokatekol ¢dzeltisi hazirlandi.

BHT (2,6-di-¢-biitil-1-hidroksitoluen) Cozeltisinin Hazirlanmasi: 10 mg BHT 10

mL etanol i¢ide ¢oziilerek 1000 ppm'lik BHT ¢o6zeltisi hazirlandi. Ayrica 2500
ppm'lik ¢ozelti de hazirlandi.

BHA (2-t-biitil-4-hidroksianisol) Cozeltisinin Hazirlanmasi:10 mg BHA 10 mL

etanolde ¢oziilerek 1000 ppm'lik BHA ¢o6zeltisi hazirlandi. Ayrica 2500 ppm'lik

¢Ozelti de hazirland1.

a-Tokoferol Cozeltisinin Hazirlanmasi: %97'lik 10,31 mg a-tokoferol 10 mL

etanolde ¢oziilerek 1000 ppm'lik a-tokoferol ¢ozeltisi hazirlandi. Ayrica 2500
ppm'lik ¢ozelti de hazirlandi.

4000 uM Galantamin Cozeltisinin Hazirlanmasi: 2,3 mg galantamin 2 mL

etanolde ¢oziilerek galantamin ¢ozeltisi hazirlanmig olur.

Tiyotire Cozeltisinin Hazirlanmasi: 2 mg tiyoiire 2 mL etanolde ¢oziilerek

tiyotire ¢ozeltisi hazirlandi.

Kojik Asit Cozeltisinin Hazirlanmasi: 2 mg kojik asit 2 mL etanolde ¢oziilerek

kojik asit ¢dzeltisi hazirland.
4.3. Cihazlar ve Diger Gerecler

e UV/Vis spektrofotometresi (Shimadzu UV-1601, Japonya)

e IR spektrofotometresi (Perkin Elmer Tetra-100)

e NMR (Varian UNITY INOVA-500 MHz ve Varian UNITY INOVA-600 MHz)
e LC-MS/MS (Shimadzu LCMS 8040 model)

e LC-MS-IT-TOF (Shimadzu)

e GC-MS (20AT Agilent)

e Rotaevaporator (Biichi, Isvigre)
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e Otomatik pipetler (20-200 pL, 100-1000 pL, 500-5000 pL) (Eppendorf,
Almanya)
e Hassas terazi (Scaltec SBA 31)

e Manyetik karistirict (Heidolph MR 3001, Almanya)

e pH-metre (Thermo,USA)

e BioTek Power Wave XS (Amerika Birlesik Devletleri)
e Elma S15 ultrasonic bath (Almanya)

e Ultra saf su cihazi (Younglin Instrument, aquaMAX-Ultra, Kore)
e Vortex (LMS Co. LTD, Japonya)

e Hesap makinasi (Casiofx-3600 PA, Japonya)

e Pulvarizator

e lcm’lik cam kiivetler

e Balon jojeler (10, 25, 50, 100 mL)

e Magnetler

e Armudi cam balonlar

e Tanklar

e Ayirma hunileri (1 L’lik)

4.4. Ekstrelerinin Hazirlanmasi

Arazi ¢aligsmalar1 sonucu toplanan S. cerino-pruinosa var. elazigensis tiiriiniin 6n
biyolojik aktivite deneylerinde kullamilmak tizere kloroform ve etanol ekstreleri
hazirlandi. Genel olarak etanol ekstre veriminin kloroform ekstre veriminden yiiksek
oldugu belirlendi (Tablo 7). Ayrica S. cerino-pruinosa var. elazigensis bitkisi az
miktarda cigek, yaprak, dal ve kok seklinde kisimlara ayrildi. Bu kisimlarin LC-
MS/MS'te fenolik igerigin miktarsal tayini i¢in etanol ekstreleri hazirlandi. Bu
kisimlardan ozellikle yaprak ve ¢igek esktrelerinin veriminin dal ve kok ekstre

veriminden daha yiiksek oldugu tespit edildi (Tablo 8). izolasyon caligmalari icin
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toplanan S. cerino-pruinosa var. elazigensis tirii kok ve toprak Ustli kisimlara
ayrilarak golgede kurutuldu. Bu ftiirlerin kloroform ve etanol ekstreleri hazirland1
(Tablo 9). Ozellikle izolasyon galigmalar1 i¢in klorofil ve tiirevleri ¢ok ciddi
problemlere yol agmaktadir. En azindan kok kisimlarinin ekstreleri hazirlanarak
izolasyon ¢aligmalarinda klorofil ve tiirevlerinin neden olacagi problemlerin Oniine
gecilmesi  diisliniildii. Genel olarak toprak {istli kisimlardan hazirlanan etanol
ekstrelerinin  veriminin daha yiiksek oldugu goriilmektedir. Ayrica yag asidi
bilesimini GC-MS ile belirlemek i¢in petrol eteri ekstreleri hazirlandi (Tablo 10).
Ayrica elde edilen tiim ekstraktlarin ¢oziiciileri evaporatdorde uguruldu. Coziiciiden

kurtarilan ekstraktlar tartilarak % verim hesaplar1 yapild1.

Tablo 7. . On biyolojik aktivite deneylerinde kullamlan S. cerino-pruinosa var. elazigensis‘in
etanol ve kloroform ekstrelerinin % verimi

Kodu Kuru Ekstre %verim
miktar (g) (2
Salvia cerino-pruinosa var. elazigensis SCE-KE 48,50 1,51 3,11
(Karisik-Etanol)®
Salvia cerino-pruinosa var. elazigensis SCE-KK 28,90 0,21 0,72

(Karisik-Kloroform)

#Kangik: Bitkinin kok, yaprak, cigek ve dal kisimlarimin karisitmindan hazirlanan ekstre

Tablo 8. LC-MS/MS ile fenolik analizi icin kullamlan S. cerino-pruinosa var. elazigensis 'in
etanol ekstrelerinin % verimi

Kodu Kuru Ekstre (g) % Verim
Miktar (g)
Salvia cerino-pruinosa var. elazigensis (Cicek) SCE-C 10,65 0,99 9,36
Salvia cerino-pruinosa var. elazigensis (Yaprak) SCE-Y 10,27 0,68 6,60
Salvia cerino-pruinosa var. elazigensis (Dal) SCE-D 15,86 0,06 0,40
Salvia cerino-pruinosa var. elazigensis (KoKk) SCE-K 28,31 0,42 1,47
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Tablo 9. izolasyon ¢alismalar icin kullanilan S. cerino-pruinosa var. elazigensis'in etanol ve
kloroform ekstrelerinin verimi

Kodu Kuru Ekstre (g) % Verim
Miktar (g)

Salvia cerino-pruinosa var. elazigensis (T.U- SCE-TUE 2814 107,88 3,83
Etanol)

Salvia cerino-pruinosa var. elazigensis (Kok- SCE-KE 1343 20,00 1,49
Etanol)

Salvia cerino-pruinosa var. elazigensis (T.U- SCE-TUK 2814 19,04 0,67
Kloroform)

Salvia cerino-pruinosa var. elazigensis (Kok- SCE-KK 1343 12,9 0,96
Kloroform)

Tablo 10. 2015-2016-2017 yillarinda toplanan yag asidi analiz icin kullamlan S. cerino-pruinosa
var. elazigensis 6rneklerinin petrol eteri ekstrelerinin verimi

Tiir Kod Kuru Miktar (g) %Verim
2015/2016/2017
S.cerino-pruinosa var. elazigensis SCE-PE 50 0,50/0,52/0,46

4.5. Toplam Fenolik ve Flavonoit Miktar Tayini

Ekstrelerin toplam fenolik icerikleri Folin-Ciocalteu reaktifi kullanilarak
pirokatekole esdeger olarak belirlendi (235). 100 ppm'lik pirokatekol ¢ozeltisi
hazirlandi ve bu ¢ozeltiden 0, 1, 2, 3,4, 5, 6, 7 ve 8 pL alinarak hacimleri distile su
ile 184 pL'ye tamamlandi. Calisilacak bitkilerin etanol ekstrelerinin 1000 ppm
konsantrasyonda ¢ozeltileri hazirlandi. Bir miligram ekstre iceren Ornek
cozeltilerinden 4 pL alnir, distile su ile 184 pL'ye tamamlandi. Pirokatekol
cozeltileri ve orneklere 4 pL Folin-Ciocalteu reaktifi (FCR) ve 3 dk sonra %2’ lik
Na2CO3 ¢ozeltisinden 12 pL ilave edildi. Karisim 2 saat siiresince oda sicakliginda
bekletildikten sonra 6rneklerin absorbanslart 760 nm'de okundu. Ekstrelerin toplam
fenolik icerikleri standart pirokatekol grafiginden elde edilen esitlik kullanilarak
belirlendi (Sekil 14).
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Sekil 14: Toplam fenolik dlcii e@risi
Absorbans = 0,0123x + 0,0349 (R%: 0,9916)
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Hazirlanan ekstrelerin toplam flavonoit igerikleri kersetine esdeger olarak
aliminyum nitrat metodu ile belirlendi (236). 1000 ppm’lik kersetin ¢ozeltisi
hazirland1 ve bu ¢ozeltiden 0, 1, 2, 3,4, 5, 6, 7 ve 8 pL alinarak hacimleri %80°lik
etanol ile 192 pL'ye tamamlandi. 4 pL 1 M potasyum asetat eklendi ve bir dakika
sonra 4 puL %10 luk aliiminyum nitrat ilave edildi. 40 dakika inkiibasyon siiresinden
sonra 415 nm’'de mikroplaka reader ile absorbanslar1 okundu. Calisilacak bitkilerin
etanol ekstrelerinin tek konsantrasyonda (1000 ppm) hazirlanan ¢ozeltilerinin de
absorbans degerleri okundu. Ekstrelerin toplam flavonoit icerikleri, standart kersetin

grafiginden elde edilen esitlik kullanilarak belirlendi (Sekil 15).
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Sekil 15: Toplam flavonoit 6l¢ciim egrisi

Absorbans = 0,0232x + 0,0379 (RZ: 0,9975)

4.6.Antioksidan Tayin Yontemleri
4.6.1. p-Karoten renk acilim yontemi

Ekstrelerin 1000 ppm'lik ¢ozeltileri hazirlandi. Bu stok ¢ozeltilerden 2, 5, 10 ve
20 pL alnarak distile su ile hacimleri 40 pL'ye tamamlanarak ve iizerlerine f-
karoten-linoleik asit ¢oOzeltisinden her bir 6rnege 160 uL ilave edilir edilmez
mikroplaka reader ile baslangi¢ absorbanslart 490 nm'de Olciildii. Hazirlanan
¢ozeltiler 50°C de 120 dakika bekletildi (174). Bu siire sonunda absorbanslar tekrar

Olciildii. B-Karotenin renk agilim orani agsagidaki formiil ile hesaplandi.
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R = In (a/b)/t

In: Dogal logaritma, a: Baslangic absorbansi, b: 2 saat inkiibasyondan sonraki

absorbans, t: Zaman (dakika)

Toplam antioksidan aktivite, kontrole gore % inhibisyon olarak asagidaki

denklem kullamlarak hesaplanmistir.
Toplam Antioksidan Aktivite (%Inhibisyon) = [(Rkontrol — Rémek) / Rkontrol] X 100
Riontrot: Kontroliin renk agilim orani, Rsmek: Ornegin renk agilim oram

4.6.2. DPPH serbest radikal giderim aktivitesi yontemi

Ekstrelerin ve saf maddelerin serbest radikal giderim aktiviteleri 1,1-difenil-2-
pikrilhidrazil (DPPH) serbest radikali kullanilarak belirlendi (170). Orneklerin etanol
¢oziiclisiinde 1000 ppm'lik stok ¢ozeltileri hazirlandi. Bu stok ¢ozeltilerden 2, 5, 10
ve 20 pL alinarak etanol ile hacimleri 40 pL'ye tamamlandi ve tizerlerine 0,1 mM
DPPH ¢ozeltisinden 160 ul ilave edildi. Hazirlanan ¢ozeltilerin oda sicakliginda
karanlikta 30 dakika inkiibasyondan sonra 517 nm'de absorbanslar1 dl¢iildi. Elde
edilen bu absorbans degerlerinden % inhibisyon degerleri hesaplandi. Orneklerin
absorbans degerleri kontrole kars1 degerlendirildi. Serbest radikal giderim aktivitesi

(% inhibisyon) asagidaki esitlik kullanilarak hesapland:.
% Inhibisyon = (Akontrol — Asmek) / Akontrol X 100A: Absorbans
4.6.3. ABTS katyon radikali giderim aktivitesi yontemi

Ekstrelerin ve saf maddelerin ABTS katyon radikal giderim aktiviteleri 2,2'-
azino-bis(3-etilbenzotiazolin-6-siilfonik  asit)  kullanilarak  belirlendi  (176).
Orneklerin etanol ¢dziiciisiinde 1000 ppm'lik stok cdzeltileri hazirlandi. Bu stok
cozeltilerden 2, 5, 10 ve 20 pL alinarak etanol ile hacimleri 40 pL’ye tamamland1 ve
izerlerine 7 mM ABTS katyon radikali ¢ozeltisinden 160 pL ilave edildi. Reaksiyon
karanlikta 6 dakika bekletildikten sonra 734 nm"de absorbanslar1 6lgiildii. Orneklerin
absorbans degerleri kontrole karsi degerlendirildi. ABTS katyon radikal giderim
aktivitesi (% inhibisyon) asagidaki esitlik kullanilarak hesaplandi.

% hlhibisyon = (Akontrol - Aémek) / Axontrol X 100
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4.6.4. CUPRAC yontemi (Bakir (II) iyonu indirgeme antioksidan kapasitesi)

CUPRAC yonteminde, orneklerdeki antioksidan bilesikler varliginda Cu(II)-
Neokuproin (Nc) kompleksi, renkli Cu(I)-Nc kelatina indirgenmesi saglandi ve bu
kelatin 450 nm“de absorbansi 6l¢iildii. Son konsantrasyonlar1 10, 25, 50, 100 pug/mL
olacak (67-x pL) sekilde 1000 ppm lik hazirlanan 6rneklerin stok ¢ozeltilerinin ve
standartlarin iizerine, 61 uL 0.01 M CuCl2, 61 uL 0.0075 M neokuproin ve 61 pL 1
M NH40Ac tamponu ilave edilirek ve 1 saat sonra 450 nm*“de absorbans 6l¢iildii

(162). Orneklerin absorbans degerleri standartlara kars: degerlendirildi.
4.7. Antikolinesteraz Aktivite Tayin Yontemi

Bu metod Ellman metoduna gore uygulandi (237). Asetilkolinin AChE
tarafindan tiyokoline parcalandiktan sonra, tiyokolinin sar1 renkli 5-tiyo-2-
nitrobenzoat anyonunu vermek iizere 5,5’ -ditiyobis-(2-nitrobenzoik asit) (DTNB) ile
reaksiyon verdigi kolorimetrik bir metoddur, bu deneysel islem 96 kuyucuga sahip
mikroplaka plate de yapildi.

4.7.1. Asetilkolinesteraz Enzimi (AChE) Aktivite Testi

Asetilkolinesteraz enziminin kullanildig1 aktivite testinde substrat olarak
asetiltiyokoliniyodiir kullanildi. Sar1 renkli 5-tiyo-2-nitrobenzoat anyonunun derigimi
412 nm’de mikroplaka reader ile dl¢iildii. Mikroplakadaki kuyucuklara 130 pL fosfat
tamponu (pH =8), ekstrelerin etanolle 4000 ppm derisiminde hazirlanan
cozeltilerinden 10 pL ilave edildi ve sonra 20 pul. enzim ¢dzeltisinden eklendi.
Hazirlanan ¢ozelti 10 dk stire ile 25°C de inkiibe edildi ve 10 dk sonra 20 uL. DTNB
reaktifi ve subsrat eklendi. Kullanilan standart bilesigi ise galantamindir. Hazirlanan
mikroplaka Elisa okuyucuya yerlestirilerek 412 nm dalga boyunda absorbans okundu
ve Asetilkolinesteraz enzim aktivitesi (% inhibisyon) asagidaki denklem ile

hesaplandi. Her bir numuneden paralel ii¢ ¢calisma yapildi.
% 1nhibisy0n = (Akontrol - Anumune) / Akontrol X 100
4.7.2. Butirilkolinesteraz enzimi (BChE) aktivite testi

Asetilkolinesteraz enzim (AChE) aktivite testindeki metot izlendi. Farkli olarak

butirilkolinesteraz aktivitesi i¢in enzim olarak butirilkolinesteraz enzimi, substrat ise
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butiriltiyokolin iyodiir kullanild1. Hesaplamalar asagidaki denkleme gore yapildi. Her

numuneden paralel ii¢ ¢aligma yapildi.
% Inhlblsyon = (Akontrol - Anumune) / Axontrol X 100
4.8. Anti-iireaz Enzim Aktivitesi

Ureaz inhibisyon aktivitesi i¢in enzim olarak {ireaz kullanild1 (238).
Mikroplakadaki kuyucuklara etanol icinde 4000 ppm konsantrasyonda hazirlanarak
¢ozeltilerinden 10 pl, enzim ¢ozeltisinden 25 pl. ve Substrat olarak 50 pL iire
konularak ve 630 nm dalga boyunda ilk absorbans okundu. Daha sonra bu ¢dzelti 15
dakika siire ile 30°C de inkiibe edilerek ve 15 dakika sonra 45 pL fenol reaktifi ve 70
uL alkali reaktif ilave edilerek ve yine 30°C de inkiibe edilerek ve 20 dakika sonra
Mikroplaka ELISA okuyucuya yerlestirilerek 630 nm dalga boyunda son absorbans
okundu. Ureaz aktivitesi (% inhibisyon) asagidaki esitlik kullanilarak hesaplandi.
Standart olarak Tiyoiire kullanildi.Her bir 6rnekten ii¢ paralel calisma yapildi.

% hlhibisy()n > (Akontrol - Aiirnek) / Axontrol X 100
4.9. Anti-tirozinaz Enzim Aktivitesi

Trozinaz inhibisyon aktivitesi i¢in enzim olarak trozinaz kullanildi (239).
Mikroplakadaki kuyucuklara 150 pL fosfat tamponu (pH =6,8), ekstrelerin etanol
icinde 4000 ppm konsantrasyonda hazirlanarak c¢ozeltilerinden 10 pL ve enzim
cozeltisinden 20 pL konularak ve 3 dk kargtirilarak 475 nm dalga boyunda ilk
absorbans okundu.Daha sonra bu ¢ozelti 10 dakika siire ile 37°C de inkiibe edilerek
ve 10 dakika sonra 20 pL L-DOPA ilave edilerek ve yine 37°C de inkiibe edildi ve
10 dakika sonra Mikroplaka ELISA okuyucuya yerlestirilerek 475 nm dalga boyunda
son absorbans okundu. Trozinaz aktivitesi (% inhibisyon) asagidaki -esitlik

kullanilarak hesaplandi. Standart olarak Kojik asit kullanildi.
% 1nhibisy0n = (Akontrol - Aiirnek) / Axontrol X 100

Her bir 6rnekten ii¢ paralel ¢aligma yapildi.
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4.10. LC-MS/MS Cihaz1 ve Kromatografik Sartlar

LC-MS/MS analiz metoduna ait analitik parametreler (alikonma zamani (RT),
ana (parent) iyonlar: standard bilesiklerin molekiiler iyonlar1 (m/z orani), belirleme
katsayis1 (R?), bagil standart sapma (RSD), belirleme ve tayin alt smirlari
(LOD/LOQ (ng/L)), 95% giiven seviyesinde bagil standart belirsizlik (k=2) (U (%))
Tablo 11, 12°de verilmistir.

LC-MS/MS metodunda kullanilan kimyasallar ve siniflar1 sunlardir:

Fenolik asitler (15 adet): p-kumarik asit, o-kumarik asit, gallik asit, kafeik asit,
vanilik asit, salisilik asit, 4-hidroksi benzoik asit, ferulik asit, klorojenik asit,
rozmarinik asit, protokatesik asit, sinnamik asit, sinapinik asit, sirinjik asit,
pirokatekol.

Flavonoitler (17 adet): Fisetin, hesperetin, naringenin, rutin, kersetin, kamferol,
mirisetin, kersitrin, luteolin, apigenin, krisin, hesperidin, likiritigenin, izokersitrin,
apigetrin, roifolin, nikotiflorin.

Fenolik olmayan organik asitler (3 adet): Kinik asit, malik asit, fumarik asit.
Fenolik aldehit (1 adet): Vanilin.

Benzopiran (1 adet): Kumarin.

37 Fitokimyasalin kalitatif ve kantitatif analizinde kullanilan LC-MS/MS
sistemi; Shimadzu Neexera model UHPLC cihazi ile Shimadzu LCMS 8040 model
ticlii kuadrupol kiitle spektrometre cihazinin birlesiminden olugmaktadir. Kullanilan
stvi kromatografi sistemi LC-30 AD model gradient pompa, DGU-20A3R model
degazer, CTO-10ASvp model kolon firin1 ve SIL-30AC model oto drnekleyiciden
olugmaktadir. Kromatografik ayrim, Inertsil ODS-4 model C18 (100 mmx2,1 mm,
2um) kolonda gergeklestirilmistir. Analiz sirasinda kolon firim1 35 °C’ye
ayarlanmistir. Eliisyon gradiyentinde hareketli faz A i¢in ultrasaf su ve hareketli faz
B i¢in asetonitril kullanilmistir. Ayrica, daha iyi bir kromatografik ayrim ve
iyonlastirmay1 kolaylastrmak i¢in su fazina 10 mM amonyum format ve % 0,1
formik asit eklenmistir. Analitlerin optimum ayriminin gerceklesmesi icin yapilan
pek ¢ok denemenin ardindan en uygun UHPLC gradiyent profili 5-20% B (0-10 dk),
20% B (10-22 dk), 20-50% B (22-36 dk), 95% B (36-40), 5% B (40-50 dk) seklinde
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optimize edilmistir. Hareketli faz akis hiz1 0,25 mL/dk ve enjeksiyon hacmi 4 pL

olarak belirlenmistir.

Ucglii kuadrupol kiitle spektrometresi hem negatif hem de pozitif modda calisan
bir ESI (elektrosprey iyonlastirma) kaynagi ile donanimlidir. LC-ESI-MS/MS
verileri cihazda kayith olan by LabSolutions (Shimadzu, Kyoto, Japonya) yazilimi
ile toplanarak islenmistir. Analitlerin miktarsal tayini i¢in cihaz ile MRM (multiple
reaction monitoring) modunda caligilmis ve molekiiler (parent) iyonlar bir veya iki
pargalanma {iriinii (product ions) (ilki kantitatif amagli digeri kalitatif amagh
kullanilmigtir) ile kombine edilmistir. Kiitle spektrometresinde optimize edilen diger
parametreler sunlardir: ara yiiz (interface) sicakligy; 350 °C, DL sicakligi; 250 °C,
heat block sicakligi; 400 °C, nebulizer gaz (N2) akisi; 3 L/dk ve kurutma gazi (N2)
sicakligy; 15 L/dk.

75



Tablo 11. LC-MS/MS analiz metoduna ait analitik parametreler

No Analitler RT? Ana Parcalanma iyon Kalibrasyon R* RSD%* Lineerite LOD/LOQ  Geri Kazamm (%) uf
iyon(m/  iyonlan Modu  Denklemi Aym Farkli Aralig (ng/L) Aym Farkli
z)’ Giin Giinler  (ng/L) Giin Giinler

1 Kumarin 17.40 147.05 91.0-103.2 Poz y=33.64%x-89700 0.994 0.01306 0.01239 1000-20000  208.4/228.4  0.99947 1.00081 0.0237
2 Hesperidin 12.67 610.90 303.1-465.1 Poz y=1340.27x-43769 0.998 0.00945 0.01126 25-1000 3.4/4.2 1.01733 1.01263 0.0262
3 p-Kumarik asit 11.53 162.95 119.3-93.3 Neg y=3199.20x+13002 0.992 0.01820 0.01727 25-1000 7.3/9.1 1.00617 1.01224 0.0516
4 o-kumarik asit 15.45 162.95 119.4-93.3 Neg y=1219.34x-10915 0.999 0.02730 0.02566 25-1000 24.4/31.1 0.98344 0.99061 0.0513
5 Gallik asit 3.00 168.85 125.2-79.2 Neg y=226.76x+38152 0.998 0.01601 0.01443 250-10000 95.5/106.9 1.00004 1.00454 0.0282
6 Kafeik asit 8.80 178.95 135.2-134.3 Neg y=3963.32x+178156 0.998 0.01454 0.01469 25-1000 18.4/22.4 1.00917 0.98826 0.0354
7 Vanilik asit 8.57 166.90 152.3-108.3 Neg y=35.84x-12097 0.999 0.00528 0.00619 1000-20000  122.2/139.7  1.00093 1.04095 0.0508
8 Salisilik asit 11.16 136.95 93.3-65.3 Neg y=5286.26x+309192 0.989 0.01016 0.01242 25-1000 5.0/6.5 1.00989 0.99013 0.0329
9 Kinik asit 1.13 190.95 85.3-93.3 Neg y=41.06x+10671 0.996 0.00259 0.00274 250-10000 75.8/79.4 1.00288 0.98778 0.0082
10 4-OH-benzoik asit  7.39 136.95 93.3-65.3 Neg y=409.03x+112079 0.998 0.01284 0.01538 250-10000 33.2/38.1 0.99662 1.00058 0.0289
11 Ferulik asit 12.62 192.95 178.3 Neg y=80.45%-31782 0.997 0.00708 0.00619 250-10000 36.6/42.0 0.99987 1.00289 0.0494
12 Klorojenik asit 7.13 353.15 191.2 Neg y=781.36x-18697 0.998 0.00058 0.00076 25-1000 6.2/8.1 1.00806 0.99965 0.0069
13 Rozmarinik asit 14.54 359.00 161.2-197.2 Neg ¥=909.67x-201692 0.994 0.02014 0.01751 100-5000 6.6/8.8 0.99206 1.03431 0.0713
14 Protokatesik asit 4.93 152.95 108.3 Neg y=297.75x+30590 0.995 0.01236 0.01296 100-5000 28.2/31.4 0.99404 1.01070 0.0411
15 Sinnamik asit 25.61 147.00 103.15-77.3 Neg y=9.06x-12403 0.996 0.00648 0.00816 500020000  821.8/859.7  1.00051 0.99927 0.0143
16 Sinapinik asit 12.66 222.95 208.3-149.2 Neg y=141.96x-73294 0.992 0.01446 0.01517 250-10000 78.7/86.1 1.00164 0.99962 0.0281
17 Fumarik asit 1.48 115.00 714 Neg y=64.99%-11592 0.997 0.00536 0.00460 100-5000 28.1/34.5 0.99748 0.99867 0.0124
18 Vanilin 10.87 151.00 136.3-92.2 Neg y=446.10x+70934 0.998 0.00696 0.00793 250-10000 44.3/53.1 0.99679 0.99611 0.0280

(*RT: Ahikonma zamamni, ®Ana iyon(m/z):Standard bilesiklerin molekiiler iyonlari (m/z orani), ‘R%: Belirleme katsayisi, ‘RSD:Bagil standart sapma, °LOD/LOQ (ug/L):

Belirleme siiry/Tayin siiry, f U (%): 95% giiven seviyesinde bagil standart belirsizlik (k=2))
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Tablo 12. LC-MS/MS analiz metoduna ait analitik parametreler (Devam)

No Analitler RT? Ana Parcalanma iyon Kalibrasyon R* RSD%* Lineerite LOD/LOQ Geri Kazanim (%) uf
iyon(m/  iyonlan Modu  Denklemi Aym Farkli Araligi (ng/L) Aym Farkli
2’ Giin Giinler  (ng/L) Giin Giinler

19 Pirokatekol 6.48 109.00 108.3591.3 Neg y=30.61x+14735 0.996 0.01313 0.01339 1000-20000  261.1/278.4  0.99987 0.99936 0.0235
20 Malik asit 1.23 133.00 115.2-71.3 Neg y=316.95%-42041 0.999 0.00477 0.00527 250-10000 55.3/67.5 1.01266 0.99836 0.0113
21 Sirinjik asit 9.02 196.95 182.2-167.3 Neg y=42.33%-52547 0.996 0.01049 0.01345 1000-20000  212.5/233.3  0.99922 0.99977 0.0238
22 Hesperetin 31.76 300.95 164.2-136.2 Neg y=876.67x+48916 0.997 0.03209 0.02605 25-1000 5.6/6.9 0.98850 0.99435 0.0562
23 Naringenin 30.68 270.95 151.2-119.3 Neg y=4315.1x+178410 0.995 0.02054 0.02019 25-1000 5.4/6.4 0.99883 1.01002 0.0521
24 Rutin 12.61 609.05 300.1-271.1 Neg y=561.91x-16879 0.997 0.00473 0.00624 25-1000 5.5/6.5 1.00994 0.98017 0.0159
25 Kersetin 28.17 300.90 151.2-179.2 Neg y=1198.48x+480562 0.990 0.01589 0.01360 100-5000 23.3/28.9 0.98470 1.00103 0.0543
26 Kersitrin 16.41 447.15 301.1-255.1 Neg y=339.39x+38910 0.999 0.01528 0.02320 100-5000 22.0/25.2 0.99726 1.00620 2.0079
27 Apigenin 3143 268.95 117.3-151.2 Neg y=4548.36x+295252 0.990 0.02304 0.02204 25-1000 5.4/6.3 1.01444 1.01331 0.0650
28 Krisin 36.65 252.95 143.3-119.4 Neg y=2032.13x4+95593 0,993 0.00490 0.00630 25-1000 5.4/6.2 1.00338 1.00437 2.0083
29 Likiritigenin 25.62 254.95 119.3-135.1 Neg y=2384.96x+59141 0,996 0.01849 0.01738 25-1000 5.5/6.6 1.00333 0.99957 0.0341
30 izokersitrin 13.42 463.00 300.1-271.1 Neg y=803.23x+4981 0,999 0.00682 0.00515 25-1000 5.4/6.3 1.00594 1.00722 0.0133
31 Apigetrin 16.59 431.00 268.2-239.2 Neg y=1775.55%x+91121 0,993 0.01797 0.01607 25-1000 5.4/6.1 1.01394 1.00419 0.0597
32 Roifolin 16.11 577.05 269.2-211.1 Neg y=237.15%+11887 0,999 0.00747 0.01528 100-5000 23.1/27.9 1.01046 1.01739 0.0941
33 Nikotiflorin 14.68 593.05 285.1-255.2 Neg y=498.38%x+79274 0,991 0.00737 0.00875 100-5000 22.4/25.5 1.02558 1.00970 0.0276
34 Fisetin 19.30 284.95 135.2-121.3 Neg y=547.46x+274791 0,991 0.00557 0.00820 250-10000 54.4/61.4 0.99877 1.00031 0.0148
35 Luteolin 28.27 284.75 133.2-151.2 Neg y=3272.65%+150557 0,997 0.00575 0.00696 25-1000 5.4/6.5 1.00772 0.99524 0.0174
36 Mirisetin 18.72 317.00 179.2-151.3 Neg y=583.55x+205727 0,999 0.00652 0.00711 250-10000 53.2/57.2 0.99982 1.00042 0.0126
37 Kamferol 31.88 284.75 255.1-117.3 Neg y=26.29x+87558 0,992 0.01436 0.01070 1000-20000  206.6/214.3  0.99971 0.99851 0.0209
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4.11. GC-MS ile Yag Asidi Analizi Calisma Sartlan

Yiiz miligram yag 6rnegi, 0,1M KOH ¢06zeltisi ve metanol (2 mL) i¢inde 1 saat
geri geviren sogutucuda tutulup ¢ozelti sogutulduktan sonra 5 mL su ilave edildi.
Sulu karigim, 0,5 mL HCI ¢ozeltisi ile notralize edilip ve hekzan:dietil eter (1:1; 3-5
mL) karisimu ile ekstre edildi. Organik tabaka ayrilarak ve su ile yikanarak (10 mL),
daha sonra susuz NaxSOs iizerinde kurutuldu. Organik ¢o6ziicli rota evaporatdrde
ucurularak yag asidi esterleri elde edildi. GC-MS analizi apolar Phenomenex DB-5
kolonunda (30 mx0,32 mm, 0.25 pm film kalinlig1) helyum gazi (1mL/dak ve 20 psi)
ile yapilip GC firin sicakligi 40°C'de 5 dakika tutulup, 280°C'ye 5°C/dakika hizla
cikarildr ve bu sicaklikta (280°C) 10 dakika sabit tutuldu. Split oran1 1:20 olarak
ayarlanarak injeksiyon hacmi 0.1 pL'dir. Kiitle spektrometresi (EI/MS) 70 eV
iyonizasyon enerjisine ayarlandi. Kiitle spektrometresi tarama araligi m/z 35-450
atomik kiitle birimi (amu) araligina ayarlandi. NIST ve Wiley GC-MS Kkiitiiphaneleri
ile bilesenlerin belirlenmesinde kullanildi. Ayirilan bilesenlerin relatif yiizde miktari,

computerized integratorla toplam iyon kromatografisinden hesaplandi (240).
4.12. HPLC-IT-TOF-MS Calisma Sartlar

Shimadzu LCMS-IT/TOF hibrit yiiksek ¢oziiniirliikli kiitle spektrometre sistemi
ile fitokimyasallarin taranmas1 gerceklestirilmistir. Cihaz MS1 modunda galisilmistir.
Stvi  kromatografi sistemi (Shimadzu) binary gradient pompa (LC-20 AD),
otodrnekleyici (SIL-20AC), degazer (DGU-20A3) ve kolon firinindan (CTO-20AC)
olugmaktadir. Kromatografik ayrim i¢in Eclipse XDB C18 (4.6x150 mm,3.5 um)
kolon kullanilmigtir. Gradient eliisyon i¢in hareketli faz A (% 0.1 formik asit+ 5 mM
amonyum format+ultrasaf su) ve hareketli faz B ((% 0.1 formik asit+ 5 mM
amonyum format+metanol) kullanilmistir. Uygulanan gradiyent su sekildedir (dak-
%B): 0-25 dk aras1 % 7.5 B-% 70 B, 25-50 dk aras1 % 70 B-% 95 B, 50-60 dk arasi
% 95 B, 60.01- 75 dk aras1 % 7.5 B. Analiz toplam 75 dakika siirmiis olup akis hiz1
0.2 mL/dk olarak belirlenmistir. Kolon sicaklig1 ise 35 °C olarak seg¢ilmisgtir.

HPLC g¢ikisindan gelen sivi kiitle spektrometre girisindeki hem pozitif hem de
negatif modda calisan elektrosprey iyonlastirma kaynagi (ESI)“na oradan da hibrit
IT-TOF sistemine girmektedir. Calisilan kiitle araligi 100-1000 (m/z) olarak
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belirlenmistir. Nebiilizer gaz olarak 1.5 L/dk akis hizinda N2 kullanilmistir. Arayiiz
(interface) ve dedektor voltajlart sirasiyla 4.5 kV ve 1.61 kV olarak belirlenmistir.
CDL ve heat block sicakliklar ise 200 °C olarak ayarlanmistir. MS1 spektrumlari

alinmig ve iyon birikme zaman1 30 milisaniye olarak secilmistir.
4.13. Kromatografik Yontemler
4.13.1. Siitun Kromatografisi

Ekstreleri fraksiyonlandirarak, fraksiyonlardan saf maddeler elde etmek
amaciyla iki ¢esit dolgu maddesi kullanildi. Bu dolgu maddeleri silika jel ve
Sephadex LH-20'dir.

Ekstreler az miktarda uygun ¢oziiciide c¢oziilerek silika jel ile karigtirildi
Karisim oda sicakliginda kurumaya birakildi. Kuruyan karigim dibine az miktarda
pamuk yerlestirilmis, ekstre miktarina uygun olarak se¢ilmis ve boyunun 2/3
oraninda silika jel ile doldurulmus siitunun iist kismima paketleme ydntemiyle
yerlestirildi. Her bir ekstrenin eliisyonuna %100 petrol eteri ile basland1 ve sirasiyla
kloroform, aseton ve metanol ile polarite arttirilarak eliisyona devam edildi, sonunda
%100 metanol ile eliisyon tamamlandi. Benzer fraksiyonlar ITK yapilarak
birlestirildi ve saflastirma i¢in daha kii¢iik boyuttaki siitunlarda silika jelin yan1 sira
Sephadex LH-20 adsorban olarak kullanildi.

Sephadeks LH-20 ile hazirlanan siitunlarda karisimin polaritesine gore iki
cozlici sistemi  kullanildi:  apolar  ozellik  gosteren  fraksiyonlar ig¢in
hekzan:kloroform:metanol (7:4:1) ¢6ziicii sitemi, polar 6zellik gosteren fraksiyonlar
icin ise %100 metanol kullanildi. Fraksiyonlar, siitunda kullanilacak ¢oziicii
sisteminde ¢oziilerek sivi halde Sephadeks LH-20 ile doldurulmus siitunun iist
kismina ilave edildi. Benzer fraksiyonlar ITK yapilarak birlestirildi.

4.13.2. ince Tabaka Kromatografisi

Ince tabaka kromatografisinde (ITK), silika jel hazir plaklardan (20x20 cm)
yararlanildi. Stitun kromatografisinde elde edilen fraksiyonlarin karsilastirilmasinda
ITK plaklart kullanildi. Maddeleri saflastirmak igin preperatif ince tabaka

kromatografisinden yararlanildi.
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4.13.3. Preperatif HPLC

Genel olarak silikajel kolonlarda Aseton/MeOH: 9/1 sistemi ve sonrasinda gelen
polar fraksiyonlar1 C-18 kolondan sabit MeOH/Su:70/30 ¢oziicii sistemi ile
fraksiyonlandirilmigtir. Bu fraksiyonlarda C-18 kolon takili DAD dedektorlii
preperatif HPLC’de MeOH/Su:50/50 sabit ¢6ziicii sistemi ile ¢alisiimistir.

4.14. Spektroskopik Yontemler
4.14.1. Infra-Red Spektroskopisi (IR)

Saf maddeler kloroformda ¢oziilerek cihazda ATR kristalinin tizerine bir damla

olarak damlatild1.
4.14.2. Niikleer magnetik rezonans spektroskopisi (NMR)

Saf maddelerin 'H NMR, 3C NMR, APT, HMBC ve HMQC spektrumlari
alindi. Referans olarak tetrametilsilan (TMS), ¢oziicli olarak doterokloroform ve

doterometanol kullanildi.
4.14.3. Kiitle spektroskopisi

Saf maddelerin kiitle spektrumlar1 Dicle Universitesi Eczacilik Fakiiltesinde
bulunan GC-MS ve Dicle Universitesi Arastirma Merkezinde bulunan LC-MS-IT-
TOF cihazlarinda alind1.
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5. BULGULAR

5.1. Ekstrelerin Toplam Fenolik ve Toplam Flavonoit Miktarlar

Tim ekstrelerin toplam fenolik ve toplam flavonoit miktarlar1 sirasiyla
pirokatekol ve kersetine esdeger olarak belirlendi (Tablo 12). Salvia cerino-pruinosa
var. elazigensis tiiri i¢in toplam fenolik ve flavonoit igerik bakimindan SCE-Y
ekstresinin daha zengin oldugu tespit edildi. Etanol ekstrelerinin total fenolik-
flavonoit i¢eriginin kloroform ekstresinin i¢eriginden zengin olmasi bu tiiriin icerdigi
fenolik ve flavonoit bilesiklerin daha ¢ok polar o&zellikte olmasi anlamina
gelmektedir. Yine bu tiiriin toprak tistii kisimlarinin kok kisimlarina gore hem toplam
fenolik hem de toplam flavonoit bakimindan daha zengin oldugu belirlendi. S.
cerino-pruinosa var. elazigensis tiriiniin ¢esitli kisimlarinin etanol ekstreleri
arasindan yaprak ekstresinin hem fenolik hem de flavonoit igerik bakimindan daha

zengin oldugu saptandi.

Tablo 12. S. cerino-pruinosa var. elazigensis'in cesitli kistmlarimin farkh ekstrelerinin toplam
fenolik ve toplam flavonoit miktarlar®

Ekstreler Toplam Fenolik Miktari Toplam Flavonoit Miktar:
(ug pirokatekole esdeger)/mg (ug kersetine esdeger)/mg
Ekstre Ekstre*

SCE-PE 97,18+2,00 16,46+0,51

SCE-KK 152,26+2,92 30,08+1,62

SCE-KE 212,99+5,99 52,60+1,96

SCE-K 119,7749,99 23,08+0,36

SCE-D 81,64+3,99 17,99+40,30

SCE-Y 229,94+2,00 65,95+0,90

SCE-C 187,57+1,89 41,0240,18

a: Degerler 3 paralel 6l¢iimiin ortalamasi ve standart sapmasi olarak verilmistir.
b: Pirokatekole esdeger fenolik igerik. (y=0,0123x +0,0349 R?=0,9916)
c: Kersetine esdeger flavonoit igerik. (y=0,0232x +0,0379 R*=0,9975)
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5.2. Antioksidan Aktivite Sonuclari

5.2.1. Salvia cerino-pruinosa var. elazigensis tiiriiniin petrol eteri, kloroform ve

etanol ekstrelerinin antioksidan aktivite sonuclar

5.2.1.1. B-Karoten-Linoleik asit, DPPH serbest radikal ve ABTS katyon radikali

giderim aktivite sonuglari

Hazirlanan tiim ekstrelerin 4 farkli yontemle antioksidan aktiviteleri belirlendi
(Tablo 13). Tim antioksidan aktivite yontemlerinde standart olarak a-Toc ve BHT
kullanildi. S.cerino-pruinosa var. elazigensis tiiriiniin petrol eteri ekstresinin (SCE-
PE) sadece B-Karoten-linoleik asit yonteminde (ICso: 98,02+3,56) aktif oldugu
belirlendi. Yine bu tiiriin 6zellikle etanol ekstresinin 3 yontemde de ¢ok aktif oldugu
belirlendi. Bu tiiriin ¢esitli kisimlarindan hazirlanan etanol ekstrelerinin aktiviteleri
incelendiginde Ozellikle yaprak (SCE-Y) ve ¢icek (SCE-C) ekstrelerinin ¢ok aktif
oldugu belirlendi. Ozellikle DPPH serbest radikal ve ABTS katyon radikal
yontemlerinde gosterdikleri aktivite igerdikleri toplam fenolik igerik ile paralellik
gosterdi. Yine bu ekstrelerin bu iki yontemde gosterdikleri aktivite standart olarak

kullanilan a-TOC ve BHT“den daha yiiksek oldugu tespit edildi.

Tablo 13. S.cerino-pruinosa var. elazigensis ekstrelerinin p-Karoten-Linoleik asit, DPPH serbest
radikal ve ABTS katyon radikal aktivite sonuclar®

ICsoDegerleri®

Ornekler p-Karoten-linoleik DPPH Serbest ABTS Katyon Radikal

asit Radikal
SCE-PE 98,02+3,56 >1000 >1000
SCE-KK 102,68+0,03 >1000 503,91+2,46
SCE-KE 28,95+0,11 10,5140,56 24,09+0,62
SCE-K 35,87+0,04 39,85+0,39 46,08+ 0,02
SCE-D 193,52 +4,30 89,35+0,53 75,92+ 0,56
SCE-Y 69,04+0,98 5,7240,71 2,43+0,21
SCE-C 99,96+0,74 10,58+0,69 6,25+0,49
BHA 1,540,01 7,88+0,20 17,59+0,10
a-TOC 2,1+0,10 16,30+0,79 9,74+0,42
BHT 1,3+0,03 58,86+0,50 13,2540,27

*Sonuglar ICso olarak verilmistir
bSonuglar 3 paralel 6lgiimiin ortalamast ve standart sapmasi olarak verilmistir
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5.2.1.2. CUPRAC yontemi (Bakir (II) iyonu indirgeme antioksidan kapasitesi)

aktivite sonuclar

S. cerino-pruinosa var. elazigensis tiriiniin c¢esitli ekstrelerinin CUPRAC
aktivite sonuglar1 Tablo 14°de absorbans degerleri olarak verildi. Toplam fenolik
icerigi yiiksek olan ve diger 3 antioksidan yontemde cok iyi derecede aktivite
gosteren S. cerino-pruinosa var. elazigensis tiiriiniin CUPRAC yonteminde de iyi
derecede aktivite gosterdigi belirlendi. Caligilan tiim ekstreler arasinda en yliksek
toplam fenolik icerige sahip SCE-Y ekstresinin bu yontemde de en yiiksek aktiviteyi
gosterdigi belirlendi. Ozellikle kok kisimlarindan hazirlanan etanol ekstrelerinin de
orta dercede aktiviteye sahip oldugu saptandi. Sonuclara genel olarak baktigimizda
ise etanol ekstrelerinin, petrol eteri ve kloroform ekstrelerine gore ¢cok daha aktif
oldugu belirlendi. Etanol ekstrelerinin ¢ogu, standart olarak kullanilan BHT den

bazilarinin ise a-TOC den daha aktif oldugu tespit edildi.

Tablo 14. S.cerino-pruinosa var. elazigensis ekstrelerinin CUPRAC aktivite sonuglar®®

Ornek 10 pg/mL 25 pg/mL 50 pg/mL 100pg/mL

SCE-PE 0,120+0,007 0,149+0,015 0,267+0,067 0,462+0,041
SCE-KK 0,118+0,007 0,150+0,012 0,201+0,016 0,312+0,026
SCE-KE 0,368+0,020 0,667+0,138 1,532+0,110 2,230+0,246
SCE-K 0,254+0,079 0,375+0,022 0,696=0,018 1,13140,053
SCE-D 0,1310,009 0,225+0,008 0,332+0,019 0,680+0,014
SCE-Y 0,404+0,035 0,810+0,023 1,634+0,103 2,719+0,098
SCE-C 0,273+0,018 0,546+0,061 1,04240,015 2,183+0,154

*Sonuglar absorbans degeri olarak verilmigtir
bSonuglar 3 paralel 6lgiimiin ortalamasi ve standart sapmast olarak verilmistir
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5.2.2. S. cerino pruinosa var. elazigensis eKstresinin fraksiyonlandirilmasi ve bu

fraksiyonlarin antioksidan aktivite sonuclari

S. cerino pruinosa var. elazigensis bitkisinin toprak tstii kisimlarimin golgede
kurutulmus miktar1 2816 g’ dir. Toprak iistii kisimlar1 maserasyon yontemi ile 3 kez
(24 saat) etanolle ekstre edildi. 97,04 g etanol ekstresi elde edildi ve bunun 27,82 g ‘1
ayrildi. Geriye kalan 69,22 g’1 ¢cok az metanol ile ¢oziilerek 89,19 g silika gel
karigtirllip kurutuldu ve havanda toz haline getirildi. 636 g silika gel kolona

yerlestirildikten sonra toz haline getirilen ekstre kolonun iistiine eklendi (Resim 2).

Resim 2. S. cerino pruinosa var. elazigensis bitkisinin toprak iistii ve alt1 ekstrelerinin kolonu

S. cerino pruinosa var. elazigensis bitkisinin toprak altt kisimlarinin gélgede
kurutulmus miktar1 1343 g’ dir. Kok kisimlar1t maserasyon yontemi ile 3 defa (24
saat) etanolle ekstre edildikten sonra toplam 20 g ekstre elde edildi. Bu miktarin
1,2882 g ‘1 ayrildi. Geriye kalan 19,86 g’1 cok az metanol ile ¢oziilerek 28.55 g silika
gel karistirilip kurutuldu ve havanda toz haline getirildi. 152,68 g silika gel kolona

yerlestirildikten sonra toz haline getirilenekstre kolonun iistiine eklendi (Resim 2).
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Tablo 15. S. cerino-pruinosa var. elazigensis tiiriiniin toprak iistii ve toprak alt1 etanol
ekstrelerinin fraksiyonlari, elde edildikleri ¢oziicii sistemleri, miktarlar: ve antioksidan

aktiviteleri (ICs)*

TOPRAK USTU ICso
Fraksiyon kodu Coziicii Sistemi Miktar DPPH ABTS
1 SCETUEI1-13 (%100PE)~(%80PE- 0,6693g >1000 >1000
%20DCM)
SCETUE14-16 (%60PE-% 0DCM) 0,7096g 872,1438,5 >1000
3 SCETUE17-24 (%40PE-%60DCM)-(% 10PE- 4,3458¢g 535,02+15,6 384,53£18,1
%90DCM) 2
4 SCETUE25-34 (%10PE-%90DCM)- 7,7507¢g 672,71+30,3 416,93+17,6
(%90DCM-%10AC) 0
5 SCETUE35-40 (%90DCM-%10AC)- 2,5642¢g 89,39+1,7 25,10+1,26
(%80DCM-%20AC)
6 SCETUE41-44 (%60DCM-%40AC)- 6,8249¢g 15,36+0,7 <10
(%40DCM-%60AC)
7 SCETUE45-48 (%40DCM-%60AC)- 8,2943g <10 <10
(%20DCM-%80AC)
8 SCETUE49-56 (%20DCM-%80AC)- 16,8136¢g 16,40+0,2 <10
(%60AC-%40Me)
9 SCETUES57-60 (%60AC-%40Me)-(%40AC- 16,341g 40,78+0,7 23,66+0,4
%60Me)
10 SCETUEG61-64 (%40AC-%60Me)-(%20AC- 2,1513¢g 16,20+0,4 <10
%80Me)
11 SCETUE65-69 (%100Me) 1,4869¢g 21,08+0,2 <10
12 SCETUE70-73 (%90Me-%10Su)-(%50Me- 2,1939¢g 19,554+0,8 <10
%50Su)
TOPRAK ALTI
SCEKE1 (%100PE) 0,1184¢g >1000 >1000
2 SCEKE2-7 (%100PE)~(%80PE- 0,0411g 496,66+6,2 409,19+13,9
%20DCM)
3 SCEKES-10 (%70PE-%30DCM) 0,3908¢g >1000 486,75+21,6
4 SCEKE11-13 (%60PE-%40DCM)-(%50PE- 1,1788¢g 163,43+5,6 42,63+0,2
%50DCM)
5 SCEKE14-16 (%40PE-%60DCM)-(%30PE- 1,6923¢g 59,74+0,9 33,04+0,5
%70DCM)
6 SCEKE17-18 (%20PE-%80DCM)-(% 10PE- 4,0096g 57,61£2,3 29,28+0,7
%90DCM)
7 SCEKE19-20 (%100DCM)-(%90DCM- 3,9216g 191,09+6,8 43,15+0,2
%10AC)
8 SCEKE21-26 (%90DCM-%10AC)- 4,9337¢g 48,25+0,5 21,46x1,2
(%40DCM-%60AC)
9 SCEKE27-30 (%30DCM-%70AC)- 1,6233¢g 159,33+7,6 61,73+0,5
(%10DCM-%90AC)
10 SCEKE31-32 (%100AC)-(%90AC-%10Me) 0,6089¢g 100,19+0,1 44,19+0,5
11 SCEKE33-37 (%80AC-%20Me)-(%90Me- 2,2605¢g 686,70+32,5 220,49+5,7
%10Su)
BHT 58,86+0,50 13,25+0,27
o-TOC 16,30+0,8 9,74+0,4

*Sonuglar ti¢ paralel dl¢iimiin ortalamasi ve standard sapmasi seklinde verilmistir.
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Tablo 16. S. cerino-pruinosa var. elazigensis tiiriiniin toprak iistii ve toprak alt1 etanol
ekstresinin fraksiyonlarimn CUPRAC aktiviteleri®

TOPRAK USTU

Fraksiyon kodu 10pg/mL 25pg/mL 50pg/mL 100pg/mL

SCETUE1-13 0,066+0,004*  0,176+0,008 0,182+0,003 0,199+0,004
SCETUE14-16 0,197+0,032 0,294+0,012 0,377+0,001 0,519+0,002
SCETUE17-24 0,197+0,009 0,29+0,053 0,376+0,041 0,470+0,015
SCETUE25-34 0,197+0,008 0,285+0,014 0,383+0,017 0,52+0,011

SCETUE35-40 0,339+0,045 0,626+0,045 0,976+0,012 1,642+0,077
SCETUE41-44 0,741+0,050 1,425+0,039 2,573+0,104 3,99+0,085

SCETUE45-48 0,652+0,118 1,360+0,079 2,403+0,186 3,806+0,058
SCETUE49-56 0,781+0,127 1,396+0,074 2,351+0,059 3,451+0,149
SCETUES7-60 0,350+0,024 0,658+0,053 1,085+0,090 2,247+0,147
SCETUE61-64 0,665+0,059 1,502+0,122 2,520+0,099 3,796+0,097
SCETUE65-69 0,627+0,108 1,137+0,013 2,068+0,081 3,359+0,452
SCETUE70-73 0,709+0,107 1,15740,026 2,141+0,040 3,243+0,124

TOPRAK ALTI
SCEKE1 0,202+0,003 0,240+0,003 0,348+0,067 0,427+0,001
SCEKE2-7 0,158+0,002 0,148+0,004 0,207+0,050 0,615+0,061
SCEKES-10 0,220+0,043 0,249+0,007 0,347+0,011 0,474+0,012
SCEKE11-13 0,280+0,010 0,479+0,052 0,698+0,021 1,033+0,026
SCEKE14-16 0,354+0,052 0,578+0,037 0,911+0,038 1,419+0,042
SCEKE17-18 0,351+0,073 0,597+0,048 0,964+0,029 1,522+0,027
SCEKE19-20 0,262+0,024 0,368+0,017 0,574+0,017 0,847+0,008
SCEKE21-26 0,361+0,043 0,589+0,126 0,898+0,025 1,382+0,042

SCEKE27-30 0,250+0,004 0,366+0,016 0,568+0,022 0,928+0,063
SCEKE31-32 0,270+0,030 0,418+0,023 0,711+0,018 1,213+0,096

SCEKE33-37 0,170+0,004 0,200+0,006 0,258+0,010 0,365+0,003
BHT 0,305+0,023 0,746+0,057 1,528+0,068 2,551+0,066
a-TOC 0,605+0,086 1,344+0,035 2,256+0,042 3,987+0,007

*Sonuglar ti¢ paralel 6l¢limiin ortalamasi ve standard sapmasi seklinde verilmistir.
®Absorbans degerleri.
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S. cerino pruinosa var. elazigensis bitkisinin toprak iistii etanol ekstresinden 73,
toprak alt1 etanol ekstresinden 37 fraksiyon elde edildi. Yapilan ince tabaka
kromatografisi sonuglarina gore benzer fraksiyonlar birlestirilerek toprak {istii etanol
ekstresinden toplamda 12, toprak alti1 etanol ekstresinden 11 fraksiyon elde edildi ve
antioksidan aktiviteleri ¢calisildi. DPPH serbest radikal giderim aktivitesi yonteminde
S. cerino pruinosa var. elazigensis bitkisinin toprak istil etanol ekstresinin 41-44, 45-
48 numaral fraksiyonlar1 standart olarak kullanilan BHT ve a-TOC den, toprak alt1
etanol ekstresinin 17-18, 21-26 numaral fraksiyonlarin BHT den daha iyi aktivite
gosterdikleri belirlendi. ABTS katyon radikali giderim aktivitesinde ise toprak tistii
etanol ekstresinin 41-44, 45-48, 49-56, 61-64, 65-69 ve 70-73 numarali
fraksiyonlarin standart olarak kullanilan BHT ve a-TOC bilesiklerinden daha aktif
olduklar1 belirlendi (Tablo 15). CUPRAC-Bakir(I) indirgeme kapasitesi sonuglarina
bakildiginda toprak distii etanol ekstresinin  41-45 numarali fraksiyonun
standartlardan daha iyi bakir (II) indirgeme giiciine sahip oldugu belirlendi (Tablo
16). Aktivite sonuglarina gore genel olarak toprak ftistii fraksiyonlarin aktiviteleri
toprak alt1 fraksiyonlarindan daha aktif oldugu goriildii. DPPH serbest radikal
giderim aktivitesi, ABTS katyon radikal giderim aktivitesi ve CUPRAC-Bakir(II)
indirgeme kapasitesi sonuclarma bakildiginda her {i¢ yontemde de en aktif olan
toprak iistii 41-44, 45-48, 54-60, 61-64, toprak alt1 14-16, 17-18, 21-26 numarali

fraksiyonlardan dncelikle saf madde izolasyonuna gidildi.
5.2.3. izole edilen saf maddelerin antioksidan aktivite sonuglar

Izole edilen 30 maddenin antioksidan aktivitesi 3 yontemle (DPPH Serbest
Radikal, ABTS Katyon Radikal, CUPRAC) belirlendi (Tablo 17). Bu maddelerin
genel olarak c¢ok aktif olduklar tespit edildi. Elde edilen fenolik bilesiklerin oldukca
aktif olduklar1 goriilmektedir. Ayrica bu tiirliin ¢ok gii¢lii bir antioksidan 6zellige
sahip rosmarinik asit igerigi de diisliniildiigiinde S. cerino pruinosa var. elazigensis
zenginlestirilmis ekstraktlarinin gida koruyucu olma potansiyellerinin oldugu

goriilmektedir.
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Tablo 17. Elde edilen ve yapisi aydinlatilan bilesklerin antioksidan aktiviteleri®

No Madde Antioksidan Aktivite
ICs Aps
DPPH Serbest ABTS CUPRAC
Radikal Katyon
Radikal

1. Rosmarinik Asit 1,21+0,06 1,70+0,07 1,21+0,01
2. Klorojenik Asit
3. Apigenin 45,87+1,43 2,57+0,05 124,70+4,23
4. Hesperidin 157,30+88,03 161,51+9,76 40,16+1,01
5. Fumarik Asit 273,74 150,47 105,35+3,03
6. Kaffeik Asit 3,56+0,03 1,65+0,06 7,4140,02
7. 4-Hidroksibenzoik Asit 29,73+4,32 354,63+58,58 18,13+0,15
8. 7-Asetil royleanon 12,17+0,16 27,64+1,05 35,55+1,02
9. B-Sitosterol 72,11x1,94 154,34+2,12 22,17+0,98
10. Ferruginol 33,80+2,20 6,61+0,27 49,83+2,02
11. Kriptanol 87,1949,90 55,25+2,02 70,05+3,03
12. Inuroyleanol 2,21+0,06 5,11£1,13 7,12+0,02
13.  6,7-dehidroroyleanon 16,84+0,18 55,73+6,33 28,56+1,04
14. Salvigenin 62,05+26,49 19,13+£2,78 49,83+1,54
15. Ursolik Asit 20,04+1,04 104,44+8,06 178,09+5,02
16. Oleanolik Asit 45,02+1,31 275,73+67,11 11,7240,06
17. Salvianolik Asit B 4,31+0,03 3,51+0,03 13,90+0,07
18.  Luteolin 7-Glikosid 5,58+0,06 3,8540,09 3,75+0,01
19. Salvianolik Asit A 4,06+0,04 2,66+0,07 4,76+0,01
20. Benzoik Asit 72,40+0,29 12,48+0,02 34,50+1,17
21. B‘S'l(’zz'zti‘liﬁisli;fzgzen >1000 280,5043,81  213,80+5,70
22. 4-hidroksi benzaldehit >1000 15,30+0,19 48,65+1,13
23. Stigmasterol >1000 312,75+4,92 172,48+1,15
24, Skoparon 186,39+0,50 65,09+0,61 164+1,09
25. Bis(2-etilhekzill) ftalat >1000 248,04+3,50 136,57+1,32
26. Sugiol 150,09+2,05 69,61+0,29 54,50+1,10
27. 7Ta-hidroksi-B sitosterol >1000 176,59+3,70 180,30+1,50
28. Heksarll‘sii:ﬁns‘t’gr‘ Astt, >1000 112,52£1,18  113,60+2,19
29. Hgﬁf;ﬁll‘anr‘r’lﬁf:ge r3 T 340,92+4,79 231,54+2,68  152,60+2,72
30. Protokatesik Asit 2,11+0,07 1,42+0,05 2,20+0,12

a: Sonuglar ii¢ paralel 6l¢iimiin ortalamast ve standard sapmasi seklinde verilmistir.
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5.3. Antikolinestreaz Aktivite Sonuclari

53.1. S. cerino pruinosa var. elazigensis ekstrelerinin antikolinestreaz

aktiviteleri

Salvia cerino-pruinosa var. elazigensis tiirlinden hazirlanan ekstrelerinin
asetilkolinesteraz aktivitelerinin olmadig1 fakat orta derecede butirilkolinesteraz
enzim aktivitesi goOsterdikleri belirlendi (Tablo 18). Bu ftiiriin sadece dal
kisimlarindan hazirlanan etanol ekstresinin  diigiik butirilkolinesteraz  enzim

aktivitesine sahip oldugu saptandi.

Tablo 18. Orneklerin antikolinesteraz aktivite sonuclari®

Ornekler AChE (% inhibisyon) BChE (% Inhibisyon)
SCE-PE AD 48,44+0,95
SCE-KK AD 55,67+0,95
SCE-KE AD 40,67+1,28
SCE-K AD 57,28+1,36
SCE-D AD 9,60+0,57
SCE-Y AD 45,36+1,52
SCE-C AD 40,67+0,19
Galantamin® 86,14+0,38 80,18+0,46
2200pg/mL

“Standart madde

AD: Aktif degil

5.3.2 izole edilen ve yapisi aydinlatilan baz1 bilesklerin asetilkolinesteraz ve

butirilkolinesteraz enzim aktiviteleri

Izole edilen 24 saf maddelerin antikolinesteraz enzim aktivitelerine asetil- ve
butiril-kolinesteraz olmak iizere iki yontemle bakildi (Tablo 19). Ozellikle elde
edilen diterpen yapisindaki bilesiklerin olduk¢a aktif olduklar1 goriildii. Gram
seviyesinde elde edilen 6,7-dehidroroyleanon bilesiginin ilag etken maddesi olma
potansiyeli bulunmaktadir. Bu bilesigin kolay ve yiiksek oranda elde edildigi

diistintildiigiinde ilerde patent olma potansiyelinde bulunmaktadir.
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Tablo 19. Elde edilen ve yapis1 aydinlatilan baz bilesklerin asetil- ve butirilkolinesteraz enzim
aktiviteleri®

No isim Asetilkolinesteraz Enzim Butirilkolinesteraz Enzim
Aktivitesi Aktivitesi
50 ppm’deki ICso 50 ppm’deki ICso
%inhibisyon %inhibisyon
1. Rosmarinik Asit A.D. - A.D. -
2. Klorojenik Asit A.D. >1000 A.D. 672,10+12,12
3. Apigenin A.D. - 86,24 16,45
4. Hesperidin AD. - A.D. -
5. Fumarik Asit A.D. - 25,41 180,95
6. Kaffeik Acit A.D. - A.D. -
7. 4-Hidroksibenzoik Asit A.D. - A.D. -
8. 7-Asetil royleanon 67,57 18,93 85,29 12,87
9. B-Sitosterol AD. - A.D. -
10 Ferruginol 95,76 3,96 84,92 15,57
11 Kriptanol 87,93 8,40 78,96 14,63
12 Inuroyleanol 77,43 5,58 58,98 36,24
13 6,7-dehidroroyleanon 93,69 5,61 99.92 1,52
14 Salvigenin AD. - A.D. -
15 Ursolik Asit 53,99 49,89 68,50 32,34
16 Oleanolik Asit 40,12 60,60 43,00 62,12
17 Salvianolik Asit B A.D. - A.D. -
18 Luteolin 7-Glukozit A.D. - A.D. -
19 Salvianolik Asit A 73,16 23,04 52,00 48,32
20 Benzoik Asit A.D. >1000 A.D. >1000
21 Stigmasterol A.D. >1000 11,84+0,01 140,98+5,23
22 Sugiol A.D. >1000 61,09+2,98 9,07+0,12
23 7-alfa-hydroxy-beta AD. >1000 A.D. A.D.
sitosterol
24 Prokatesik Asit A.D. >1000 9,52+0,96 908,45+13,21

a: Sonuglar ii¢ paralel 6l¢iimiin ortalamast ve standard sapmasi seklinde verilmistir.

5.4. Ureaz ve Tirozinaz Enzim Aktiviteleri

54.1. 8. cerino pruinosa var. elazigensis ekstrelerinin anti-iireaz ve anti-

tirozinaz enzim aktiviteleri

Salvia cerino-pruinosa var. elazigensis tiirinden hazirlanan ekstrelerinin {ireaz
enzim aktivitelerinin olmadig1 fakat orta derecede tirozinaz enzim aktivitesi
gosterdikleri belirlendi. Bu tiirin yaprak kisimlarindan hazirlanan etanol ekstresinin

orta derecede tirozinaz enzim aktivitesi gosterdigi belirlendi (Tablo 20).

Tablo 20. Ekstrelerin anti-iireaz ve anti-tirozinaz enzim aktiviteleri

No Ekstreler Tirozinaz Enzim Aktivitesi Ureaz Enzim Aktivitesi
4000 ppm’deki Esdeger kojik asit 4000 ppm’deki Esdeger
% inhibisyon pg kojik asit/mg % inhibisyon tiyoiire pg/mg ekstre
ekstre

1 SCE-PE 5,26 1,05 A.D. -
2 SCE-KK 21,61 2,28 A.D. -
3 SCE-KE 10,36 1,92 A.D. -
4 SCE-C 9,69 0,24 A.D. -
5 SCE-Y 27,40 3,40 A.D. -
6 SCE-K 24,88 1,99 A.D. -
7 SCE-D 17,35 3,32 A.D. -
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5.4.2. Elde edilen ve yapisi aydinlatilan bazi bilesklerin anti-iireaz ve anti-

tirozinaz enzim aktiviteleri

Yapist aydinlatilan bazi bilegiklerin tirozinaz ve {ireaz enzim aktiviteleri tablo
21°de verildi. Ureaz enzim aktivitesinde asetil royleanon bilesiginin enaktif bilesik
oldugu belirlendi. Asetil royleanon bilesiginin 12,5 ppm konsantrasyonda diger saf
bilesiklere gore iireaz enzim aktivitesinde %482 inhibisyon gostermesi dikkat
¢ekicidir.

Tablo 21. Elde edilen ve yapisi aydinlatilan baz bilesiklerin anti-iireaz ve anti-tirozinaz enzim
aktiviteleri®

No isim Tirozinaz Enzim Ureaz Enzim Aktivitesi
Aktivitesi
12,5 Ekivalent 12,5 Ekivalent

ppm’deki kojik asit ppm’deki tiyoiire pg
%inhibisyo pg kojik % inhibisy /mg ekstre

n asit /mg on
ekstre
1. Rosmarinik Asit 12,11 105,58 A.D. -
2. Klorojenik Asit A.D. A.D. A.D. A.D.
3. Apigenin A.D. - A.D. -
4, Hesperidin A.D. - 33,87141 126,6055
5. Fumarik Asit A.D. - A.D. -
6. Kaffeik Asit 14,15 125,24 A.D. -
7. 4-Hidroksibenzoik asit A.D. - A.D. -
8. Asetil royleanon A.D. - 82,33022 399,626
9. f-Sitosterol A.D. - A.D. -
10 Ferruginol 2,81 15,95 A.D. -
11 Kryptanol A.D. - A.D. -
12 Inuroyleanol A.D. - A.D. -
13 6,7-dehidroroyleanon 8,82 73,93 A.D. -
14 Salvigenin A.D. - A.D. -
15 Ursolik Asit A.D. - 33,70717 125,6802
16 Oleanolik Asit 9,06 76,24 A.D. -
17  Salvianolik Asit B A.D. - 45,52603 192,2686
18 Luteolin 7-Glukozit A.D. - A.D. -
19  Salvianolik Asit A A.D. - A.D. -
20 Benzoik Asit A.D. A.D. A.D. A.D.
21 Stigmasterol A.D. A.D. A.D. A.D.
22 Sugiol A.D. A.D. 39,83+1,05 158,334+7,83
23 7-alfa-hydroxy-beta A.D. A.D. 40,11+1,76 150,19+6,38
sitosterol
24 Prokatesik Asit 16,04+0,02  142,384+4,21 A.D. A.D.

*Sonuglar ii¢ paralel dlglimiin ortalamasi ve standard sapmasi seklinde verilmistir.
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5.5. S. cerino-pruinosa var. elazigensis Tiiriiniin Cesitli Ekstrelerinin ve

Kisimlarinin LC-MS/MS ile Fenolik icerik Analizi

S. cerino-pruinosa var. elazigensis tiirliniin ¢esitli kisimlarimin ve ¢esitli

ekstrelerinin fenolik igerigi LC-MS/MS ile belirlendi (Sekil 16) . S. cerino-pruinosa

var. elazigensis tiriiniin apolar ve toplam fenolik-flavonoit igerik bakimindan en

fakir ekstresi olan SCE-PE LC-MS/MS’te de aym parallelikte sonu¢ verdi. Genel

olarak S. cerino-pruinosa var. elazigensis’in major bilesikleri rosmarinik, malik ve

fumarik asitler oldugu tespit edildi. Ozellikle SCE-Y ekstresinin rosmarinik asit

bakimindan ¢ok zengin oldugu tespit edildi (Tablo 22).

Tablo 22. S. cerino-pruinosa var. elazigensis tiiriiniin ¢esitli ekstrelerinin ve kissmlarimin LC-
MS/MS ile fenolik icerik analizi

#  Analit SCE-PE SCE-KK SCE-KE SCE-K SCE-D SCE-Y SCE-C
1 Kumarin T.E.? T.E. T.E. T.E. T.E. T.E. T.E.

2 Hesperidin 10,55 13,48 285,31 22,54 77,69 44,15 1047,65
3 p-Kumarik asit 0,24 5,01 45,18 15,39 10,57 121,3 33,95

4 o-kumarik asit T.E. T.E. T.E. T.E. T.E. T.E. T.E.

5 Gallik asit T.E. T.E. T.E. T.E. T.E. T.E. T.E.

6  Kafeik asit T.E. 2,33 320,7 463,82 147,63 879,52 267,87
7 Vanilik asit T.E. T.E. 142,06 929,47 575,19 691,71 T.E.

8 Salisilik asit T.E. 4,01 41,81 12,61 30,67 100,35 36,77

9  Kinik asit T.E. T.E. 291,87 T.E. T.E. 208,17 318,44
10  4-OH-benzoik asit T.E. T.E. T.E. 112,98 T.E. T.E. T.E.

11 Ferulik asit T.E. T.E. T.E. T.E. T.E. T.E. T.E.

12 Klorojenik asit T.E. T.E. 62,88 T.E. T.E. T.E. T.E.

13 Rozmarinik asit 11,1 9,3 15666,13 7107,27 1701,59 34638,45 14898,05
14 Protokatesik asit T.E. T.E. 214,34 694,85 156,44 626,7 130,61
15 Sinnamik asit T.E. T.E. T.E. T.E. T.E. T.E. T.E.

16  Sinapinik asit T.E. T.E. T.E. T.E. T.E. T.E. T.E.

17  Fumarik asit 77,03 269,82 2068,33 578,29 1656,57 738,3 1214,7
18 Vanilin T.E. 83,12 68,04 247,38 50,8 24,32 T.E.

19  Pirokatekol T.E. T.E. T.E. T.E. T.E. T.E. T.E.

20 Malik asit T.E. 135,56 448251 2908,19 1453,65 3004,02  5743,01
21  Sirinjik asit T.E. T.E. T.E. T.E. T.E. T.E. T.E.

22 Hesperetin T.E. 7,91 19,18 T.E. 5,7 T.E. 25,98
23 Naringenin T.E. 5,18 5,05 T.E. 3,31 3,28 4,58

24 Rutin T.E. T.E. T.E. T.E. T.E. T.E. T.E.

25 Kersetin T.E. T.E. 3,98 T.E. T.E. T.E. 5,84

26 Kersitrin T.E. T.E. T.E. T.E. T.E. T.E. T.E.

27  Apigenin 0,45 104,97 85,14 2,78 27,27 131,79 225,77
28 Kirisin T.E. T.E. T.E. T.E. T.E. T.E. T.E.

29  Likiritigenin T.E. T.E. T.E. T.E. T.E. T.E. T.E.

30 Izokersitrin 4,99 T.E. 135 6,64 11,08 165,93 2624
31 Apigetrin 3,5 10,73 1549,17 33,85 63,19 1599,2 6902,16
32 Roifolin T.E. T.E. 422,96 32,59 93,1 940,47 481,94
33 Nikotiflorin T.E. T.E. 1430,38 T.E. 145396 T.E. 3573,88
34  Fisetin T.E. T.E. T.E. T.E. T.E. T.E. T.E.

35 Luteolin T.E. T.E. T.E. T.E. T.E. T.E. T.E.

36 Mirisetin T.E. T.E. T.E. T.E. T.E. T.E. T.E.

37  Kampferol T.E. T.E. T.E. T.E. T.E. T.E. T.E.

* ND: Tespit edilemedi.

% RSD degerleri gereg ve yontem boliimiinde pg/L degeri olarak verilmistir.
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..............................

Standart Kromatogram

1.20131 778

Sekil 16. . S. cerino-pruinosa var. elazigensis tiiriiniin cesitli ekstrelerinin ve kistmlarimin LC-
MS/MS analiz kromatogrami

5.6. GC-MS ile Yag Asidi Analiz Sonuclar:

S. cerino-pruinosa var. elazigensis tiriniin 2015, 2016 ve 2017 yilllarinda
toplanan 6rneklerinin petrol eteri ekstrelerinin yag asidi profili GC-MS ile belirlendi
(Tablo 23). Ekstrelerin yag iceriklerinin %100’ii belirlendi. U¢ yilda da toplanan
orneklerden hazirlanan ekstrelerinana bilesenlerinin oleik asit oldugu tespit edildi.
Genel olarak ekstrelerin bilesimindeki yag asitlerinin daha ¢cok doymamis oldugu
belirlendi. 2015, 2016 ve 2017 willarinda toplanan Orneklerin yag asidi bilesimi
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kargilasgtirildiginda genel olarak ekstrelerin igerik olarak bilesiminin yillara bagh

olarak degismedigi tespit edildi.

Tablo 23. 2015-2016-2017 yillarinda toplanan Salvia cerino-pruinosa var. elazigensis
orneklerinin yag asidi bilesimi

RT Bilesen SCE-PE(% lcerik)
2015/2016/2017

27.93 2-Palmitoleik asit -/~/-

28.31 Palmitik asit 8.02/12.68/10,65

29.76 Palmitoleik asit -/~/-

31.39 cis-10 heptadekanoik asit -/-/-

31.85 Stearik asit 1.66/2.12/-

33.10 Oleik asit 67.08/56.88/72,65

34.62 Linoleik asit -

34.69 Heksadekadienoik asit -/26.02/14,65

35.14 Arasidonik asit 4.69/-/-

36.33 cis-11-eikosenoik asit -/-/-

36.66 Linolenik asidt -/-/-

37.83 cis-11,14-eikosadienoik asit -/-/-

38.40 Behenik asit 12.50/-/2,05

39.63 Erusik asit -/-/-

41.27 cis-13,16-dokosadienoik asit -/~/-

41.85 Lignoserik asit 6.05/2.29/-

43.33 Nervonik asit -/-/-

5.7. HPLC-IT-TOF-MS Sonuclari

S. cerino-pruinosa var. elazigensis tlriiniin tim bitki kisimlarimin kloroform ve
etanol ekstreleri LC-MS IT-TOF cihazinda optimize edilen kapsamli 75 dakikalik bir
metotla analiz edilerek genel fitokimyasal profili belirlendi. Yapilan bu ¢alismada
farkli siniflardan 74 farkli sekonder metabolit tespit edildi. Molekiil formiilleri tespit
edilen fitokimyasallarin tahmini isimleri, alikonma zamanlari, tespit edilen iyon
formlari, dl¢iilen m/z degerleri (tam kiitle olarak verilmistir) Tablo 24, 25, 26’da
verildi. LC-MS/IT-TOF taramasina ait kromatogramlar (TIC) ise Sekil 17’te verildi.
LC-MS/IT-TOF taranmasina ait datalarin yorumlanmasi yapilirken intensite
2.500000 iizerinde olan pikler degerlendirildi. Yani bu tiir daha ¢ok major bilesenler
acisindan incelendi. Bu yiizden tablo da verilen bilesiklerin ilgili tiirde kesinlikle
oldugu soylenebilirken sadece bir tiirde bir bilesik sonuglarimiza goére yok
goziikiiyorsa ancak bu bilesigin bu tiirde olmadigi degil major bilesen olmadigi

sonucu ¢ikarilmahdir. Ayrica tarama sonuglarina gore tahmini isimler verilmistir. O
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kapali formiile ve kiitleye sahip bir bilesen igerdigi kesinlikle sdylenebilirken o
bilesigin ismi ise tahmini sdylenebilir. Ciinkii o formiil ve tam kiitleye sahip birden

fazla dogal bilesik olabilir.

SCE-KK SCE-KE
<Chromatogram> <Chromatogram>

™

I Y e T

T

0]
f7easT ™G

SO 11T WV R = TR N VO

T

WYL U U Y SR N

Sekil 17. Salvia cerino-pruinosa var. elazigensis ekstrelerinin sirasiyla total, pozitif ve negatif
HLC-IT-TOF-MS kromatogramlari
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Tablo 24. Calisilan S. cerino-pruinosa var. elazigensis tiiriiniin HPLC-IT-TOF-MS sonuclari

Molekiil Molekiiliin Ad1 [M+H]+ [M+NH4]+ [M-H- RT. SCE- SCE-
Formiilii KK KE
L. C20H1002 Arasidonik asit/ Fitanik asit 311,2956 56,62 * *
2. CpHuO: Behenik asit 339,3269  55.59-62.76 *
3. CnHuxO 2-Oktadesilfuran 338,3417 47.00-47.92 * *
4. C3Hss0s Ursolik asit / Oleanolik asit 4553531 34.36-34.9 * *
5. CaHz0s 6,7-Dehidroroyleanon/ Taksodion/ 8-hidroksi-12-okso-abieta-9(11),13-dien-20-oik asit 8,20- 315,1955 25,84 *
lakton

6. CyHs00s Homokastasteron/ 28-homokastasteron 4773585  56.00-56.3 * *
7. CnH#O Z-5-Metil-6-heneikosen-11-on 340,3574 52,52 *
8. C2HssO2 Lignoserik asit/ tetrakosanoik asit 367,3582 61,97 *

9. CxnH30 (Heksadesiiloksiy)benzen/ 2,4-Dioktilfenol 336,3261 42,48 * *
10. Ca3Ha00s Persin 381,2999 40,99 * *
11, C3Hs5203 Listerin/ Mirhanol A 459,3844 61,81 *

12, Ci5Hi607 Sirsilineol/ Santin/ Eupatilin 345,0969 20,3 * *
13. CisHig0s Salvigenin 329,102 24.68-25.00- * *

27.78

14, CyuHi»0s imperatorin 381,0758 1,46 *
15. C1oH14010 2-(2-(2,3-dihidroksipropoksi)-2-oksoetil )-2-(formiloksi)succinic asit 293,0514  1.46-1.53 *
16.  Ci5Hi60s Rosmarinik asit 359,0772 12,28 *
17, CyiH3604 2-Monolinolenin 353,2686 352 *
18. Cy7H1406 Sirsimaritin/4'-Metilcapillarisin/ Velutin 315,0868 22,82 * *
19, C3sHe209 Goyaglikosid C 663,4467 56,32 *
20.  C4H72012 Apoleogenin B 815,4951 472 *
21, Ci6H3203 11-Hidroksiheksadekanoikasit 2712289 31,06 *

22, C2H2015 5,7,8-Trihidroksikumarin-5-B-gentiobiosit 536,161 59,75 * *
23, CasHue02 Kolesteril format/ ergost-3,6-dion 432,3836 47,71 * *
24, C30Hs00: Betulin/ Inotodiol 460,4149 52,69 * *
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Tablo 25. Calisilan S. cerino-pruinosa var. elazigensis tiiriiniin HPLC-IT-TOF-MS sonuclar: (Devam)

Molekiil Formiilii Molekiiliin Ad1 [M+H]+  [M+NH4]+ [M-H]- R.T. SCE-KK  SCE-KE
25, CuHaOr Pentadekanoikasit beta-D-glukozit 4223112 26,64 * *
26. Cp4HisO6 Sorbitan monostearat 448,3633 39,28 * *
27. Cy3HuOs Glutarikasit 434,3476 37,14 *

28. CxnH30s Megaphone/ Megafon 389,197 27,03 *

29, CaHuOs Dodekanedioikasit 406,3163 32,06 *

30, CyHuO: Parvifloren H/ anthogorgien G 427,2632 26,69 * *
3L CioH05 ()>-Methopren 311,2581 30,38 *

32, CuHyOn0 Sophorasid A 473,1453 26,24 *

33, CyHusOs Dresigenin B 4533211 39,35 *

34 CiHx0s (128)-12-Hidroksi-16-heptadesinoikasit/simpleksolide A/portentol 283,2268 26,68 *

35 CyHseOs 3-[2-hidroksi-3-(4,8,12,16-tetrametilheptadekoksi)propoxy]propan-1,2-diol 461,4201 52,7 *

36 CyoHx0s Rosmadial 345,1697 26,48 *

37 CaHsO2 hopane-30-ilasetat 488,4462 57,81 *

38 CasHs0s Gliseril dibehenate/ Docosanoikasit 433,3888 47,67 *

39, CpHuisO2 (3B,24S)-3-Hidroksistigmast-5-en-7-on 429,3727 49,32 * *
40.  C1oH3606 1-O-aseti-2-O-[(R)-3-hidroksitetradekanoyl]-sn-gliserol 378,285 28,46 *

41, CasHasO3 Kerevisterol /(3a,50,80,9B)-5-Hidroksi-3-metoksiKolestan-6-on 431,3531 55,99 *

42, CioHz0: Androstenedion/ 1-Androstenedion/ Boldenon 287,2006 19.54-22.65  *

43. CyHaeOs Aplidiasterol B/ KoproKholikasit 451,3418 22.72-3037  * *
44, CpHieOs Orientalin A/Limaprost 381,2636 32,84 *

45, CaHas0: Sugiol/6,7-dehidrosalviol 301,2162 27,74 * *
46.  CH30s Irkinolin A/ Sarkostin 383,2428 28,46 *

47. CasHpOs mangikol A 4233105 26,67 *

48. C20H350s 16,17,18,20-tetrahidroksi-10,11,14,15-tetrahidronerilgeraniol 376,3058 32,85 *
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Tablo 26. Calisilan S. cerino-pruinosa var. elazigensis tiiriiniin HPLC-IT-TOF-MS sonuclar: (Devam)

Molekiil Molekiiliin Adi [M+H]+ [M+NH4]+ [M-H]- R.T. SCE-KK SCE-KE
Formiili
49. C19H2604 Ubiquinon 2 319,1904 25.76-26.22 *
50. CisH2s02 Bolandiol/19-Norandrosteronealpha- 277,2162 25,56 *
Parinarikasit/Stearidonikasit
51 Ca1H20010 Kosmosiin/Afzelin/ Vitexin 433,1129 12,34 *
52. CioH240, Boldion/Metribolone 285,1849 18,83 *
53. CioH2603 Epimestrol/ Formestane/ Dripetenon C 303,1955 16,15 *
54. CisH320s (+)-Aspicilin/ malingicasit 346,2588 16,46 *
55. C20H2604 Karnosol/6-Hidroksisalvinolon /7,20- 329,1758 28.45-30 * *
Epoksiroyleanone
56. Ca0Ha304 Karnosik asit/7alpha-Hidroksiroyleanon 331,1915 27.10-30 * *
57. C17H2003 6,7-Dehidroroyleanon 273,1485 21,00 * *
58. Ci6H120s Genkwanin/akasetin 285,0758 21,8-24,7 * *
59. C20H2402 Kandidissiol 297,1849 18.2-25,8- * *
32,0
60. CaoHas0s Hypargenin B/ Kriptanol/ Royleanon 317,2111 25,50-27,60  * *
61. CaoHi1407 Tanimlanamadi 473,0667 12,26 *
62. C1oH403 Tanimlanamadi 339,3469 47,11 *
63. C14H30020 Tanimlanamadi 536,1669 59,77 *
64. C31Hs40s Tanimlanamadi 505,3898 61.69-61.81 *
65. C31Hs6014 Tanimlanamadi 663,4525 56,32 *
66. C29H330 Tammlanamadi 420,3261 33,86 *
67. CHaz209 Tammlanamadi 449,2756 26,68 *
68 C3Hi302 Tammlanamadi 4452945 30,28 *
69. C32H350 Tammlanamadi 439,2995 37,15 * *
70. Ca25HasO7 Tammlanamadi 478,3738 35,08 *
71. C23Hag0s Tammlanamadi 404,3496 4226 *
72. C34Ha2O2 Tammlanamadi 483,3258 32,3 * *
73. C3Hi302 Tammlanamadi 455,2945 30,41 *
74. C33H400 Tanimlanamadi 4533152 39,34 *
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5.8. Saf Madde izolasyonu ve Saf Maddelerin Yap1 Tayini

Tablo 26°da Salvia cerino-pruinosa var. elazigensis tiiriinden izole edilen ve
yapilar1 aydinlatilan maddelerin listesi verildi. Tablo 27°da 1-6 ve 16-18 numarali
maddeler preperatif HPLC ile diger maddeler ise preperatif ITK ile elde edildi. Yap1
aydinlatma calismalarinda her maddenin 'H-NMR, C-NMR ve 2D-NMR
spektrumlar1 alind1 ve literatiirdeki spektroskopik degerlerle karsilastirilarak yapiya

karar verildi.

Tablo 27. Yapisi aydinlatilan bilesikler

No Isim
1. Rozmarinik Asit
2. Klorojenik Asit
3. Apigenin
4. Hesperidin
5. Fumarik Asit
6. Kaffeik Asit
7. 4-Hidroksibenzoik Asit
8. 7-Asetil royleanon
9. B-Sitosterol
10. Ferruginol
11. Kriptanol
12. Inuroleanol
13. 6,7-dehidroroleanon
14. Salvigenin
15. Ursolik
16. Oleanolik
17. Salvianolik Asit B
18. Luteolin 7-Glikosid
19. Salvianolik Asit A
20. Benzoik Asit
21. Bis-(2-etil heksil benzene 1,2 dikarboksilate)
22. 4-hidroksi benzaldehit
23. Stigmasterol
24. Scoparon
25. Bis(2-etilhekzil) tereftalat
26. Sugiol
27. 7a-hidroksi-B-sitosterol
28. Heksadekanoik Asit, n-oktil ester
29. Heksadekanoik Asit, 3-hidroksi-metilester
30. Prokatesik Asit
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5.8.1. Rosmarinik asit

Tiirlin toprak istii kisimlarinin etanol ekstresinin ¢ok sayidaki fraksiyonundan
preperatif HPLC ile MeOH/Su:50/50 sisteminde beyaz renkte kati seklinde elde
edildi. Preperatif HPLC’de DAD dedektérde UV max dalga boyu 332 nm olan pik
toplandi. Farkli safliklarda olmak iizere yaklasik 150 mg elde edildi (Sekil 18). 'H-
NMR spektrumunda (CD3OD, 600 MHz) ¢ 7,03 (brs), 6,75 (d, J=6 Hz), 6,99 (d, J=6
Hz), 2.96 (brd, J=12 Hz), 2,92 (dd, J=13,8; 9,6 Hz), 6,22 (d, J=12Hz), 6,50 (d, J=2
Hz), 6,65 (brs), 6,63 (d, J=6 Hz), 7,45 (d, J=18 Hz) ve 5.01°de (m) goriilen pikler
sirasiyla H-2, H-5, H-6, H-7a, H-7b, H-8, H-2°, H-5’, H-6’, H-7° ve H-%&
protonlarina aittir (241, 242). Validasyonu yapilmis olan metod ile LC-MS-IT-
TOF’ta cahisildiginda bu maddenin rosmarinik asit standardi ile aynm1 alikonma
zamanina sahip oldugu goriildii ve izlenen [M-H] piki (m/z 359.0772 (Ci3H1603)) ile
L-77 maddesinin rozmarinik asit oldugu dogruland1. Tablo 28’de L-77 nin 'H ve '*C
NMR degerleri verildi (Sekil 19-22).

Sekil 18. Rosmarinik Asit
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Tablo 28. Rosmarinik asit bilesiginin NMR degerleri

Pozisyon BC-NMR '"H-NMR

1 129.63 -
2 113.69 7,03 brs
3 147.49 -
4 149.30 -
5 114.28 6,75 d (J=6 Hz)
6 122.84 6,99 d (J=6 Hz)

38.60 a2.96 brd (J=12,0)
7

b 2,92 dd (J=13.8; 9.6 Hz)

8 1153 6,22 d (J=12 Hz)
9 169.1 £
T 131.18 4
2 117.1 6,50 d (J=2 Hz)
3 147.49 -
" 144.71 -
5 116.0 6,65 brs
6 122.83 6,63 d (J=6 Hz)
7 147.4 7,45 d (J=18 Hz)
8 82.509 501 m
9 175.50 -
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Sekil 19. Rozmarinik asit bilesiginin 'H NMR spektrumu (CD;O0D, 600 MHz)
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A_ERTAS_L-77_APT_0O1
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Sekil 20. Rozmarinik asit bilesiginin 1*C NMR (APT) spektrumu (CD;OD, 150 MHz)
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Measured region for 358.0770 m/z
359.0770

100.0q
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C18 H16 O8 [M-H}- : Predicted region for 358.0772 m/z

359.0772
100.0+
_ |
1 |
50.0 ‘ \
7 |
] Il
‘ 360.0806
4 | 1! ("‘1’
| | '\
T T T - A T T L 3 T T - i : T T T T T /T\ T T
3586 358.8 3590 3592 3594 3596 3598 360.0 360.2 3604 3606 360.8 3610 361.2 361.4
Score Formula (M) llon | Meas.m/z Pred.m/z Df. (mDa) Df. (ppm) Iso. DBE
1 77.55 cC18 H16 08 [[M-H}- 359.0770 359.0772 0.2 -056 77.55 11.0

Sekil 21. Rozmarinik asit LC-MS-IT-TOF kromatogram
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Sample ID:ROSMARINIC ASIT Method Name:zeynep

Sample Scans: 128 User:Admin

Background Scans: 128 Date/Time:05.10.2018 2:37:23

Resolution:8 Range: 4500 - 400

System Status:Good Apodization:Triangular :

File Location:C\Users'\Public\Documents'AgilentiMicroLab\Resultis\ROSMARINIC ASIT_2018-05-10T14-
37-23 ar
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Sekil 22. Rozmarinik asit bilesiginin IR spektrumu
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5.8.2. Klorojenik asit

Tiirlin toprak iistii etanol ekstresinin polar fraksiyonlarimin C-18 kolan dolgu
maddesi ile hazirlanan kolanlarda MeOH/SU:70/50 sabit ¢6ziicli sisteminden
gecirilerek alt fraksiyonlara ayrildi. Yiiksek saflikta 30 mg beyaz toz halinde elde
edildi (Sekil 23). Bu fraksiyonlardan preperatif HPLC sisteminde MeOH/Su:50/50
¢oziicli sisteminde UV max dalga boyu 325 nm olan pik toplandi. 'H-NMR
spektrumunda (CD3OD, 600 MHz) 6 2.00 m -1.75 dd J= 13.9, 7.2 Hz, 5.51 brs, 3.54
brs, 3.90 brs, 7.0 brs, 6.77 d (J=7.8 Hz), 6.98 d (J=7.8 Hz), 7.40 d (J/=16.2 Hz), 6.12
d (J=15.6 Hz), 9.12 5 ve 9.55 s ppm’de proton sinyalleri izlendi. Ileri NMR teknikleri
ile caligilmadan 6nce LC-MS-IT-TOF sistemi ile madde analiz edildi. Bu bilesik
validasyonu yapimis metot ile c¢alisildiginda klorojenik asit ile aymi alikonma
siiresine sahip oldugu goriildii. Ayrica LC-MS-IT-TOF ile elde edilen kiitle
spektrumunda izlenen m/z 353.0881 [M-H] piki Ci6Hi309 kapali formiiliinii 6nerdi.
NMR ve kiitle spektrumlar1 birlikte degerlendirildiginde ve literatiir verileri ile
kiyaslandiginda bu bilesigin klorojenik asit oldugu dogrulandi (243). Tablo 29°da
klorojenik asitin '"H NMR degerleri verildi (Sekil 24-27).

Sekil 23. Klorojenik asit
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Tablo 29. Klorojenik asit bilesiginin NMR degerleri

Pozisyon '"H-NMR

1

2 2.00 m ,2H- 1.75dd J=13.9,7.2 Hz
3 3,90 brs

4 3.54 brs

5 5.51brs

6 2.00 m ,2H- 1.75,2H dd J=13.9, 7.2 Hz
R

2" 7.0 brs

3

&

5 6.77 d (J=7.8 Hz)

6 6.98 d (J=7.8 Hz)

7 7.40 d (J=16.2 Hz)

8 6.12 d (J=15.6 Hz)

o

3'-OH 9.12 s

4'-OH 9.55s
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Sekil 24. Klorojenik asit bilesiginin "H NMR spektrumu (CD;0D, 600 MHz)
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Sekil 25. Klorojenik asit bilesiginin 3C NMR (APT) spektrumu (CD;0D, 150 MHz)
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Measured region for 353.0881 m/=
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Rank Score Formula (M)

lon Meas. mjfz| Pred. mfz Df. (mDa) Df. (ppm) Iso DBE
[M-HJ-

1 52.80{ C16H18 O9 353 0881 353.0878| 0.2 0.8 52.80| 8.0

Sekil 26. Klorojenik asit LC-MS-IT-TOF kromatogram
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Sekil 27. Klorojenik asit bilesiginin IR spektrumu
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5.8.3. Apigenin

Toprak istii kisimlarin etanol ekstrelerinin %50 Aseton/Metanol ve sonrasi
fraksiyonlarin birlestirilip C-18 kolonda MeOH/SU:70/50 sabit ¢oziicii sisteminden
gecirilerek alt fraksiyonlara ayrildi. Bu alt fraksiyonlarin MeOH/Su:50/50 ¢oziicii
sisteminde preperatif HPLC’de 342 nm dalga boyunda max absorbans veren pik
toplandi. Toplam 20 mg sarimtrak toz halinde elde edildi (Sekil 28). 'H-NMR
spektrumunda (CD3;OD, 600 MHz) 6 6.59s, 6.20s, 6.45s, 7.85 d (J=8.4 Hz) ve 6.92 d
(J=7.8 Hz) ppm’de proton sinyalleri izlendi. Aromatik bdélgede izlenen proton
sinyalleri bize yapiin fenolik veya flavonoid yapisinda olabilecegini diisiindiirdii.
Ileri NMR teknikleri ile ¢alisilmadan énce LC-MS-IT-TOF sistemi ile madde analiz
edildi. Bu bilesik validasyonu yapilmis metot ile ¢alisildiginda apigenin ile ayni
alikonma siiresine sahip oldugu goriildii. Ayrica LC-MS-IT-TOF ile elde edilen kiitle
spektrumunda izlenen m/z 269.0450 [M-H] piki Ci5sHi0Os kapali formiiliinii 6nerdi.
NMR ve kiitle spektrumlar1 birlikte degerlendirildiginde ve literatiir verileri ile
kiyaslandiginda bu bilesigin apigenin oldugu dogrulandi (244-246). Tablo 30’da C-
128’in 'H ve 1*C NMR degerleri verildi (Sekil 29-32).

Sekil 28. Apigenin
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Tablo 30. Apigenin Bilesiginin NMR Degerleri

Pozisyon 'H-NMR

10 -
1 -
2',6' 7.85d (J=8.4 Hz)

3,5 6.92 d (J=7.8 Hz)

5-OH -
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Sekil 29. Apigenin bilesiginin 'H NMR spektrumu (CD;0D, 600 MHz)
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Sekil 30. Apigenin bilesiginin *C NMR (APT) spektrumu (CD;OD, 150 MHz)
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Measured region for 269.0450 m/z
269.0450
100.04
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Rank Score Formula (M) lon M m/z___ Pred. m/zZ Df. (mDa) Df. (ppm) Iso, DBE
[M-H]- 269.0450 269.0455 0.5 -1.8 34.02 11.0

1 33.29) C15H10 05

Sekil 31. Apigeninbilesiginin LC-MS-IT-TOF kromatogram
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Sekil 32. Apigenin bilesiginin IR spektrumu
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5.8.4. Hesperidin

Tirlin toprak {stii kisimlarindan hesperidin diger bir flavonoit olan
apigeninin elde edildigi ayn1 kromatografik tekniklerle elde edildi. HPLC’de 285 ve
326 nm dalga boyunlarinda max absorbans veren pik toplandi. Toplam 22 mg
sarimtrak toz halde elde edildi (Sekil 33). 'H-NMR spektrumunda (CDs;OD, 600
MHz) 6 7.8 (s), 6,96 (s) ve 6.18 (s), ppm’de aromatik bdlgede sinyaller izlendi.
Bunlara ilaveten 0 5.39 (d, J= 12 Hz), 6 4.93 (d, J = 4.8 Hz) izlenen proton sinyalleri
yapida iki farkli seker grubunun anaomerik karbonlarini, 3-4 ppm arasindaki diger
sinyalleri seker gruplarmnin diger protonlarini gosterdi. Ayrica 6 3.86 ppm’de 3H lik
bir metoksi singleti ve 6 1.19 ppm’de 3H karekteristik ramnoz sekeri metili tespit
edildi. Bu bilgiler bize yapin aromatik yapida oldugu ve seker gruplarinin bagl
olabilcegini diisiindiirdii. Ileri NMR teknikleri ile ¢alisilmadan énce LC-MS-IT-TOF
sistemi ile madde analiz edildi. Bu bilesik validasyonu yapilmis metot ile
caligildiginda hesperidin ile aym alikonma siiresine sahip oldugu goriildii. Ayrica
LC-MS-IT-TOF ile elde edilen kiitle spektrumunda izlenen m/z 609.1794 [M-H] piki
C2sH34015 kapali formiiliini 6nerdi. NMR ve Kkiitle spektrumlar1 birlikte
degerlendirildiginde ve literatiir verileri ile kiyaslandiginda bilesigin hesperidin

oldugu dogrulandi (247,248) (Sekil 34-36).

OH

Sekil 33. Hesperidin
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Measured region for 609.1784 m/z
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1 50.89 C28 H34 015 [[M-H}- 609.1794  609.1825 -3.1 509 57.12 12.0

Sekil 36. Hesperidin bilesiginin LC-MS-IT-TOF kromatogram
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5.8.5. Fumarik Asit

Tiirlin toprak istii kistmlarin etanol ekstrelerinden ince tabaka kromatografisi
yontemiyle aseton/MeOH:9.5/0.5 ¢oziict sisteminde elde edildi (Sekil 37). Beyaz
kat1 halinde yaklasik 10 mg elde edildi. "H-NMR (600 MHz, D,0) spektrumunda &
6,76 ppm’de rezonans olan singlet protonunu izlendi. Molekiildeki tek protonun
olefinik proton oldugu distinildi. APT (150 MHz, CDs;OD) spektrumu
incelendiginde 6 135.33 ve 6 167.82 ppm’de rezonans olan sirasiyla 1 metin ve 1
katerner karbon goriildi. NMR degerleri maddenin simetrik olabilecegini
disiindiirdii. Literatiir aragtirmasi sonucu bitkilerde bol bulunan organik asitlerden
biri olan fumarik asit oldugu belirlendi. Tablo 31’de bu bilesigin’in 'H ve '*C NMR
degerleri verildi (Sekil 38, 39).

Sekil 37. Fumarik Asit

Tablo 31.Fumarik asit bilesiginin NMR degerleri

Pozisyon BC-NMR "H-NMR
1 167.82

2 135.33 6.67

3 135.33 6.67

4 167.82
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Sekil 39. Fumarik asit bilesiginin *C NMR (APT) spektrumu (CD;OD, 150 MHz)
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5.8.6. Kaffeik asit

Diger bilesiklerin aksine tiiriin kok kisimlarinin etanol ekstrelerinden
preperatif HPLC ile elde edildi. Beyaz kati halinde 72 mg olarak elde edilmistir
(Sekil 40).'"H-NMR spektrumunda (CD30D, 600 MHz) 6 7,02 brs, 6.77 d (J=7.8 Hz),
6.92 d (J=7.8 Hz), 7.51 d (J=15.6 Hz) ve 6.23 d (J=15.6 Hz) ppm’de sinyalleri
izlendi. APT (CD3;0D, 150 MHz) spektrumunda ¢ift bag bdlgesinde, 6 116.6, 122.9,
146.8 ve 115.2 ppm’de karbon sinyalleri izlendi. Ayrica J 128.04, 146.9 ve 149.5
ppm’de 3 adet katerner karbon ve 0 171.4 ppm’de karbonil katerner karbonu izlendi.
LC-MS-IT-TOF ile elde edilen kiitle spektrumunda izlenen m/z 179.0332 [M-H] piki
CoHsO4  kapali formiiliinii  6nerdi. 'H- ve APT spektrumlar1 birlikte
degerlendirildiginde bu bilesigin kaffeik asit asit oldugu dogrulandi. Tablo 32°de bu
bilesigin 'H ve 3C NMR degerleri verildi (Sekil 41-44).

Sekil 40. Kaffeik asit

Tablo 32. Kaffeik asit bilesiginin NMR degerleri

Pozisyon 3C-NMR '"H-NMR
1 128.04

116.1 7,02 brs
3 146.9
4 149.5
5 116.6 6.77 d (J=7.8 Hz)
6 122.9 6.92 d (J=7.8 Hz)
7 146.8 7.51 d (J=15.6 Hz)
8 115.2 6.23 d (J=15.6 Hz)
9 171.4
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Sekil 41. Kaffeik asit bilesiginin 'H NMR spektrumu (CD;0D, 600 MHz)
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Sekil 42. Kaffeik asit bilesiginin 3*C NMR (APT) spektrumu (CD;0D, 150 MHz)
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Measured region for 179.0342 m/z
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A
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Rank Score Formula (M) 'lon Meas. m Pred. m/z_ Df. (mDa) Df. (ppm) Iso, DBE
1 24 37, C9H8 04 | [M-H]- 179.0342 179.0350| -0.8 -44 26.69 6.0

Sekil 43. Kaffeik asit bilesiginin LC-MS-IT-TOF kromatogram
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Sekil 44. Kaffeik asit bilesiginin IR spektrumu

129



5.8.7. 4-Hidroksi benzoik asit

Diger fenolik bilesiklerin aksine preperatif ince tabaka kromatografisi
yontemiyle diklorometan/aseton:9.8/0.2 ¢oziicli sisteminde elde edildi. 42 mg beyaz
toz olarak elde edildi (Sekil 45). Ayn1 zamanda preperatif HPLC ile MeOH/Su:1/1
¢oziicii sisteminde de elde edildi. Hem H-NMR (CD3;OD, 600 MHz) hem de C-NMR
da sadece fenolik bdlgede ve 11.25 ppm’de yayvan pik vermesi bilesigin basit bir
fenolik sit olacagim diisiindiirdii. '"H-NMR’da 6,81 (J=7,4 Hz) ve 7,75 (J=8,2 Hz)
ppm’de 2’ser protonluk pik vermesi yapinin simetrik ve para konumunda —OH
grubunun varligina (2,4 ppm) isaret etmistir. 'H NMR sinyallerinin kayma degerleri
ve LC-MS-IT-TOF’ta izlenen [M+HCOO] piki m/z 167,0354’e (C7HsO3) dayanarak
bu bilesigin 4-hidroksibenzoik asit oldugu saptanmistir ve NMR degerleri (Tablo 33)
literatiir degereleri ile kiyaslanarak yap1 dogruland1 (Sekil 46-49).

OH

HO

Sekil 45. 4-Hidroksi benzoik asit

Tablo 33. 4-Hidroksi benzoik asit bilesiginin NMR degerleri

Pozisyon 3C-NMR '"H-NMR

1 121,93

2 115,53 6,81 d (J=7,4 Hz)
3 131,93 7,75 d (J=8,2 Hz)
4 162,00

5 131,93 7,75 d (J=8,2 Hz)
6 115,53 6,81 d (J=7,4 Hz)
7-COOH 167,65
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Sekil 46. 4-Hidroksi benzoik asit bilesiginin 'H NMR spektrumu (CDCl;, 600 MHz)
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Sekil 47. 4-Hidroksi benzoik asit bilesiginin *C NMR (APT) spektrumu (CDCl;, 150 MHz)
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Measured region for 167.0354 m/z
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2 0.00 C7H602 IM+HCOOI- 167.0354  167.0350 0.4 239 000 5.0

Sekil 48. 4-Hidroksi benzoik asit bilesiginin LC-MS-IT-TOF kromatogram
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Sekil 49. 4-Hidroksibenzoik asit bilesiginin IR spektrumu
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5.8.8. 7-Asetil royleanon

Tiirtin hem toprak alt1 hemde toprak {iistii etanol ekstrelerinden preperatif ince
tabaka kromatorafisi (Coziicli sistemi Petrol eteri/Diklorometan: 1:2) ile elde edildi
(Sekil 50). Ozellikle toprak alt1 etanol ekstresinde 6,7-dehidroroyleanon gibi daha
yiiksek miktarda oldugu belirlendi. Turuncu kristal seklinde elde edildi. Silika jel
plakta UV lamba altinda (254nm) kizil kahverenkli goriilen bilesik, serik siilfat
belirteci piiskiirtiiliip etiivde 105°C’de yakildiginda kahverengi renk aldi. 'H NMR
(CDCI3, 600MHz ve 400MHz) spektrumunda karakteristik olarak bes metil sinyali
(0,87, 0,88, 1,21, 1,21 ve 1,22) sinyalinin izlendi. Bunlardan 1.21 deki metil
sinyallerinin 7,5 Hz lik dubletler halinde ve 3.15 ppm de bir ise metin protonun
septet (J=6,8 Hz, H-15) halinde izlenmesi yapida bir isopropil grubunun varligini
gosterdi, bu sinyaller yapinin abietan bir diterpen olabilecegine isaret etmis, fakat
herhangi bir aromatik proton sinyali izlenmemesine ragmen 7.21 ppm deki genis
singletin aromatik bir OH varligim diisiindiirdii. Karakteristik H-1 metilen pikleri
2,73 ppm’ de d (J/=12,7 Hz) halinde izlendi. Ayrica 5,95 ppm’ de (brds, H-7) izlenen
sinyal ve yani sira bir asetil metili 2.02 ppm de izlendi. Bu sinyaller yapida C-7 de ki
hidroksil grubunun yerine bir asetil grubunun varligina isaret ederek yap1 7a-asetil
royleanon= 7a-asetil-horminon (7a-asetil-12-hidroksi-8,12-abietadiene-11,14-dion)
olarak saptand1 (Ulubelen vd., 1999; Hensch vd., 1975). '"H NMR degerleri ve LC-
MS-IT-TOF ta izlenen [M+H]" piki 359,1695 (C22H3004) dayanarak bu bilesigin 7a-
asetil royleanon oldugu saptandi ve NMR degerleri (Tablo 34) literatiir degereleri ile

kiyaslanarak yap1 dogruland1 (Sekil 51-55).

OH 16

= ITHIED)

-
Z
Z
Z

19 T8

Sekil 50. 7-Asetil royleanon
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Tablo 34. 7-Asetil royleanon Bilesiginin NMR Degerleri

Pozisyon BC-NMR '"H-NMR

1 352 2,73 d (J=12,7 Hz)
2 18,7 .

3 297 -

4 39,0 -

5 21,0 -

6 35,7 1,92 d (J=14,5 Hz)
7 644 5,95 dd

8 149,9 ;

9 139.4 ;

10 410 )

11 183,7 F

12 150,7 p

13 124,6 )

14 185,1 4

15 32,9 3,15 sept (J=6,8 Hz)
16 196 1,21d (J=7,1 Hz)
17 18,5 1,21d (J=72 Hz)
18 21,5 0,87 s

19 19.8 0,88 s

20 24,6 122

7-COCHs 46,1 2,02

7-COCH; 169.8 -
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Sekil 51. 7-Asetil royleanon bilesiginin 'H NMR spektrumu (CDCl;, 600 MHz)
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Sekil 52. 7-Asetil royleanon bilesiginin 1*C NMR (APT) spektrumu (CDCls, 150 MHz)
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Unknown; InLib=-570

100+
55
50+
O_
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o1
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(Text File) Scan 712 (7.541 min): C-120(DCM).D'\data.ms (-693)

MName: Scan 712 (7.541 min): C-120(DCM).D\data.ms (-693)

MW: NA ID#: 2662 DB: Text File

Comment: C-120{DCM)

10 largest pe
314 999 |
Synonyms:

aks:

332 953 |

no synonyms.

55798 |

69 630 |

Sekil 53. 7-Asetil royleanon bilesiginin GC-MS kromatogrami

83 577

314
332
299 x
245
231
271
258
281
3743a9 429
it o e e o MR o
240 270 300 330 360 390 420
299 572 | 245500| 317487| 91461 231383
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Measured region for 339 1630 miz

IE1.1T35

T, 0
1 355-.“555
| "
_ | |
50.0+ | | |I |
|
| | 360.1654 | |
|| | 350.2285 \
R Al |1
{ W [ 1L
| i ! | | | \
0 — L —— —t ' . e - -
358 359.0 3539.5 0.0 360.5 351.0 361.5
C22 H30 O [M=H]+ - Predicted region for 3592217 miz
1000 353.!221?
|
'i
] | :
0.0+ ||
: I | 360.2251
i |
I} i
= . e 3 | . L : - M .
358 359.0 359.5 3E0.0 360.3 351.0 361.5
Rank Score Formasla {M} | lon | Meas. miz  Pred mfz DFf (mDa) Df l_'|:|:u1'|ﬂ Isa DBE
[ e | 3581835 3592217 522 -145.34]  0.00 8.0

26 .00 C22 H3D O4

Sekil 54. 7-Asetil royleanon bilesiginin LC-MS-IT-TOF kromatogram
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Sample |ID:C-120 Method Name zeynep

Sample Scans:128 User:Admin

Background Scans:128 Date/Time:05.09 2018 5:43:47
Resolution:8 Range:4500 - 400

System Status:Good Apodization: Triangular

File Location:C:\Users\PublictDocuments\AgilentiMicroLab\Results\C-120_2018-05-09T17-43-47 a2r
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Sekil 55. 7-Asetil royleanon bilesiginin IR spektrumu
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5.8.9. p-Sitosterol

Hem toprak iisti hemde toprak alti etanol ekstrelerinden elde edildi.
Fraksiyonlar preparatif ince tabaka kromatografisi yapildiktan sonra DCM:AC
9.8/0.2 ¢oziicii sisteminde ITK s1 yapildi. Renksiz olan bu bilesik 172 mg olarak elde
edildi (Sekil 56). Silikajel plakta UV lamba altinda (254 nm) goriilmeyen bilesik,
serik stilfat belirteci puskirtiiliip etiivde 105°C’de yakildiginda 6nce turkuaz sonra
¢ok karakteristik kahverengi kirmiz1 bir renk aldi. 'H NMR (CDCls, 600, 400 ve 300
MHz) spektrumunda 6 0.67 (3H, s, Me-18), 0.81 (3H, d, J=6,9 Hz, Me-27), 0.83 (3H,
d, J/=7.1 Hz, Me-26), 0.85 (3H, t, J/=7,81 Hz, Me-29), 0.92 (3H, d, J=6,4 Hz, Me-21)
ve 1.0’de (3H, s, Me-19) izlenen metil sinyalleri bilesigin steroidal bir iskelete sahip
oldugu izlenimini verdi. ¢ 3.52°de (1H, m, H-3a)izlenen proton sinyali bilesikte bir
hidroksil veya baska bir oksijenli grubun varligina isaret etti. Yapida bir olefinik
proton ise 5.35 ppm (1H, m, H-6) de izlendi. 'H NMR degerleri ve LC-MS-IT-
TOF’ta izlenen [M+HCOO] piki 459,3831’e (C29Hs00O) dayanarak bu bilesigin -
sitosterol (Stigmast-5-en-3-ol) oldugu saptandi ve NMR degerleri (Tablo 35) literatiir
degereleri ile kiyaslanarak yap1 dogrulandi (240). Nitekim ince tabaka
kromatografisinde yapilan karsilastirma sonucunda da standart madde ile ayn1 Rf

degerinde ve ayni karakteristik renkte izlendi (240) (Sekil 57-63).

Sekil 56. f-sitosterol
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Tablo 35. B-sitosterol bilesiginin NMR degerleri

Pozisyon 13C-NMR 'H-NMR

1 39,7 i

2 31,9 -

3 718 3,52 m

4 423 2,26 dt (J=20,1; 10,6 Hz)
5 140,7

6 121,7 535m

7 339 1,96 m

8 31,8 -

9 50,1 -

10 36,5 .

11 23,0 2

12 372 1,99 m

13 39,8 .

14 56,8 4

15 21,1 .

16 317 1,84 m

17 56,1 -

18 12,0 0,67 s

19 18.8 1,00 s

20 36,1 -

21 19,0 0,92 d (J=6,4 Hz)
22 26,1 -

23 282 -

24 458 .

25 29,1 -

26 19.8 0,83 d (J=7,1 Hz)
27 19,4 0,81 d (J=6,9 Hz)
28 24,3 .

29 11,8 0,85 t (J=7,8 Hz)
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Sekil 57. B-Sitosterolbilesiginin! H-NMR Spektrumu (CDCl;, 600 MHz)

144

3.5

3.0

2.5

2.0

1.5

1.0

0.5

0.0



A_ERTAS_C-39_CARBON_O01
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Sekil 58. B-Sitosterol bilesiginin 1*C NMR spektrumu (CDCl;, 150 MHz)
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Sekil 59. B-Sitosterol bilesiginin HMBC spektrumu (CDCl;, 600 MHz)
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Sekil 60. B-Sitosterol bilesiginin HMQC spektrumu (CDCl;, 600 MHz)
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Sekil 61. B-Sitosterol bilesiginin APT spektrumu (CDCl;, 150 MHz)
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Unknown; InLib=471

i 414
105 145
55 "
81 95 L aqg 329 e
119 159
50 69 255 .
273
173 231
199
354
241 S =
E}_ IIl!l : II N1 A [

80 90 120 150 180 210 240 270 300 330 380 390 420
(Text File) Scan 3123 (25.622 min): C-39(DCM).D\data.ms (-3106)

Mame: Scan 3123 (25.622 min): C-39(DCM).D\data.ms (-31086)
MW : N/A ID#: 2088 DB: Text File
Comment: C-39({DCM)
10 largest peaks:
414999 | 105757 | 145747 107 742| 55685 95 661 81659 329654 | 57637] 91630

Synonyms:
no synonyms.

Sekil 62. B-Sitosterol bilesiginin GC-MS kromatogram
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Measured region for 453 3831 miz
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100.0
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o . . Vi N
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] lon ]
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Sekil 63. S-Sitosterolbilesiginin LC-MS-IT-TOF kromatogram
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5.8.10. Ferruginol

Hem toprak iistii hemde toprak alti kisimlarinin etanol ekstrelerinden elde
edildi. Preparatif ince tabaka kromatografisi ile DCM:AC 9.8/0.2 ¢oziicli sisteminde
yaklasik 80 mg elde edildi (Sekil 64). Ozellikle Elazigdan toplanan 3 tiirde daha
fazla bulundugu gozlemlendi. '"H NMR spektrumda (CDCl3, 600MHz ve 400 MHz)
iic metil sinyali 0,91, 0,93 ve 1,17 ppm de singletler halinde ve iki metil sinyali
dubletler halinde 1,21 ve 1,24 ppm de izlendi. Aslinda iki dublet metil protonlarina
ait sinyaller birbirine ¢ok yakin rezonans olduklarindan triplet seklinde goriindii.
Spektrumda 3,10 ppm de izlenen metin sinyalinin bu iki metil dubleti ile yaptig1
etkilesim sonucu septet seklinde izlenmesiyle bir isopropil grubunun varligi anlasildi.
6,62 ve 6,83 ppm de izlenen singlet sinyalleri halkada bir aromatikligin varligini
kuvvetlendirdi. '"H NMR’da diger karakteristik sinyaller 2,8 ppm civarinda
izlenmistir. Bunlardan 2,85 ppm’ de izlenen ddd (/=1,8;7;17 Hz) ve 2,77 ppm de
multiplet benzilik metilen (CH2-7) proton g¢iftine isaret etti. Kiitle spektrumunda
molekiiler piki kapali formiilii olan (C20H300) ye karsilik gelen m/z 286 da izlendi,
tiim spektral verileri g6z Oniine alinarak yapinin Salvia tiirlerinde yaygin ve biyolojik
aktivitesi yiliksek bir abietan diterpen olan ferruginol oldugu belirlendi (67). Tablo
36°da ferruginol’iin 'H ve '*C NMR degerleri verildi (Sekil 65-70).

Sekil 64. Ferruginol
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Tablo 36. Ferruginol bilesiginin NMR degerleri

Pozisyon BC-NMR "H-NMR
al,37m
1 38,9
b 2,16 dt J=12,5; 4,0; 1,0 Hz)
a 1,73 ddd (J=13,7; 6,5; 3,0 Hz)
2 19,3
b 1,59 ddd (J=14,0; 10,0; 3,2 Hz)
al,19m
3 41,6
b 1,46 ddd (J=12,46; 3,5; - Hz)
4 333 -
5 50,3 a1,31dd 0=12,5; - Hz)
a 1,85 ddd (J=17,0; 6,0; 3,5 Hz)
6 19,1
b1,65m
2,76 ddd 0=17,0; 11,0; 7,8 Hz)
7 29,7
b 2,85 ddd (J=17,0; 6,2; - Hz)
8 1272 -
9 148,6 -
10 374 -
11 110,9 6,62 s
12 150,6 -
13 129,5 .
14 126,6 6,83 s
15 26,8 .
16 22,7 1,24 d J=7,1 Hz)
17 22,5 1,21 d 0=7,1 Hz)
18 333 093 s
19 21,6 091s
20 248 1,17 s
12-OH - 4,50s
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Sekil 65. Ferruginol bilesiginin'H-NMR Spektrumu (CDCl;, 600 MHz)
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Sekil 66. Ferruginol bilesiginin!*C-NMR (APT) spektrumu (CDCl;, 150 MHz)
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Sekil 67. Ferruginol bilesiginin HMBC spektrumu (CDCl;, 600 MHz)
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Sekil 68. Ferruginol bilesiginin HMQC spektrumu (CDCl;, 600 MHz)
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Unknown; InLib=242
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1
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0 ILI‘ I.llln .Il 2.55 .w- R ! —
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(Text File) Scan 1152 (11.293 min): C-99.D\data.ms

Name: Scan 1152 (11.293 min): C-99.D\data.ms
MW: N/A ID#: 1718 DB: Text File
Comment: C-99

10 largest peaks:
271999 | 286945| 175763 | 189757 | 69557 | 201509 | 149319 187297 | 147 262 | 159225

Synonyms:
no synonyms.

Sekil 69. Ferruginol bilesiginin GC-MS kromatogram
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Measured region for 285, 18859 miz

10:0.0- S
S0+ | |
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o | | A il
2B5.0 2B5.5 286.0 2865 287.0 875
C20 H30 O [M-H]- : Predicted region for 2852224 miz
s 2857324
1 i
50.0- l
I i
| 1
1 (1] [l
o — il . e —— ~ :
2850 2B55 286.0 2865 287.0 875
Rank Score Formula (M) |lon | Meas. miz Pred. miz. Df. (mDa) Df. {ppm} Iso. DBE
12 0.00 C20H30 0D | M-H}- | Z2BS518BE3 2852274 -33.5 -117.47 0.00 &.0

Sekil 70. Ferruginol bilesiginin LC-MS-IT-TOF kromatogram
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5.8.11. Kriptanol

Toprak alt etanol ekstresinden preperatif ince tabaka kromatografisi ile petrol
eteri/diklorometan:1/9 ¢oziicii sisteminde elde edildi (Sekil 71). Turuncu renkte
2,8mg olarak elde edildi. '"H NMR (CDCl3, 600MHz) spektrumunda karakteristik
olarak bes metil sinyali (0,84, 0,95, 1,21, 1,33 ve 1,33) sinyalinin izlendi. Bunlardan
1.33” deki metil sinyallerinin dubletler halinde ve 3.15 ppm’de bir ise metin protonun
septet halinde izlenmesi yapida bir isopropil grubunun varligin1 gdsterdi, bu sinyaller
yapinin abietan bir diterpen olabilecegine isaret etmis, fakat herhangi bir aromatik
proton sinyali izlenmemesine ragmen 5,4, 5,3 ve 4,6 ppm’deki genis singletlerin
aromatik OH’larin varligini diisiindiirdii. Ayrica 5,95 (brd s) ve 6,45 (brd s) ppm’de
izlenen pikler yapida bir ¢ift baga isaret etmektedir. Bunlarin yan1 sira GC-MS kiitle
spektrumunda molekiiler piki kapali formiilii olan (C20H25803) ye karsilik gelen m/z
316’ da ayrica M-CHj3 pikide 301°de izlendi. '"H NMR sinyallerinin kayma degerleri
ve LC-MS-IT-TOF’ta izlenen [M-H] piki 315.1960 (Cz0H2303) dayanarak bu
bilesigin kriptanol oldugu saptandi ve NMR degerleri (Tablo 37) literatiir degereleri
ile kiyaslanarak yap1 dogrulandi (249) (Sekil 72-75).

OH 16

T
(@)

-ullllllg

19 18

Sekil 71. Kriptanol
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Tablo 37. Kriptanol bilesiginin NMR degerleri

Pozisyon 'H-NMR

1 _

2 _

3 _

4 _

5 _

6 5,95 brd s

7 6,45 brd s

8

9

10

11

12

13

14

15 3,15 s (J=7,0 Hz)
16 1,33 d J=7,0 Hz)
17 1,33 d J=7,0 Hz)
18 0,95 s

19 0,84 s

20 121 s

11-OH 5.41

12-OH 5,35

14-OH 4,62

160



A_ERTAS_L-83_PROTON_01

3000

2500

2000

- 1500

1000

- 500

7.5 7.0 6.5 6.0 5.5 5.0 4.5 3.5 3.0 2.5 2.0 1.5

4.0
f1 (ppm)

Sekil 72. Kriptanol bilesiginin'H-NMR Spektrumu (CDCl;, 600 MHz)
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Sekil 73. Kriptanolbilesiginin!*C-NMR (APT) spektrumu (CDCl;, 150 MHz)
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Unknown; InLib=-984
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(Text File) Scan 448 (5.890 min): L-83(DCM).D\data.ms (-417)

Name: Scan 448 (5.890 min): L-83(DCM).D\data.ms (-417)
MW NFA ID#: 2852 DB: Taxt File
Comment: L-83(DCM)
10 largest peaks:
316999 | 205267 | 219239 317225 231205| 301188 | 220170 55142 69139 91128]|

Synonyms:
no synonyms.

Sekil 74. Kriptanol bilesiginin GC-MS spektrumu
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Measured region for 315.1960 m/z
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C20 H28 O3 [M-H]- : Predicted region for 315.1966 m/z
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J !
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50.0+ 1
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J il
" |
| 316.2000
4 | 1
=i! "“\
3148 3150 3152 3154 3156 3158 3160 316.2 3164 3166 316.8 3170 317.2 3174 317.6
Rank Score Formula (M) lon Meas. m/z Pred. m/z_ Df. (mDa) Df.(ppm)  lIso DBE
1 65.07 C20 H28 O3 [M-H]- 315.1960 315.1966 -0.6 -1.90 66.57 7.0

Sekil 75. Kriptanol bilesiginin LC-MS-IT-TOF kromatogram
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5.8.12. Inuroyleanol

Etanol ekstrelerinden preperatif ince tabaka kromatografisi ile saf
diklorometan ¢oziicli sisteminde 12 mg elde edildi (Sekil 76). Silika jel plakta UV
lamba altinda (254nm) kahverenkli goriilen bilesik, serik siilfat belirteci piiskiirtiiliip
etiivde 105°C’de yakildiginda kizil kahverengi renk aldi. "H NMR (CDCl3, 600MHz)
spektrumunda karakteristik olarak bes metil sinyali (0,94, 0,96, 1,35, 1,37 ve 1,37)
sinyalinin izlendi. Bunlardan 1.37° deki metil sinyallerinin 7,6 Hz lik dubletler
halinde ve 3.27 ppm de bir ise metin protonun septet halinde izlenmesi yapida bir
isopropil grubunun varligin1 gosterdi, bu sinyaller yapmin abietan bir diterpen
olabilecegine isaret etti, fakat herhangi bir aromatik proton sinyali izlenmemesine
ragmen 5,67 ppm’deki genis singletin aromatik bir OH varligin1 diisiindiirdii. Ayrica
13,35 ppm’de izlenen singletin C-7 ile H-14 arasindaki hidrojen bag1 yapmis protona
ait oldugu goriildii. Diger bir pik ise metoksi grubuna ait 3 protonluk pik seklinde
3,78 ppm’de izlendi. Bunlarin yani sira GC-MS kiitle spektrumunda molekiiler piki
kapali formiilii olan (C21H3004) ye karsilik gelen m/z 346’ da ayrica M-CH3 pikide
331°de izlendi. '"H NMR degerleri ve LC-MS-IT-TOF’ta izlenen [M-H] piki
345.2071 (C21H3004) dayanarak bu bilesigin inuroyleanol oldugu saptandi ve NMR
degerleri (Tablo 38) literatiir degereleri ile kiyaslanarak yapi dogruland: (Sekil 77-
80)

OCH; 16

Sekil 76. Inuroyleanol
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Tablo 38. Inuroyleanol bilesiginin NMR degerleri

Pozisyon 3C-NMR '"H-NMR

1 36,4 2,62m

2 19,1 -

3 358 -

4 334 -

5 49,6 ;

6 41,1 2,62m

7 206,8 .

8 112,5 -

9 126,1 -

10 403 4

11 152,1 r

12 1385 -

13 135,85 -

14 158,2 .

15 33,1 3,27 sept (1=6,5 Hz)
16 20,3 1,37 d J=7,6 Hz)
17 17,9 1,37 d J=7,6 Hz)
18 21,5 0,96 s

19 20,4 0,94 s

20 26,0 135

-OCH; 62,1 3,78

11-OH - 5,67 s

12-OH - 13,35 s
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Sekil 77. : Inuroyleanol bilesiginin' H-NMR Spektrumu (CDCl;, 600 MHz)
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Sekil 78. Inuroyleanol bilesiginin!*C-NMR (APT) Spektrumu (CDCls, 150 MHz)

168

~-1200



Unknown; InLib=-1149
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(Text File) Scan 682 (7.353 min): L-84(DCM).Di\data.ms (-656)

Name: Scan 682 (7.353 min): L-84(DCM).D\data.ms (-656)
MW : N/A ID#: 2653 DB: Text File
Comment: L-84(DCM)

10 largest peaks:
346999 | 331483 | 347245] 261 187 | 263 150| 249138 332 110] 69 91| 235 85| 207 68|

Synonyms:
no synonyms.

Sekil 79. Inuroyleanol bilesiginin GC-MS spektrumu
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Measured region for 345.2074 m/z
345.2074

100.0q

(11 346.2053
|1 il

. /\

344.8 3450 3452 3454 3456 3458  346.0 3462 346.4 346.6 346.8 347.0 347.2 3474 3476

C21 H30 O4 [M-H]- : Predicted region for 345.2071 m/z

345.2071
100.04
1 |
|
T |
|
|
50.0 [
] |
i
1 ’ | 346.2105
. ‘, 1
344.8 3450 3452 3454 3456 3458 346.0 3462 3464 3466 3468 3470 3472 3474 3476
Rank Score Formula (M) lon | Meas. m/z Pred. m/z_ Df. (mDa)| Df.(ppm)_ _ Iso DBE
i 86.58 C21 H30 O4 [M-H]- | 345.2074 345.2071 0.3 0.87 86.58 7.0

Sekil 80. Inuroyleanol bilesiginin LC-MS-IT-TOF kromatogram
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5.8.13. 6,7-Dehidroroyleanon

Toprak alt1 etanol ekstresinin ana kolonundan kristal olarak elde edildi.
Kristal olarak elde edilen madde toprak alt1 etanol ekstresinin ana kolonundan %40
DCM-%60 PE ¢oziicii sisteminden elde edildi (Sekil 81).1lk asamada kat: kristal
kistm sivi kistmdan ayirildi. Kati ve sivi kisimlartyla yapilan ITK’da en iyi (3:1)
(PE:DCM) ¢oziicii sisteminde ayrilma gozlendi. Bilesik preperatif ITK ile kirmizi
renkli kristal seklinde saf olarak elde edildi. '"H NMR (CDCls, 600MHz ve 400MHz)
spektrumunda karakteristik olarak bes metil sinyali (0,98, 1,01, 1,03, 1,21 ve 1,21)
sinyalinin izlendi. Bunlardan 1.21 deki metil sinyallerinin 6,9 Hz lik dubletler
halinde ve 3.15 ppm de bir ise metin protonun septet (dt) (J=13,8; 6,9 Hz, H-15)
halinde izlenmesi yapida bir isopropil grubunun varligimmi gosterdi, bu sinyaller
yapinin abietan bir diterpen olabilecegine isaret etmis, fakat herhangi bir aromatik
proton sinyali izlenmemesine ragmen 7.33 ppm deki genis singletin aromatik bir OH
varligimi diisiindiirdii. Karakteristik H-18 piki 2,89 ppm’ de d (J/=12,7 Hz) halinde
izlendi. Ayrica 6,46 dd (J=9,7 Hz) ve 6,81 dd (J=9,6 Hz)’ de izlenen pikler yapida bir
¢ift baga isaret etmektedir.'H NMR sinyallerinin kayma degerleri ve LC-MS-IT-
TOF’ta izlenen [M+H]" piki 315,1954’e¢ (C2H2303) dayanarak bu bilesigin 6,7-
dehidroroyleanon oldugu saptandi ve NMR degerleri (Tablo 39) Kusumoto ve
arkadaglarinin elde ettigi 6,7-dehidroroyleanon bilesigi ile ayn1 oldugu tespit edildi
(250) (Sekil 82-89).

.
2
2,
Z

1

19 8

Sekil 81. 6,7-Dehidroroyleanon
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Tablo 39. 6,7-dehidroroyleanon Bilesiginin NMR Degerleri

Pozisyon BC-NMR '"H-NMR

1 35,1 2,89 d (J=13,3 Hz)
2 18,7 .

3 40,5 ;

4 333 -

5 52,1 2,14

6 139,6 6,46 dd ((J=9,7 Hz)
7 121,1 6,81 dd (J=9,6 Hz)
8 1384 ;

9 140,5 ;

10 39.2 )

11 1834 r

12 1512 r

13 122,6 .

14 186,0 z

15 24,1 3,15 dt (J=13,8: 6,9 Hz)
16 19.8 1,21 d (J=6.9 Hz)
17 20,0 1,21 d (J=6,9 Hz)
18 32,6 0,98 s

19 22.8 1,01 s

20 15,2 1,03 s

12-OH - 7,33 s
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Sekil 82. 6,7-Dehydroroyleanon bilesiginin 'H NMR spektrumu (CDCl;, 600 MHz)
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Sekil 83. 6,7-Dehydroroyleanon bilesiginin *C NMR Spektrumu (CDCls, 150 MHz)
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Sekil 84. 6,7-Dehidroroyleanon bilesiginin APT spektrumu (CDCl;, 150 MHz)
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Sekil 85. 6,7-Dehidroroyleanon bilesiginin HMBC spektrumu (CDCl;, 600 MHz)
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Sekil 86. 6,7-Dehidroroyleanon Bilesiginin HQBC Spektrumu (CDCl;, 600 MHz)
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Unknown; InLib=-733

i 298
L 283
69
TEHEE . 244
55 o 141 —— 255 271 s
o | 330 356 372

60 80 100 120 140 160 180 200 220 240 260 280 300 320 340 360 380
(Text File) Scan 1195 (11.562 min): C-78.D\data.ms (-1128)

Name: Scan 1195 (11.562 min): C-78.D\data.ms (-1128)
MW MNA ID#: 2675 DB: Text File
Comment: C-78

10 largest peaks:
20989099 | 283444 | 69233) 299230 128217| 115205| 244 183| 185142| 141125 255123

Synonyms:
no synonyms.

Sekil 87. 6,7-Dehidroroyleanon bilesiginin GC-MS spektrumu
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Measured region for 315. 1954 miz
315.1954
100.0+

316.1932

ﬂ - e —_— /\
314.8

3150 3152 3154 3156 3158 3160 3162 3164 3166 3168 3170 3172 3174 3176
C20 H26 03 [M+H]+ - Predicted region for 315.1355 m/z

100.0- 315.1955

50.04
3161989
3148 3150 3152 3154 31656 I15E8 3160 3162 3I164 3I166 3168 I170 3172 3174 3I176
Score Formula (M) lon Meas. miz Pred. miz Df (mDa) DFE DEBE
1 90 31 C2Z0 H26 O3 IM=H]+ 315.1564 315 1955 -0 034 5D 31| 8.0

Sekil 88. 6,7-Dehydroroyleanon bilesiginin LC-MS-IT-TOF kromatogram
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Sample ID:SPKE-12 Method Name:zeynep

Sample Scans: 128 User:Admin

Background Scans:128 Date/Time:05.09.2018 12:06:11
Resolution:8 Range:4500 - 400

System Status:Good Apodization Triangular

File Location:C:\Users\Public\Documents\AgilentiMicroLab\Results\SPKE-12_2018-05-09T12-06-11.a2r

100

s

90

____Wm\/ﬂl Wﬂwmj Wip

Transmittance

70

P11 11 1L 1Lt 1 r rrortrorn 1T 1T 15T 1+t 170117 1
3000 2500 2000 1500 1000 500
Wavenumber (cm-1)

et & o g
4000 3500

Sekil 89. 6,7-Dehidroroyleanon bilesiginin IR spektrumu
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5.8.14. Salvigenin

Toprak {istii etanol ekstrelerindenpreparatif ince tabaka kromatografisi ile
diklorometan/aseton:9.8/0.2 ¢oziicii sisteminde elde edildi (Sekil 90). NMR analiz
sonuglarina goére maddenin yapisiin Salvigenin oldugu tespit edildi. 42 mg sar1
kristal olarak elde edildi. Sar1 renkli kristaller halinde, UV 1g1k altinda (366 nm) ise
koyu-mor renkli olarak gozlendi (42 mg). Silika jel plakta UV lamba altinda (254
nm) gorillmeyen bilesik, serik siilfat belirteci puskiirtiiliip etiivde 105°C’de
yakildiginda sari-kahverengi renk aldi. UV 151k altinda 366 nm de koyu mor renkli
olarak gdzlenmesi, bilesigin bir flavonoid olabilecegine isaret etti. 'H NMR (CDCl;,
600, 400 ve 300MHz) spektrumunda aromatik alanda iki singlet protonu 6,54 ve 6,58
ppm de ve her biri ikiser protonluk iki genislemis dubleti 7,02 ve 7,84 ppm de
izlendi. UV 151k (366 nm) altindaki rengi ve UV absorpsiyon bantlarmin yani sira 'H
NMR spektrumundaki 12,77 ppm de izlenen hidrojen bagi yapmis OH grubunun
varligi flavonoitlerdeki C-5 hidroksil grubunun varligina isaret etmis ve B
halkasindaki karakteristik genislemis dublet sinyallerinin multiplisitesi ile kimyasal
kayma degerleri yapinin p-siibstitiie bir flavon oldugunu gosterdi. Biyogenetik olarak
flavonlarda genelde C-5 de (12,5 ppm) ve C-7 de OH grubu goézlenir. C-5 deki
hidroksilin bagka bir grup olarak izlenmesi ¢ok nadirken C-7 deki hidroksil yerine
farkli siibstitiientlerde yerlesebilir. '"H NMR spektrumunda & 3.89, 3.92 ve 3.96 da
3’er protonluk singletler halinde izlenen ili¢ metoksi grubunun lokasyonu ise B
halkasindaki C-4’ve A halkasindaki C-6 ve C-7 olarak tespit edildi. Ciinkii
metoksilerden birinin C-4’ da olacagi B halkas1 protonlarinin multiplisitelerinden
kesindi ve 'H NMR da izlenen iki aromatik proton singletinden biri mutlaka H-3’¢
ait olmaliyds, digeri ise ya H-8 veya H-6’ya ait olabilirdi. ikinci metoksi bu durumda
mutlaka C-7 de, fakat digeri ise ya C-8 ya da C-6 da olmaliydi. "H NMR degerleri ve
LC-MS-IT-TOF’ta izlenen [M+H]" piki m/z 329,1005 ne dayanarak bu bilesigin
Salvia tiirlerinde ¢ok yaygin olan bilesigin salvigenin oldugu saptandi ve NMR
degerleri literatiir degereleri ile kiyaslanarak yap1 dogruland1 (101). Tablo 40°da H-
14’{in 'H ve '3C NMR degerleri verildi (Sekil 91-96) .
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Sekil 90. Salvigenin

Tablo 40. Salvigenin bilesiginin NMR degerleri

Pozisyon 3C-NMR '"H-NMR

1 106,1 -

2 164,0 -

3 104,1 6,54 s

4 182,7 r

5 153,1 .

6 132,6 -

7 1587 -

8 90,5 6,58 s

9 153,0 -

10 106,1 -

1 123,7 -

2 127,9 7,84 d (J=8,6 Hz)
3 114,5 7,02 d (J=8,6 Hz)
4 162,6 -

5 114,5 7,02 d (J=8,6 Hz)
6 127,9 7,84 d (J:8,6 Hz)
6-OCH; 55,5 3,89 s

7-OCH; 56,3 3925

4-OCH, 60,8 3.96 s
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Sekil 91. Salvigenin bilesiginin 'H NMR spektrumu (CDCl;, 600 MHz)
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Sekil 92. Salvigenin bilesiginin 1*)C NMR spektrumu (CDCl;, 150 MHz)
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A_ERTAS_H-14_APT_01
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Sekil 93. Salvigenin bilesiginin APT spektrumu (CDCl;, 150 MHz)
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Unknown; InLib=667

e 313328

50+

153

341 405 429
LT —
60 90 120 150 180 210 240 270 300 330 360 390 420
(Text File) Scan 2929 (24.409 min): H-14(DCM).D\data.ms

Mame: Scan 2929 (24.409 min): H-14{DCM).D\data.ms
MW N/A ID#: 2156 DB: Text File
Comment: H-14({DCM)
10 largest peaks:
313999 | 328993 | 153379 285276 | 282274| 299262 | 327252| 69217 | 329186 133185]

Synonyms:
no synonyms.

Sekil 94. Salvigenin bilesiginin GC-MS spektrumu
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Measured region for 3291005 mdz
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1 9110 C18H16 O6 M=HI+= | 329 1005 3291020

Sekil 95. Salvigenin bilesiginin LC-MS-IT-TOF kromatogram

187



Sample ID-H-14 Method Name: zeynep

Sample Scans:128 User:Admin

Background Scans: 128 Date/Time:05.09 2018 4:24:18
Resolution:8 Range:4500 - 400

System Status:Good Apodization:Triangular

File Location:C:\Users\Public\Documents\Agilent\MicroLab\Resulis\H-14_2018-05-09T16-24-18 aZr
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Sekil 96. Salvigenin bilesiginin IR spektrumu
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5.8.15. Ursolik Asit

Toprak iistii kisminin etanol ekstresinin ana kolonundan elde edildi.Yapilan
ince tabaka kromatografisi sonuclarma gore en iyi ayrilma (1Ac: 9DCM) ¢oziicii
sisteminde 2 kez yiiriitiilerek gozlendi. Preperatif ITK ile bu ¢dziicii sisteminde
saflagtirma islemi yapildi (6mg). Beyaz renkli olan bu bilesik amorf halde elde edildi
(Sekil 97). Silikajel plakta UV lamba altinda (254nm) goriilmeyen bilesik, serik
siilfat belirteci piiskiirtiiliip etiivde 105°C’de yakildiginda pembe-mor renk aldi. 'H
NMR spektrumunda (CDCl3, 600 ve 400MHz) 0.75-1.15 ppm ler arasinda izlenen
bes metil singletinin yani sira 0.91 ppm de ve 0.78 ppm’de J degerleri 6,6 Hz olan iki
dublet metilinin varlig1 bilesigin ursan yapisinda oldugunu géstermektedir. Oleanolik
asit ve ursolik asit bilesiklerinin IR ve kiitle spektral bulgular1 hemen hemen ayni
olduklarindan bu spektrumlara dayanarak bu bilesik ayirt edilemez, ancak saflagtirma
islemleri sonucu bilesigin '"H NMR spektrumunda C-19 ve C-20 deki metil
gruplarinin dubletler seklinde ve dolayisiyla *C NMR da metilen (CH,) ve metin
(CH) sayilarinin oleanolik asitten farkli olarak go6zlenmesi bu bilesigin ursan
yapisinda oldugunu gostermektedir. Nitekim 'H NMR spektrumunda 3,2 ppm
civarinda izlenen dd ( J=4,5 ve 10,8Hz) sinyali hidroksile komsu protona (H-3a),
5.30 ppm deki dar triplet sinyali ise vinilik bir protona (H-12) isaret etti. '"H NMR
degerleri ve LC-MS-IT-TOF’ta izlenen [M+Na]" piki m/z 479,3500’e (C30HasO3)
dayanarak bu bilesigin Salvia tirlerinde ¢ok yaygin olan ursolik asit (34-hidroksi-
urs-12-en-28-oik asit) oldugu saptandi ve NMR degerleri literatiir degereleri ile
kiyaslanarak yapi1 dogrulandi (240). Tablo 41°de 'H ve '3C NMR degerleri verildi
(Sekil 98-100).
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Sekil 97. Ursolik Asit

Tablo 41. Ursolik asit bilesiginin NMR degerleri

Pozisyon BC-NMR '"H-NMR

1 39,1 -

2 272 -

3 792 3,20 dd (10,8:4,5 Hz)
4 39.4 -

5 55,1 -

6 19,1 -

7 335 -

8 392 -

9 47,5 ;

10 371 -

11 236 -

12 123.2 5.30t(J =2,5 Hz)
13 1435 -

14 415 }

15 28,1 -

16 236 -

17 46,5 -

18 40,1 2,16 d J=11 Hz)
19 389 -

20 387 -

21 338 -

22 326 -

23 28,1 1.01s

24 15,5 075 s

25 153 0.95s

26 171 0.80 s

27 25.9 115s

28 183,1 -

29 33,1 0,78 d J=6,6 Hz)
30 23,6 0,92 d J=6,6 Hz)
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Sekil 98. Ursolik asit bilesiginin 'H-NMR Spektrumu (CDCl;, 600 MHz)
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Sekil 99.Ursolik asit bilesiginin *C-NMR spektrumu (CDCl;, 150 MHz)
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Measured region for 479 3500 m/z

479
100.0- 9.3500
50.04
480.3528
J 481.3527
479.0 4795 4800 4850 5 4310 4815
C30 H48 O3 [M+Na]+ - Predicted region for 479 3496 miz
479 3496
100 Oy '
480.3530
|
|
) 481.3561
o - " . : AN - : Y. -
4790 4795 4800 4805 4810 4815
Rank Score Formula lon Meas miz  Pred. miz Df (mDa) Df (ppm) DBE
1 9682 C30H48 03 MY Na)+ 479 3500 479.3496 04 083 %82 7.0

Sekil 100. Ursolik asit bilesigininLC-MS-IT-TOF kromatogram
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5.8.16. Oleanolik asit

Toprak tstii kismimin etanol ekstresinin ana kolonundan elde edildi. Beyaz
renkli olan bu bilesik silika jel kapl plakta UV lamba altinda (254nm) goriilmeyen
bilesik, serik siilfat belirteci piiskiirtiiliip etiivde 105°C’de yakildiginda pembe-mor
renk ald1 (Sekil 101). '"H NMR spektrumunda (CDCl3, 600 ve 400MHz) 0,75-1,25
ppm arasinda ¢ikan metil pikleri singletler seklindedir. Tiim metillerin singletler
halinde izlenmesi bilesigin oleanan iskeletine sahip olduguna isaret etti. 3,22 ppm
deki dublet dublet (J= 3,7 ve 11,2 Hz) hidroksile komsu a- protona, 5,25 ppm deki
triplet (J=2,5 Hz) ise bir olefinik protona (vinilik protona) isaret etmektedir. Ayrica
2,81 ppm de izlenen J=2,6 ve J=13,0 Hz’lik dd etkilesim gosteren pikin ise H-18
protonuna ait oldugu ve hatta bu sinyalin bu kadar agag1 alanda izlenmesinin nedeni
ise C-17"ye bagli (-COOH) asit grubundan ileri geldigi diisliniildii. Birbirinin izomeri
olan oleanolik asit ile ursolik asiti birbirinden 'H NMR da ayiran en karakteristik
pikler H-19 ve H-20 ye bagli metil sinyalleri ve H-19 protonu ile etkilesen H-18
sinyalinin verdigi boliinme ve kayma degeridir. Oleanolik asitde H-18 B sinyali bu
bilesikte de izlendigi gibi daima 2,6 ve 13 Hz lik karakteristik dublet dubletler
halinde 2,8 ppm civarinda izlenir. Nitekim '*C NMR’1n da asit karbonili 183,3 ppm
de, A'? ¢ifte bag karbonlar1 122,6 ve 143,6 da, hidroksil tasiyan karbon (C-3) ise 79,0
de izlendi. '"H NMR sinyallerinin kayma degerleri ve LC-MS-IT-TOF’ta izlenen
[M+Na]" piki m/z 479,3500’e (C30Hs303) dayanarak bu bilesigin Salvia tiirlerinde
cok yaygin olan oleanolik asit (34-hidroksiolean-12-en-28-oik asit) oldugu saptandi
ve NMR degerleri literatiir degereleri ile kiyaslanarak yap1 dogrulandi (240). Tablo
42°de 'H ve '*C NMR degerleri verildi (Sekil102-105).
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Sekil 101. Oleanolik asit

Tablo 42. Oleanolik asit bilesiginin NMR degerleri

Pozisyon 3C-NMR '"H-NMR
1 392 -

2 27.1 -

3 79,0 3,22 dd (11,2:3,7 Hz)
4 38,7 -

5 552 -

6 183 -

7 337 -

8 393 -

9 47,6 -

10 371 -

11 23,6 -

12 122.6 5.22t(J =2,5 Hz)
13 143,6 -

14 415 -

15 28,1 1,71 m
16 23,6 1,96 m
17 46,5 -

18 40,1 2,81 dd (J=13,0:2,6 Hz)
19 45,9 -

20 30,7 -

21 338 -

22 32,6 -

23 28,1 0,9 s

24 15,5 0,74 s

25 153 0,89 s
26 17.1 0,77 s

27 259 Lls

28 183,3 -

29 33,1 0,87 s

30 23,6 0,90 s
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Sekil 102. Oleanolik asit bilesiginin "H NMR spektrumu (CDCl3, 600 MHz)
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Sekil 103. Oleanolik asit bilesiginin 3C NMR(APT) spektrumu (CDCls, 150 MHz)
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Measured region for 479 3500 m/z

479,
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I
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o y \ - . A\ . .
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Rank Score Formula

lon Meas. miz Pnd-% Df. (mDa) Df. (ppm) lso DBE
96 82 o3 [[M+Na]+ 473, 479, 04 083 9682 7.0

Sekil 104. Oleanolik asit bilesiginin LC-MS-IT-TOF kromatogram
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Sample ID:E-79 Method Name zeynep

Sample Scans: 128 User:Admin

Background Scans:128 Date/Time:05.10.2018 12:16:18
Resolution:8 Range:4500 - 400

System Status:Good Apodization:Triangular

File Location:C:\Users\Public\Documents\Agilent\MicroLab\Results\E-79_2018-05-10T12-16-18.a2r
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Sekil 105. Oleanolik asit bilesiginin IR spektrumu
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5.8.17. Salvianolik asit B

Toprak tstii kismlarmin etanol ekstrelerinden preperatif HPLC’de MeOH/Su
¢oziicii sisteminde elde edildi. Beyaz renkte toz halde 21 mg elde edildi (Sekil 106).
"H-NMR spektrumunda (CD3OD, 600 MHz) § 7.50- 6.17 ppm’ de aromatik bolgede
13 sinyal izlendi. Ayrica 0 5.84 d (J=4.1 Hz), 5.15 d (J=9.2 Hz) ve 5.17 d (J=9.0 Hz)
ppm’de oksijenlenmis proton sinyalleri izlendi. APT (CD3OD, 150 MHz) spektrumu
degerlendirildiginde yapida o6 168.2, 172.4, 172.4 ve 172.2 ppm’de karbonil
karbonlari1 izlendi. Bunlara ilaveten 0 146.9, 149.2, 146.1, 143.3, 146.7, 146.2, 145.2
ve 145.1 ppm’de oksijenlenmis karbonlar izlendi. Bu sinyaller genelde aromatik
halkalara OH grubu baglandiginda izlenebilmektedir. Daha ileri NMR analizlerine
devam etmeden Once elde edilen spektral degerler literatiir ile karsilastirildi. Bu
karsilagtirma sonucu 0 6.82 d (J=8.3 Hz), 7.14 d (J=8.4 Hz), 7.50 d (J=15.9 Hz) ve
6.19 d (J=15.9 Hz) ppm’de izlenen sinyallerin salvia tiirlerinde rastlanan biyolojik
ozellikleri nedeniyle onemli bir bilesik olan Salvianolik Asit B’nin A kisminda
izlenen protonlar, 6 6.50 brs, 6.53 d (J=7.9 Hz), 6.30 d (J=7.9 Hz), 3.0-2.84 m, 5.15
d (J=9.2 Hz) ppm’de izlenen sinyallerin B kismindaki protonlar, & 6.73 brs, 6.73 brs,
6.76 brs, 5.84 d (J=4.1 Hz) ,4.34 d (J=4.2 Hz) sinyallerin C kismindaki protonlar ve
0 6.64 d (J=8.1 Hz), 6.69 d (J=8.0 Hz), 6.61 d (/~7.9 Hz,) 3.0-2.84 m,5.17 d (J=9.0
Hz) sinyallerin D kismindaki protonlar ile ortiistiigii goriildii. 'H ve '*C NMR
degerleri ve LC-MS-IT-TOF ta izlenen M-H piki m/z 717.1461 (CoHsOs) ne
dayanarak bu bilesigin salvianolik Asit B oldugu saptandi ve literatiir ile NMR
degerleri (Tablo 43) kiyaslanarak yap1 dogrulandi (251, 252) (Sekil 107-110).
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Sekil 106. Salvianolik asit B

Tablo 43. Salvianolik asit B bilesiginin NMR degerleri

Pozisyon BC-NMR 'H-NMR

1 124.8 -

2 126.6 -

3 146.9 -

4 149.2 -

5 118.6 6.82 d (J=8.3 Hz)
6 121.8 7.14 d (J=8.4 Hz)
7 143.6 7.50 d (J=15.9 Hz)
8 117.7 6.19d (J=15.9 Hz)
9 168.2 -

1 133.8 -

2" 113.5 6.73 brs

3 146.1 -

4 143.3 -

5 116.5 6.73 brs

6 118.5 6.76 brs

T 88.4 5.84d (J=4.1 Hz)
8 58.1 4.34 d (J=4.2 Hz)
9 172.4 -

1 129.1 -

2™ 116.8 6.50 brs

3 146.7 -

4 146.2 -

5 116.6 6.53 d (J=7.9 Hz)
6" 122.2 6.30 d (J=7.9 Hz)
T 38.0 3.0-2.84m

8" 74.99 5.15d (J=9.2 Hz)
9 172.4 -

1 129.5 -

2" 117.4 6.64 d (J=8.1 Hz)
3 145.2 -

4 145.1 -

5 118.5 6.69 d (J=8.0 Hz)
6" 122.4 6.61 d (J=7.9 Hz)
T 37.68 3.0-2.84m

8 75.87 5.17d (J=9.0 Hz)
9 172.2
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Sekil 107. Salvianolik Asit B bilegiginin 'H NMR spektrumu (CD;OD, 600 MHz)
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Sekil 108. Salvianolik Asit B bilesiginin 1*C NMR (APT) spektrumu (CD;0D, 150 MHz)
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Measured region for 717.1424 m/z
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Rank Score Formula (M) lon Meas. m/z Pred. m/z| Df. (mDa) Df. (ppm)__ Iso DBE
1 66.45 C36 H30 O16 [M-H]- 717.1424 717.1461 | -5.16) 75.17 22.0

Sekil 109. Salvianolik Asit B bilesigini

LC-MS-IT-TOF kromatogram
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Sample ID:C-127 Method Name:zeynep

Sample Scans: 128 User Admin

Background Scans:128 Date/Time:05.10 2018 11:06:46
Resolution:8 Range:4500 - 400

System Status:Good Apodization: Triangular

File Location:C:\Users\Public\Documents\AgilentiMicroLab\Results\C-127_2018-05-10T11-06-46 aZr
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Sekil 110. Salvianolik asit B bilesiginin IR spektrumu
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5.8.18. Luteolin 7-Glikosit

Toprak tstii kismlarmin etanol ekstrelerinden preperatift HPLC’de MeOH/Su
¢oziicii sisteminde elde edildi (Sekil 111). 'H-NMR spektrumunda (CD;OD 600
MHz) ¢ 7.44- 6.44 ppm’ de aromatik bolgede 6 sinyal izlendi. 6 ¢ 3.71 ve 3.25 ppm
arasinda bir seker molekiiliindeki hidroksillenmis protonlar1 gdsteren protonlarla
birlikte 6 5.08 d (/~7.3 Hz) ppm’de seker oldugu diisiiniilen molekiil anomerik
protonu izlendi. APT (DMSOus, 150 MHz) spektrumu degerlendirildiginde yapida &
181.7. Bunlara ilaveten ¢ 161.1, 145.9 ve 150.7 ppm’de oksijenlenmis karbonlar
izlendi. Bu sinyaller genelde aromatik halkalara OH grubu baglandiginda
izlenebilmektedir. Aromatik bolgede izlenen protonlar ve seker molekiiliine ait
sinyaller birlikte degerlendirildiginde yapinin seker bagli bir flavonoid olabilecegi
diisliniildii. Daha ileri NMR analizlerine devam etmeden once elde edilen spektral
degerler literatiir ile karsilastirildi. Bu karsilastirma sonucu ¢ 6.73 s, 6.44 s, 6.78 s,
7.40 s, 6.87 d (J=8.2 Hz) ve 7.44 d (J=8.4 Hz) ppm’de izlenen sinyallerinluteolin
iskeletine ait oldugu goriildii.o 5.08 d (J=7.3 Hz) ppm ‘de izlenen anomerik proton
ile 3.71- 3.25 ppm de izlenen diger protonlarin glukoz yapist ile drtiistiigii goriildii.'H
ve 13C NMR sinyallerinin kayma degerleri ve LC-MS-IT-TOF ta izlenen M-H piki
m/z 447.0933 (C21H20011) ne dayanarak bu bilesigin luteolin 7-glikosid oldugu
saptand1 ve literatiir ile NMR degerleri (Tablo 44) kiyaslanarak yap1 dogrulandi (50,
252-255) (Sekil 112-115).

Sekil 111. Luteolin 7-Glikosit
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Tablo 44. Luteolin-7-glikozit bilesiginin NMR degerleri

Pozisyon BC-NMR '"H-NMR

1 - -

2 164.5 -

3 102.9 6.73 s

4 181.7 -

5 161.1 -

6 99.46 6.44 s

7 162.9 -

8 94.6 6.78 s

9 156.9 -

10 105.5 -

1 120.7 -

2" 113.2 7.40 s

3 145.9 -

4 150.7 -

5 1159 6.87 d (J=8.2 Hz)
6" 119.2 7.44 d (J=8.4 Hz)
1 99.8 5.08 d (J=7.3 Hz)
2™ 73.0 3.30m

3 76.4 3.26m

4 69.5 3.25¢(J=8.9 Hz)
5 77.1 3.43m

6 60.6 3.71d (J=71.3Hz)-3.43m
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Sekil 112. Luteolin 7-Glikosit bilesiginin 'H NMR spektrumu (CD;0D, 600 MHz)
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Sekil 113. Luteolin 7-Glikosit bilesiginin 1*C NMR (APT) spektrumu (CD;0D, 150 MHz)
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Sekil 114. Luteolin 7-Glikosid bilesiginin HMQC spektrumu (CD;OD, 600 MHz)
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Measured region for 447.0915 m/z
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Sekil 115. Luteolin 7-Glikosit bilesiginin LC-MS-IT-TOF kromatogrami
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5.8.19. Salvianolik asit A

Toprak tstii kismlarmin etanol ekstrelerinden preperatif HPLC’de MeOH/Su
coziicii sisteminde elde edildi (Sekil 116). Beyaz renkte toz halde 38 mg elde
edildi."H-NMR spektrumunda (CD30D, 600 MHz) J 8.05- 6.28 ppm’ de aromatik
bolgede 12 sinyal izlendi. Ayrica 6 5.16 dd (J=8.4- 3.7 Hz) ppm’de oksijenlenmis
proton sinyali izlendi. APT (CDs;OD, 150 MHz) spektrumu degerlendirildiginde
yapida 6 168.8 ve 173.6 ppm’de karbonil karbonlar1 izlendi. Bunlara ilaveten &
146.6, 146.9, 146.3, 148.4, 145.4 ve 144.6 ppm’de oksijenlenmis karbonlar izlendi.
Bu sinyaller genelde aromatik halkalara OH grubu baglandiginda izlenebilmektedir.
Daha ileri NMR analizlerine devam etmeden once elde edilen spektral degerler
literatiir ile karsilagtirildi. Bu karsilastirma sonucu 6 6.82 d (J=7.7 Hz), 7.14 d (J=8.5
Hz), 8.05 d (J=15.8 Hz) ve 6.28 d (J=15.8 Hz) ppm’de izlenen sinyallerin salvia
tiirlerinde rastlanan biyolojik 6zellikleri nedeniyle dnemli bir bilesik olan Salvianolik
Asit A’ninA kisminda izlenen protonlar, 0 6.81 d (J=2.8 Hz), 6.71 d (J=8.0 Hz), 6.74
dd (J=8.2- 3.6 Hz), 3.05 dd (J=14.4- 3.3 Hz), 2.94 dd (J=14.2- 8.7 Hz) ve 5.16 dd
(J=8.4- 3.7 Hz) ppm’de izlenen sinyallerin B kismindaki protonlar, 6 7.12 d (J=2.0
Hz), 6.86 d (J=7.9 Hz), 7.04 brs, 7.13 d (J=16.2 Hz) ve 6.71 brs sinyallerin C
kismindaki protonlar ile drtiistiigii goriildii (Sun vd., 2009). 'H ve *C NMR degerleri
ve LC-MS-IT-TOF ta izlenen M-H piki m/z 493.1146 (C26H22010) ne dayanarak bu
bilesigin salvianolik asit A oldugu saptandi ve literatiir ile NMR degerleri (Tablo 45)
kiyaslanarak yap1 dogruland1 (255, 256) (Sekil 117-119).
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Sekil 116. Salvianolik asit A

Tablo 45. Salvianolik asit A bilesiginin NMR degerleri

Pozisyon BC-NMR 'H-NMR

1 128.5 -

2 120.2 7.12d (J=2.0 Hz)

3 146.6 -

4 146.9 -

5 114.0 6.86 d (J=7.9 Hz)

6 120.5 7.04 brs

7 138.0 7.13 d (J=16.2 Hz)

8 116.6 6.71 brs

1 126.2 -

2" 131.5 -

3 146.3 -

4 148.4 -

5 115.7 6.82 d (J=7.7 Hz)

6" 1222 7.14 d (J=8.5 Hz)

T 147.5 8.05 d (J=15.8 Hz)

8 116.4 6.28 d (J=15.8 Hz)

9 168.8 -

1 129.4 -

2™ 117.5 6.81 d (J=2.8 Hz)

3 145.4 -

4 144.6 -

5 114.9 6.71 d (J=8.0 Hz)

6 120.7 6.74 dd (J=8.2- 3.6 Hz)

. 181 3.05 dd (J=14.4- 3.3 Hz)
2.94 dd (J=14.2- 8.7 Hz)

8 74.9 5.16 dd (J=8.4- 3.7 Hz)

9 173.6 -
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Sekil 117. Salvianolik Asit Abilesiginin "H NMR spektrumu (CD;0D,600 MHz)
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Sekil 118. Salvianolik Asit A bilesiginin *C NMR (APT) spektrumu (CD;0D,150 MHz)
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Measured region for 4531143 miz
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Sekil 119. Salvianolik Asit A bilesiginin LC-MS-IT-TOF kromatogram
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5.8.20. Benzoik asit

Toprak {sti kismlarmin etanol ekstrelerindenpreparatif ince tabaka
kromatografisi ile diklorometan/aseton:2/1 ¢oziicii sisteminde beyaz renkte toz halde
yaklagik 18 mg olarak elde edildi (Sekil 120).Ayn1 zamanda preperatif HPLC ile
MeOH/Su:1/1 ¢oziicii sisteminde de elde edildi. Hem H-NMR (CD;OD, 600 MHz)
hem de C-NMR da sadece fenolik bolgede ve 5 ppm’de pik vermesi bilesigin basit
bir fenolik asit olacagini diisiindiirdii. 'H-NMR’da 8,00 d (J=7,5 Hz) ve 7,44 dd
(J=7,5 Hz) ppm’de 2’ser protonluk pik ve 7,56 ppm’de dd (J=7,3 Hz) pik vermesi
yapinin halkaya sadece asit grubunun bagl oldugunu gosterdi. 'H NMR degerleri ve
LC-MS-IT-TOF’ta izlenen [M+HCOO] piki m/z 167,0354’e (C7Hs02) dayanarak bu
bilesigin benzoik asit oldugu saptandi ve NMR degerleri (Tablo 46) literatiir
degerleri ile kiyaslanarak yap1 dogrulandi1 (257) (Sekil 121-123).

Osx_ 7 _OH
1

6 2

S 3
4

Sekil 120. Benzoik asit

Tablo 46. Benzoik asit bilesiginin NMR degerleri

Pozisyon BC-NMR '"H-NMR

1 130,60

2 127,80 8,00 d (J=7,5 Hz)
3 129,10 7,44 dd (J=7,5 Hz)
4 132,35 7,56 dd (J=7,3 Hz)
5 129,10 7,44 dd (J=7,5 Hz)
6 127,80 8,00 d (J=7,5 Hz)
7-COOH 168,55
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Sekil 121. Benzoik asit bilesiginin "H NMR spektrumu (CDCl;, 600 MHz)
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Measured region for 167.0354 m/z
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Rank Score Formula (M) lon |  Meas. m/z Pred. m/z| Df. (mDa) Df. (ppm) Iso DBE
2 0.00 C7 H6 O2 [M+HCOO]- | 167.0354 167.0350 0.4 2.39 0.00 5.0

Sekil 123. Benzoik asit bilesiginin LC-MS-IT-TOF kromatogram

220



5.8.21. Bis-(2-etil heksil benzen 1,2 dikarboksilat)

Tiirtin hem toprak alt1 hem de toprak iistii kisimlarin etanol ekstrelerinin ¢ok
sayida fraksiyonundan (24 tane) preparatif ince tabaka kromatografisi ile
petroleteri/diklorometan:1/3 ¢oziicii sisteminde beyaz renkte toz halde yaklagik 300
mg olarak elde edildi (Sekil 124) .Silikajel plakta UV lamba (254 nm) altinda agik
mor goriilen bilesik serik siilfat belirteci piskiirtiiliip yakildiginda (105°C) 6nce sar1
bekleyince mor renk aldi. '"H-NMR (CDCls, 600 MHz) spektrumunda 7,70 (2H, dd, J
=3,42; 5,86 Hz) H-3" ve H-6", 7,52 (2H, dd, J = 3,42; 5,86) H-4" ve H-5", 4,21 (4H,
pentet, J = 5,86 Hz) H-1 ve H-1', 1,55 (2H, m) H-2 ve H-2', 1,32-1,22 (8 CHz, m),
0,93 (6H, t, J = 5,00 Hz) Me-6 ve Me-6', 0,89 (6H, t, J = 5,00 Hz) Me-8 ve Me-8'
pikleri izlendi.'H ve '*C NMR degerleri ve LC-MS-IT-TOF ta izlenen M+H piki m/z
391.2843 (C24H3304) ne dayanarak bu bilesigin bis-(2-etil heksil benzen 1,2
dikarboksilat) oldugu saptandi ve literatiir ile NMR degerleri (Tablo 47) kiyaslanarak
yap1 dogrulandi (240) (Sekil-125-128).

Sekil 124. Bis-(2-etil heksil benzen 1,2 dikarboksilat)
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Tablo 47. Bis-(2-etil heksil benzen 1,2 dikarboksilat) bilesiginin NMR degerleri

Pozisyon 3C-NMR '"H-NMR

L1 67,70 421 pentet (J = 5,86 Hz)
2,2 39,04 1,55 m

3,3 30,53 132-122m

4,4 28,69 132-122m

5,5 22,96 132-122m

6,6 10,65 0,93 t (J =5,00 Hz)

7,7 23,86 132-1,22m

8,8 13,64 0,89 t (J = 5,00 Hz)

1" 2" 132,82 -

4 5" 131,35 7,52 dd (J = 3,42; 5,86 Hz)
3" 6" 128,97 7,70 dd (J = 3,42; 5,86 Hz)
C=0 167,36 -
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Sekil 125. Bis-(2-etil heksil benzen 1,2 dikarboksilat) bilesiginin 'H NMR spektrumu (CDCl;, 600 MHz)
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Sekil 126. Bis-(2-etil heksil benzen 1,2 dikarboksilat) bilesiginin 13C NMR spektrumu (CDCl;, 150 MHz)
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Measured region for 391.2847 m/z
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Sekil 127. Bis-(2-etil heksil benzen 1,2 dikarboksilat) bilesiginin LC-MS-IT-TOF kromatogrami
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Sample ID:E-57 Method Name:zeynep

Sample Scans:128 User:Admin

Background Scans: 128 Date/Time:05.10.2018 12:30:12
Resolution:8 Range:4500 - 400

System Status:Good Apodization: Triangular

File Location: C:\Users\Public\Documents\Agilent\MicroLab\Results\E-57_2018-05-10T12-30-12.aZr
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Sekil 128. Bis-(2-etil heksil benzen 1,2 dikarboksilat) bilesiginin IR spektrumu
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5.8.22. 4-Hidroksi benzaldehit

Toprak distii kismlarmin etanol ekstrelerinden preparatif ince tabaka
kromatografisi ile diklorometan/aseton:9/1 ¢oziicii sisteminde beyaz renkte toz halde
yaklagik 14 mg olarak elde edildi (Sekil 129).Hem H-NMR (CDCls, 600 MHz) hem
de C-NMR da sadece fenolik bolgede pik vermesi bilesigin basit bir fenolik asit
olacagmni diisiindiirdii. '"H-NMR’da 6,95 d (J=7,8 Hz) ve 7,81 d (J=7,8 Hz) ppm’de
2’ser protonluk pik vermesi yapinin simetrik ve para konumunda —OH grubunun
varligina (5,5 ppm) isaret etti. Ayrica 9,87 ppm’de singlet olan pik yapida bir aldehit
grubunun varligina isaret etti.'H NMR degerleri ve GC-MS’te ta izlenen M piki m/z
122 dayanarak bu bilesigin 4-hidroksi benzaldehit oldugu saptandi ve NMR degerleri
(Tablo 48) literatiir degereleri ile kiyaslanarak yap1 dogrulandi (257) (Sekil 130-132)

Sekil 129. 4-Hidroksi benzaldehit

Tablo 48. 4-Hidroksi benzaldehit bilesiginin NMR degerleri

Pozisyon BC-NMR 'H-NMR

1 121,93

2 115,89 6,95 d (J=7,8 Hz)
3 132,34 7,81 d (J=7,8 Hz)
4 161,80

5 132,34 7,81 d (J=7,8 Hz)
6 115,89 6,95 d (J=7,8 Hz)
7-CHO 191,60 9,87
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Sekil 130. 4-hidroksi benzaldehit bilesiginin '"H NMR spektrumu (CDCl;, 600 MHz)
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Sekil 131. 4-Hidroksi benzaldehit bilesiginin 3C NMR (APT) spektrumu (CDCl;, 150 MHz)
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Unknown; InLib=144
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(Text File) Scan 317 (6.070 min): E-64.D\data.ms (-310)

Sekil 132. 4-Hidroksi benzaldehit bilesiginin GC-MS Kkiitle spektrumu
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5.8.23. Stigmasterol

Hem toprak alt1 hem de toprak {iistii kisimlarin etanol ekstrelerindenpreparatif
ince tabaka kromatografisi ile petroleteri/diklorometan:1/9 ¢oziicii sisteminde beyaz
renkte toz halde yaklasik 56 mg olarak elde edildi (Sekil 133). Silikajel plakta UV
lamba altinda (254 nm) goriilmeyen bilesik, serik siilfat belirteci piiskiirtiiliip etlivde
105°C’de yakildiginda 6nce turkuaz sonra kahverengi-kirmizi bir renk aldi. "H NMR
spektrumunda (CDCl;, 600 MHz) proton sinyalleri pg-sitosterol ile ¢ok biiyiik
benzerlikler gostermistir, hatta metil proton sinyallerinin tamamen ayni ppm lerde
izlenmesi bu bilesiginde bir steroit olduguna isaret etti. C-3 proton sinyali benzer
sekilde 3,52 ppm de izlendi. C-5 ve C-6 arasindaki cifte bagin bulundugu olefinik
proton sinyalinin 5,35 ppm’ de izlendi. Bu ¢ifte bagin yanisira yapida ikinci bir ¢ifte
bagin varligi 6 5,02 (dd, J/~=15,1 ve 8,6 Hz) ve 5,15 (dd, J=15,1 ve 8,7 Hz) de
sirasiyla izlenen sinyaller ile anlasildi. Boliinme sekilleri ve bir trans etkilesime isaret
eden 15 Hz lik J degerleri g6z dniine alindiginda A® stigmastan iskeleti {izerinde bu
bagin yerlesebilecegi yerin yan zincirinde sadece A?* konumunda yerlesmesi
gerektigi anlasildi. '"H NMR sinyallerinin kayma degerleri ve LC-MS-IT-TOF’ta
izlenen [M+Na]" piki m/z 435,3587’ye (C29H4g0) dayanarak bu bilesigin Salvia
tirlerinde ¢ok yaygin olan stigmasterol (stigmasta-5,22-dien-3-0l) oldugu saptan ve
NMR degerleri literatiir degereleri ile kiyaslanarak yapi dogrulandi (249). Tablo
49°da 'H ve 1*C NMR degerleri verildi (134-136).

29
28

21
////, ", 26

18

HO

Sekil 133. Stigmasterol
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Tablo 49. Stigmasterol bilesiginin NMR degerleri

Pozisyon 3C-NMR '"H-NMR

1 372 N

2 31,9 -

3 71,8 3,52 dt (J=11; 8,7 Hz)
4 43 -

5 140,7 ;

6 121,7 5,35 d (J=2,5 Hz)

7 318 .

8 31,9 .

9 512 -

10 36,5 4

11 212 r

12 397 -

13 o) -

14 56,8 )

15 243 -

16 28,9 -

17 55,9 -

18 12,2 0,69 s

19 19,4 1,01 s

20 40,6 -

21 21,7 0,83 d (J=6 Hz)

2 138,3 5.02 dd J=15,1; 8,6 Hz)
23 129,3 5.15 dd (J=15,1:8,7 Hz)
24 50,1 )

25 31,9 -

26 21,1 0,81 d (J=6 Hz)

27 19,0 0,84 d (J=6 Hz)

28 254 -

29 12,1 0,97 t (J=8,6 Hz)
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Sekil 134. Stigmasterol bilesiginin 'H NMR spektrumu (CDCl;, 600 MHz)
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Sekil 135. Stigmasterol bilesiginin *C NMR (APT) spektrumu (CDCl;, 150 MHz)
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Measured region for 435.3587 m/z
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Sekil 136. Stigmasterol bilesiginin LC-MS-IT-TOF kromatogram
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5.8.24. Scoparon

Toprak tstii kismlarinin etanol ekstrelerinden preparatif ince tabaka
kromatografisi ile diklorometan/aseton:3/1 ¢6ziicii sisteminde beyaz renkte toz halde
yaklasik 4 mg olarak elde edildi (Sekil 137). 'H-NMR spektrumunda (CD30D, 600
MHz) ¢ 7.87- 6.26 ppm’ de aromatik bolgede 4 sinyal izlendi. Ayrica ¢ 3.94 s (3H)
ve 0 3.96 s (BH) ppm’de metoksi metilleri izlendi. APT (CDs;OD, 150 MHz)
spektrumu degerlendirildiginde toplam 11 tane karbon sinyali izlendi. Bu durum
yapimin 4 aromatik proton ve 2 metoksi grubuna sahip kii¢iik bir molekiil oldugunu
gosterdi. Daha ileri NMR analizlerine devam etmeden Once elde edilen spektral
degerler literatiir ile karsilastirildi. Bu kargilastirma sonucu 6 6.26 d (J=9.4 Hz), 7.87
d (J=9.4 Hz), 7.13 s ve 6.97 s ppm’deki aromatik sinyaller ve ¢ 3.94 ve 3.96
ppm’deki metoksi sinyalleri tibbi bitkilerde rastlanan scoparon bilesigi ile Ortiisti
(Ma et al., 2006). Ayrica GC-MS ile elde edilen kiitle spektrumunda izlenen m/z 206
[M]" piki C11Hi0O4 kapali formiiliinii 6nerdi. Ek olarak molekiilden metil kopmasi
sonucu izlenen m/z 191[M-CH;3]" molekiil formiiliinii destekledi. 'H ve '3C NMR
degerleri ve GC-MS te izlenen M piki m/z 206 (C11H1004) ne dayanarak bu bilesigin
skoparon oldugu saptandi ve literatiir ile NMR degerleri (Tablo 50) kiyaslanarak yap1
dogrulandi1(258) (Sekil 138-141).

Sekil 137. Scoparon
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Tablo 50. Scoparon bilesiginin NMR degerleri

Pozisyon BC-NMR '"H-NMR

1 - -

2 163.9 -

3 110.1 6.26 d (J=9.4 Hz)
4 146.0 7.87d (J=9.4 Hz)
5 113.7 7.13 s

6 151.4 -

7 154.9 -

8 101.1 6.97 s

9 148.3 -

10 113.2 -

6-OCH; 57.0 3.94

7-OCHs 57.0 3.96
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Sekil 138. Scoparon bilesiginin 'H NMR spektrumu (CDCl;, 600 MHz)

238



A_ERTAS_L-89_APT_O1

s

T T T T T T T T T T
180 170 160 150 140 130 120 110 100 20
f1 (ppm)

Sekil 139. Scoparon bilesiginin 3C NMR (APT) spektrumu (CDCl;, 150 MHz)
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Sekil 140. Scoparon bilesiginin GC-MS Kkiitle spektrumu
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Sekil 141. Skoparon bilesiginin IR spektrumu
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5.8.25. Bis(2-etilhekzil) tereftalat

Hem toprak altt hem de toprak istii kisimlarin etanol ekstrelerinin ¢ok sayida
fraksiyonundan preparatif ince tabaka kromatografisi ile petroleteri/diklorometan:1/3
¢ozilicli sisteminde beyaz renkte toz halde yaklagik 210 mg olarak elde edildi (Sekil
142). Silikajel plakta UV lamba (254 nm) altinda acik mor goriilen bilesik serik siilfat
belirteci piiskiirtiiliip yakildiginda (105°C) énce sar1 bekleyince mor renk aldi. 'TH-NMR
(CDCls, 600 MHz) spektrumunda 8,09 m (4H, H-2, 3, 5 ve 6, 4,26 (4H, pentet, J = 5,86
Hz) H-1' ve H-1", 1,56 (2H, m) H-2' ve H-2", 1,33-1,46 (8 CHz, m), 0,93 (6H, t, J =
5,00 Hz) Me-6' ve Me-6", 0,89 (6H, t, J = 5,00 Hz) Me-8' ve Me-8" pikleri izlendi.'H ve
3C NMR degerleri ve LC-MS-IT-TOF ta izlenen M+H piki m/z 391.2844 (C24H3304)
ne dayanarak bu bilesigin bis(2-ethylhexyl) terephthalate oldugu saptand1 ve literatiir ile
NMR degerleri (Tablo 51) kiyaslanarak yap1 dogrulandi (240) (Sekil 143-147).

Sekil 142. Bis(2-etilhekzil) tereftalat
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Tablo 51. Bis(2-etilhekzil) tereftalat bilesiginin NMR degerleri

Pozisyon "H-NMR

1 _

2 8,09 m

3 8,09 m

4 8,09 m

5 8,09 m

6 8,09 m

7 _

38 _

N 4,26 pentet (J = 5,86 Hz)
2 1,56 m

3 133-146m

& 133-146m

s 133-146m

6 0,93 t (J = 5,00 Hz)
7 133-146m

8 0,89 t (J = 5,00 Hz)
1 4,26 pentet (J = 5,86 Hz)
2 1,56 m

3o 133-146m

4 133-146m

5 1,33-1,46

6" 0,93 t(J =5,00 Hz)
7 133-146m

8 0,89t (J =5,00 Hz)
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Sekil 143. Bis(2-etilheksil) tereftalat bilesiginin 'H NMR spektrumu (CDCl;, 600 MHz)
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Sekil 144. Bis(2-etilheksil) tereftalat bilesiginin APT spektrumu (CDCl;, 150 MHz)
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Hit 1 : Bis(2-ethylhexyl) phthalate
C24H3804; MF: 960; RMF: 960; Prob 44.3%; CAS: 117-81-7; Lib: replib; 1D: 23539,
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(replib) Bis(2-ethylhexyl) phthalate

Sekil 145. Bis(2-etilheksil) tereftalat bilesiginin GC-MS spektrumu
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Sample ID:E-21 Method Name:zeynep

Sample Scans:128 User:Admin
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Sekil 147. Bis(2-etilheksil) tereftalat bilesiginin IR spektrumu
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5.8.26. Sugiol

Toprak alti etanol ekstrelerinden elde edildi. Preparatif ince tabaka
kromatografisi ile petroleteri/diklorometan:1/9 ¢oziicii sisteminde yaklagik 14 mg elde
edildi (Sekil 148). 'H NMR (CDCls;, 600 MHz) spektrumunda ii¢ metil sinyali 0,92,
0,99 ve 1,22 ppm de singletler halinde ve iki metil sinyali dubletler halinde 1,25 ve 1,27
ppm (J=7,1 Hz) de izlendi. Spektrumda 3,13 ppm de izlenen metin sinyalinin bu iki
metil dubleti ile yaptig1 etkilesim sonucu septet seklinde izlenmesiyle bir isopropil
grubunun varligr anlasildi. 6,68 ve 7,91 ppm de izlenen singlet sinyalleri halkada bir
aromatikligin varhigmi kuvvetlendirdi. "H NMR’da diger karakteristik sinyaller 2,6 ppm
civarinda izlenmistir. Bunlardan 2,68 ppm’ de izlenen dd (J=1,8;17 Hz) H-1 ve 2,59
ppm de dd keto grubuna komsu proton ¢iftine (H-6) isaret etti. Keton grubunun varligi
nedeniyle H-14 ferruginol’den (6,83 ppm) farkli olarak daha asag alanda (7,91 ppm)
izlendi. Kiitle spektrumunda molekiiler piki kapali formiilii olan (C20H250:) ye karsilik
gelen m/z 300°de ayrica M-CH; pikide 285°te izlendi, 'H NMR degerleri ve LC-MS-IT-
TOF’ta izlenen [M+H]" piki m/z 301.2165’¢ (C20H250,) dayanarak bu bilesigin sugiol
oldugu saptandi ve NMR degerleri (Tablo 52) literatiir degereleri ile kiyaslanarak yapi
dogruland1 (259) (Sekil 149-153).

Sekil 148. Sugiol
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Tablo 52. Sugiol bilesiginin NMR degerleri

Pozisyon BC-NMR '"H-NMR

1,56 dd ()=1,8; 13 Hz)

1 38,5
2,68 dd (J=1,8; 13 Hz)

2 19,1 -

3 40,9 -

4 - -

5 50,2 -

6 19,3 2,59 dd

7 209,3 -

8 - .

9 - .

10 - .

11 110,9 6,68 s

12 - r

13 - .

14 126,6 7,91's

15 26,7 3,13 septet (J=7,0 Hz)

16 22,6 1,25d (J=7,1 Hz)

17 223 1,27d (J=7,1 Hz)

18 334 1,22s

19 21,5 0,92s

20 24,8 0,99 s

12-0H - 530
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Sekil 149.Sugiol bilesiginin 'H NMR spektrumu (CDCl;, 600 MHz)
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Sekil 150. Sugiol bilesiginin APT spektrumu (CDCl;, 150 MHz)
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(Text File) Scan 723 (7.610 min): T-51.D\data.ms (-712)

Mame: Scan 723 (7.610 min): T-51.0D\data.ms (-712)
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Synonyms:
no synonyms.

Sekil 151.Sugiol bilesiginin GC-MS spektrumu-1
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Hit 1 : 9{1H)-Phenanthrenone, 2,3,4,4a,10,10a-hexahydro-6-hydroxy-1,1,4a-trimethyl-7-(1-methylethyl)-, (4aS-trans}-
C20H2802; MF: 904; RMF: 938; Prob 91.4%; CAS: 511-05-7; Lib: replib; 1D: 32235.
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(replib) 9(1H}-Phenanthrenone, 2,3,4,4a,10,10a-hexahydro-6-hydroxy-1,1,4a-trimethyl-7-(1-methylethyl)-, (4a5-trans)-

Sekil 152. Sugiol bilesiginin GC-MS spektrumu-2
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5.8.27. 7-a-hidroksi-p-sitosterol

Hem oprak {isti hemde toprak alti etanol ekstrelerinden elde edilmistir.
Fraksiyonlar preparatif ince tabaka kromatografisi yapildiktan sonra DCM:AC 9/1
¢oziicii sisteminde ITK’s1 yapildi. Renksiz olan bu bilesik 4,5 mg olarak elde edildi
(Sekil 154). Silikajel plakta UV lamba altinda (254 nm) goriilmeyen bilesik, serik siilfat
belirteci piiskiirtiiliip etiivde 105°C’de yakildiginda koyu mavi bir renk aldi. 'H NMR
spektrumunda (CDCls;, 600 MHz) ¢ 0.67 (3H, s, Me-18), 0.81 (3H, d, J=6,9 Hz, Me-
27),0.83 (3H, d, J=7.1 Hz, Me-26), 0.85 (3H, t, /~7,81 Hz, Me-29), 0.92 (3H, d, J=6.,4
Hz, Me-21) ve 0,99°da (3H, s, Me-19) izlenen metil sinyalleri bilesigin steroidal bir
iskelete sahip oldugu izlenimini verdi. 6 3.58’de (1H, m, H-3a)izlenen proton sinyali
bilesikte bir hidroksil veya baska bir oksijenli grubun varligina isaret etti. Yapida bir
olefinik proton ise 5.60 ppm (1H, m, H-6) da izlendi. B-sitosterol bilesiginde bu olefenik
proton 5,35 ppm sinyal vermisti. Buda komsusunda oksijenli bir grubun varligina isaret
etmektedir. Ayrica 3,85 ppm’de dar multiplet bir pikin varligit 7 konumunda bir
hidroksil grubun varliina isaret etmektedir. "H NMR degerleri ve GC-MS’te izlenen
430 kiitleye (C29Hs5002) dayanarak bu bilesigin 7-a-hidroki-f-sitosterol (Stigmast-5-en-
3,7-diol) oldugu saptandi ve NMR degerleri (Tablo 53) literatiir degereleri ile
kiyaslanarak yap1 dogruland1 (Sekil 155-159).

Sekil 154. 7-a-hidroksi-f-sitosterol
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Tablo 53.7-a-hidroksi-p-sitosterol bilesiginin NMR degerleri

Pozisyon 3C-NMR '"H-NMR

1 374 ;

2 314 -

3 713 3,58 m

4 42,1 228m

5 146,2

6 123.8 5,60 m

7 65.4 3,85 brs

8 374 ;

9 422 ;

10 37,5 -

11 23,1 -

12 39,1 1,99 m

13 03 -

14 49,4 -

15 259 -

16 282 1,84 m

17 55,9 -

18 11,6 0,67 s

19 18.8 0,99 s

20 36,1 -

21 18,2 0,92 d (J=6,4 Hz)
22 34,0 -

23 297 -

24 45,8 -

25 28,5 -

26 19.8 0,83 d (J=7,1 Hz)
27 19,0 0,81 d (J=6,9 Hz)
28 242 -

29 12,0 0,85 t (J=7,8 Hz)
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Sekil 155. 7a-hidroksi-B sitosterol bilesiginin !H NMR spektrumu (CDCl;, 600 MHz)
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A_ERTAS_L-76_APT_0O1
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Sekil 156. 7a-hidroksi-f sitosterolbilesiginin APT spektrumu (CDCl;, 150 MHz)
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Sekil 157. 7a-hidroksi-f sitosterolbilesiginin HMQC spektrumu (CDCl;, 600 MHz)
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Mame: Scan 1446 (12.132 min): L-76(DCM).D\data.ms (-1412)
MW : N/A ID#: 2660 DB: Text File
Comment: L-76(DCM)
10 largest peaks:
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Synonyms:
no synonyms.

Sekil 158. 7a-hidroksi-$ sitosterolbilesiginin GC-MS spektrumu
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Sekil 159. 7a-hidroksi-§ sitosterolbilesiginin LC-APCI-MS spektrumu (P ozitif mod)
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5.8.28. Hekzadekanoik asit, n-oktil ester

Toprak iistii etanol ekstresinden preperatif ince tabaka kromatografisi ile
petroleteri/diklorometan:9/1 ¢oziicii sisteminde elde edildi. Yaklasik 3 mg olarak elde
edildi (Sekil 160). 'H-NMR spektrumunda (CDCls, 600 MHz) 6 0.88 ¢ (J= 6.3 Hz) ppm’
de yag asidi zincirinin sonundaki metil grubuna ait triplet , 0 1.25 ppm’de ¢ok sayida
metilen grubunu gosterir genis singlet, ¢ 1.63 ¢ (J= 5.5 Hz) ve 2.29 ¢ (J= 7.4 Hz) ppm’de
sirasi ile karbonil grubuna komsu ilk 2 metilen sinyalleri bize karakteristik yag asidi
yapist oldugu diisiindiirdii. Ayrica vinilik bolgede sinyal izlenmemesi bize yapinin
doymus yag asidi oldugunu 6nerdi. Bunlara ilaveten ¢ 3.98 ¢ (/= 2.8 Hz) ppm’de yag
asidine ester baglandiginda izlenen ilk komsu metilen grubuna ait sinyal izlendi. Daha
ileri NMR teknikleri ile ¢alisilmadan dnce bu madde GC-MS ile analizlendi. GC-MS
kiitliphanesinde yapapilan taramalar sonucu yapinin 24 karbonlu Hexadecanoic asid, n-
octyl ester oldugu anlasildi. Ayrica kiitle spektrumunda izlenen m/z 368 [M]" sinyali
molekiil formiiliinii destekledi (Sekil 161-163).

Sekil 160. Hekzadekanoik asit, n-oktil ester
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Sekil 161. Hegzadekanoik asid, n-oktil ester bilesiginin 'H NMR spektrumu (CDCl;, 600 MHz)
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Hit 1 : Hexadecanoic acid, n.-octyl ester
C24H4802; MF: 799; RMF: 807; Prob 42.9%; Lib: mainlib; I1D: 212174.

1004 257
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a3 fwwmmmﬂgﬂmm
50+
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0 269283297 325 1
> L L I L ) EL L B B B %
30 60 a0 120 150 180 210 240 270 300 330 360

(mainlib) Hexadecanoic acid, n.-octyl ester

Sekil 162. Hegzadekanoik asid, n-oktil ester bilesiginin GC-MS spektrumu
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5.8.29. Hekzadekanoik asit, 3-hidroksi-metil ester

Toprak iistli etanol ekstresinden preperatif ince tabaka krmatografisi ile
petroleteri/diklorometan:6/1 ¢oziicli sisteminde elde edildi. Yaklasik 2 mg olarak elde
edilmistir (Sekil 164). "TH-NMR spektrumunda (CDCl3;, 600 MHz) ¢ 0.87 ¢ (J= 6.4 Hz)
ppm’de yag asidi zincirinin sonundaki metil grubuna ait triplet , 6 1.25 ppm’de c¢ok
sayida metilen grubunu gosterir genis singlet, 0 1.61 m , 2.40 m ve 2.50 m ppm’de siras1
ile karbonil grubuna komsu metilen sinyallerini izlenmesi karakteristik yag asidi yapisi
oldugu diisiindiirdii. Ayrica vinilik bolgede sinyal izlenmemesi bize yapinin doymus
yag asidi oldugunu o6nerdi. Bunlara ilaveten 6 3.66 m ve 4.00 m ppm’de yag asidine
metoksi ve OH grubu baglandiginda izlenen sinyaller goriildi. Daha ileri NMR
teknikleri ile calisilmadan once [-64 maddesi GC-MS ile analizlendi. GC-MS
kiitliphanesinde yapapilan taramalar sonucu yapinin 17 karbonlu Hexadecanoic acid-3-
hydroxy-methyl ester oldugu anlasildi. Ayrica LC-MS-IT-TOF ile elde edilen kiitle
spektrumunda izlenen m/z 309.2261 [M+H]" piki C17H3403 kapali formiiliinii 6nererek
yap1yt destekledi (Sekil 165-168).

(o] OH
cho 1 3 5 7 9 11 13 15
2 4 6 8 10 12 14 16

Sekil 164. Hekzadekanoik asit, 3-hidroksi-metil ester
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Sekil 165. Hegzadekanoik asid, 3-hidroksi-, metil ester bilesiginin 'TH NMR spektrumu (CDCl;, 600 MHz)
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Sekil 166. Hegzadekanoik asid, 3-hidroksi-, metil ester bilesiginin APT spektrumu (CDCl;, 150 MHz)
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Sekil 167. Hegzadekanoik asid, 3-hidroksi-, metil ester bilesiginin GC-MS spektrumu
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5.8.30. Protokatesik asit

Toprak iistii etanol ekstresinden, yaklasik 12 mg beyaz amarf kat1 olarak elde
edildi. (Sekil 169). Preperatif HPLC ile MeOH/Su:1/1 ¢oziicii sisteminde de elde edildi.
Hem H-NMR hem de C-NMR da sadece fenolik bdlgede pik vermesi bilesigin basit bir
fenolik bilesik olacagini diisiindiirdii. '"H-NMR’da 6,80 d (J=8,1 Hz) ve 7,40 d (J=8,1
Hz) ve 7,43 ppm’de 1’er protonluk pik vermesi halkanin 3 tarafindan bagl oldugunu
gosterdi. Ayrica 3,32 ppm’de —OH grubuna ait yayvan pik izlendi. C-NMR’da ise 4
katerner karbon ve 3 metilen karbonu izlendi. Bunlardan asit grubuna ait olup 168,98
ppm’de izlendi. '"H ve '*C NMR degerlerine dayanarak bu bilesigin protokatesik asit
oldugu saptandi ve NMR degerleri (Tablo 54) literatiir degereleri ile kiyaslanarak yap1
dogruland1 (Renata vd., 2012) (Sekil 170-171).

Sekil 169. Protokatesik asit

Tablo 54. Protokatesik asit bilesiginin NMR degerleri

Pozisyon BC-NMR '"H-NMR

1 121,9

2 1143 742's

3 144,6

4 150,1 -

5 116,3 7,40 d J=8,1 Hz)
6 122,4 4,80 d (J=8,1 Hz)
-COOH 169 -

-OH - 332s
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Sekil 170. Protokatesik asit bilesiginin "H NMR spektrumu (CD;0D, 600 MHz)
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Sekil 171. Protokatesik asit bilesiginin APT spektrumu (CD;0D, 150 MHz)
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6.TARTISMA

Ulkemizin dogu bolgesinde yetisen ve endemik bir tiir olan Salvia cerino-
pruinosa var. elazigensis tiirii toplanip herbaryum 6rnekleri olusturulmustur (M. Firat
32539 (VANF), M. Fwrat 32685(VANF), M. Firat 33831 (VANF)). S. cerino-pruinosa
var. elazigensis'in, kloroform ve etanol ekstreleri hazirlanarak antioksidan,
antikolinesteraz, tirozinaz ve iireaz enzim aktivitelerinin aragtirilmasi ve yine
ekstrelerin kimyasal profili 1518inda preparatift HPLC ve diger klasik kromatografik
yontemlerin kullanilmasi ile sekonder metabolitler saflastirilarak, izole edilen
bilesiklerle organik kimyaya yeni iirlinler kazandirilmasint miimkiin hale getirmek,
saflagtirilmis olan bu sekonder metabolitlerin antioksidan aktivitesi belirlenmesi
sonrasinda ilireaz, antikolinesteraz ve tirozinaz enzim aktivitelerini de belirlemek,
ayrica bu tiiriin yaprak, dal, ¢icek, kok ve bunlarin karisimindan etanol ekstreleri
hazirlanmig olup bu ekstrelerin LC-MS/MS ile bazi flavonoit ve fenolik bilesiklerin
miktarsal hesaplamalarinin yapilmasi ve de bunlara ek olarak bu tiiriin tim
boliimlerinin petrol eteri ekstresi hazirlanarak GC-MS/MS ile yag asidi profilinin

belirlenmesi amac1 giidiilmiistiir.

Tim ekstrelerin toplam fenolik ve toplam flavonoit miktarlar1 sirasiyla
pirokatekol ve kersetine esdeger olarak belirlendi (Tablo 12). Genel olarak tiiriin
polar ekstrelerinin total fenolik icerik bakimindan daha zengin oldugu tespit
edilmistir. Etanol ekstrelerinin total fenolik-flavonoit iceriginin kloroform ekstresinin
iceriginden zengin olmasi bu tiiriin icerdigi fenolik ve flavonoit bilesiklerin daha ¢ok
polar 6zellikte olmast anlamina gelmektedir. Ayrica tiim ekstrelede toplam fenolik
icerigin toplam flavonoit icerikten daha zengin oldugu goriilmektedir. Ayrica tiiriin
cesitli kisimlarindan hazirlanan etanol ekstreleri kendi i¢inde degerlendirildiginde
yaprak kisimlarindan hazirlanan ekstrenin daha zengin oldugu belirlenmistir. Genel
olarak bu tiiriin toprak iistii kisimlarinin kok kisimlarma gore hem total fenolik hem

de total flavonoit bakimindan daha zengin oldugu séylenebilir.

Hazirlanan tim ekstrelerin 4 farkli yontemle antioksidan aktiviteleri belirlendi
(Tablo 13, 14). Tim antioksidan aktivite yontemlerinde standart olarak a-Toc ve

BHT kullanildi. S. cerino-pruinosa var. elazigensis tiiriiniin toplam fenolik igerik
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bakimindan zengin olan etanol ekstrelerinin yine ¢alisilan 4 antioksidan yontemde
daha aktif oldugu goriilmektedir. Tiriin ¢esitli kisimlarindan hazirlanan etanol
ekstreleri kendi i¢inde degerlendirildiginde 6zellikle yaprak (SCE-Y) ve ¢icek (SCE-
Q) ekstrelerinin ¢ok aktif oldugu belirlendi. Ozellikle CUPRAC, DPPH serbest
radikal ve ABTS katyon radikal yontemlerinde gosterdikleri aktivite igerdikleri total
fenolik igerik ile paralellik gostermistir. Yine bu ekstrelerin bu iki yontemde
gosterdikleri aktivite standart olarak kullanilan a-TOC ve BHT“den daha yiiksek
oldugu tespit edildi. Genel olarak bu tiirlin etanol ekstrelerinin daha aktif oldugu

sOylenebilir.

S. cerino pruinosa var. elazigensis bitkisinin toprak istii etanol ekstresinin
hazirlanan silikajel kolonundan 73, toprak alt1 etanol ekstresinden 37 fraksiyon elde
edildi. Benzer fraksiyonlarin birlestirilmesi sonucu toprak iistii etanol ekstresinden
toplamda 12, toprak alt1 etanol ekstresinden 11 fraksiyon elde edildi ve antioksidan
aktiviteleri ¢aligildi. Toprak istli fraksiyonlarindan 41-44, 45-48, 49-56, 61-64, 65-
69 ve 70-73,toprak alt1 firaksiyonlardan 7-18, 21-26 numarali1 fraksiyonlarin standart
olarak kullanilan BHT ve a-TOC bilesiklerinden daha aktif olduklar1 belirlendi. Bu

nedenle izolasyon ¢aligmalarinda bu fraksiyonlara dncelik verildi.

Daha sonrasinda elde edilen 30 maddenin antioksidan aktivitesi 3 yontemle
(DPPH Serbest Radikal, ABTS Katyon Radikal, CUPRAC) belirlenmistir. Bu
maddelerin genel olarak ¢ok aktif olduklari tespit edilmistir. Elde edilen fenolik
bilesiklerin oldukca aktif olduklar1 goriilmektedir. Ayrica bu tiiriin ¢cok giigli bir
antioksidan Ozellige sahip rosmarinik asit icerdigidikkate alindiginda S. cerino
pruinosa var. elazigensis zenginlestirilmis ekstraktlarinin gida koruyucu olma

potansiyellerinin oldugu goriilmektedir.

S.  cerino-pruinosa var. elazigensis tlriiniin hazirlanan  ekstrelerinin
asetilkolinesteraz aktivitelerinin olmadig1 fakat orta derecede butirilkolinesteraz
enzim aktivitesi gosterdikleri belirlendi. Elde edilen saf maddelerin antikolinesteraz
enzim aktiviteleri asetil- ve butiril-kolinesteraz olmak {izere iki yontemle tespit
edildi. Ozellikle elde edilen diterpen yapisindaki bilesiklerin oldukca aktif olduklar
belirlendi. Gram seviyesinde elde edilen 6,7-dehidroroyleanon bilesiginin ilag etken

maddesi olma potansiyeli bulunmaktadir.
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S. cerino-pruinosa var. elazigensis tiiriiniin hazirlanan ekstrelerinin {ireaz enzim
aktivitelerinin olmadig1 fakat orta derecede tirozinaz enzim aktivitesi, yaprak
kisimlarindan hazirlanan etanol ekstresinin orta derecede tirozinaz enzim aktivitesi
gosterdigi belirlendi. Elde edilen saf maddelerin tirozinaz enzim aktivitelerinin diisiik
oldugu tespit edildi. Ureaz enzim aktivitesinde ise asetil royleanon bilesiginin
olduk¢a aktif oldugu tespit edildi. Asetil royleanon bilesiginin 12,5 ppm
konsantrasyonda diger saf bilesiklere gore {ireaz enzim aktivitesinde %82 inhibisyon

gostermesi dikkat ¢ekicidir.

S. cerino-pruinosa var. elazigensis tlriiniin ¢esitli kisimlarinin ve ¢esitli
ekstrelerinin fenolik igerigi LC-MS/MS ile belirlendi. Genel olarak S. cerino-
pruinosa var. elazigensis’in major bilesikleri rosmarinik, malik ve fumarik asitler
oldugu tespit edildi. Ozellikle SCE-Y ekstresinin rosmarinik asit bakimindan ¢ok
zengin oldugu (agrilik olarak ekstrenin %3,46 i) tespit edildi.

S. cerino-pruinosa var. elazigensis tiiriiniin 2015, 2016 ve 2017 yilinda toplanan
orneklerinden hazirlanan petrol eteri ekstrelerinin yag asidi profili GC-MS ile
belirlendi. Ug yilda da toplanan drneklerden hazirlanan ekstrelerinana bilesenlerinin
oleik asit oldugu tespit edildi. S.cerino-pruinosa Rech var. elazigensis tiiriiniin tim
bitki kisimlarinin kloroform ve etanol ekstreleri LC-MS IT-TOF cihazinda optimize
edilen kapsamli 75 dakikalik bir metotla analiz edilerek genel fitokimyasal profili
belirlendi. Yapilan bu ¢alismada farkli siniflardan 74 farkli sekonder metabolit tespit

edilmigtir.
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7. SONUC

Bu tez ¢alismasinda, Lamiaceae familyasinin iiyesi olan Salvia cerino-pruinosa
var. elazigensis bitkisinin kimyasal igerigi ve biyolojik aktiviteleri ilk kez belirlendi.
Sonug olarak yapilan bu tez g¢alismasinin, diinyada ve iilkemizde yaygin olarak
kullanilan  Salvia tiirlerinin  kimyasal igeriginin ve c¢esitli aktivitelerinin
incelenmesinin dogal aktif maddelerin bulunmasi agisindan bilimsel anlamda

literatiir bilgisine katki sunacagi agiktir.

Dolayisiyla giiglii antioksidan 6zelligine sahip bu tiiriin uygun formlarinin ve
izole edilen baz1 sekonder metabolitlerinin tip, eczacilik ve kozmetik vs. alanlarinda

kullanilabilecegi goriilmektedir.
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