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OZET

Oztiirk M. Micromeria cilicica ve M. juliana Tiirlerinde Antioksidan Bilesiklerin HPLC
ile Analizi ve Yapilarinin Aydinlatilmasi. Doktora Tezi, Istanbul Universitesi, Saglik
Bilimleri Enstitiisii, Analitik Kimya ABD, Analitik Kimya Program, Istanbul. 2008.

Bu doktora tez c¢alismasinda, Micromeria cilicica Hausskn. ex P.H. Davis
(endemik) ve M. juliana (L.) Bentham ex Reichb. tiirlerinin toprakiistii kistmlarindan
hazirlanan petrol eteri, aseton ve metanol ekstrelerinin toplam fenolik miktarlar
pirokatekole, toplam flavonoit miktarlar1 kersetine esdeger olarak tayin edildikten sonra
antioksidan aktiviteleri f-karoten renk acilim, DPPH serbest radikali giderim ve
siiperoksit anyon radikali giderim yontemleri kullanilarak belirlendi. Yiiksek
antioksidan aktivite gosteren ekstreler fraksiyonlandirildi, elde edilen fraksiyonlarin da
antioksidan aktiviteleri incelendi. Aktif ¢ikan fraksiyonlardan kromatografik yontemler
kullanilarak yedi madde saflastirildi. M. cilicica’nin aseton ekstresinden ikisi yeni
(izotimonin 4'-metil eter, piperiton 7-O-f-D-glikozit), dordii bilinen (ursolik asit,
sudachitin, izomukronulatol, rutin) ve M. juliana’nin aseton ekstresinden bilinen bir
madde (sakkaroz) elde edildi. Saf maddelerin yapilarinin belirlenmesinde spektroskopik
yontemler ve antioksidan aktivitelerinin belirlenmesinde S-karoten renk a¢ilim, DPPH
serbest radikali giderim ile siiperoksit anyon radikali giderim yontemleri kullanildi.
Ayrica M. cilicica’nin aseton ve M. juliana’nin petrol eteri ekstrelerinden antioksidan
aktivite gosteren fraksiyonlarin GC ve GC/MS analizleri yapildi. GC ve GC/MS

analizleri sonucunda yirmi bes maddenin yapilar1 belirlendi.

Bu tez ¢alismasi ile M. cilicica’dan hazirlanan tiim ekstrelerin ve M. juliana’nin
petrol eteri ile aseton ekstrelerinin antioksidan aktiviteleri ilk kez incelendi. Ursolik asit
hari¢ diger saf maddelerin Micromeria tiirlerinden ilk kez elde edildigi tespit edildi.
Ursolik asit ve rutin disindaki diger saf maddelerin antioksidan aktiviteleri de yine ilk
kez bu tez ¢alismasinda belirlendi. Rutin’in, f-karoten renk acilim, DPPH serbest
radikali giderim ve siiperoksit anyon radikali giderim yontemlerinin hepsinde en yiiksek

aktiviteyi gosterdigi saptandi.

Anahtar Kelimeler : Micromeria cilicica, Micromeria juliana, Lamiaceae, Antioksidan

Aktivite



X1v

ABSTRACT

Oztiirk M. HPLC Analysis of Antioxidant Compounds from Micromeria cilicica and M.
Jjuliana and Their Structure Elucidation. Ph.D. Thesis, Istanbul University, The Institute
of Medical Sciences, Department of Analytical Chemistry, Analytical Chemistry
Programme, Istanbul. 2008.

In this thesis, the aerial parts of Micromeria cilicica Hausskn. ex P.H. Davis
(endemic) and M. juliana (L.) Bentham ex Reichb. were extracted with petroleum ether,
acetone and methanol, successively. Total phenolic and total flavonoid contents of these
extracts were determined as pyrocatechol and quercetin equivalents, respectively, and
their antioxidant activity, was carried out by using three different methods; namely, f-
carotene bleaching method, DPPH free radical scavenging activity and superoxide anion
radical scavenging activity assays. The extracts that exhibited high antioxidant activity
were fractionated, and then the antioxidant activity of all fractions were also
determined. Seven compounds were isolated from active fractions by using
chromatographic methods. Two new (isothymonin 4'-methyl ether, piperitone 7-O-4-D-
glucoside) and four known (ursolic acid, sudachitin, isomucronulatol, rutin) compounds
were obtained from the acetone extract of M. cilicica, and a known compound
(saccharose) from the acetone extract of M. juliana. For structural elucidation of the
isolated compounds, spectroscopic methods were used while for their antioxidant
activity, p-carotene bleaching method, DPPH free radical scavenging activity and
superoxide anion radical scavenging activity assays were used. Furthermore, GC and
GC/MS analyses of active nonpolar fractions from the acetone extract of M. cilicica and
the petroleum ether extract of M. juliana were performed and the structure of twenty
five compounds were elucidated.

In this thesis, the antioxidant activity of all extracts of M. cilicica, the petroleum
ether and the acetone extracts of M. juliana was determined for the first time. All
compounds except ursolic acid were isolated for the first time from Micromeria species.
The antioxidant activity of these compounds, except for ursolic acid and rutin, was also
determined for the first time in this study. Rutin showed the highest activity in the three

antioxidant activity assays.

Key Words: Micromeria cilicica, Micromeria juliana, Lamiaceae, Antioxidant Activity
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1. GIRIS VE AMAC

Yasam icin gerekli olan oksijen ayni zamanda toksik etkiye de sahiptir. Bu
toksisite oksijenin olusturdugu reaktif oksijen tiirlerinden kaynaklanmaktadir. Reaktif
oksijen tiirlerinin ¢esitli hastaliklarin gelismesinde 6nemli rolii oldugunu ortaya koyan
pek cok calisma vardir. Reaktif oksijen tiirleri lipitlerin, proteinlerin ve DNA’nin
hasarina yol acar. DNA’nin hasar1 da kanser riskini arttirmaktadir. Reaktif oksijen

tiirleri 6zellikle kanserin ilerleme asamasinda rol oynar'.

Antioksidanlar, reaktif oksijen tiirlerinin zararli etkilerini azaltirlar veya ortadan
kaldirirlar. Canlilarda, reaktif oksijen tiirlerinin meydana getirdigi zararlar1 ortadan
kaldirmak i¢in c¢esitli antioksidan savunma mekanizmalar1 mevcuttur. Bu
mekanizmalarin  savunmada yetersiz kalmasi sonucunda ortaya c¢ikabilecek
hastaliklardan korunmak i¢in antioksidan etkiye sahip meyve, sebze ve sifali bitkilerin
tiikketilmesinin insan saglig1 agisindan faydali oldugunu gosteren ¢ok sayida arastirma

vardir'?,

Islenmis gidalarm bozunmasini 6nledigi ve raf émriinii uzattifi igin sentetik
antioksidanlar gidalarda katki maddesi olarak kullanilmaktadir. Ancak sentetik
antioksidanlar ve olusturduklar1 yan iirlinlerin basta kanser olmak iizere ¢esitli
hastaliklara neden olduklar belirlenmistir’™. Son yillarda islenmis gidalarda koruyucu
olarak kullanilmak iizere dogal kaynakli antioksidanlarin bulunmasi amaci ile yapilan

arastirmalar artmugtir.

Bu doktora tez ¢alismasinda, Micromeria cilicica (endemik) ve M. juliana’nin
toprakiistii kistmlarindan hazirlanan petrol eteri, aseton ve metanol ekstrelerinin toplam
fenolik ve toplam flavonoit miktarlarinin belirlenerek S-karoten renk agilim, DPPH
serbest radikali giderim ve siiperoksit anyon radikali giderim yontemleri kullanilarak
antioksidan aktivitelerinin saptanmasi, antioksidan aktiviteden sorumlu bilesenlerin
HPLC kullanilarak belirlenmesi, kromatografik yontemlerle maddelerin saflagtirilmasi,
saf maddelerin spektroskopik yontemler kullanilarak yapilarinin aydinlatilmasit ve

antioksidan aktivitelerinin belirlenmesi amaglandi.



2. GENEL BILGILER

2.1. Botanik Bilgiler

2.1.1. Labiatae (Lamiaceae) Familyasi

Micromeria cinsi, Labiatae familyasinin bir iiyesidir. Labiatae familyasinda bir,
iki ya da c¢ok yillik otsular veya ¢alimsilar bulunur. Bu bitkiler salg tliyli tasirlar ve
kokuludurlar. Labiatae familyas: tipta ve parfiimeride kullanilan bir¢ok ucucu yagi
iceren bir familya olarak énem tagimaktadir. Ugucu yag, yaprak epidermasi iizerindeki
salg1 tiiylerinde bulunur. Basi sekiz hiicreli pul seklindeki salg tiiyleri bu familya i¢in
karakteristiktir®.

Govdeleri genellikle 4 koselidir. Yapraklar dekusat dizilislidir. Cigekler
vertisillastrum durumdadir. Korolla ¢ogunlukla iki dudaklidir. Stamenler 4 veya 2

tanedir. Meyva 4 nuksa yarilan bir sizokarptir’.

Labiatae familyasinin yeryiiziinde 200 kadar cinsi ve 3200 tiirii mevcuttur’,
Yurdumuzda ise 46 cinsi, 257 taksasi endemik olmak lizere 758 taksasi ve 275 tiiri
bulunmaktadir®. Labiatae familyasindaki birgok tiiriin hem siis bitkisi olarak hem de

tibbi 6zelliklerinden dolay kiiltiirii yapilmaktadir.

2.1.2. Micromeria Bentham Cinsi

Micromeria Bentham cinsine ait tiirler yar1 ¢alimsi otlardir, nadiren tek yilliktir.
Yapraklar diiz ya da kenar1 sik damarli, her iki kenar1 disar1 dogru kivrilmis, sapl,
palizat dokusu sadece iist taraftadir. Cigek durumu tirsustan kisa sapli simiil ya da
sapsiz ¢icekli vertisillere kadar degisir. Kaliks tiipsii ya da obkonik, £+ dik, 13 (-15)
damarli, aktinomorf ya da hemen hemen iki dudaklidir. Disler tiggenimsi subulata kadar
degisen, bogazi tiiyli ya da tiyli degildir. Korolla iki dudakli, mor, leylak ya da
beyazdir. Tiip dik, alt dudak ii¢ lopludur. Stamenler 4, nadiren korolladan daha uzundur.
Genellikle egik ve yaklasmistir. Tekalar disa dogru yonlenmistir. Meyvalari tiiysiiz ya
da kiigiik ince tiiylii, obtus, sivri, tepecikli ya da akuminattir. Siklikla ginodioiktir. Cigek
agma zamani Mayis-Eyliil donemidir. Cayirlarda ve nemli ortamlarda 150-200 m

rakimda yetismektedir, 1200—1300 m rakimda da bulunmaktadir’.



Yurdumuzda yetisen 22 Micromeria taksonunun listesi asagida verilmistir,

bunlarin 12 tanesi endemiktir’.

O 0O 0O 0O o o o o o o o o

O 0O 0O 0O o o o o o o

Endemik tiirler

M. carica P.H. Davis

M. cilicica Hausskn. ex P.H. Davis

M. cremnophila Boiss. & Heldr. subsp. amana (Rech. fil.) P.H. Davis
M. cremnophila Boiss. & Heldr. subsp. anatolica P.H. Davis

M. cymuligera Boiss. & Hausskn.

M. dolichodonta P.H. Davis

M. elliptica C. Koch

M. cristata (Hampe) Griseb. subsp. carminea P.H. Davis

M. cristata (Hampe) Griseb. subsp. orientalis P.H. Davis

M. cristata (Hampe) Griseb. subsp. phrygia P.H. Davis

M. cristata (Hampe) Griseb. subsp. xylorrhiza (Boiss. & Heldr.) Davis
M. fruticosa (L.) Druce subsp. giresunica P.H. Davis

Endemik olmayan tiirler

M. congesta Boiss. & Hausskn. ex Boiss.

M. cristata (Hampe) Griseb. subsp. cristata

M. fruticosa (L.) Druce subsp. barbata (Boiss. & Kotschy) Davis
M. fruticosa (L.) Druce subsp. brachycalyx P.H. Davis

M. fruticosa (L.) Druce subsp. serpyllifolia (Bieb.) P.H. Davis
M. graeca (L.) Bentham ex Reichb. subsp. graeca

M. juliana (L.) Bentham ex Reichb.

M. mollis Bentham

M. myrtifolia Boiss. & Hohen.

M. nervosa (Dest.) Bentham



2.1.3. Micromeria cilicica Hausskn. ex P.H. Davis

Cok yillik bitkidir. Orta yapraklar ovattir. Yapraklar gri-yesil aras1 oymali-disli
baskin bir sekilde damarli, petiol 1-2 (-4) mm. Cicek durumu araya girmis sekilde, ince,
simiiller 3-20 cigeklidir. Kaliks tiipleri, 2 mm birbiriyle az ¢ok karigmis (£) gevsek
yumusak tiiylii, boyun ¢iplak; disler subekual, dar bir sekilde liggenimsi, sivri, kaliks
kadar kisa (1/4—1/3), ince, temelde saga benzerdir. Korolla beyaz, 5-6 mm. Meyvalar
dikdortgenimsi-elipstir. 1200-1300 m’de yetisir. Endemik olan M. cilicica, Dogu

Akdeniz Bolgesi elementidir’.

Cicek agma zaman1 :Haziran-Agustos

Yetisme Ortami1 :Kalkerli kayaliklar, sulu ortamli ¢ayirlar

Tip Ornegi :C5, Igel’in kuzeybatisinda kalan Gézne’den toplanan
orneklerden tanimlanmustir.

Yayilisi :Dogu Akdeniz’e endemiktir. i¢el’de yayilis gosterir.

2.1.4. Micromeria juliana (L.) Bentham ex Reichb.

Ince, zayif, ¢ok yillik yar1 calimsi bir bitkidir. Yiizeyine dikey olarak bagli kisa
sert tiiylii govdesinden dolay1 M. myrtifolia’dan farklilik gosterir. Alta dogru kivrik,
daha dar, dikdortgenimsi lanseolat yapraklar tasir. Kaliks tiiylii degildir. Akdeniz

Bolgesi elementidir’.

Cigek agma zamani :Mayis-Haziran
Yetisme Ortami :Kurak kiregtas1 ve kayalik yamaglar.
Tip Ornegi :Al, Balikesir ve Marmara Denizi Adalari’ndan

toplanan 6rneklerden tanimlanmustir.

Yayilist :Bat1 Avrupa, Kuzey Avrupa ve Akdeniz’de
yayilis gosterir. Tiirkiye’de Aydin, Balikesir,
Bursa, Canakkale, Istanbul, Izmir ve Manisa’da

yayilis gosterir.



2.2. Micromeria Tiirlerinin Halk Arasinda Kullanihis1

Ulkemizde halk arasinda Micromeria tiirleri, ¢ay halinde istah acic, kas gevsetici,

11 By tiirlerin sedatif, antiseptik,

11-13

uyarict ve balgam soktiiriicli olarak kullanilmaktadir.
antiromatizmal ve merkezi sinir sistemini stimule edici 6zellikleri de vardir
Micromeria cilicica’nin kurutulmus yapraklar1 Fethiye bolgesinde “dag cay1r’
olarak bilinmekte ve c¢ay halinde istah agici, gaz soktiirlicli, iist solunum yolu
hastaliklarinda, mide rahatsizliklarinda ve uyarici olarak kullanilmaktadir. Akdeniz
tilkelerinde hazimsizlikta, Oksiiriikte ve soguk alginliklarinda ayrica kan basicini
diisiirmede kullanildig: bilinmektedir'®.
M. myrtifolia “Dag Cay1”, “Topuk Cay1” adi ile Akdeniz Bolgesi’nde Alanya,
Anamur, Kas yorelerinde cay halinde istah acici, gaz soktiirlicii ve uyarict olarak

kullanilmaktadir™"

. M. myrtifolia bitkisinin sindirim sistemi ve bulasici hastaliklarda
kullanildig1 da literatiirde kayitlidir'®.

M. fruticosa Dogu Akdeniz llkelerinde cay halinde mide hastaliklarinda, gaz
soktiirticii ve istah acici olarak”, ishalde, goz enfeksiyonlarinda, kalp hastaliklarinda,

10,12,13

bas agrilarinda , yiksek tansiyonda, yorgunlukta, soguk alginliginda ve haricen

acik yaralarda kullanilmaktadir'™'®. M. fruticosa’min kurutulmus yapraklart Erzurum

2

bolgesinde “tas nanesi”, Gaziantep yoresinde “Kaya Yarpuzu” adi ile bilinmekte ve
nane yerine kullaniimaktadir’.

M. graeca mide agrilarinda, M. biflora sindirim bozukluklarinda, M.
herpyllomorpha ve M. varia tonik olarak ve agriyan gozler i¢in inflizyon halinde
kullanilirken®®, M. nervosa karin agrilarinda, kalbi giiclendirici olarak ve kabizlikta
dahilen, deri hastaliklarinda haricen kullanilmaktadir®'. M. graeca subsp. graeca’nin
toprak iistii kisimlari ise inflizyon halinde Sksiiriige karsi kullamlmaktadir™.

M. capitellata’nin ugucu yagi % 80 oraninda pulegon tagimaktadir ve parfiimeri
sanayiinde kullamlmaktadir. Giiney Anadolu’da yetisen ve ucucu yaginda yiiksek

oranda pulegon bulunan M. fruticosa subsp. brachycalyx ve M. fruticosa subsp. barbata

tiirlerinden elde edilen penniroyal”~ yagmimn ihracati yapilmaktadir®*.

** Penniroyal yag1: Mentha pulegium bitkisinden elde edilen ugucu yagdir. % 80 oraninda pulegon iceren, cok diisiik
dozlarda bile zehirli olan penniroyal yagi, halk arasinda adet sokiimiinii kolaylastirict ve c¢ocuk diisiirmede
kullanilmaktadir. Penniroyal ¢ay1 da ¢ocuk diisiiriicii olarak kullanilmaktadir.



2.3. Micromeria Tiirleri ile Yapilan Kimyasal Arastirmalar ve Aktivite Calismalari

Bugiline kadar Micromeria tiirleri ile en cok c¢alisma ugucu yaglarnn ve
antimikrobiyal aktiviteleri ilizerine yapilmistir. Bu tiirlerle yapilan ugucu yag ve
biyolojik aktivite ¢aligmalar1 Tablo 2.1°de verilmistir.

Ugucu yaglar1 disinda Micromeria tiirleriyle yapilan diger ¢calismalar sunlardir:

M. albanica, M. cristata, M. dalmatica, M. juliana ve M. thymifolia
yapraklariin metanol ekstrelerinde acacetin 7-O-[6"""-O-asetilglukozil(1""""—2"")]
ramnozil (177"—6"") glukozit ve acacetin 7-O-ramnozil (1""7"—6"") glukozit
bilesiklerinin varligi HPLC kullanilarak arastirilmis ve bu Micromeria tiirlerinin her iki
bilesigi de icerdigi tespit edilmistir. M. dalmatica her iki bilesik agisindan zengin, M.
cristata’nin ise fakir oldugu tespit edilmistir®.

Kalogjera ve arkadaglarinin yaptig1 c¢alismada M. thymifolia’nin toprakiistii
kisimlarinin ursolik asit ile oleanolik asit icerdigi ve bagil miktarlarinin sirasi ile
%79.35 ve %20.65 oldugu belirlenmistir®.

M. juliana, M. graeca, M. fruticosa, M. montana ve M. thymifolia’nin
naringenin, neoponsirin ve izosakuranetin 7-rutinosit bilesiklerini igerdikleri
bulunmustur®’.

Tomas-Barberan ve arkadaslarin yaptig1 bir calismada M. nervosa (Girit), M.
cristata (Yugoslavya), M. parviflora (Ispanya), M. hispida (Girit), M. filiformis
(Ispanya) ve M. fiuticosa (Ispanya) tiirlerinin 6-hidroksiflavon glikozitlerini icerdikleri
tespit edilmistir®®.

M. graeca (Yugoslavya), M. serpyllipia (Israil), M. fruticosa (Ispanya), M.
marginata (Fransa), M. nervosa (Balearic adalar1), M. juliana (Yunanistan), M. cristata
(Yugoslavya), M. parviflora (Yugoslavya), M. inodora (Ispanya), M. filiformis (Bali
adalar1), M. hispida (Girit) tiirlerinde thymonin, thymusin, 5,6-dihidroksi-7,8,3",4'-
tetrametoksiflavon, pebrellin, 5,6,4'-trihidroksi-7,3'-dimetoksiflavon, 5,6-dihidroksi-
7,3" 4'-trimetoksiflavon, ladanein bilesiklerinin varlig1 arastirilmistir. M. graeca’nin
thymonin ve 5,6,4'-trihidroksi-7,3'-dimetoksiflavon igerdigi, M. serpyllipia ve M.
fruticosa’nin thymonin, 5,6,4'-trihidroksi-7,3'-dimetoksiflavon ve 5,6-dihidroksi-7,3',4'-
trimetoksiflavon icerdikleri tespit edilirken diger Micromeria tiirlerinin c¢alisilan

flavonlar igermedigi belirlenmistir™.



M. albanica’nin 5,6,4'-trihidroksi-7,3'-dimetoksiflavon, thymusin, thymonin,
genkwanin, 5,6-dihidroksi-7,8,3',4'-tetrametoksiflavon, ladanein, 5,4'-dihidroksi-
6,7,8,3'-tetrametoksiflavon, 5-demetilnobiletin ve 5-hidroksi-6,7,3’4’-tetrametoksi
flavon bilesiklerini, M. thymifolia, M. dalmatica ve M. albanica tiirlerinin acacetin
tirevi glikozitlerinin yanisira az miktarda luteolin ve apigenin tiirevi glikozitleri
igerdikleri tespit edilmigtir®”".

Kanarya Adalari’'ndan toplanan M. benthami’den betulinik asit, oleanolik asit,
ursolik asit, micromeric asit, 19a-hidroksi-ursolik asit, yine ayn1 bitkiden [-sitosterol,
betulin, lupeol, a-amirin, f-amirin, erythrodiol ve uvaol31’32, M. pineolens’den oleanolik
asit, ursolik asit, betulinik asit, 3/-hidroksi-ursa A12°C%jen- 28-0ik asit, 3,19
dihidroksi-ursolik asit elde edilmistir®>.

M. chamissonis bitkisinden glukoz, xanthamicrol, micromerol, micromeritol,
hentriacontan, fitosterol, palmitik asit, arasidik asit ve behenik asit izole edilmistir**.

Ristic ve arkadaslarmin® yaptigi calismada M. thymifolia ve M. albanica
bitkilerinin metil laurat, metil miristat, metil palmitat, metil stearat, metil oleat, metil
linolat, metil linolenat, metil arasidat ve metil behenat olmak tizere toplam 9 yag asidi
icerdikleri tespit edilmistir (Tablo 2.2).

Dudai ve arkadaslar1 tarafindan M. fruticosa’nin bioherbisit” olarak

kullanilabilirligi arastirilmig ve aktif sonuglar bulunmustur®.

* Yabani otlara karsi kullanilan biyolojik materyal.



Tablo 2-1: Micromeria Tiirleri ile Yapilan Ucucu Yag ve Biyolojik Aktivite Cahsmalar

Bitki Adi Yetistigi Yer Ucucu Yag Ana Bilesenleri Biyolojik Aktivite
M. fruticulosa Italya y-Terpinen (%14,5); fkaryofilen ~Antimikrobiyal 10
(%12,6); p-simen (%8.,9); a-pipen
(%08,2)
M. biflora spp. Suudi Arabistan frans-Karyofilen (%43,7); Antimikrobiyal 37
arabica karyofilen oksit (%18,0);
spatulenol (%38,5); a-humulen
(%04,6)
M. fruticosa Tiirkiye - Antiinsektisidal 3
M. cristata Sirbistan Izoborneol (%11,3); borneol Antimikrobiyal 39
(%38.,5); 10-epi-a-kandidol (%8,2);
tujen-3-ol (%8,0)
M. juliana Sirbistan Verbenol (%11,8); timol (%10,8); Antimikrobiyal 39
karyofilen oksit (%10,5); borneol
(%09,3)
M. myrtifolia  Tiirkiye - Antifungal 40
M. persica [ran Timol (%33,1); y-terpinen - 4
(%28,7); limonen (%5,0); 1,8-
sineol (%14,2)
M. juliana Hirvatistan a-Pinen (%10,6); f-pinen (%7,0); - 2
linalool (%7,6); f-karyofilen
(%04,2)
M. thymifolia  Sirbistan Piperiton oksit (%63,8); limonen (%11,7); - 43

piperitenon oksit (%9,2); f-pinen (%3,0)



M. thymifolia

M. dalmatica

M. pulegium

M. albanica

M. juliana

M. cristata

M. parviflora

M. libanotica

M. fruticosa

M. fruticosa

supsp.
serpyllifolia

Karadag

Karadag

Sirbistan

Kosova

Karadag

Sirbistan

Karadag

Liibnan

Erzurum

Erzurum

Pulegon (%48,0); Piperitenon
(%13,9); limonen (%3,0);
piperiton (%2,8)

Piperitenon (%56,7); pulegon
(%12,1); limonen (%8,3);
germakren D (%3,0)

Izomentan (%27,2); piperiton oksit
(%7,4); limonen (%6,8);
karyofilen (%4,7)

Piperiton oksit (%36,9);
piperitenon oksit (%21,9);
piperitenon (%10,0); limonen

(%7,0)

o-Simen (%10,8); karvakrol
(%18,1); karyofilen oksit (%20,4);
pulegon (%38,1)

Spatulenol (%11,7); a-kadinen
(%4,3); globulol (%6,0); trans-
verbenol (%5,7)

p-Simen (%14,6); spatulenol
(%46,7); f-burbonen (%4,9);
karvakrol (%10,6)

[zomenton (%44,5); pulegon
(%13,5); izopulegon (%6,5)

Piperiton (%50,6); pulegon
(%29,2); izomenton (%3,9);
piperiton (%3,1)

Antiinsektisidal

Antimikrobiyal ve

antioksidan

43

43

43

43

43

43

43

44



M. juliana

M. graeca

M. dalmatica

M. albanica

M. dalmatica

M. fruticosa

subsp. barbata

M. fruticosa
subsp.
brachycalyx

M. fruticosa
subsp.

giresunica

M. fruticosa
subsp.
serpillifolia

M. congesta

M.

dolichodontha

Yunanistan

Yunanistan

Karadag

Kosova

Karadag

Tirkiye

Tiirkiye

Tiirkiye

Tiirkiye

Tiirkiye

Tirkiye

Piperitenon oksit (%41,8);
pulegon (%15,1); piperitenon
(%10,2); limonen (%5,8)

Piperitenon oksit (%38,7);
pulegon (%13.4); piperitenon
(%9,7); limonen (%3,2)

Pulegon (%32,8); piperitenon
(%25,7); piperiton (%11,7);

izomenton (%5,0)

Pulegon (%81,0); piperitenon
(%3,0); neomentol (%2,0)

Pulegon (%57,0); piperitenon
(%21,0); menton (%8,0)

Pulegon (%40,0); mentol
(%24,0); menton (%24,0)

Pulegon (%33,0); piperitenon
(%33,0); piperiton oksit (%4,0)

Piperiten oksit (%45,0);

pulegon (%10,0); verbenon (%9,0)

Izomenton (%24,0); cis-piperiton

oksit (%17,0); pulegon (%15,0)

Antioksidan

Antioksidan

Antifungal ve

antibakteriyal

Antifungal ve

antibakteriyal

Antifungal ve
antibakteriyal

10

45

45

20

20

20

24,46

22

24,47

24,48

24,49

24



M. elliptica

M. cristata

subsp. phrygia

M. cristata
subsp.

xyllorrhiza

M. cristata
subsp.

carminea

M. cristata
subsp.

orientalis

M. mollis

M. myrtifolia

M. juliana

M. cristata

subsp. phrygia

M. cristata

subsp. phrygia

Tirkiye cis-Piperiton oksit (%44,0); -
piperitenon oksit (%17,0);
piperiton oksit (%4,0)

Tiirkiye Borneol (9%40,0); kamfor (%13.0) -
Tiirkiye Borneol (%26,0); kamfor (%9,0) -
Tiirkiye Borneol (%26,0) -
Tiirkiye Borneol (%13,0) -
Tiirkiye Hekzadekanoik asit (%9,0); -
borneol (%38,0); karyofilen oksit
(%7,0)
Tiirkiye Skaryofilen (%43,0); karyofilen -

oksit (%9,0); germakren D (%7,0)

Tiirkiye [karyofilen (%40,0); karyofilen -
oksit (%9,0); germakren D (%4,0)

Afyon Borneol (9%26,9); kamfor (%14,5); Antimikrobiyal
karvakrol (%4,0); karyofilen oksit
(%3,7)

Isparta Borneol (%31,4); kamfor (%9,1); Antimikrobiyal

karyofilen oksit (%5,5); trans-
verbenol (%5,6)

11

24

24,59

24

24

24

24

51

24

51



M. cristata Kiitahya

subsp. phrygia

M. gracea Yunanistan

M. thymifolia ~ Macaristan

M. albanica Yugoslavya

M. myrtifolia  Tirkiye

M. nervosa Israil
M. Tirkiye
cremnophilla

subsp. amana

M. Tirkiye
dolichodontha

M. carminea  Tiirkiye

M. varia Kanarya Adalan
M. Kanarya Adalan
herpyllomorpha

M. Kanarya Adalan
lachnophylla

M. hyssopifolia Kanarya Adalar

Borneol (9%39,3); kamfor (%10,7); Antimikrobiyal
karyofilen oksit (%3,8); trans-
verbenol (%5,0)

Karyofilen oksit (%17,0); epi-a- -
bisabolol (%12,8); trans-verbenol
(%10,4)

Pulegon (%67,5); a-pinen (%6,1); -
linalool (%5,2)

Piperitenon oksit (%44,0) -
- Antifungal
- Antimikrobiyal

Germakren (%24,0); f-karyofilen -
(%22,7); karyofilen oksit (%16,9)

Izomenton (%23,5); -
pulegon (%14,9); cis-piperiton
oksit (%16,9)

Borneol (%26,0); kamfor (%11,0) -

Borneol (9%19,2); E-nerolidol -
(%13,1); a-pinen (%13,9)

Borneol (%8,8); E-nerolidol -
(%4,4); a-pinen (%9,2)

Borneol (%22,0); (-)-bornil asetat -
(%16,9); kamfen (%10,0)

Borneol (% 13,7); kamfor (% 5,0); o- -
pinen (% 8,3)

12

51

52

11

53

40

21,54

55

50

50,56

57

57

57

57



M. losiophylla
subsp.

palmensis

M. thymifolia

M. fruticosa

M. sinaica

M. congesta

Kanarya Adalar1 Borneol (% 24,9); kamfor (% 8,6); -

Macaristan

[srail

Suudi Arabistan

Tirkiye

linalool (% 11,0)

- Antimikrobiyal
- Antifungal
Izoeugenol (% 31,5)

Antimikrobiyal

Piperitenon oksit (% 40,0); -
pulegon (% 11,8); verbenon
(%08,3)

13

57

58

59

60

49

Tablo 2-2: M. thymifolia ve M. albanica Tiirlerinin Yag Asidi Kompozisyonlar: (%)

Yag asitleri M. thymifolia M. albanica

Metil laurat 1,46 0,38
Metil miristat 0,91 1,27
Metil palmitat 15,64 22,96
Metil stearat 2,37 3,95
Metil oleat 6,05 7,75
Metil linolat 12,45 12,64
Metil linolenat 37,42 32,86
Metil arasidat 1,21 1,75
Metil behenat 1,06 0,94
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2.4. Antioksidanlar

Viicudumuzdaki ve besinlerdeki lipitler, proteinler, karbonhidratlar ve niikleik
asitler oksidasyona ugrayabilir ve canli organizma i¢in zararli olabilecek oksidasyon
iiriinleri olusturabilirler®’. Bu durum yaygin olarak “Oksidatif Stres” seklinde ifade

edilir. Oksidatif stresin bas sorumlulari reaktif oksijen ve azot tiirleridir® (Tablo 2.3).

Tablo 2-3: Reaktif Oksijen ve Azot Tiirleri

Reaktif Oksijen Tiirleri Reaktif Azot Tiirleri
Radikaller Radikal Olmayanlar Radikaller Radikal Olmayanlar
Siiperoksit Hidrojen Peroksit Azot Oksit Nitroz Asit

(0.") (H202) (NO”) (HNO)
Hidroksi Hipokloroz Asit Azot dioksit Nitrozil Katyonu
(HO") (HOCI) (NO>") (NO")
Peroksi Hipobromik Asit Nitroksi Anyonu
(RO, (HOBr) (NO)
Alkoksi Ozon Diazot tetraoksit
(RO (05) (N204)
Hidroperoksi Singlet Oksijen Diazot trioksit
(HO,") ('Ag'0y) (N203)
Peroksinitrit
(ONOO")
Peroksinitroz Asit
(ONOOH)
Nitronyum Katyonu
(NO,")
Alkilperoksi nitritler
(ROONO)
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Reaktif oksijen ve azot tiirleri insan viicudunda ¢esitli sekillerde meydana gelirler:

» Hiicrenin normal solunumu sirasinda yan iiriin olarak reaktif oksijen ve azot tiirleri

olusur.

» Siiperoksit ve hidrojen peroksit miktari, baz1 biyomolekiillerin (adrenalin, dopamin,
tetrahidrofolat, sitokrom P450 ve elektron transport zincirlerinin bazi bilesikleri)

oksijen tarafindan dogrudan oksidasyonuyla artabilir®-**.

» Viicudumuz, dogal ve insan kaynakli radyasyona maruz kalabilir. Yiiksek enerjili

elektromagnetik 1s1n, suyu pargalayabilir ve hidroksi radikali olusturur®.

Reaktif oksijen ve azot tiirleri disaridan da organizmaya aliabilirler. Sigara
dumaninin ana bilesigi NO," dir. NO,"’in sigara olefinleri ile reaksiyona girmesiyle
karbon merkezli radikallerin olustugu diisiiniilmektedir. Ayrica sigara i¢imi notrofilleri

aktive ederek dolayli olarak serbest radikal iiretimini artirmaktadir®'.

Yabanci organizmalara karsi koruyucu gorev yapan fagositler (nétrofiller,
monositler, makrofajlar, eosinofiller) yabanci organizmay1 6ldiirmek icin siiperoksit ve
hidrojen peroksit tiretirler. Bu 6nemli savunma sisteminin bozuklugu, doku hasartyla
sonuglanan agir1 fagosit aktivitesinin eslik ettigi romatoit artirit ve iltihapli bagirsak

hastalig1 gibi bazi hastaliklara sebep olur®®®®,

Oksidasyon, radikalik zincir reaksiyonlar1 iizerinden yiirlir. Radikaller
eslesmemis elektronlarini eslestirme egiliminde olduklan i¢in 6zellikle gevsek bagl
elektronlar1 koparirlar. Bu 6zellikleri, radikallerin kimyasal olarak aktif olmalarim

saglar ve bunlarin organizmadaki varlig1 biyomolekiillerin modifikasyonuna sebep olur.

Reaktif oksijen ve azot tlirleri DNA bazlarini hasara ugratarak mutasyona sebep
olur. 0, ¢ OH* *7! yve ONOO™ *”® DNA hasarinin sebebi olarak bilinir. DNA
hasar1 kanserden sorumlu olan bas faktdrdiir’”. Hiicrede DNA tamir mekanizmalart

mevcut olmasina ragmen bu mekanizmalar bazen yetersiz kalabilirler.

Antioksidanlar, oksidasyonu baslangi¢ ve/veya gelisme basamaginda Onleyen
veya geciktiren maddelerdir. Canli organizmalarda antioksidan aktiviteye sahip

bilesiklerin bulunmasi yagam i¢in 6nemli bir ihtiyactir. Antimutajenik, antikarsinojenik,
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yaslanmay1 geciktirici gibi bir¢ok etki canlilardaki antioksidan 6zellikteki maddelerden
kaynaklanir’®. Antioksidan maddelerin eksikliginde reaktif oksijen ve azot tiirleri
kanser, diabet, kireglenme, parkinson, AIDS, beyin ve kalp hastaliklar1 gibi bir¢ok

hastaligin ortaya ¢ikmasina sebep olurlar’’.

Dogal kaynakli antioksidanlar, bitkilerde bulunan fenolik bilesikler
(tokoferoller, flavonoitler, fenolik asitler), azotlu bilesikler (alkaloitler, klorofil
tiirevleri, proteinler, aminler), organik asitler ve karotenoitlerdir’>". Sistein, metiyonin,
histidin, triptofan ve lizin® gibi aminoasitler ile siilfiirlerce zengin olan tiyoredoksin®'
proteini de antioksidan 6zellik gosterirler.

Bir¢ok epidemiyolojik ¢alisma bol meyve-sebze tliketiminin kalp-damar ve

kanser hastaliklarim1 azalttigim ortaya koymustur®®.

Sebze ve meyvelerin bu
ozellikleri icerdikleri antioksidan maddelere (askorbik asit, tokoferoller, karotenoitler,
flavonoitler) dayandirilmaktadir. Ornegin yesil ¢ay yapraklart (-)-epikatesin, (-)-

84,85
’ Ve

epikatesin gallat, (-)-epigallokatesin ve (-)-epigallokatesin gallat igerirler
antihipertansif™®, antioksidatif*’, antiaterosiklerotik™**, antikarsinojenik™® gibi etkilere
sahiptirler. Katesinler metal iyonlarin1 baglayict ve oksijen radikalini tutucu

antioksidanlar olarak taninirlar’ .

Diger taraftan sentetik antioksidanlar gidalarin bozunmasini 6nlemek ve raf
Omriinii uzatmak ic¢in kullanilmaktadirlar. Giinlimiizde BHA (biitillenmis hidroksi-
anisol), BHT (biitillenmis hidroksitoluen), PG (propil gallat) ve TBHQ (¢
biitilhidrokinon) en ¢ok kullanilan sentetik antioksidanlardir. Ancak sentetik
antioksidanlar ve olusturduklar1 yan iirlinlerin ¢esitli hastaliklara yol agabilecegini

ortaya koyan calismalar vardir®**.

Bu nedenle dogal kaynaklardan, sentetik
antioksidanlarin yerini tutabilecek yeni antioksidan maddelerin bulunmasina yonelik

calismalar giderek 6nem kazanmis ve bu alanda yapilan arastirmalar artmastr.

2.4.1. Antioksidanlarin Siniflandirilmasi

Antioksidanlar, reaksiyon mekanizmalarina gore Dbirincil ve ikincil
antioksidanlar olarak ikiye ayrilirlar. Bazi antioksidanlar ise birden fazla aktivite
mekanizmas1  gosterirler ve bunlar c¢ok fonksiyonlu antioksidanlar olarak

adlandirilirlar’.
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2.4.1.1. Birincil Antioksidanlar

Birincil antioksidanlar (tip—1 veya zincir kirict antioksidanlar) otooksidasyonun
baslangi¢ asamasini erteleyen veya engelleyen ya da otooksidasyonun ileri agamasini
yarida kesen serbest radikal alicilaridir. Bir lipit (alkil) radikali (R") olusturmak igin,

doymamis yagdan a-metilenik hidrojen ayrildiginda otooksidasyon baslar”.

RH ——— R + H

Olusan lipit radikali ¢ok reaktiftir, ilerleyen agsamalarda peroksi radikali (ROO")

olusturmak i¢in oksijenle reaksiyona girer”.

R + 00 ——— ROO" + H’

Reaksiyonun ilerleyen asamalarinda peroksi radikalleri lipitle reaksiyona girerek

hidroperoksit ve yeni bir kararsiz lipit radikali olustururlar’.

ROO° + RH —> ROOH + R°

Daha sonra bu lipit radikali bagka peroksi radikali olusturmak {izere oksijen ile
reaksiyona girecektir. Bu oksidatif mekanizma kendiliginden katalizlenir ve bdylece

. 95
otooksidasyon devam eder .

R + O —> ROO" + H’

Hidroperoksitler (ROOH) kararsizdirlar ve bozunarak radikaller olustururlar. Bu

- 95
da reaksiyonun hizlanmasina neden olur™.

ROOH —— > RO" + HO®

RO + RH ——> ROH + R’
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Birincil antioksidanlar (AH) lipit radikali (R") ve peroksi radikalleriyle (ROQO")
reaksiyona girerler ve onlar1 daha kararli, radikal olmayan iiriinlere ¢evirirler. Birincil
antioksidanlar lipit radikallerine hidrojen atomlar1 verirler ve lipit tiirevleri ile
antioksidan radikaller meydana getirirler (A"). Hidrojen verici olarak birincil
antioksidanlar peroksi radikallerine lipitlerden daha c¢ok ilgi gosterirler. Bu yiizden
otooksidasyon reaksiyonunda olusan peroksi (ROO") ve oksi (RO") serbest radikalleri
birincil antioksidanlar tarafindan giderilirler. Antioksidanlar lipit radikalleriyle

dogrudan da etkilesebilirler”.

ROO" + AH —— > ROOH + A
RO + AH ———— > ROH + A’

R + AH ——» RH + A

Hidrojenin verilmesiyle olusan antioksidan radikali lipitlerle ¢ok az reaksiyona
girer. Oksijen veya lipitlerle antioksidan radikalinin reaksiyonu ¢ok yavas oldugundan
reaksiyon hizi azalir. Kararli rezonans hibritler olusturmak igin fenol halkasinin
cevresindeki ortaklanmamis elektronun delokalizasyonu ile antioksidan radikali kararl
hale getirilir. Antioksidan radikaller peroksi, oksi ve diger antioksidan radikaller ile

sonlandirma reaksiyonlarina katilabilme yetenegine sahiptirler’.

ROO* + A" —— ROOA
RO+ A° ——» ROA

A"+ AT ———» AA

Kat1 ve s1vi yaglarda antioksidan dimerlerin olusumu goze ¢arpar ve bu olusum
fenolik antioksidan radikallerin kolayca sonlandirma reaksiyonlarma ugradigimi
gosterir. Antioksidan dimerler, radikal olmayan sekillerinde ne kadar uzun siire
kalirlarsa otokatalitik serbest radikal zincir mekanizmasini o kadar etkili sekilde
durdururlar”.

Otooksidasyonun baslangicindan once, antioksidanlarin tiiketildigi ve serbest

radikallerin olustugu indiiksiyon zamani olmalidir. Bu yiizden birincil antioksidanlar,
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otooksidasyon basamaklari meydana gelmeden oksidasyonun indiiksiyon ve baslangi¢
asamalarinda ilave edilirlerse daha etkili olurlar®.

Radikal gidermeye ilaveten birincil antioksidanlar, hidroperoksitleri hidroksi
bilesiklerine indirgeyebilirler. Bununla beraber birincil antioksidanlarin esas
antioksidatif mekanizmasi radikal gidermedir®.

Birincil antioksidanlar, cesitli halka siibstitiisyonlarina sahip mono veya
polihidroksi fenollerdir. Fenoldeki hidroksil grubuna gdre orto ve para konumuna
elektron veren gruplarin siibstitiisyonundan olusan indiiktif etki bilesigin antioksidan
aktivitesini arttirir. Fenolik antioksidanlar, hidroksil grubunun elektron yogunlugunu
arttirarak onun reaktifligini azaltir. Hidroksil grubuna gore para konumunda etil veya
biitil gruplarin siibstitiisyonu, antioksidan aktiviteyi arttirir. Bununla beraber sterik
engelleme nedeniyle para pozisyonlardaki uzun zincir veya dallanmis alkil gruplarinin
varlig1 antioksidan etkiyi azaltabilir. Orto pozisyonlardaki dallanmig alkil gruplarinin
siibstitiisyonlar1 kararli rezonans yapilar olusturarak fenolik antioksidanin etkisini
arttirirlar ve antioksidan radikalinin reaksiyonlara katilma yetenegini azaltirlar’.

Sentetik birincil antioksidanlara 6rnek olarak biitillenmis hidroksianisol,
biitillenmis hidroksitoluen, propil gallat ve #-biitil hidrokinon verilebilir (Sekil 2.1).

Tokoferoller ve karotenoitler dogal kaynakl birincil antioksidanlardir®.

OH
OH
oH HO OH
C
OCH, o/ \0/\/
Biitillenmis hidroksianisol Biitillenmis hidroksitoluen Propil gallat
OH
OH CH;
¢-Biitil hidrokinon a-Tokoferol (Vitamin E)

Sekil 2-1: Birincil antioksidanlar
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2.4.1.2. ikincil Antioksidanlar

Ikincil (tip—2 veya koruyucu antioksidanlar) antioksidanlar ¢ok gesitli reaksiyon
mekanizmalaria sahiptirler. Bu antioksidanlar oksidasyon hizini yavaslatirlar, fakat
serbest radikalleri daha kararhi iiriinlere déniistirmezler. ikincil antioksidanlar
prooksidan  metallerle kelat yapabilirler ve onlart deaktive edebilirler,
hidroksiperoksitlerin radikal olmayan tiirlere parcalanmasini saglayabilirler, singlet
oksijeni deaktive edebilirler, ultraviyole radyasyonu absorbe edebilirler veya oksijen
giderici olarak davranabilirler. Bu antioksidanlar, genellikle birincil antioksidanlarin
aktivitesini arttirirlar. Sitrik asit, askorbik asit, askorbil palmitat, lesitin, tartarik asit,

EDTA ve S-karoten ikincil antioksidanlara 6rnek olarak verilebilir’” (Sekil 2.2).

Ikincil antioksidanlar en 6nemli etki mekanizmalarina gére baslica ii¢ gruba
ayrilabilirler’:

a) Kelat Yapicilar: Sitrik asit, fosforik asit, etilendiamintetraasetik asit
(EDTA), tartarik asit

b) Oksijen Gidericiler ve Indirgeme Ajanlari: Askorbik asit, askorbil
palmitat, eritorbik asit, sodyum eritorbat, siilfitler.

¢) Singlet Oksijen Gidericiler: Karotenoitler (f-Karoten, likopen ve lutein)

O
OH
Hk J
T /\/N
N ;\ HOtm OH
jH ud
Etilendiamintetraasetikasit (EDTA) Askorbik asit

A YV g Y Vg Vi Vg Y

[-Karoten (A vitamini)

Sekil 2-2: ikincil Antioksidanlar
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Antioksidanlar, enzimler (Katalaz, Glutatyon peroksidaz, Siiperoksit Dismutaz

(SOD)), dogal kaynakl: ve sentetik antioksidanlar olarak da smiflandirilabilirler’.

Katalaz ve  glutatyon  peroksidaz  enzimleri  hidrojen  peroksidin

uzaklastirilmasinda gorev alirlar.

2H,0,—» 2H,0 + O, (Katalazin katalizledigi reaksiyon)

GSH + H,0, — GSSG + 2H,0 (Glutatyon peroksidazin katalizledigi reaksiyon)

SOD, dismutasyon reaksiyonunu katalizler ve siiperoksidin uzaklastirilmasini

saglar;

0, + 0, +2H" - H,0, + O, (temel hal) Dismutasyon reaksiyonu

2.4.2. Antioksidan Aktivite Tayin Yontemleri
2.4.2.1. Folin Ciocalteu Fenol Reaktifiyle Toplam Fenolik Miktar Tayini Yontemi

Bu yontem toplam fenolik miktar1 i¢in gelistirilmistir97’98. Fenolik bilesikler,
Folin Ciocalteu Fenol Reaktifi ile sadece alkali ortamda reaksiyon verdiklerinden
sodyum karbonat ile ortamin pH’s1 yaklasik 10’a ayarlanir. Fenolik antioksidanlarin
varliginda Mo(VI)’in indirgenmesiyle renk saridan maviye doner. Oda sartlarinda 2 saat

kadar bekletildikten sonra absorbans 760 nm dalga boyunda 6lg¢iiliir.

2.4.2.2. fKaroten Renk Acilim Yontemi

Bu yontemde, 6nceden oksijen ile doyurulmus suya linoleik asit ve f-karoten
koyulur. Linoleik asitten olusan radikaller (-OH, -OR, -OOR, vs.), 490 nm’de
maksimum absorbans veren f-karoteni pargalayarak renginin ag¢ilmasina neden olurlar.

Antioksidanlar, olusan radikalleri sondiirerek f-karotenin renginin agilmasini

99,100

onlerler . Bu yontem hidrofilik, hidrofobik ve emiilsiyonlarin oksidasyonunu

6lemek i¢in kullanilir'®.
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2.4.2.3. DPPH Serbest Radikali Giderim Aktivitesi Yontemi

Bu yontem, antioksidanlarin serbest radikali giderme kabiliyetlerini belirleyen
hizl, pratik ve giivenirliligi yiiksek olan bir yontemdir. DPPH (1,1-difenil-2—
pikrilhidrazil) kararli yapida bir azot radikalidir. DPPH’1n etanoldeki ¢ozeltisi mor
renklidir ve 517 nm’de absorbansi Olgiiliir. DPPH ¢o6zeltisine antioksidanlarin ilave
edilmesiyle s6z konusu dalga boyundaki absorbansta diisiis meydana gelir ve ¢dzeltinin
rengi sartya dogru kayar. DPPH ve antioksidan madde arasindaki reaksiyon Sekil 2.3’de

gosterilmistir'®'.

02N 02N

. H
N—N NO, + A-H N—N NO,

Sekil 2-3: DPPH Molekiiliiniin Antioksidan Madde ile Reaksiyonu

Bu yontemin olumsuz yonlerinden birisi 517 nm’de absorbsiyon yapan
karotenoitler gibi bazi maddelerin analizinin giic olmasidir. Baz1 antioksidan maddeler,
sterik engellemeden dolayr DPPH ile reaksiyona yavas girerler veya giremezler. Bu
nedenle antioksidan kapasiteyi tam anlayabilmek i¢in bu testin yaninda bagka testler de

yapilmalidir.

2.4.2.4. ABTS Yontemi

Bu yontemde 2,2'-azinobis(3-etilbenzotiazolin-6-siilfonat) (ABTS) K,S,0s,
MnO,, H,0, gibi giiclii yiikseltgenler ile tepkimeye sokulup ABTS™ olusturulur. Bu
radikal 2 giin karanlikta oda sicakliginda kararlidir. 660, 734 ve 820 nm dalga
boylarinda maksimum absorbans veren radikal, konjuge c¢ifte bagli antioksidanlarin
aktivitesini dlgmede yararlidir. Antioksidan ile tepkimeye sokuldugunda, ABTS *’nin
absorbansindaki diisme antioksidanin aktif oldugunu gdosterir. Gelistirilen bu yontemin

en biiyiik avantaji hem hidrofilik hem de lipofilik sistemlerde kullamlabilmesidir'®*,
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2.4.2.5. CUPRAC Yéntemi (Bakir (IT) iyonu Indirgeme Antioksidan Kapasitesi)

Bu yontemde 2,9—dimetil-1,10—fenantrolin (Neokuproin) ve Cu (II) ayni ortama
koyulur. Antioksidanin Cu (II)’yi indirgemesi sonucu olusan Cu (I)’in Neokuproin ile
yaptig1 kompleks 450 nm dalga boyunda maksimum absorbans verir'®. Bu yontemde
absorbansi yliksek c¢ikan maddeler antioksidan aktivite gosterirler. Bu yontem hem

hidrofilik hem de lipofilik sistemlere uygulanabilir, kolaydir ve pratiktir.

2.4.2.6. FRAP Yéntemi (Demir (IIT) Iyonu indirgeme Giicii)

FRAP yontemi, demir (III)’tin indirgenmesi yoluyla antioksidanlarin
aktivitelerinin belirlenmesine dayanir. Diisiik pH’larda Fe (III), tripiridiltriazin (TPTZ)
ile reaksiyona girerek [Fe(IlI)-TPTZ] kompleksini olusturur. Fe (III)’lin antioksidan
tarafindan indirgenmesiyle [Fe(I[)-TPTZ] kompleksi meydana gelir, 593 nm’de

maksimum absorbans veren bu kompleksin rengi koyu mavidir'®.

2.4.2.7. Siiperoksit Anyon Radikali Giderim Aktivitesi Yontemi

pH=8"¢ ayarlanmis tampon ortaminda nikotinamitadenindiniikleotit (NADH) ile
fenazinmetasiilfat (PMS) arasindaki tepkime sonucu aciga ¢ikan siiperoksit anyon
radikalinin (O;™), nitroblutetrazolyum (NBT) boyasinin rengini gidermesine dayanan
bir yontemdir. Siiperoksit, NBT ile reaksiyona girdiginde dnce monoformazon sonra
diformazon olusur. NBT boyasi 560 nm dalga boyunda maksimum absorbans
vermezken diformazon bu dalga boyunda yiiksek absorbans vermektedir (Sekil 2.4).
Siiperoksit anyon radikali enzimlerle de iiretilebilmektedir. Ornegin, ksantin oksidaz
varliginda oksijenle doyurulmus suda hipoksantin, iirik asitin yani sira O,"’i de
tiretmektedir. Antioksidanlar olusan O,*’i gidererek NBT boyasmin 560 nm’deki
absorbansinda azalma saglarlar. Absorbanstaki diisiisiin fazla olmasi antioksidanin O,

*i ¢ok iyi giderdigini gostermektedir'®.



24

Sekil 2-4: NBT’den Diformazon Olusumu

2.4.2.8. Ferrisiyaniir indirgeme Giicii Yontemi

pH’1 6.6 olan fosfat tamponuyla hazirlanmis K3[Fe(CN)¢], antioksidan madde ile
birlikte inkiibasyona tutulduktan sonra asitlendirilir. Trikloroasetik asit ile diisiik pH
saglandiktan sonra Fe (III) ile muamele edilir. Olusan Prusya mavisi rengindeki
FeqFe(CN)s]s kompleksinin 700 nm’de absorbansi okunur. Bu yontemde absorbansi

yiiksek ¢ikan maddelerin antioksidan aktivitesi de yiiksektir'®.

2.4.2.9. TRAP Yontemi (Toplam Radikal Tutma Parametresi)

Bu yontemde, plazma ve diger biyolojik sivilarda bulunan peroksitlenebilen
maddelerden ve 2,2'-azobis (2-amidopropan) dihidrokloriirden (AAPH) meydana gelen
peroksil radikalleri kullanilir. Plazmaya AAPH’iin ilavesinden sonra, yiikseltgenebilen
maddelerin oksidasyonu, reaksiyon sirasinda tiiketilen oksijenin dlgiilmesiyle belirlenir.
Plazma igerisinde bulunan antioksidan maddeler oksidasyon reaksiyonunun yavas
gerceklesmesine neden olurlar. Reaksiyonun gecikme zamam dlgililerek plazmadaki

antioksidan kapasite hesaplanir'”. Wayner ve ark. daha sonraki ¢alismalarinda bu
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yontemi, peroksil radikalleri tarafindan oksidasyon baslatilmadan 6nce ortama linoleik

asit ilave ederek gelistirmislerdirmg.

2.4.2.10. Luminol Yontemi (Kemiliiminesans)

AAPH’dan iiretilen peroksil radikallerinin liiminolii yiikseltgemesi sonucu 151k
sagan luminol radikalleri meydana gelir. Yayilan 1sik liiminometre ile ol¢iiliir.
Antioksidanlar kemiliiminesans 1simasinin olusumunu belli bir siire i¢in engellerler.
Gecikme zamani bir 6rnekteki toplam antioksidan aktivitesi ile dogrudan orantilidir'®.
Liiminolii yiikseltgeyen AAPH’den baska H,O, veya perborat gibi yiikseltgenler de

kullanilmugtir'™°.

Bu deneyde reaksiyonu daha ¢abuk gergeklestirebilmek igin
horseradish peroksidaz katalizorii kullanilarak 151k yayilmasi hizlandirilmistir. Ortama
p-iyodofenol konulmasi 15181 emisyonunu daha siddetli, uzun siireli ve kararli hale
getirmektedir. Bazik ortamda liiminoliin hidrojen peroksit ile ytlikseltgenme reaksiyonu

Sekil 2.5°de verilmistir.

Mavi-Yesil Isik

NH, O NH, O
Peroksidaz .

NH 4+ 20H" + H,0, O 4N\l + H0 + b9
NH o
Liiminol Aminoftalat

Sekil 2-5: Liiminoliin Bazik Ortamda Yiikseltgenme Reaksiyonu

2.4.2.11. Diklorofloresin-Diasetat Yontemi

Bu yontemde AAPH peroksil radikalini olusturmak igin kullanilirken 2,7-
diklorodihidrofloresin  diasetat (DCFH-DA) yiikseltgenebilen substrat olarak
kullanilmistir. AAPH’dan olusan peroksil radikali ile DCFH-DA arasindaki oksidasyon
reaksiyonu sonucu olusan diklorofloresin (DCF) floresans dzellik gosterir'''. DCF 480
nm’de uyarilip 526 nm’de emisyon yapar. 504 nm’de de absorbsiyon maksimumu
gosterdiginden hem floresans yontemi hem de spektrofotometrik yontem ile antioksidan

aktivite tayinleri yapilabilmektedir.
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2.4.2.12. ORAC Yontemi (Oksijen Radikalini Absorplama Kapasitesi)

Bu yontemde peroksil radikalini olusturmak i¢in AAPH, hidroksil radikalini
olusturmak i¢in Cu (II)-H,O, ve yiikseltgenebilen protein substrati olarak fikoeritrin
kullanilmaktadir. Olusturulan radikaller ile fikoeritrin arasindaki yiikseltgenme
reaksiyonu sonucunda, fikoeritrin floresansindaki zamana bagh diisiis dlgiilerek toplam
antioksidan aktivite hesaplanmaktadir''>'"®. Serbest radikal etkisini inceleyen ve miktar
tayininde egri altinda kalan alan teknigi kullanilan bu yontemde serbest radikalleri hem

inhibe etme yiizdesi hem de inhibe etme siiresi belirlenebilir.

2.4.2.13. Siklik Voltametri Yontemi

Biyolojik sivilarda veya doku homojenatlarindaki diisiik molekiil agirlikli
antioksidanlarin toplam indirgeme giiclerini dlgen bir yontemdir. Ornek hazirlandiktan
sonra camsi1 karbon bir ¢alisma elektrot, Ag/AgCl’den olusan referans elektrot ve platin
telden olusan yardimci elektrot olmak {izere {i¢ elektrotlu bir sistem igine yerlestirilir.
Calisma elektroduna sabit bir hizla (100 mV/dk) pozitif ve negatif potansiyeller
uygulanmaktadir. Bu iglem sirasinda potansiyel akim egrisi (voltamogram) elde edilir.
Ornegin indirgeme giicii, pik potansiyeli olan [Ep(a)] ve anodik akim olan (AC) ye
baghdir. Ep(a) akimin yar1 artisinda 6l¢iiliir ve yar1 dalga potansiyeli (E;) olarak ifade
edilir. Yar1 dalga potansiyelinin diisiik olmasi durumunda, analizlenen bilesiklerin
calisma elektroduna elektron verme yetenegi daha yiiksektir. Ancak bazi
antioksidanlarin camsi1 karbon elektroduna elektronlar1 yeteri kadar verememeleri
durumunda baska tip elektrotlarla ¢alisiimasi uygun olabilir. Ornegin, tiyol yapisindaki
glutatyon, camsi karbon elektrodu ile tayin edilemediginden bu elektrodun yerine

Au/Hg elektrodunun kullanilmas: daha uygun olur''*.
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2.5. Terpenler

2.5.1. Dagilimlan

Terpenler degisik yapisal ozellikler gosteren ve yaygin olarak bulunan genis bir
dogal bilesikler siifidir. Terpenler bitki dokularinda genellikle serbest olarak, bazilari
glikozitleri ya da organik asit esterleri halinde, bazilar1 da proteinlerle birlesmis olarak
bulunurlar. 10 ya da 15 karbonlu olan terpenler bitkilerden su buhar1 distilasyonu ile,

daha fazla karbonlu olanlar ekstraksiyon yéntemleri ile ayrilirlar'".

2.5.2. Olusumlar

Terpenlerin ana iskeleti bes karbonlu izopren birimlerinden olusur. Yapisinda
izopren (Sekil 2.6) birimi bulunan bilesiklere izoprene benzeyen anlamina gelen
izoprenoit ismi verilmistir.

CH,

H,C==(C—CH==CH,
Sekil 2-6: izopren

[zopren birimini olusturan mevalonik asitin (Sekil 2.7) baslangic maddesi asetil

. 116
koenzim A’dir .

HO,

HOOC CH,0H

Sekil 2-7: Mevalonik Asit

Asetil coenzim A’nin ikincil metabolitlerin olusumundaki rolii Sekil 2.8’de

gosterilmistir.



28

KLOROFIL + CO, + GUNES ISIGI

FOTOSENTEZ
KARBONHIDRATLAR
PENTOZ DEVRI
' ; GLIKOLiZ
FOSFOENOL PIRUVIK ASIT
. . . / . . . .
SIKIMIK ASIT PIRUlVIK ASIT
AROMATIK AMINO ASiTLER—»ALKAITOITLER ASETIL KOENZIM A
AMINO ASITLER <——SiTRIiK ASIT
SINNAMIKASIT\/ MALONIL KOENZIM A
FLAVONOITLER YAG ASITLERI
POLIASETILENLER
FENILPROPANOIT
BILESIKLER
POLIKETITLER MEVALONIK ASIT
FENOLIK BIiLESIKLER TERPENOITLER
STEROITLER
KAROTENOITLER

Sekil 2-8: ikincil Metabolitlerin Olusumu

Mevalonik asitin 2 molekiill ATP (adenozintrifosfat) ile fosforlanmasi sonucu

mevalonik asit-5-pirofosfat olusur (Sekil 2.9).

HO, CH, HO, CHj
2 ATP

HOOC CH,OH HOOC CH,O—PP

Sekil 2-9: Mevalonik Asit—5—Pirofosfat Olusumu
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Mevalonik asit—5—pirofosfatin tersiyer OH grubunun fosforlanmasindan sonra

dekarboksilasyon ve dehidrasyon ile izopentil pirofosfat olusur (Sekil 2.10).

HOOC CH,0—PP

A
OPP

izopentil Pirofosfat

Sekil 2-10: izopentil Pirofosfat Olusumu

[zopentil pirofosfatin enzim ile izomerizasyonu sonucu dimetilallil ester

olusur'” (Sekil 2.11).

A —_— )=¥
OPP OPP

A*~Ipp A~Ipp

Sekil 2-11: izopentil Pirofosfatin izomerizasyonu

Bu iki izomerin kondenzasyonu geranil pirofosfati olusturur (Sekil 2.12). Bu

madde monoterpenleri verir.
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w ) CH3 CH3
HCT X H,C © OPP e N AN OPP
H

Geranil pirofosfat

|

N0

Geranil pirofosfat

Sekil 2-12: Geranil Pirofosfatin Olusumu

Geranil pirofosfatin izopentil pirofosfat ile kondenzasyonu farnesil pirofosfati

olusturur (Sekil 2.13). Bu madde seskiterpenlerin gegis bilesigidir.

QOPP

|
\caﬂ—% \
/

| CH,OPP
CH,OPP

Sekil 2-13: Farnesil Pirofosfatin Olusumu

Bu maddenin tekrar izopentil pirofosfat ile kondenzasyonu geranil-geranil
pirofosfati verir (Sekil 2.14). Geranil-geranil pirofosfat diterpenleri ve karotenoitleri

olusturur.
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Sekil 2-14: Geranil-Geranil Pirofosfat Olusumu

Izopentil, geranil ve farnesil pirofosfat molekiillerinin birbirleriyle degisik
kondenzasyonlar1 sonucu daha yiiksek yapili terpenler olusur. Ornegin; triterpenler iki
farnesil pirofosfatin, karotenoitler ise iki geranil-geranil pirofosfatin kondenzasyonuyla
olugmaktadir. Terpenlerin olusumu Sekil 2.15’de gosterilmistir.

Asetil Co A

Mevalonat

A%-IPP, A>-1PP

Geranil - PP (C-10) Monoterpenler
A3-TPP
Seskiterpenler
Farnesil - PP (C-15) / Steroitler
Skualen
\ Triterpenler
A3-TPP

Diterpenler

Y
Geranil-geranil - PP (C-20)

Karotenoitler

Sekil 2-15: Terpenlerin Olusumu
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2.5.3. Terpenlerin Siniflandirilmalar:

Izopentil pirofosfat aktif bir olefin bilesigidir. Izopentil pirofosfat
molekiillerinden iki, ii¢, dort, bes, alt1 ve sekizi birleserek agik zincirli ya da halkali
terpenleri olustururlar. Terpenlerin ana iskeletleri 5 karbonlu izopren (2—metil-1,3-
butadien) molekiillerinden olustugundan siniflandirilmalar1 izopren birimlerinin
sayisina gore yapilir (Tablo 2.4). Ruzicka tarafindan ortaya atilmis olan “Izopren
Kuralina” gore biitiin terpenlerin karbon iskeletleri izopren birimlerinin iki ya da daha

fazlasinin birlegsmesiyle olusmustur’ 18,

Tablo 2-4: Terpenlerin Simiflandirilmasi

izopren Sayisi Sinifi C Sayisi1

1 Hemiterpenler 5C

2 Monoterpenler 10C
3 Seskiterpenler 15C
4 Diterpenler 20C
5 Sesterterpenler 25C
6 Triterpenler 30C
8 Tetraterpenler (Karotenoitler) 40 C
n Politerpenler CXON

Terpenler fiziksel ozelliklerine gore iki gruba ayrilirlar:

1. Ugucu Terpenler: Su buhari ile siiriiklenebilen kiigiik molekiillii terpenlerdir

ve ugucu yaglar olarak adlandirilirlar.

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

diterpenler, sesterterpenler, triterpenler ve politerpenler.
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2.5.3.1. Monoterpenler

Monoterpenler 10 karbonlu olup bitkiler aleminde yaygin olarak bulunan ugucu
bilesiklerdir. ki izopren molekiilinden meydana gelirler. Trans-geranil pirpfosfat, cis-
geranil pirofosfata dontiserek siklik monoterpenlerin biyosentezinde ana bilesen roliinii
oynar. Parfiim ve gida maddelerinde koku verici olarak kullanilirlar, bazilar1 antifungal,
antibakteriyal ve antikanser etkiye sahiptirler. Monoterpenler tasidiklar1 ana iskelete
gore smiflandirilirlar, dogada ¢ok bulunan bazi monoterpen iskeletleri Sekil 2.16’da

gosterilmistir' .

99

Lineer :

Tujan Tropon Mentan Fenchan
Eucarvon Pinan [ridoit Skytantus Alkaloit Camphan
Seco-Iridoit Gentiana Alkaloit Caran Siklocitral Plumierides

Sekil 2-16: Dogada Cok Bulunan Monoterpen Iskeletleri
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Cesitli biyolojik aktiviteye sahip monoterpenler baslica 3 grup altinda

toplanabilir:

% Asiklik monoterpenler: Diiz zincirlidirler, ¢ifte bag tasiyabilirler. Asimetrik karbon
atomlar1 nedeniyle optikge aktiftirler. Hidrokarbonlarima mirsen, alkollerine
mirsenol, aldehitlerine geranial, asitlerine sitronellik asit ve esterlerine neril asetat

ornek olarak verilebilir (Sekil 2.17).

X _~COH X o
‘ & ‘ COOH (EQOQCH3
| | |
OH

Mirsen Mirsenol Geranial Sitronellik asit Neril asetat

Sekil 2-17: Asiklik Monoterpenler

% Monosiklik monoterpenler: Cifte bag ve bir halka tasirlar. Hidrokarbonlarina
limonen, alkollerine terpinen—4—ol, aldehitlerine peril aldehit, ketonlarina pulegon,

esterlerine karvil asetat 6rnek olarak verilebilir (Sekil 2.18).

COH
OCOCH;
0
OH

Limonen  Terpinen-4-ol  Peril aldehit Pulegon Karvil asetat

Sekil 2-18: Monosiklik Monoterpenler
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% Bisiklik monoterpenler: Iki halka ve ¢ifte bag tasirlar. Hidrokarbonlarina S-pinen,
alkollerine verbenol, aldehitlerine mirtenal, ketonlarina kamfor, esterlerine bornil

asetat ornek olarak verilebilir (Sekil 2.19).

COH
% 0 OCOCH;
OH

[-Pinen Verbenol Mirtenal Kamfor Bornil asetat

Sekil 2-19: Bisiklik Monoterpenler

< Trisiklik monoterpenler: Ug halka tasirlar, palasonin ve kantaridin drnek olarak

verilebilir (Sekil 2.20).

O O

O O
"0 0
Palasonin Kantaridin

Sekil 2-20: Trisiklik Monoterpenler

% Monoterpen glikozitlere 6rnek olarak harpagit ve nerol glikoz verilebilir (Sekil

2.21).
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X
CH,0—Glu
OGlu
Harpagit Nerol Glikoz

Sekil 2-21: Monoterpen Glikozitler

2.5.3.2. Seskiterpenler

Seskiterpenler, geranil pirofosfata bir IPP molekiiliiniin katilmasiyla meydana
gelen farnesil pirofosfattan olusurlar. Farnesil pirofosfat cis- ve tramns- formlarindan
hareketle 6 farkli monosiklik iskelet meydana getirir. Seskiterpenler tasidiklar1 ana
iskelete gore siniflandirilirlar, dogada ¢ok bulunan bazi seskiterpen iskeletleri Sekil

2.22’de gosterilmistir' .

CleeSiecNeoy

Lineer Germakren Kadinen Karotan

L G

Sedran Karyofilen Tutin grubu Maalian

o

Valeran Driman Chamigran

Sekil 2-22: Dogada Cok Bulunan Bazi Seskiterpen Iskeletleri
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¢ Asiklik seskiterpenler: Diiz zincirlidirler ve gifte bag tasirlar. Asimetrik karbon
atomlar1 nedeniyle optikce aktiftirler. Hidrokarbonlarina farnesen, alkollerine

kaparrapidiol ve aldehitlerine sinensal drnek olarak verilebilir (Sekil 2.23).

OH
NN N
N X
OH
CHO

Farnesen Kaparrapidiol Sinensal

Sekil 2-23: Asiklik Seskiterpenler

% Monosiklik seskiterpenler: Bir halka ve c¢ifte bag tasirlar. Hidrokarbonlarina
germakren D, hedikaryol, ketonlarina kurdinon 6rnek olarak verilebilir (Sekil 2.24).

GO O,

Germakren D Hedikaryol Kurdinon

Sekil 2-24: Monosiklik Seskiterpenler

X/

% Bisiklik seskiterpenler: Iki halka ve g¢ifte bag tasirlar. Hidrokarbonlarina
laktarofulven, alkollerine guayol, aldehitlerine laktaroviyolin, ketonlarina rotundon

ornek olarak verilebilir (Sekil 2.25).
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0}
OHC
OH
Laktaroviyolin Rotundon

Laktarofulven Guayol
Sekil 2-25: Bisiklik Seskiterpenler

% Trisiklik seskiterpenler: U¢ halka tasirlar, liguloksidol ve liguloksidol asetat 6rnek

OH % ,OCOCH;

Liguloksidol asetat

verilebilir (Sekil 2.26).

//Illlu&
IIIIIII,

Liguloksidol
Sekil 2-26: Trisiklik Seskiterpenler

¢ Seskiterpen laktonlara drnek olarak zaluzalin C ve laktusin verilebilir (Sekil 2.27).
~nlQH

HOH,C

0]

Laktusin

0)

Zaluzalin C
Sekil 2-27: Seskiterpen Laktonlar
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2.5.3.3. Diterpenler

Dort izopren molekiiliinden meydana gelen, g¢esitli farmakolojik etkilere sahip
olan diterpenler 20 karbonlu olup bitkiler aleminde yaygin olarak bulunan bilesiklerdir.
Diterpenler tasidiklar1 ana iskelete gore smiflandirilirlar, dogada c¢ok bulunan bazi

diterpen iskeletleri Sekil 2.28°de gosterilmistir.

&

Abietan Labdan Rozan
Pimaran Stakan Kauran
Totarol Trakiloban
g @
Akonitin tipi alkaloit Atisan tipi alkaloit

Sekil 2-28: Dogada Cok Bulunan Diterpen Iskeletleri
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Cesitli biyolojik aktiviteye sahip diterpenlerin oksijenli tiirevleri kimyasal

yapilarina gore su sekilde gruplandirilabilir:

¢ Asiklik diterpenler: Dogada nadir olarak bulunurlar, geranilgeraniol, 1,3-cis-

fitadien, fitol 6rnek olarak verilebilir''’.

* Monosiklik diterpenler: En ¢ok bilinenlerden biri A; vitaminidir (Retinol) (Sekil
2.29). Retinol bitkilerde bulunmaz, omurgali hayvan organizmasinda karotenoitlerin
ikiye boliinmesi ile olusan bir bilesiktir. Pinus albicaulis oleoresininin iceriginde
bulunan cembren ve titiinde bulunan 4,8,13-duvatrienl—1,3—diol monosiklik

diterpenlere 6rnek olarak verilebilir (Sekil 2.29)'"".

¢ Bisiklik diterpenlere manool ve sclareol 6rnek olarak verilebilir (Sekil 2.30).

% Trisiklik diterpenlere karnosik asit drnek verilebilir (Sekil 2.30)""”.

% Tetrasiklik diterpenlere stachen ve beyerol 6rnek olarak verilebilir (Sekil 2.30)'"7.

% Pentasiklik diterpenlere 6rnek olarak trakiloban (Sekil 2.30) verilebilir''”.

OH
A SN T\
Vitamin A (Retinol)
OH
Z
OH
Cembren 4,8,13-duvatrien-1,3-diol

Sekil 2-29: Monosiklik Diterpenler



41

Manool Karnosik asit

H
H,OH

P
2
Z
Z
Z
z

T
Stachen Beyerol Trakiloban

Sekil 2-30: Bisiklik, Trisiklik, Tetrasiklik ve Pentasiklik Diterpenler

% Lakton ya da furan halkasi igeren diterpenlere 6rnek olarak hardwickiic asit ve
picrosalvin verilebilir (Sekil 2.31) '"”.

COOH

Hardwickiic asit

Picrosalvin

Sekil 2-31: Lakton ya da Furan Halkasi iceren Diterpenler
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¢ Aromatik (inuroyleanol) ve kinoit (7-okso-royleanon-12-metil eter) yapidaki

diterpenlere 6rnekler Sekil 2.32°de verildi'.

OCH;

P
Z
2
Z
2
z

[nuroyleanol 7-Okso-royleanon-12-metil eter

Sekil 2-32: Aromatik ve Kinoit Yapidaki Diterpenler

% Bitkilerde diterpenlerin oksijenli tlirevlerinin yaninda yan zincirde ya da halka

*

icinde azot atomu ihtiva eden ve “Diterpen Alkaloitler” olarak bilinen 19 ya da 20

karbonlu bilesikler bulunmaktadir. Sekil 2.33’de diterpen alkaloitlere o6rnek

121

verildi ~.
OCH,
aull] OH
\\\____I’\] _________
| 0
4 OH
(6
cC—0
N—ﬁ—OCH3
O
Linearilobin Cochlearenin

Sekil 2-33: Diterpen Alkaloitler
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2.5.3.4. Triterpenler

Triterpenler alt1 izopren biriminden olusmus 30 karbonlu halkali yapilardir.
Bitkilerde serbest olarak bulunabildikleri gibi triterpenik saponinler olarak adlandirilan
glikozitleri halinde de bulunabilirler. Serbest triterpenler, asit, alkol, aldehit, keton,
epoksi ve lakton gruplarindan bir ya da birkagini bir arada tasiyabilirler. Dogal
triterpenik bilesiklerin iskelet yapilar1 Sekil 2.34’de verilmistir. Tasidiklar1 halka sayisi
ve fonksiyonel gruplar da isimlendirmede etkendir. Triterpenler tasidiklari halka
sayilarina gore trisiklik, tetrasiklik ve pentasiklik olarak ii¢ grupta toplanmaktadirlar.

Hig siibstitiient tagimazlarsa triterpen hidrokarbonlar olarak adlandirilirlar.

Triterpenlerin taninmasinda renk reaksiyonlar1 6nemlidir. Liebermann-Burchard

en ¢ok kullanilan renk reaksiyonudur. Mavi—yesil renk triterpenlerin varligini

gosterirken, ayni reaksiyon steroitlerle yavas yiiriir ve kizil kahve bir renk verir''®.

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

Olean Fridelan Tarakseran

“

Lupan Hopan

Sekil 2-34: Triterpen iskeletleri
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2.6. Flavonoitler

Flavonoitler 2-fenil benzopiran yapisindadir (Sekil 2.35).

Sekil 2-35: 2-Fenil Benzopiran

Flavonoitler bitkilerin fotosentezle olusturduklar1 ve hayati gereksinimleri i¢in
kullandiklar1 karbonhidrat, amino asitler gibi birincil metabolitlerden tiirerler'".
Biyosentez arastirmalarindan elde edilen bulgulara gore fenil alanin gibi amino asitlerin
enzimatik deaminasyonlarindan olusan sinnamik asit tiirevleri malonil koenzim A ile
kondanse olarak flavonoitleri olustururlar. Karbon iskeleti C¢—C3—Cs seklinde olan

117,122

flavonoitlerin ana iskeletinde 15 karbon bulunur . Flavonoit iskeletleri Sekil

loeo
OH
0] @)

Flavanon Dihidroflavonol

2.36°da gosterilmistir.

izoflavon Auron Kalkon Antosiyanidin

Sekil 2-36: Flavonoit Iskeletleri
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Flavonoitler glikozit halinde de bulunabilirler. Glikozitlesme eter bagi ile (O-

glikozitler) ya da karbon baglar1 arasinda (C-glikozitler) olusur. O-glikozitlerin

yapilariin aydinlatilmasinda kimyasal ve enzimatik hidrolizden yararlanilir. Hidroliz

sonucu seker grubu aglikondan kopar ve hem aglikon hem de seker grubunun yapilar

belirlenir. Sekerin bagli bulundugu yeri saptamak icin once glikoziti metillemek,

asetillemek veya trimetilsilillemek ve ardindan hidrolizlemek gerekir. Serbest kalan

hidroksil grubu sekerin bagli oldugu yeri belirleyecektir. C-glikozitleri ise enzim ya da

asit ile hidrolizlenmezler, sekerin yeri UV kaymalari ile saptanir' >,

3

Tablo 2.5’de flavonoitlerin baz1 belirteclerle verdikleri renkler gosterilmistir'>*.

Tablo 2-5: Flavonoitlerin Renk Reaksiyonlar:

RENK REAKSIYONLARI
Magnezyum- Sodyum
Flavonoit Sulu NaOH Der.H,SO, gH Ci, Amalgam
sonra asit
Kalkon Turuncudan Turuncu, kirmizi - Cok soluk
kirmiziya veya parlak koyu sar1
kirmizi
Auron Kirmizidan mora Kirmizidan - Cok soluk
parlak kirmiziya sar1
Flavanon | Sogukta saridan Turuncudan koyu | Kirmizi, parlak | Kirmizi
turuncuya, 1sitilinca | kirmiziya koyu kirmizi,
koyu kirmizidan menekse, mavi
mora
Flavon Sar1 Saridan Saridan Kirmiz1
turuncuya kirmiziya
Flavonol | Saridan turuncuya Saridan Kirmizidan koyu | Saridan
(havanin turuncuya parlak kirmiziya | soluk
oksidasyonu ile (karakteristik kirmiziya
kahverengi olur) fluoresans
gosterir)
Izoflavon | Sari Sari Sari Soluk

kirmizi veya
pembe
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Renk reaksiyonlar1 flavonoitlerin yapilarinin belirlenmesinde 6nemli bir yere

sahiptir. Flavonoit lekelerinin seliiloz plaktaki rengi UV 15181 (366 nm) altinda incelenir,

sonra plak amonyak buharma tutulup UV 15181 (366 nm) altinda lekelerin renginin

degisip degismedigine bakilir, NA belirteci piskiirtiiliir ve UV 15181 altinda yine

lekelerin rengi incelenir (Tablo 2.6) 125

Tablo 2-6: Baz1 Flavonoitlerin NH; buhari ve NA Belirteciyle Olusturduklari Renkler

Flavonoitler UV UV/NH; UV/NH;/NA
5-OH agik, 3-OH yok ya da dolu, 3’, 4’-OH yok ya da dolu Koyu mor Koyu mor Koyu mor
5-OH agik, 3-OH yok ya da dolu, 4’-OH yok ya da dolu,
3"-OH acik Koyumor Koyu mor Sar1
5-OH agik, 3-OH yok ya da dolu, 4'-OH serbest,

Koyumor Sar Sar1
3’-OH yok ya da dolu
5-OH agik, 3-OH yok ya da dolu, 3', 4'-OH agik Koyumor Sar Turuncu
5,6-OH var, 3-OH yok ya da dolu, 3’ ya da 4’ OH acik Koyu mor Koyu Kahverengi
) ) yok'y » DY ¢ yu kahverengi g
roqr Koyu
5—6 OH var, 3-OH yok ya da dolu 3’, 4'-OH var Koyu mor . Turuncu
kahverengi
Serbest 3 ve 5-OH var Sar1 Sar1 Sar1
3 ve 5-OH acik, 3', 4'-OH var Sart Sar1 Kirmiz1-
turuncu
Parlak Parlak
5-OH yok ya da dolu, 3-OH yok ya da dolu floresan floresan Mavi
mavi mavi-yesil
Parlak Parlak
5-OH yok ya da dolu, 3-OH yok ya da dolu, 3',4'-OH var  floresan floresan Mavi-yesil
mavi mavi-yesil
Parlak
5-OH yok ya da dolu, 3’, 4-OH yok floresan Daha parlak Mavi
! floresan sar1
mavi
5-OH yok ya da dolu, 3’, 4'-OH var Parlak Daha parlak Mavi-yesil

floresan sar1 floresan sar1
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Flavonoitlerin UV spektrumunda, biri uzun digeri ona gore daha kisa dalga
boyunda olmak {izere iki absorbsiyon bandi gézlenir. Uzun dalga boyundaki banta Bant
I ad1 verilir ve bu bant flavonoit yapisinin B halkasiyla (sinnamoil grubu) iligkilidir.
Daha kisa dalga boyundaki bant Bant II olarak isimlendirilir ve flavonoit yapisinin A

halkasi (benzoil grubu) ile iliskilidir'** (Sekil 2.37).

Sinnamoil
Sekil 2-37: Bant I ve Bant IT’yi Veren Gruplar

Flavonoitlerin A ve B halkalarinda hidroksil sayisi arttikca bantlar uzun dalga
boylarina kayarlar. Ozellikle 3, 5 ve 4’ konumlarindaki hidroksil gruplar1 metillendikleri
ya da glikozitlendiklerinde Bant I ve Bant II hidroksil grubu serbest olan bilesige gore
daha kisa dalga boyuna kayar'*.

Flavonlarda, Bant I 304—350 nm arasinda, flavonollerde ise 3-OH grubu serbest
ise 352-385 nm arasinda, eger hidroksil grubu serbest degilse 328-357 nm arasinda
izlenir. B halkasinda oksijen fonksiyonunun artmasi Bant I’in, A halkasinda 6 ile 8
konumunun oksidasyonu Bant II’nin daha uzun dalga boyuna kaymasina neden olur.
Ornegin; 6-OCH;3 oldugunda Bant II 270-275 nm arahiginda goriiliirken, 6-OH
oldugunda 280-285 nm araliginda gozlenir. Flavon ve flavonollerde B halkasinda 3’ ve

4’ konumlarinda oksijenasyon s6z konusu ise Bant II genellikle ikiye boliiniir'>.

UV kayma belirtecleri (sodyum metoksit, aliiminyum kloriir, seyreltik HCI,
sodyum asetat, borik asit) ile alinan spektrumlar flavonoitlerin yapi tayininde onemli

bilgiler verir.

Sodyum metoksit, flavon tizerindeki tiim hidroksil gruplarini iyonize eder.
Sodyum metoksit ile alinan spektrumdaki Bant I, MeOH’de alinan spektrumdaki Bant
I’den daha uzun dalga boyuna (~50-60 nm) kayarsa ve siddeti artarsa 4’ konumunda —

OH grubunun bulundugu anlasilir.
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Aliiminyum kloriir, A halkasinda 3 ve 5 konumundaki serbest hidroksil gruplar
ve B halkasindaki o-dihidroksi gruplar1 ile ayri ayr1 kelat olusturur. Seyreltik HCI
ilavesiyle B halkasindaki o-dihidroksi gruplar1 ile olusan kelat bozunur. Ayrica,
AICI3/HCI spektrumunda Bant I’in metanol spektrumundaki Bant I’e oranla 34-50 nm
ileri kaymast 5-OH ve 6-H oldugunu, 25-30 nm kaymast 5-OH, 6-OH oldugunu, 16-25

nm ileri kaymasi 5-OH ve 6-OCHj3 oldugunu gosterir'*>'*’.

Sodyum asetat, sodyum metoksitten daha zayif bir baz oldugu i¢in asidik
karakterdeki 3, 7 ve 4' hidroksillerini etkiler. Flavon ve flavonollerde 7 konumunda
—OH grubu varsa Bant II 5-20 nm uzun dalga boyuna kayar. Ancak flavonlarda C—6
veya C-8’de oksijen fonksiyonu varsa bu durum goriilmeyebilir. 4" konumunda —OH ve
7 konumunda metoksi veya seker varsa Bant I, sodyum metoksit ile alinan
spektrumdaki Bant I ile ayni1 dalga boyunda ¢ikar. Borik asit ilavesinde, flavon ve
flavonollerde B halkasinda o—dihidroksi gruplar1 varsa bunlar borik asit ile kelat

olustururlar ve Bant I 12-30 nm daha uzun dalga boyuna kayar'**'%.

2.7. Glikozitler

Glikozitler seker eterleri olarak bilinirler. Karbonhidrat sinifindandirlar. Genel
formiilleri CH,O’dur. Monosakkaritler en basit karbonhidrat birimleridir. Dogada ¢ok
rastlanan monosakkaritler Sekil 2.38’de verilmistir. Glukoz, galaktoz gibi aldehit grubu
iceren monosakkaritler “aldozlar seklinde tamimlanirken, fruktoz gibi keton grubu
iceren monosakkaritlere ise ketozlar denir. Glikozitler a- ve f- anomer olarak tiim bitki
organlarinda bulunabilirler. Dogada S glikozitler yaygin, a- glikozitler daha az
bulunurlar. D-glukozun ¢, fpiranoz ve ¢« f-furanoz yapilart Sekil 2.39’de

gdsterilmistir'*®.

Monosakkaritler dimer, trimer ve polimer olusturmak iizere birbirlerine
baglanabilirler. Dimerlere disakkaritler nedir. Sakkaroz bir disakkarittir ve
hidrolizlendiginde glukoz ve fruktoza ayrilir. ikiden sekize kadar monosakkarit birimi
iceren karbonhidratlar oligosakkaritler olarak tanimlanirlar. Sekizden fazla
monosakkarit birimi igcerenler polisakkaritlerdir. Nisasta ve seliiloz polisakkaritlere

ornek olarak verilebilirler'*®,
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Kan sekeri, tlziim sekeri olarak da adlandirilan glukoz en Onemli
monosakkaritlerden biridir. Polarize 15181 saga c¢evirdigi i¢in dekstroz olarak da anilir.
Sakkaroz, maltoz, laktoz ve nisasta memeliler tarafindan glukoza doniistiiriilebilir ve
organizma tarafindan enerji elde etmek i¢in kullanilirlar. Fruktoz en tath dogal sekerdir,

meyvelerde ve balda bulunur. Polarize 15181 sola ¢evirdigi i¢in levuloz olarak da

adlandirlir'?®,

CHO CHO CHO CH,0OH
Hw»=C-=(0OH HO»C-=H Hw»=—C-=0OH C=0
HO»(C-=H HO»(C-=H HO»C—-=H HO»C-=H
Hw=—C-=0OH Hw»=—C-=QH HO»(C—-=H HOw»C-=H
Hw=—C-=QOH Hw»=C-=QH Hw»=—C-=0OH Hw»—C—-=QOH
CH,OH CH,OH CH,OH CH,OH
D-Glukoz D-Mannoz D-Galaktoz D-Fruktoz
CHO CHO CHO THO
HO»(C-=H Hw=—C-=QH Hw=—C-=(QOH CH,
Hw»=C-=(0OH HO»(C—=-=H Hw»=—C-=(0OH Hw»=C-=(QOH
Hw=—C--=0OH Hw=—C--=QH Hw=—C-=QOH Hw»C-=0OH
CH,OH CH,OH CH,OH CH,OH
D-Arabinoz D-Ksiloz D-Riboz 2-Deoksi-D-Riboz

Sekil 2-38: Dogada Cok Bulunan Monosakkaritler
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a-D-Glukofuranoz [-D-Glukofuranoz

Sekil 2-39: D-Glukozun ¢, /Piranoz ve o, fFuranoz Yapilari

Glikozitler genel olarak kati, kristalize, renksiz ve ac1 lezzeti olan bilesiklerdir.
Cok farkli yapilara sahip olduklarindan stabiliteleri, ¢ozilintirliikkleri ve polarize 1s18a
kars1 olan etkileri degisiktir. Sudaki ¢oziiniirlik dereceleri degisik olmakla birlikte

genellikle alkolde de ¢oziiniirler'*®,

Seker ile aglikonu baglayan atomun cinsine gore glikozitler O-, C-, N- ve S-

glikozitleri olarak siniflandirilirlar:

2.7.1. O-Glikozitler
Aglikonun hidroksil grubu ile sekerin rediiktér grubunun bir molekiil su
kaybederek birlesmesi sonucu olusurlar. Dogada yaygin olarak bulunan glikozitlerdir.

Aglikonun cinsine gore smiflandirilirlar'>®,

2.7.1.1. Alkol Glikozitleri
Aglikonlar1 alkol fonksiyonu tasiyan basit bilesiklerdir. Bu glikozitlere dogada
az rastlanir. Tibbi yonden 6nemli olan siyanogenetik glikozitler 6rnek olarak verilebilir

(Sekil 2.40). Bu glikozitler hidroliz sonunda siyanhidrik asit verirler'?®.
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0O—GI—O0—Gil OH

CN

2 C6H1206 + CN

@ H ot HCN

Sekil 2-40: Siyanogenetik Bir Glikozitin Hidrolizi (Amigdalin’in Amigdonitril’e ve

Benzaldehit’e Hidrolozi)

2.7.1.2. Fenol Glikozitleri

Dogada cok rastlanan ve aglikon kisminda fenol grubu tasiyan glikozitlerdir.
Onemli olanlari, basit fenol glikozitleri, antresen glikozitleri, flavon glikozitleri,
antosiyanidin glikozitleri ve kumarin glikozitleridir. Bu glikozitlere Sekil 2.41°de

N o . 128
ornekler verilmistir ~.

OH CH; O OH
CH, Glu HO. o) 0]
salice ol vos
COOH O OH
Salisin Karminik Asit Eskulin
OH OH

OH
®
HO. ol
O N OH
20—l Rh
OH

Luteolin 7-O-glikozit Delphinidin 3-rutinozit

OH 0]

Sekil 2-41: Fenol Glikozitleri
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2.7.1.3. Steroit Glikozitleri

En bilinenleri kalp glikozitleridir. Aglikonlar1 steroit ya da triterpen iskeleti

olabilir. Steroit glikozitine 6rnek olarak oubain verilebilir (Sekil 2.42)"%.

(0) OH
HO
HO OH Oubain
Sekil 2-42: Steroit Glikozit
2.7.2. N-Glikozitleri

Sekerin rediiktor grubu ile aglikonun amin grubunun bir molekiil su kaybederek
birlesmesi sonunda meydana gelirler. Fosfat esterleri halinde niikleik asitlerde

bulunurlar (Sekil 2.43)"%*,

OH

Sekil 2-43: N-Glikozitler
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2.7.3. C-Glikozitleri

Seker ile aglikon arasinda karbon-karbon bagi bulunmaktadir. Asit ya da
bazlarla hidroliz olmazlar. Bu glikozitlerin FeCls ile oksidasyonu sonucu aglikon ve

seker kisimlari teshis edilir. C-glikozitlere drnek Sekil 2. 44°de verilmistir'*®.

OH
OH
OH (0] OH Glu
I l HO @)
OH
Glu OH (0]
Aloin Kersetin 8-C glukozit

Sekil 2-44: C-Glikozitler

2.7.4. S-Glikozitleri (Tiyoglikozitler)

S-Glikozitleri, sekerin rediiktor grubu ile tiyoliin su kaybederek birlesmesi
sonucunda meydana gelirler. Bu tip glikozitler ancak mirosin isimli bir ferment ile
hidroliz edilebilirler. Hidroliz sonucunda olusan izotiyosiyanat esterleri, tahris edici ve

ucucu bir stvidir. Bunlar hardal esansi ismini alirlar (Sekil 2.45)

HO O
oH OH
OH
_ HO
/S OHo H,0 o o
R_C\\ — » R—N=C=S + KHSO, +
; M i
N—0S0,K* yrosin o
HO
Sinigrin Izotiyosiyanat Glukoz
S-glikozit esteri

Sekil 2-45: S-Glikozit
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3. GEREC VE YONTEM

3.1. Bitkisel Materyaller

Micromeria cilicica 16.09.2005 tarihinde Mersin’in Gozne yaylasindan yaklasik
1400-1600 metreden toplanmis ve Dr. Tuncay Dirmenci tarafindan teshis edilmistir.
Bitki 6rnegi Istanbul Universitesi Eczacilik Fakiiltesi Herbaryumu’nda ISTE 84197
kodu ile saklanmaktadir.

M. juliana 20.05.2005 tarihinde Mugla’nin Akyaka mevkiinden toplanmis ve Dr.
Tuncay Dirmenci tarafindan teshis edilmistir. Bitki ornegi, Mugla Universitesi Fen-

Edebiyat Fakiiltesi Herbaryumu’nda M—102 kodu ile saklanmaktadir.

3.2. Kimyasal Maddeler, Coziiciiler ve Cozeltiler

3.2.1. Kimyasal Maddeler ve Coziiciiler

Sephadex LH-20, p-karoten, linoleik asit, Tween—40 (polioksietilensorbitan
monopalmitat), kersetin, katesin, pirokatekol, Folin Ciocalteu Fenol Reaktifi (FCR),
1,1-difenil-2—pikrilhidrazil (DPPH), nikotinamit adenindiniikleotit =~ (NADH),
fenazinmeta-siilfat (PMS), nitroblutetrazolyum (NBT), biitillenmis hidroksitoluen
(BHT), biitillenmis hidroksi anisol (BHA), troloks ve a-tokoferol (TOC) Sigma’dan
(Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim, Almanya), silika jel 60 (0,063-0,200 mm;
70-230 mesh ASTM, Merck KGaA 1.07734), ince tabaka plaklar1 (Alufolien Kieselgel
60F,s4, Merck KGaA 1.05554), difenil borik asit-f-aminoetilester (NA) askorbik asit,
kloroform, diklormetan, etil asetat, etil alkol, aliiminyum nitrat, sodyum karbonat,
potasyum asetat, sodyum asetat, borik asit, metalik sodyum, aliiminyum klortir,
amonyak ve hidroklorik asit Merck KGaA’dan (Darmstadt, Germany), Poliamit 6,
tris(hidroksimetil) aminometan hidrokloriir (Tris) Fluka’dan (Fluka Chemie GmbH,
Steinheim, Isvigre’de paketlenmis) temin edildi. Kullanilan tiim kimyasallar ve

¢Oziiciiler analitik safliktadir.
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3.2.2. Cozeltilerin Hazirlanmasi

3.2.2.1. Toplam Fenolik Miktar Tayininde Kullanilan Cozeltiler

0 % 2’lik Sodyum karbonat ¢ézeltisinin hazirlanmasi: 2 g Na,CO3; 100 mL’lik

balon jojeye koyuldu ve bir miktar deiyonize su ile ¢oziildi. Cozlinme

tamamlandiktan sonra deiyonize su ile hacmine tamamlandi.

0 Folin-Ciocalteu Fenol Reaktifi (Fosfotungistik-fosfomolibdik asit + CuSOy)

satin alindig: sekilde kullanildi.

3.2.2.2. Toplam Flavonoit Miktar Tayininde Kullanilan Cozeltiler

0 % 10’luk Alliminyum nitrat ¢dzeltisinin hazirlanmasi: 17,6 g Al(NOs3);.9H,0

100 mL’lik balon jojeye koyuldu ve bir miktar deiyonize su ile ¢oziildii.

Coziinme tamamlandiktan sonra deiyonize su ile balonun hacmine tamamlandi.

0 1 M Potasyum asetat ¢dzeltisinin hazirlanmasi: 9,6150 g CH;COOK 100 mL’lik

balon jojeye koyuldu ve bir miktar deiyonize su ile ¢oziildi. Coziinme

tamamlandiktan sonra deiyonize su ile balonun hacmine tamamlanda.

3.2.2.3. f~Karoten Renk A¢ilim Yonteminde Kullanilan Cozelti

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

¢oziilerek bir balona aktarildi. Uzerine 200 mg Tween—40 ve 20 pL lineloik
asitten ilave edip karistirildi. Vakum altinda kloroform ugurulduktan sonra
lizerine daha onceden oksijen ile doyurulmus 50 mL su ilave edildi ve

kuvvetlice ¢alkalandi.

3.2.2.4. DPPH Serbest Radikali Giderim Aktivitesi Yonteminde Kullanilan Cozelti

0 0.1 mM DPPH c¢ozeltisinin hazirlanmasi: 4 mg DPPH tartilarak 100 mL etil

alkolde ¢oziildii.
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3.2.2.5. Siiperoksit Anyon Radikali Giderim Aktivitesi Yonteminde Kullanilan

Cozeltiler

(0]

16 mM pH: 8 Tris-HCI tamponunun hazirlanmasi: 0,1938 g Tris bir miktar suda

coziildiikten sonra 0.1 M’lik HCI ile pH metre kullanilarak pH’1 8’e getirildi.

Son hacmi 100 mL’ye deiyonize su ile tamamlandi.

78 uM NADH ¢dzeltisinin hazirlanmasi: 5,6 mg NADH tartilarak 100 mL Tris-
HCI tamponu (16 mM, pH=8) ile ¢oziildii.

10 uM PMS c¢ozeltisinin hazirlanmasi: 6,1 mg PMS tartilarak 10 mL Tris-HCI

tamponu (16 mM, pH=S8) ile ¢oziildii. Bu ¢ozeltiden 50 pL alinarak Tris-HCI

tamponu ile hacmi 100 mL’ye tamamlandi.

50 uM NBT ¢ozeltisinin hazirlanmasi: 4,1 mg NBT tartilarak 100 mL Tris-HCI
tamponu (16 mM, pH=S8) ile ¢oziildii.

3.2.2.6. Flavonoit Kayma Belirteclerinin Hazirlanmasi

0 Sodyum metoksit ¢dzeltisinin hazirlanmasi: 2,5 g metalik sodyum 100 mL

spektroskopik safliktaki metanole eklendi ve hidrojen gazinin tamaminin

¢ikmasi beklendi.

Aliiminyum kloriir ¢ézeltisinin hazirlanmasi: 5,0 g nem igermeyen susuz AlCls

100 mL spektroskopik safliktaki metanole dikkatlice eklenerek ¢oziildii.

Cozlinme oda sartlarinda yaklagik 24 saatte tamamlandi.

Hidroklorik asit c¢ozeltisinin hazirlanmasi: 50 mL konsantre HCl 100 mL

deiyonize su ile karistirilarak hazirlandi.

0 Susuz sodyum asetat ve susuz borik asit toz halde kullanildilar.

3.2.2.7. iITK’da Kullanilan Belirteclerin Hazirlanmasi
o Serik Siilfat Belirtecinin Hazirlanmasi: 2,0 g seryum (IV) siilfat 100 mL %

10’luk H,SO4’de ¢oziilerek hazirlandi. Belirteg, uygun ¢oziicli sisteminde

ylriitiilen ince tabaka plaklarina pulvarizator kullanilarak piiskiirtiildii.
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DPPH Belirtecinin Hazirlanmasi: 0,2 g DPPH 100 mL etanolde ¢ozilerek

hazirlandi. Belirteg, uygun ¢oziicii sisteminde ylriitiilen ince tabaka plaklarina
pulvarizator kullanilarak piiskiirtiildi. Mor bir renk alan plak 30 dk oda
sicakliginda bekletildi. Bu siire zarfinda antioksidan aktivite gosteren madde

veya madde karigimlari beyaz-sar1 renk aldilar.

Amonyak (NHj3) buhari: Dogrudan amonyak buhari kullanildi.

NA Belirtecinin (Naturstoffreagenz A: Difenil borik asit-f-aminoetilester)

Hazirlanmasi: 100 mg toz NA bilesigi 100 mL metanolde ¢oziilerek hazirlandi.

3.3. Aletler ve Diger Gerecler

o O O O O

O O O O o o o o o o o

Doner Buharlagstirici ( Rota Evaporatdr)

Gaz Kromatografisi (GC) Cihazi1 (Shimadzu GC-17AAF,V3,230V LV)

Gaz Kromatografisi- Kiitle Spektrometresi Cihazi (GC/MS) (Varian 2100)
Niikleer Manyetik Rezonans Cihazi (NMR), (Bruker Avance, 300 MHz, 400
MHz, 500 MHz ve 600 MHz (Cryo-cooled Problu))

Preperatif HPLC (LC-908, Geri Doniisiimlii Preperatif HPLC, JNI, Japan
Analytical Industry Co., Ltd.).

LC-NMR (Bruker Avance, 300 ve 500 MHz)

Kiitle Spektrometresi (EI i¢in: JEOL MSRoute resoliisyon: 1.000; FAB@®MS
icin: JEOL JMS-HX110 (Gliserol standart matriks, gaz olarak xenon kullanild1)
Ultraviyole Spektrofometresi (UV-Vis), (Shimadzu UV-1601)

X Isinlar1 Spektrometresi (P-IV ve Apex Smart, Bruker)

Erime derecesi cihazi (Reichert firmasinin Kofler model cihazi, Almanya)
Otomatik pipetler (20-200uL, 100-1000uL, 50-5000uL) (Eppendorf, Almanya)
Hassas terazi (Scaltec SBA 31)

Manyetik Karistiric1 (Heidolph MR 3001, Almanya)

pH-metre (Thermo, Amerika Birlesik Devletleri)

Ultra saf su cihazi (Younglin Instrument, aquaMAX-Ultra, Kore)

Hesap makinesi (Casio fx-3650P Super FX, Japonya)

Pulvarizator, Balon jojeler, armudi cam balonlar, Magnetler

Azot ve Oksijen Tiipleri
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3.4. Ekstrelerin Hazirlanmasi

Micromeria cilicica’nin toprak tstii kisimlar1 (1030 g) gdlgede kurutulup toz
edildikten sonra, once petrol eteri (15 L), sonra aseton (15 L) ve en son olarak da
metanol (15 L) ile oda sicakliginda birer hafta boyunca arada sirada ¢alkalanarak dorder
defa masere edildi. Petrol eteri ekstresi 5,01 g, aseton ekstresi 22,43 g ve metanol
ekstresi 15,52 g olarak elde edildi (Tablo 3.1).

M. juliana’nin toprak istii kisimlarina (930 g) da ayni islemler uygulandi. Petrol
eteri ekstresi 3,88g, aseton ekstresi 21,69 g ve metanol ekstresi 40,48 g olarak elde
edildi (Tablo 3.1).

Tablo 3-1: Micromeria cilicica ve M. juliana’dan Elde Edilen Ekstreler ve % Verimleri

Bitki Kullanilan . Ekstrelerin  Verimleri

Materyalleri  Coziiciiler Fhstrelerin Adlar Kisaltmalari (%)
Petrol eteri Petrol eteri ekstresi MCP 0,49

M. cilicica Aseton Aseton ekstresi MCA 2,18
Metanol Metanol ekstresi MCM 1,51

Petrol eteri Petrol eteri ekstresi MIJP 0,42

M. juliana Aseton Aseton ekstresi MJA 2,33
Metanol Metanol ekstresi MIM 4,35

3.5. Ekstrelerin Toplam Fenolik ve Toplam Flavonoit Miktarlarinin Belirlenmesi

3.5.1. Toplam Fenolik Miktar Tayini

Toplam fenolik miktarlart FCR kullanilarak pirokatekole esdeger olarak
belirlendi””*®. 1 mg Ornek iceren c¢ozeltiler deiyonize su ile 46 mL’ye tamamlandi. Bu
karistma ImL FCR ve 3 dk sonra 3 mL % 2’lik Na,COs ¢ozeltisinden ilave edildi.
Karisim 2 saat oda sicakliginda calkalanarak bekletildikten sonra orneklerin
absorbanslart 760 nm’de okundu. Ekstrelerin toplam fenolik miktarlar1 standart
pirokatekol grafiginden elde edilen asagidaki esitlik kullanilarak belirlendi:

Absorbans = 0,0870 pirokatekol (ng) — 0,0075 (R*: 0,9976)
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3.5.2. Toplam Flavonoit Miktar Tayini

Bitki ekstrelerinin toplam flavonoit miktarlar1 kersetine esdeger olarak
aliiminyum nitrat yontemi ile belirlendi'®’. 1 mg 6rnek igeren ¢ozeltiler % 80°lik etanol
ile 4,8 mL’ye tamamlandi. Bu karisima 100 pL 1 M potasyum asetat eklendikten hemen
sonra 100 pL % 10’luk aliiminyum nitrat ¢ozeltisinden ilave edildi. Karisimlar 40 dk
oda sicakliginda bekletildikten sonra 415 nm’de absorbanslart okundu. Ekstrelerin
toplam flavonoit miktarlar1 standart kersetin grafiginden elde edilen asagidaki esitlik
kullanilarak belirlendi:

Absorbans = 0,0887 kersetin (pg) — 0,0070  (R*: 0,9988)

3.6. Antioksidan Aktivite Tayin Yontemleri

3.6.1. f-Karoten Renk Acilim Yontemi

Toplam antioksidan aktivite, linoleik asit oksidasyonundan ileri gelen konjuge
dien hidroperoksitlerinin inhibisyonunun 6l¢iilmesine dayanan f-karoten-linoleik asit
yontemiyle belirlendi”. Bu yontem, A-karotenin renginin agilmasma dayanan bir
yontemdir. 50 pg ile 500 ug arasinda degisen konsantrasyonlardaki 1 mL 6rnek igeren
coOzeltilerin lizerine 4 mL f-karoten karisimi ilave edildi. Emiilsiyon, test tiiplerine ilave
edilir edilmez spektrofotometre kullanilarak baslangi¢ absorbanslari 490 nm’de dl¢iildii.
Kontrol olarak 1 mL metanol kullanildi. Tiipler 50°C’de inkiibasyona birakildi ve
kontrol olarak kullanilan tiipteki f-karotenin rengi kayboluncaya kadar (yaklasik 120
dk) inkiibasyona devam edildi. f-karoten renk agilim orani (R), asagidaki esitlige gore

hesaplandi:

| 2

In

>

R:
t

In: dogal logaritma, a: baslangic absorbansi, b: inkiibasyondan sonraki
absorbans, t: inkiibasyon siiresi (dk).
Antioksidan aktivite (AA) asagidaki esitlige gore hesaplandi:
. R —R.
AA (% Inhibisyon) = —Xerel _—_Omek 100

Kontrol

Rkontror kontroliin renginin agilma hizi ve Rgmer Ornegin renginin agilma hizidir.
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3.6.2. DPPH Serbest Radikali Giderim Aktivitesi Yontemi

Bitki ekstrelerinin, fraksiyonlarin ve saf maddelerin serbest radikali giderim
aktiviteleri DPPH serbest radikali kullanilarak belirlendi'”. 50 pg ile 500 pg arasinda
degisen konsantrasyonlardaki 1 mL 6rnek i¢eren drneklerin tizerine DPPH ¢ozeltisinden
4 mL ilave edildi. Kontrol olarak 1 mL metanol kullanildi. Oda sicakliginda 30 dk
inkiibasyondan sonra 517 nm’de absorbanslar1 6lgiildii. Orneklerin absorbans degerleri
kontrole karsi degerlendirildi. Serbest radikal giderim aktivitesi asagidaki esitlik

kullanilarak hesaplandi:

DPPH Giderim Aktivitesi (% Inhibisyon) = —X2el__~Grenck y 1()()

Kontrol

Akontror Kontroliin absorbansti, A ex Ornegin absorbansidir.

3.6.3. Siiperoksit Anyon Radikali Giderim Aktivitesi Yontemi

Bitki ekstrelerinin ve saf maddelerin siiperoksit anyon radikali giderim
aktiviteleri NADH-PMS-NBT sistemine gore belirlendi'®. Bu yontemde 125 pg ile 500
ng arasinda degisen konsantrasyonlardaki 1 mL 6rnek igeren ¢dzeltilerin lizerine 1 mL
Tris tamponundan, 1| mL NADH ve 1 mL NBT c¢ozeltilerinden koyuldu. Reaksiyon 1
mL PMS’nin ilavesi ile baglatildi. 1 mL metanol kontrol olarak kullanildi. 5 dk sonra
karistmin 560 nm’de absorbansi 6l¢iildii. Orneklerin absorbans degerleri kontrole kars1
degerlendirildi. Siiperoksit anyon radikali giderim aktivitesi asagidaki esitlik

kullanilarak hesaplandi:

. A — A
0,"~ Giderim Aktivitesi (% Inhibisyon) = ~—Xeel ~0Orenck 1))

Kontrol

Akonror kontroliin absorbansi ve A e Ornegin absorbansidir.
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3.6.4. Istatistik Hesaplamalar

Antioksidan aktivite sonuglar1 3 paralel testin ortalamasi + standart sapmasi
olarak verildi. Sonuglar Student-7 testine gére % 95 giliven sinirlart iginde bulundu.
Paralel olgilimler arasinda anlamli bir fark goriilmedi. En kiigiik kareler yonteminin
kullanildig1 dogrusal regresyon analizi egim, intersept ve korelasyon katsayilarinin

degerlendirilmesiyle yapildi.

3.7. Kromatografik Yontemler

3.7.1. Kolon Kromatografisi

Antioksidan  aktivite gOsteren ekstreleri fraksiyonlandirmak ve bu
fraksiyonlardan saf maddeler elde etmek amaciyla ii¢ ¢esit dolgu maddesi kullanildi. Bu

dolgu maddeleri silika jel, poliamit ve Sephadex LH-20"dir.

Antioksidan aktivite goOsteren ekstreleri fraksiyonlandirmak igin kolon
kromatografisinde silika jel kullanildi. Ekstreler az miktarda uygun ¢oziiclide ¢oziilerek
adsorban ile karistirildi. Karigim oda sicakliginda kurumaya birakildi. Kuruyan karisim
dibine az miktarda pamuk yerlestirilmis, ekstre miktarina uygun olarak se¢ilmis ve
boyunun 2/3 oraninda silika jel ile doldurulmus kolonun iist kismina paketleme
yontemiyle yerlestirildi. Eliisyona % 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 birlestirildi ve saflagtirma igin
daha kiigiik boyuttaki kolonlarda silika jelin yani sira poliamit ve Sephadex LH-20
adsorban olarak kullanildi.

Antioksidan aktivite gosteren fraksiyonlardan saf madde elde etmek igin
Sephadeks LH-20 iceren kolonlar kullanildi. Bu yontemde karisimin polaritesine gore
iki ¢Oziicii sistemi kullanildi: apolar 6zellik gosteren fraksiyonlar igin hekzan:
kloroform:metanol (7:4:1) ¢oziicii sistemi, polar 6zellik gdsteren fraksiyonlar i¢in ise %
100 metanol kullanildi. Fraksiyonlar kolonda kullanilacak ¢dziicii sisteminde ¢oziilerek
stvi halde Sephadeks LH-20 ile doldurulmus kolonun iist kismindan tatbik edildi.
Eliisyon tek bir ¢oziicii sistemi kullanilarak sonlandirildi. Bazi fraksiyonlar ise

poliamitin adsorban olarak kullanildig1 kolonlarda ayrildi.
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3.7.2. Ince Tabaka Kromatografisi

Ince tabaka kromatografisinde (ITK), silika jel hazir plaklardan (20 x 20 cm)
yararlanildi. Antioksidan aktivite gosteren ekstrelerin kolon kromatografisi ile
ayrilmasiyla elde edilen fraksiyonlarm karsilastirilmasinda ITK plaklar1 kullanilds.

Maddeleri saflagtirmak icin preperatif ince tabaka kromatografisinden yararlanildi.

3.7.3. Gaz Kromatografisi ve Gaz Kromatografisi-Kiitle Spektroskopisi Sartlari

3.7.3.1. GC Calisma Sartlar

M. cilicica’nin aseton ekstresinden elde edilen MCA-11 ve M. juliana’nin petrol
eteri ekstresinden elde edilen MJP 1-3, MJP 4-5, MJP 89 ve MJP 12 fraksiyonlar1 gaz

kromatografisinde bilesenlerine ayirildi.

0 GC Calisma Sartlart

Kolon : DB-1 0.32 um (30 m x 0.25 mm ID)
Dedektor : FID

Tastyic1 gaz : He

Kolon basinci : 100 kPa

Toplam akis hiz1 : 71 mL/dk

Kolon akis hizi :3.23 mL/dk

Sicakliklar

Enjeksiyon :250°C

Kolon (M. juliana igin)

Kolon (M. cilicica igin)

: 100°C’de 5 dk bekletildi ve 4 °C/dk hizla 220°C ye

yiukseltildi. 220°C’de 15 dk bekletildi.

: 50°C’de 5 dk bekletildi ve 5°C/dk hizla 250°C’ye

yiukseltildi, 250°C’de 15 dk bekletildi.

Dedektor :270°C
Split orani :1:20
Enjeksiyon miktar1 :1puL

3.7.3.2. GC/MS Calisma Sartlar1

M. cilicica’nin aseton ekstresinden elde edilen MCA 11 ve M. juliana’nin petrol

eteri ekstresinden elde edilen MJP 1-3, MJP 4-5, MJP 89 ve MJP 12 kodlu

fraksiyonlarm bilesenlerinin belirlenmesi icin Mugla Universitesi Fen-Edebiyat
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Fakiiltesi Kimya Boliimii GC, GC/MS laboratuvarinda bulunan Varian 2100 GC/MS
cihaz1 kullanildi. Bilesenler gaz kromatografisi kolonunda ayrilip iyonlastirildiktan
sonra her birinin tek tek kiitle spektrumlar1 alindi. Bilesenlerin yapilarinin
belirlenmesinde Nist 2005 kiitiiphane verileri ve “Eight Peak Index of Mass Spectra”,
“Monoterpenes” ve “Identification of Essential Oils by Ion Trap Mass Spectroscopy”
adli spektroskopi atlaslar1 kullanildi. Ayrica bilesenlerin alikonulma siireleri géz oniine
alinarak ve kovatz indeks degerleri hesaplanarak yapilarin dogrulugu desteklendi. Buna
ilave olarak ayni sartlarda standart maddeler kolonda vyiiriitildii ve alikonulma

zamanlari ile bilesenler karsilastirildi.

0 GC Calisma Sartlan

Kolon : DB-10.32 pm (30 m x 0.25 mm ID)
Tastyic1 gaz : He (15 psi)

Kolon basinci : 100 kPa

Toplam akis hiz1 : 71 mL/dk

Kolon akis hiz1 : 1.3 mL/dk

Sicaklhiklar

Enjeksiyon :300°C

Kolon (M. juliana i¢in)  : 100°C’de 5 dk bekletildi ve 4°C/dk hizla 220°C’ye
yiikseltildi. 220°C’de 15 dk bekletildi.

Kolon (M. cilicica i¢gin)  : 50°C’de 5 dk bekletildi ve 5°C/dk hizla 250°C’ye
yiikseltildi, 250°C’de 15 dk bekletildi.

Split oran1 :1:30

Enjeksiyon miktar1 :1puL

0 MS Calisma Sartlart
Iyon kaynag: sicaklig : 250°C
Elektron enerjisi : 70eV
Kiitle aralig: : 10600 m/e
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3.7.4. LC/NMR Calisma Sartlar

M. cilicica’nin aseton ekstresinden elde edilen MCA 37-40 kodlu fraksiyonun,
bu fraksiyona % 0,004’liik DPPH’1in CDs;OD’deki ¢ozeltisinin ilave edilmesiyle elde
edilen ¢ozeltinin ve DPPH ¢6zeltisinin LC-NMR kromatogramlari alindi.

0 LC/NMR Calisma Sartlart

Kolon: NUCLEOSIL 100 Cig (250 x 4.6 mm ID; S-5uM)
Dedektdr: UV (280 nm) ve '"H-NMR 300 MHz

Coziicti: CD;0OD ve DO (1:2)

Kolon basmnci: 20 kg/cm®

Kolon akis hizi: 1.00 mL/dk

Enjeksiyon miktar1 : 20 pL

3.7.5. Preparatif HPLC Cahsma Sartlan

M. cilicica ve M. juliana’nin aseton ekstrelerinden elde edilen ve antioksidan
aktivite gosteren MCA 54 ve MJA 54-55 kodlu fraksiyonlar dnce Sephadex LH-20
sonra poliamit iceren kolonlardan gegirilerek fraksiyonlandirildi. Buradan LC-1, LC-2,
LC-3, LC4, LC-5 LC-6 ve LC-7 kodlu ornekler elde edildi. Bu 0&rnekleri
saflagtirmak i¢in preperatif HPLC kullanildi. Preperatif HPLC sartlarn asagida

verilmigtir.

O Preparatif HPLC Calisma Sartlart
Kolon: YMC-ODS-L-80, C;g kolon(250 x 20 mm ID; S—4uM)
Dedektorler: UV ve Refraktif Indeks
(Coziicli: Metanol: Su (1:1)
Kolon basinci: 80 kg/cm?
Toplam akis hizi: 3.00 mL/dk
Kolon akig hizi: 3.00 mL/dk

Enjeksiyon miktari: 3 mL
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3.8. Spektroskopik Yontemler

3.8.1. UV Spektroskopisi

Saf maddeler metanolde c¢oziilerek kore karst 200-500 nm dalga boylar
arasinda UV spektrumlar1 alindi. Flavonoitlerin yapilarinin belirlenmesinde kayma

belirtecleri kullanilarak spektrumlari alindi.

3.8.2. Kayma Belirtecleri ile Flavonoitlerin UV Spektrumlarinin Alinmasi

UV spektrumu alinacak flavonoitin absorbsiyon bantlarinin 0,600 ile 0,800
arasinda absorbans degelerini verebilmesi i¢in metanol ile flavonoidin 35 ppm’lik stok

¢ozeltisi hazirlandi'®.

3.8.2.1. Sodyum Metoksit (NaOCHj;) Belirteci Ile UV Spektrumunun Alinmasi

Flavonoitin stok ¢ozeltisinden 3 mL alinarak kore kars1 dakikada 50 nm okuma
hizt ile UV spektrumu alindi. Metanolde alinan spektrumu, dalga boylarinin
dogrulugunu belirlemek i¢in dakikada 10 nm okuyarak diisiik tarama hizinda tekrar
alindi. Bu ¢ozeltinin {lizerine sodyum metoksit stok ¢ozeltisinden 3—5 damla ilave edilir
edilmez hemen UV spektrumu alindi. 5 dakika sonra flavonoitin bozulup bozulmadigini

anlamak icin tekrar Sl¢iim yapildi'>.

3.8.2.2. Aliiminyum Kloriir/Hidrojen Kloriir (AICI/HCI) Belirteci Ile UV

Spektrumunun Alinmasi

Flavonoitin stok c¢ozeltisinden 3 mL alinarak koére karst metanol spektrumu
alindi. Alti damla aliiminyum kloriir ¢6zeltisi eklendikten hemen sonra yeniden
spektrum alindi. Bazi izoflavonlarin ve dihidroflavonollerin AICI; reaktifi ile en iyi
etkiyi yapabilmesi icin 1 dakika gibi zamana ihtiya¢ oldugundan 1 dakika sonra tekrar
spektrum alindi. Daha sonra flavonoit ve AlICl; igeren ¢ozeltiye seyreltik HCl’den 3-5

damla eklenerek UV spektrumu alindi'*.
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3.8.2.3. Sodyum Asetat/Borik Asit (NaOAc/H3;BO3) Belirteci ile UV Spektrumunun

Alinmasi

Flavonoitin stok ¢ozeltisinden 3 mL alinarak kore karsi metanol spektrumu
alindi. Bu ¢ozeltiye sodyum asetatin asirist toz halinde eklendi ve yaklagik 2 dakika
sonra spektrum alindi. Bes dakika sonra, bozunmanin olup olmadigini anlamak igin
yeniden spektrum alindi. Bu ¢ozeltiye susuz borik asit ilave edildikten sonra UV

spektrumu alindi'*,

3.8.3. NMR Spektroskopisi

Kromatografik yontemlerle saflastirilan bilesiklerin H NMR, B NMR, DEPT,
COSY, HMBC, HMQC spektrumlari alindi. Referans olarak tetrametilsilan (TMS) ve
¢cOziici  olarak  doterokloroform  (CDCls),  ddterometanol  (CDs;OD)  ve
déterodimetilsiilfoksit (CD3;SOCD;3) kullanilda.

3.8.4. Kiitle Spektroskopisi

Elektron impact (EI) ve hizli atom bombardimani-kiitle spektroskopisi

(FAB®MS) yontemleri kullanilarak saf maddelerin spektrumlart alindi.

3.8.5. X-Isinlar Spektroskopisi

Kristal halde elde edilen saf bilesigin X-Ray’i alindi.
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4. BULGULAR

Bu tez calismasinda, M. cilicica ve M. juliana’dan hazirlanan (MCP, MCA,
MCM, MJP, MJA, MJM) ekstrelerin antioksidan aktivite tayinleri, f-karoten renk
acilim metodu, DPPH serbest radikali giderim aktivitesi ve siiperoksit anyon radikali
giderim aktivitesi yontemleriyle yapildi. Ayrica tiim ekstrelerin toplam fenolik ve
toplam flavonoit miktarlart da sirasiyla pirokatekol ve kersetine esdeger olarak

belirlendi.

M. cilicica’nin petrol eteri, aseton ve metanol ekstrelerinin antioksidan
aktiviteleri ilk kez bu ¢alismada incelendi. M. juliana’nin ise toprakiistii kisimlarindan
hazirlanan metanol ekstresinin antioksidan aktivitesinin Couladis ve ark. tarafindan
belirlendigi tespit edildi*’. M. juliana’nim petrol eteri ve aseton ekstrelerinin antioksidan

aktiviteleri ilk kez bu tez ¢alismasinda belirlendi.

4.1. Ekstrelerin Antioksidan Aktivite Sonuclari
4.1.1. p-Karoten Renk A¢ilim Yontemi Sonuclari

M. cilicica ve M. juliana bitkilerinden hazirlanan ekstrelerin toplam antioksidan
aktiviteleri f-karoten renk acilim yontemine gore dort farkli konsantrasyonda (10, 25,
50, 100 pg/mL) yapildi. Antioksidan aktivite karsilagtirmalarinda standart olarak BHT,
a-tokoferol ve kersetin kullanildi. f-karoten renk acilim yonteminde M. cilicica’nin
aseton ekstresinin, M. juliana’nin petrol eteri ve aseton ekstrelerinin BHT ve o-

tokoferolden daha yiiksek aktivite gosterdigi belirlendi (Sekil 4.1).
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Sekil 4-1: M. cilicica ve M. juliana’dan Hazirlanan Ekstrelerin fKaroten Renk Acilim
Yontemi ile Toplam Antioksidan Aktivitesi (Antioksidan aktivite sonuclari 3
paralel testin ortalamasidir. Sonuglar Student-¢ testine gore % 95 giiven sinirlar iginde
bulundu).

4.1.2. DPPH Serbest Radikali Giderim Aktivitesi Sonuc¢lari

M. cilicica ve M. juliana’dan hazirlanan ekstrelerin DPPH serbest radikali
giderim aktivitesi li¢ farkli konsantrasyonda (25, 50, 100 ng/mL) tayin edildi. Standart
olarak kullanilan BHT ve o-tokoferole gore aktivite karsilastirmalari yapildi. Bu
yontemde, M. cilicica’nin aseton ve metanol ekstrelerinin aktivitelerinin hemen hemen
aynt oldugu, ancak BHT ve o-tokoferolden daha diisiik etkiye sahip oldugu, M.
Jjuliana’nin metanol ekstresinin aktivitesinin diger ekstrelerden daha yiiksek oldugu ve

100 ng/mL’de BHT ve a-tokoferol ile ayni aktiviteyi gosterdigi tespit edildi (Sekil 4.2).
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Sekil 4-2: M. cilicica ve M. juliana’dan Hazirlanan Ekstrelerin DPPH Serbest Radikali
Giderim Aktivitesi (Antioksidan aktivite sonuglar1 3 paralel testin ortalamasidir.
Sonuglar Student-f testine gore % 95 giiven sinirlart i¢inde bulundu).

4.1.3. Siiperoksit Anyon Radikali Giderim Aktivitesi Sonu¢lari

M. cilicica ve M. juliana’dan hazirlanan ekstrelerin siiperoksit anyon radikal
giderim aktiviteleri, NADH-PMS-NBT yo6ntemine gore ti¢ farkli konsantrasyonda (25,
50, 100 pg/mL) belirlendi. Standart olarak askorbik asit ve kersetin kullanildi. Bu
yontemde, M. cilicica’nin aseton ve metanol ekstreleri ile M. juliana’nin metanol
ekstresinin diger ekstrelerden daha yiiksek aktivite gosterdikleri ancak higbir ekstrenin
askorbik asit ve kersetin kadar aktivite gostermedigi belirlendi (Sekil 4.3). Ayrica her

iki bitkinin petrol eteri ekstrelerinin siiperoksit anyon radikalini hi¢ gidermedikleri

tespit edildi.
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Sekil 4-3: M. cilicica ve M. juliana’dan Hazirlanan Ekstrelerin O, Anyon Radikali
Giderim Aktivitesi (Antioksidan aktivite sonuglar1 3 paralel testin ortalamasidir.
Sonuglar Student-¢ testine gore % 95 giiven siirlart i¢inde bulundu).

4.1.4. Toplam Fenolik ve Toplam Flavonoit Miktar Tayinleri Sonuclar:

Tim ekstrelerin toplam fenolik ve toplam flavonoit miktarlar1 sirasiyla
pirokatekol ve kersetine esdeger olarak belirlendi. M. cilicica’nin toplam fenolik ve
flavonoit miktarlar1 agisindan en zengin ekstresinin aseton ekstresi (MCA), M.
juliana’da toplam fenolik miktar1 agisindan metanol ekstresinin (MJM) daha zengin,

toplam flavonoit miktar1 yoniinden ise en zengin ekstrenin aseton ekstresi (MJA) oldugu

tespit edildi (Sekil 4.4).
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Sekil 4-4: M. cilicica ve M. juliana’dan Hazirlanan Ekstrelerin Toplam Fenolik ve Toplam
Flavonoit Miktarlar (PEs: Pirokatekole Esdeger; QEs: Kersetine Esdeger. Sonuglar
3 paralel testin ortalamasidir. Sonucglar Student-¢ testine gore % 95 giiven sinirlar
i¢inde bulundu)

4.2. M. cilicica’dan Elde Edilen Sonuclar

M. cilicica’nin aseton ve metanol ekstreleri f~karoten renk ag¢ilim, DPPH serbest
radikali giderim ve siliperoksit anyon radikali giderim yoOntemlerinde benzer aktivite
gosterirken tiim yontemlerde petrol eteri ekstresi diger iki ekstreden daha diisiik etki
gosterdi. Hem toplam fenolik hem de toplam flavonoit miktar1 bakimindan M.
cilicica’nin aseton ekstresinin petrol eteri ve metanol ekstrelerinden daha yiiksek oldugu
tespit edildi. Bu sonuglar dogrultusunda M. cilicica’nin aseton ekstresinden saf madde

elde edilmesi yoluna gidildi.
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4.2.1.1. M. cilicica’nin Aseton Ekstresinin (MCA) Fraksiyonlandirilmasi

MCA silika jel iceren kolonda fraksiyonlandirildi. Eliisyona % 100 petrol eteri
ile basland1 ve eliisyona % 5 ¢0ziicii polaritesi arttirilarak sirasiyla kloroform, aseton ve
metanol ile devam edildi, % 100 metanole ulasilinca eliisyon tamamlandi. ITK ile

benzer fraksiyonlar birlestirildi. Toplam 24 fraksiyon elde edildi (Tablo 4.1).

Tablo 4-1: MCA’dan Elde Edilen Fraksiyonlarin Kodlar1 ve % Verimleri

Fraksiyon Miktari % Fraksiyon Miktari %
Adi (mg) Verim Adi (mg) Verim
1 MCA 1-8 2996,10 13,36 13 MCA 36 953,40 4,25
2 MCA9-10 183,60 0,82 14 MCA 37-38 883,10 3,94
3 MCAl 140,10 0,62 15 MCA 39-40 841,40 3,75
4 MCA 12-16 1782,50 7,95 16 MCA 41-42 741,20 3,30
5 MCA 1720 1373,60 6,12 17 MCA 43-44 411,90 1,84
6 MCA 21-25 1916,30 8,54 18 MCA 45-46 175,80 0,78
7 MCA 26-28 2900,30 12,93 19 MCA 4749 668,90 2,98
8 MCA 29 680,10 3,03 20 MCA 50-51 242,40 1,08
9 MCA 30-32 363,90 1,62 21 MCA 52-53 679,60 3,03
10 MCA 33 220,80 0,98 22 MCA 54 227,60 1,01
11 MCA 34 153,30 0,68 23 MCA 5SS 1599,90 7,13
12 MCA 35 91,50 0,41 24 MCA 56-57 1341,10 5,98

4.2.1.2. MCA Fraksiyonlarimin Antioksidan Aktivite Sonuclari

MCA’dan elde edilen 24 fraksiyonun antioksidan aktivitesi, DPPH serbest
radikali giderim aktivitesine gore standart olarak BHT kullanilarak belirlendi (Sekil

4.5). Ayrica fraksiyonlarm toplam fenolik ve toplam flavonoit miktarlar1 da tayin edildi.
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Bu yontemde MCA 37-40 en aktif, MCA 54 ikinci aktif ve MCA 11 iigilincii
aktif fraksiyon olarak belirlendi.

@ Toplam Fenolik Miktar (ug PEs/mg ekstre) @ Toplam Flavonoit Miktari (ug QEs/mg ekstre)

160

140

120

100

80 -
60
40
20
0

Fenolik & Flavonoit Miktar

MCA

MCA 1-8
MCA 9-10
MCA 11
MCA 12-16 }
MCA 17-20 §
MCA 21-25
MCA 29
MCA 30-32 §
MCA 33
MCA 34
MCA 35
MCA 36
MCA37-40 §
MCA 41-42 §
MCA 43-44
MCA 45-46 §
MCA 47-49 §
MCA 50-51 §
MCA 52-53 §
MCA 54
MCA 55
MCA 56-57 §

Sekil 4-6: MCA Fraksiyonlarmin Toplam Fenolik ve Toplam Flavonoit Miktarlar
[A: Birinci Aktif Fraksiyon (MCA 37-40); B: ikinci Aktif Fraksiyon (MCA 54); C:
Uciincii Aktif Fraksiyon (MCA 11)]

Sekil 4.6’da MCA fraksiyonlarinin pirokatekole esdeger toplam fenolik ve
kersetine esdeger toplam flavonoit miktarlar1 verildi. Fraksiyonlarin DPPH serbest
radikali giderme potansiyelleri toplam fenolik miktar1 ile dogrudan iliskilidir. DPPH
serbest radikalini gidermede en aktif fraksiyon olan MCA 37-40’m hem toplam fenolik
hem de toplam flavonoit miktar1 agisindan en zengin fraksiyon oldugu belirlendi. Ikinci
aktif fraksiyon olan MCA 54’iin toplam fenolik miktar1 agisindan zengin oldugu ama
toplam flavonoit miktar1 agisindan MCA 37-40 kadar zengin olmadig: tespit edildi.
Ucgiincii aktif fraksiyon olan MCA 11’in ise toplam fenolik miktar1 agisindan zengin
oldugu, toplam flavonoit miktar1 agisindan oldukca fakir oldugu saptandi. DPPH serbest
radikali giderim aktivitesi sonuglarini destekleyen bu iki tayin ile MCA 37-40, MCA 54
ve MCA 11°den madde saflagtirilmas1 yoluna gidildi.
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4.2.1.3. Birinci Aktif Fraksiyonun (MCA 37-40) LC-NMR Sonucu

MCA 37-40, LC-NMR cihazinda boliim 3.8.4°de verilen sartlarda analiz edildi.
Bu calismada LC-NMR'a ii¢ 6rnek verildi ve her bir 6rnegin kromatogrami alindi:
bunlardan ilki sadece DPPH iceren ¢ozelti (I), ikincisi MCA 3740 (i), tigiinciisii ise
DPPH c¢ozeltisinin MCA 37-40’a ilave edilmesiyle elde edilen ¢ozeltidir (I1). (Ii.)
Kromatogramin 25 ile 27,5. dakikasi arasinda izlenen baz1 piklerin, (III.)
kromatogramda kayboldugu belirlendi (Sekil 4.7). Boylece, kaybolan piklerin DPPH

serbest radikalini gideren antioksidan 6zellikteki maddelere ait oldugu saptandi.

Antioksidan etkiye sahip maddeleri saflastirmak icin MCA 37-40 (1,72 g)
hekzan:kloroform:metanol (7:4:1) ¢Oziicii sisteminde ¢oziilerek Sephadex LH-20 ile
doldurulmus kolona siv1 olarak tatbik edildi. Ayn1 ¢oziicii sistemi kullanilarak eliisyon
yapildi. Benzer fraksiyonlar ITK yapilarak birlestirildi. Sonuc olarak MC—1, MC-2,
MC-3 ve MC—4 kodlu 4 saf madde elde edildi, bu maddelerin yapilar1 spektroskopik

yontemler kullanilarak aydinlatildi.

Sekil 4.7°de verilen kromatogramda 1 numara ile gosterilen ve 25,5. dakikada
gelen bilesigin MC-4 (izomukronulatol), 2 numara ile gosterilen ve 25,7. dakikada
gelen bilesigin MC-3 (sudachitin), 3 numara ile gosterilen ve 27,2. dakikada gelen
bilesigin MC-2 (izotimonin 4'-metil eter) oldugu tespit edildi.
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4.2.1.4. Birinci Aktif Fraksiyondan (MCA 37-40) Elde Edilen Saf Maddelerin Yap1
Tayinleri

*,

» MC-1 = Ursolik Asit

29

30

Sekil 4-8: Ursolik Asit

Beyaz renkli olan MC-1 bilesigi amorf halde elde edildi. Silikajel plakta UV

lamba (254 nm) altinda goriilmeyen bilesik serik siilfat belirteci piiskiirtiiliip
yakildiginda (105°C) erguvan renk aldi.

UV spektrumunda (MeOH) 207 nm’de absorbsiyon verdi (Sekil 4.9).

'H-NMR spektrumunda (CDCl;+CD;0D, 400 MHz) (Sekil 4.10); 6 0.65 (3H, s,
H-23), 0.69 (3H, s, H-24), 0.96 (3H, s, H-25), 0.85 (3H, s, H-26), 1.14 (3H, s, H-27),
ve 0.97 (6H, d, J= 7.0 Hz, H-29 ve H-30)’de 7 metil piki izlendi. 3.07 ppm’de (1H, dd,
J =5.0; 10.0 Hz) hidroksil grubuna komsu proton (H-3), 5.11 ppm’de (1H, ¢, J = 4.0
Hz) vinilik proton (H-12) pikleri goriildii.

UV, 'H- ve "C-NMR (Sekil 4.11), DEPT 135 (Sekil 4.12) spektrumlar
degerlendirildiginde MC—1 bilesiginin triterpenik asit oldugu tespit edildi. Cifte bagin

yeri kiitle spektrumu ile belirlendi.

Kiitle spektrumunda (EI-MS) (Sekil 4.13), m/z 456 [M]" piki C30H4303 yapisini
belirtti. Retro-Diels-Alder boliinmesi m/z 248°deki piki verdi, bu da ¢ifte bagin C-12°de
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oldugunu, 203 [248-COOH]" piki ise karboksil grubunun C-17’de bulundugunu

gosterdi.

ITK’de standart madde ile ve literatiirde verilen spektral degerler ile
karsilagtirildiginda MC-1 bilesiginin ursolik asit (Sekil 4.8) (8.0 mg) oldugu

belirlendi''®.

2500,

T

1.000-

0,000

1 \
2000 3000 400,0 5000
Wavelength [nm.)

Sekil 4-9: Ursolik Asit’in UV Spektrumu
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< MC-2 = Izotimonin 4'-metil eter (5,8-Dihidroksi-6,7,3',4'-tetrametoksi -

flavon)

Sekil 4-14: izotimonin 4'-metil eter

Sar1 renkli olan MC-2 bilesigi amorf halde elde edildi.

Silikajel plakta UV lamba (254 nm) altinda koyu mor goriilen MC-2 bilesigi,
serik stilfat belirteci piiskiirtiiliip yakildiginda (105°C) koyu sar1 bir renk aldi.

MC-2’nin EI-MS spektrumunda (Sekil 4.21) m/z 374’de izlenen [M]" piki
Ci9H,30s kapal1 formiiliinii verdi. MC-2 bilesigi seliiloz plaga tatbik edilip % 30’luk
CH;COOH ¢ozeltisinde yiiriitiildii. Seliiloz plakta MC-2’ye ait lekenin UV lamba (366
nm) altinda incelendiginde mor, NH; buharma tutulup incelendiginde mor ve NA
belirteci piiskiirtiildiiglinde mor renkte goriilmesi C-5 konumunda —OH ve C-3', C-4'

konumlarinda -OCHj3; gruplarinin bulunabilecegini gosterdi.

Metanol iginde alinan UV spektrumunda Bant I 340 nm, Bant IT 291 nm’de
izlendi. Birka¢ damla NaOCHj ilavesi ile alinan spektrumdaki Bant I’in orijinal Bant I’e
gore siddetinin fazla olmasi ve 10 nm kadar kisa dalga boyuna kaymas1 (330 nm) C-
4”{inde -OCHj3 grubunun bulundugunu gosterdi. Ayrica NaOCHj ilavesiyle alinan

spektrumda Bant III’{in goriilmemesi C-7’de siibstitiient oldugunu diisiindiirdii.

MC-2’nin metanoldeki ¢ozeltisine AICIl; eklenerek spektrum alindiktan sonra
HCI ilavesiyle alinan spektrumdaki Bant I’de, orijinal Bant I’e gore 25 nm’lik kayma

(365 nm) gozlenmesi C-6’da —OCHj3 grubunun bulundugunu gdsterdi.

MC-2’nin metanoldeki ¢ozeltisine NaOAc’in asirist ilave edilerek alinan
spektrumdaki Bant I, NaOCHj3 ile alinan spektrumdaki Bant I’e yakin ¢iktig1 i¢in C—

7°’de —OCH3 grubunun bulundugu kesin olarak belirlendi. Daha sonra ayni ¢ozeltiye
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H;BOs; ilave edilerek alinan spektrumda Bant I’in, orijinal Bant I ile yaklasik ayni
kaymay1 gostermesi C-3' konumunda —OCHj3; grubunun oldugunu gosterdi. Kayma

belirtecleri ile alinan UV spektrumlar Sekil 4.15°de verildi.

BC-NMR (150 MHz, CDCly) (Sekil 4.17) ve DEPT 135 (Sekil 4.18)
spektrumlart degerlendirildiginde MC-2’nin 4 metil, 4 metin ve 11 katerner karbon

olmak tizere toplam 19 karbon igerdigi belirlendi.

'H-NMR spektrumunda (600 MHz, CDCls) (Sekil 4.16); ¢ 3.96 (3H, s), 0 3.97
(3H, s), 0 3.98 (3H, s) ve ¢ 4.12 (3H, s)’de izlenen sinyaller molekiilde dort metoksi
grubunun varhigini belirtti. UV kayma belirtecleri ile alinan spektrumlara bakilarak bu
metoksi gruplarindan ikisinin A halkasinda C-6 ve C-7’de diger ikisinin de B
halkasinda C-3" ve C-4’ konumlarinda bulundugu belirlendi. 6.99 ppm’de (1H, d, J =
8.4 Hz) H-5', 0 7.41°de (1H, d, J = 1.8 Hz) H-2" ve 7.57 ppm’de (1H, dd, J = 1.9; 8.4
Hz) H-6"nin izlenmesi ile metoksi gruplarinin yerleri kesin olarak belirlendi. 6.60
ppm’deki (1H, s) pik H-3 protonunu, 12.34 ppm’de (1H, s) izlenen pik C-5’deki OH
grubuyla C-4’deki karbonil grubunun molekiil ici hidrojen bag: yaptigim gésterdi. 'H-
NMR’da H-8e ait sinyal goriilmemesi ve >C-NMR’da 132.9 ppm’de izlenen katerner
karbonun varligi, ayrica kiitle spektrumunda (Sekil 4.21) bilesigin molekiil agirliginin

374 olarak ¢ikmasindan dolay1 C-8’de -OH grubunun oldugu belirlendi.

MC—2nin yapist UV, '"H- ve C-NMR, DEPT 135, HMQC, HMBC ve kiitle
yontemleri kullanilarak belirlendi. MC-2’ye ait C-NMR ile énemli HMQC (Sekil
4.19) ve HMBC (Sekil 4.20) degerleri Tablo 4.2°de verilmektedir.

Sentezi ilk defa 1948 yilinda Murti ve Seshadri'™ tarafindan yapilan MC-2
bilesiginin spektral degerleri literatiirdeki degerler ile karsilastirildi ve yapisi izotimonin
4'-metil eter (5,8-dihidroksi—6,7,3',4'-tetrametoksiflavon) (1.1 mg) (Sekil 4.14) olarak

131

tespit edildi ”. Literatiir ¢aligmalar1 sonucu bu bilesigin dogadan ilk defa elde edildigi

belirlendi.
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Tablo 4-2: MCA-2’nin “C- NMR, HMQC ve HMBC Degerleri

Pozisyon BC-NMR HMQC HMBC
2 164,1 H-2', H-6'
3 103,8 H-3
4 182,9
5 149,2
6 133,2 6-OCHs;, Hidrojen bag1
7 146,3 7-OCH;
8 132,9
9 142,2 Hidrojen bag1
10 106,7 Hidrojen bagi
1 123,9 H-5'
2’ 108,8 H-2' H-6'
3 1494 H-2', H-5', 3'-OCH;
4’ 152,4 H-2', H-5', H-6, 4'-OCHj;
5’ 111,3 H-5'
6’ 120,1 H-6' H-2'
3’-OCH; 56,1 3'-OCH;
4'-OCH; 56,0 4'-OCH;
6-OCH; 62,1 6-OCH;
7-OCH; 61,5 7-OCH;
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AlCl; : 241sh, 260sh, 305, 375
AICI;/HCl  : 240sh, 259sh, 303, 320sh, 365
NaOAc : 292,337

NaOAc/H3BOs: 295, 310sh, 337

1 : :
| —— = MeOH Spektrumu
I = NaAc Spektrumu

\ | ----=NaAc/H3;BO; Spektrumu

Wareergt (i)

NaOAc/H3;BO; Spektrumu
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Sekil 4-15: Izotimonin 4'-metil eter’in Kayma Belirtecleriyle Alinan UV Spektrumlari
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Sekil 4-19: izotimonin 4'—metil eter’in HMQC Spektrumu (CDCl5)
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% MC-3 = Sudachitin (5,7,4'-Trihidroksi—6,8,3'-trimetoksiflavon)

Sekil 4-22: Sudachitin

Sar1 renkli olan MC-3 bilesigi amorf halde elde edildi.

Silikajel plakta UV lamba (254 nm) altinda koyu mor goriilen bilesik serik stilfat
belirteci piiskiirtiiliip yakildiginda (105°C) koyu sar1 bir renk ald1.

MC-3iin yap1 tayininde UV, 'H- ve *C-NMR, DEPT 135, HMQC, HMBC ve
Kiitle yontemleri kullanildi. MC-3 bilesigi seliiloz plaga tatbik edilip % 30’luk
CH3COOH sisteminde yiiriitiildii. Plaktaki lekenin UV lamba (366 nm) altinda
incelendiginde koyu mor, NHj3 buharina tutulup incelendiginde sar1 ve NA belirteci
puskiirtiiliip UV 15181 altinda incelendiginde sar1 renkte goriilmesi C-5 ve C-4'
konumlarinda —OH grubunun, C-3’ konumunda —OCHj; grubunun bulunabilecegini

gosterdi .

Metanolde alinan UV spektrumunda Bant I 344 nm, Bant II 291 nm’de izlendi.
Birka¢ damla NaOCH3 ilavesi ile alinan spektrumdaki Bant I’in siddeti orijinal Bant
I’den fazla oldugu ve 50 nm kayma (394 nm) gosterdigi i¢in C-4"{inde —OH grubunun
oldugu anlagildi. NaOCHj; spektrumunda Bant 111 gézlendigi i¢in C-7’de —OH grubunun

bulundugu diisiiniildi.

MC-3"lin metanoldeki ¢ozeltisine once AICI; eklendi, sonra HCI ilave edildi.
AICI3/HCI spektrumundaki Bant I’de, orijinal Bant I’e gore 24 nm’lik kayma (368 nm)

gozlenmesi C-6’da —OCH3; grubunun bulundugunu gosterdi.
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NaOAc/H3;BOj ile alinan spektrumda Bant II, orijinal Bant II ile yaklasik olarak
ayn1 kaymay1 gosterdiginden ve NaOCH3 ile alinan spektrumda Bant III izlendiginden
C-7de —OH grubunun bulundugu belirlendi. Bu spektrumdaki Bant I, orijinal
spektrumdaki Bant I ile ayn1 kaymayr gosterdiginden C-3"de —OCHj3; grubunun
olabilecegi diigiiniildii. Kayma belirtegleri ile alinan UV spektrumlar1 Sekil 4.23’de

verildi.

'H-NMR (500 MHz, CDCls) spektrumunda (Sekil 4.24); 6 3.98 (3H, s), 0 3.99
(3H, s) ve 0 4.12 (3H, s)’de izlenen pikler ii¢ metoksi grubunun varligini belirtti. UV
kayma belirtecleri ile alinan spektrumlara bakilarak bu metoksi gruplarindan birinin A
halkasinda C-6’da bulundugu, bir digerinin B halkasinda C-3’ konumunda bulundugu
tespit edildi. 7.03 ppm’de (1H, d, J = 8.3 Hz) H-5', 7.39 ppm’de (1H, d, J = 1.8 Hz) H-
2" ve 7.52 ppm’de (1H, dd, J = 1.8; 8.4 Hz) H-6' izlendi. J 6.68 (1H, s) piki H-3
protonunu, 12.34 ppm’de (1H, s) izlenen pik C-5’deki OH grubuyla C-4’deki karbonil
grubunun molekiil ici hidrojen bagi yaptigim gosterdi. 'H-NMR’da H-8’¢ ait pikin
goriilmemesi, C-NMR, HMQC ve kiitle spektrumlar birlikte degerlendirildiginde C-
8’de —OCHj; grubunun bulundugu belirlendi. 5.44 ppm’de 4’-OH ve 5.99 ppm’de 7-OH

sinyalleri izlendi.

PC-NMR (100 MHz, CDCl;) (Sekil 4.25) ve DEPT 135 (Sekil 4.26)
spektrumlar birlikte degerlendirildiginde 3 metil, 4 metin, ve 11 katerner karbon olmak
{izere molekiiliin toplam 18 karbon icerdigi belirlendi. MC-3"¢ ait *C-NMR degerleri
ile dGnemli HMBC ve HMQC degerleri Tablo 4.3’de verildi.

Molekiiliin EI-MS spektrumunda (Sekil 4. 29) m/z 360°da [M]" piki (CisH;605)
izlendi. MC-3iin spektral degerleri literatiirdeki degerlerle karsilastirildiginda'* bu
bilesigin sudachitin (mentocubanon; 5,7,4'-trihidroksi-6,8,3'-trimetoksiflavon) (12,1

mg) oldugu ve Micromeria tiirlerinden ilk defa elde edildigi tespit edildi (Sekil 4. 22).



Tablo 4-3: MCA-3’iin *C- NMR, HMQC ve HMBC Degerleri
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Pozisyon

6-OCH;
8-OCH;

3'-OCH;

BC.NMR

164,2
103,7
182,9
149,2
133,3
149,4
130,2
146,7
106,7
123,6
108,4
146,9
1494
115,1
120,8
62,1

61,5

56,1

HMQC HMBC

H-3, H-2', H-6'

H-3

6-OCH3;, Hidrojen bagi

8-OCH;
Hidrojen bag1
Hidrojen bagi
H-3, H-5'
H-2' H-3, H-6'

H-2', H-5', H-6', 3'-OCH3;

H-5'

H-6' H-2'
6-OCH;
8-OCHjs

3'-OCH;




— = MeOH Spektrumu
= NaOCHj; Spektrumu

Wavskrghiom,)

NaOCH; Spektrumu

il

— = MeOH Spektrumu
= AICl; Spektrumu
- - - - = AIC1;/HCI Spektrumu

Wavalerghfom.)

AICI:/HCI Spektrumu

96

UV Kayma Degerleri (Amax, nNm):

MeOH : 255sh, 291, 344
NaOCH; : 268sh, 330sh, 394
AICl3 1262, 305, 380
AICIz;/HCI 1262, 305, 368
NaOAc : 255sh, 291, 348, 407
NaOAc/H3;BO;3 : 295, 311, 339
i 1
] —— = MeOH Spektrumu
= NaAc Spektrumu
| ----=NaAc/H3BO; Spektrumu
|
‘:‘\)
|
1
E m
i
a

i
Wavelengh (nm)]

NaOAc/H3;BO; Spektrumu

Sekil 4-23: Sudachitin’in Kayma Belirtec¢leriyle Alinan UV Spektrumlari
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Sekil 4-28: Sudachitin’in HMBC Spektrumu (CDCly)



102

(SIN-TA) nwnappds apny UL unpiyaepns 67— [MPS

LT9 uwne.-%

SPE

Lt

00g 0st

et
€8E oo

9IE zo0¢ ¥8T

B¥T

SLT =LA

61T

0s L

-0T

8TITSIIN :DLL SA%00T ‘SpE z/m :aseg
07 :ueds




103

% MC—4 =1zomukronulatol (7,2'-Dihidroki-3',4'-dimetoksiizoflavan)

HO @)

Sekil 4-30: izomukronulatol

Acik sar1 renkli olan MC—4 bilesigi kristal halde elde edildi (E.D.= 152°C). MC-
4 bilesigine ait X-Ray spektrumu Sekil 4.34’de verildi.

Silikajel plakta UV lamba (254 nm) altinda parlak mavi goriilen bilesik serik
stilfat belirteci puskiirtiiliip yakildiginda (105°C) koyu sar1 bir renk ald.

EI-MS spektrumunda (Sekil 4.33) molekiiler iyon piki m/z 302 [M]" olarak

izlendi ve bilesigin kapali formiilii C,7H;30s olarak belirlendi .

Metanolde alinan UV spektrumunda (Sekil 4.31) Bant I 290 nm, Bant II 280

nm’de gozlendi.

'H-NMR (300 MHz, CDCl5+CD;0D) spektrumunda (Sekil 4.32); 6 3.71 (3H, s)
ve 0 3.68 (3H, s)’de izlenen pikler iki metoksi grubunun varligini belirtti. 6.75 ppm’de
(1H, d, J= 8.2 Hz) H-5, 6.24 ppm’de (1H, dd, J = 2.3; 8.2 Hz) H-6 ve 6.17 ppm’de (1H,
d,J = 2.3 Hz) H-8 izlendi. B halkasina ait aromatik sinyaller ¢ 6.28 (1H, d, J = 8.6 Hz)
H-5"ve 6 6.62°de (1H, d, J = 8.6 Hz) H-6' goriildii. 3.87 ppm’de (1H, ¢, /= 10.1 Hz) H-
2a ve 0 4.16°de (1H, dg, J = 1.6; 10.3 Hz) H-24 protonlari, 2.72 ppm’de (1H, dd, J=
5.1; 15.6 Hz) H-4a ve 2.82 ppm’de (1H, dd, J =10.3; 15.6 Hz) H-4/ izlendi. 3.37

ppm’de (1H, m) izlenen sinyal H-3 4 protonuna aittir'**'>*,

MC-4’tin yapist X-Ray (Sekil 4.34) ile kesinlestirildi. Spektral degerleri

literatiirdeki !>

(astraisoflavan; 7,2'-dihidroksi-3',4'-dimetoksiizoflavan) (Sekil 4.30) (1,3 mg) olarak

degerlerle uyum gosteren MC-4’lin  yapisi izomukronulatol

belirlendi ve Micromeria tiirlerinden ilk kez elde edildigi tespit edildi.
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Crystal data and structure refinement for mca.00l.

Identification code
Empirical formula

Formula weight

Temperature

Wavelength

Crystal system, space group

Unit cell dimensions

Volume

Z, Calculated density
Absorption coefficient

F(000)

Crystal size

Theta range for data collection
Limiting indices

Reflections collected / unique
Completeness to theta = 25.00
Absorption correction

Max. and min. transmission
Refinement method

Data / restraints / parameters
Goodness-of-fit on F°2

Final R indices [I>2sigma(I)]
R indices (all data)

Absolute structure parameter

Largest diff. peak and hole

mca.001

€17 H18 @5
302.31
293(2) K
0.71073 A
Monocliniec, P2(1)
8.9147(19) A alpha

8.7063(19) A beta
9.633(2) A

oo
monou

gamma = ;0 deg.
744 .3(3) A3

2, 1.349 Mg/m"3

0.099 mm™-1

320

0.4%9 x 0.14 x 0.04 mm

2.12 to 25.00 deg.

-9<=h<=10, -10<=k<=10, -1ll<=1<=9
3941 / 2483 [R(int) = 0.0217]
99.7 %

None

0.9960 and 0.9530

Full-matrix least-squares on F~2

2483 / 1 / 199

1.0590
Rl = 0.0465, wR2 = 0.0891
R1 = 0.0577, wR2 = 0.0958

2 . I (L3

0.167 and -0.122 e.A"-3

90 deg.
95.459(4) deg
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Bond lengths

[A]

and angles [deg]

for mca.00l.

110

0(1l)-C(8)
O({1)-€(1)
0(2)-C(6)

O (2)-H(2A)
0(3)-c(1l)
0(3)-H(3A)

O (&) -(de)
o(4)-Cc(17)
O(5)-C(13)
0(5)-C(18)

@ CLY—=EN2 )
C(1)-H(1A)

€ (1) -H (1B}
€(2)-E(3]

@ (2) ~TL0)
Cc(2)-H(2B)

e (3) -T(9)
c{3) -H(3 )

€ (3) =H(3
C(4)-C(5 )
C(4)-C(9
C(4)-H(4A

€15) C(6)

¢ {5) ~HA5 )
C(6)-C(7
C(7)-C(8 )
C(7) -H(7R)
c(8)-C(9)
e(1a)y-{11)
e(1e)—~{15)
9 W 0 o )
c(12)-=ag{I13)
C(13)-C(14)
C(14)-C(15)
AL =HI(14A)
C(15)-H(15A4)
C(16)-H(1l6AR)
C(16)-H(16B)
C(16)-H(16C)
C(17)-H(17A)
C(17)-H(17B)
C(17) -H{17C)
i8] -6 {1 =C(.
C(6)-0(2)-H(2
C(11)-0(3)-H(
Cit12) 4] =g {
C(13)-0(5)-C(
@i(1) =€ (L) =C(2
O{1) =@ (1) =thil
C(2) =@ [ 1) =H:{1
O(1) - (1) -H(1
c(2) ~C (1) ~H {1
H(1A)-C(1)-H(
C(1l)-C(2)-C(3
Ciil) =€ [2) =L

o~ P~

o~’§;mtn:ﬂw~«r4yiu)p~v

~—

——

—

109
1 B
115
i i 1 7
i [ 7
108,
109.
109,
1089.
107
108.
108.

OC0O0O00O0O0OORRPRHRRPRRPOFHFOFRORHEOORORKFOORRERERRFEPOHOHERER

+37443)
.439(3)
.376(2)
.8200

.363(3)

C(le)

6]

-H(16C)



c(3)-Cc(2)-C(10)
c(1)-Cc(2)-H(2B)
c(3)-C(2)-H(2B)
Cc(10)-C(2) -H(2B)
Cc(9)-C(3)-C(2)
Cc(9)-C(3)-H(3B)
c(2)-C(3)-H(3B)
Cc(9)-C(3)-H(3C)
Cc(2)-C(3)-H(3C)
H(3B) -C(3)-H(3C)
Cc(5)-C(4)-C(9)
C(5)-C(4)-H(4A)
C(9)-C(4)-H(4A)
c(4)-C(5)-C(86)
C(4)-C(5)-H(5R)
c(6)-C(5)-H(5A)

Cc(7)-C(6)-0(2) 116.
c(7)-C(6)-C(5) 119.
0(2)-c(6)-C(5) 124,
c(s)-C(7)-C(8) 120.
Cc(6)-C(7)-H(7A) 119.
c(8)-Cc(7)-H(7n) 119.
c(7)-C(8)-0(1) 115.
c(7)-C(8)-C(9) 122.
o1 o(1)-Cc(8)-C(9)

c(8)-C(9)-C(4) 116.
c(8)-C(9)-C(3) 1205,
c(4)-Cc(9)-C(3) 127
c(11)-C(10)-C(15) 147
c(11)-c(10)-C(2) 119.
c(15)-C(10)-C(2) 122.
0(3)-C(11)-C(10) 118.
0(3)-C(11)-C(12) 119.
c(10)-C(11)-C(12) 121.
0(4)-C(12)-C(13) 121
0(4)-C(12)-C(11) 118.
c(13)-Cc(12)-C(11) 119.
0(5)-C(13)-C(14) 125
0(5)-C(13)-C(12) 115.
Cc(14)-C(13)-C(12) 119.
C(13)-C(14)-C(15) 119.
C(13)-C(14)-H(14A) 120.
C(15)-C(14)-H(14A) 120.
c(14)-C(15)-C(10) 122,
C(14)-C(15)-H(15A) 118.
C(10)-C(15)-H(15A) 118.
0(5)-C(16)-H(16A) 109,
0(5)-C(16)-H(16B) 109.
H(16A)-C(16)-H(16B) 109.
0(5)-C(16) -H(16C) 109.
H(16A)-C(16)-H(16C) 109.
H(16B)-C(16)-H(16C) 109.
0(4)-C(17)-H(17A) 109.
0(4)-C(17)-H(17B) 109.
H(17A)-C(17)-H(17B) 109.
0(4)-C(17)-H(17C) 109.
H(17A)-C(17)-H(17C) 109.
H(17B) -C(17)-H(17C) 109.

135
108.
108.
108.
109
109.
109.
109.
109
108.
122.
1195
119.
119.
120.
120.

NMMNJOO0O O WWWWW
w w

o
—
5]
—

U uuOuuu oW -

122.6(2)
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4.2.1.5. Ikinci Aktif Fraksiyonun (MCA 54) Preparatif HPLC Ile Analizi

Metanolde coziilen MCA 54 (227,60 mg) metanol ile hazirlanmig Sephadex
LH-20 kolonuna s1v1 olarak tatbik edildi. Metanol kullamlarak eliisyon yapildi. ITK ile
benzer fraksiyonlar birlestirildi ve toplam 9 fraksiyon elde edildi. Fry(6—7) ve Fry(8—
10)’nun birlestirilmesiyle elde edilen Fry(6—10) kodlu fraksiyon (98,20 mg) az miktarda
poliamite emdirildikten sonra poliamit kolona kati olarak koyuldu. Eliisyona % 100
kloroform ile basland1 ve polarite % 1 arttirilarak % 10 metanole ulasilinca eliisyon
tamamland1. ITK ile benzer olanlarmn birlestirilmesinden sonra 7 fraksiyon elde edildi.
P»(17-18) ile Py(19-31)’in birlestirilmesiyle elde edilen LC-2, P»(32)’den LC-3,
P»(33)’den LC—4 ve P»(34-35)’den LC-5 kodlar1 verilen 6rnekler preparatif HPLC ile

boliim 3.7.5°de verilen sartlarda analiz edildi.

LC-2 orneginden LC-2-3 ve LC—4 oOrneginden LC—4-1 kodu verilen saf
maddeler elde edildi. LC-3 ve LC-5 Orneklerinden saf madde elde edilemedi (Sekil
4.35).
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4.2.1.6. Ikinci Aktif Fraksiyondan (MCA 54) Elde Edilen Saf Maddelerin Yapi

Tayinleri

% LC-2-3 = Piperiton 7-0-4D-Glikozit

Sekil 4-36: Piperiton 7-O-#-D-Glikozit

Renksiz olan LC-2-3 bilesigi amorf halde elde edildi. Silikajel plakta UV lamba
(254 nm) altinda mor goriilen bilesik serik siilfat belirteci piiskiirtiiliip yakildiginda
(105°C) kahverengimsi yesil renk aldu.

LC-2-3’{in yap1 tayininde UV, 'H- ve "C-NMR, DEPT 135, HMQC, HMBC ve

Kiitle yontemleri kullanildi.

FAB®MS spektrumu (Sekil 4.44) ve EI-MS spektrumunda (Sekil 4.43) m/z 330
[M]" piki Ci6H2O; yapisim belirtti. m/z 288 [M-CsH;-H]™ izopropil grubunun
ayrildigini gosterdi.

UV spektrumunda (MeOH) 205, 230 ve 283 nm’de absorbsiyon gosterdi (Sekil
4.37).

BC-NMR (CD;0D, 150 MHz) (Sekil 4.39) ve *C-NMR DEPT 135 (Sekil 4.40)
spektrumlar birlikte degerlendirildiginde 2 metil, 4 metilen, 8 metin ve 2 katerner
karbon olmak tizere molekiiliin toplam 16 karbon igerdigi belirlendi. LC-2-3’¢ ait °C-

NMR ile HMBC degerleri Tablo 4.4°de verildi.

'H NMR spektrumunda (CD;0OD, 600 MHz) (Sekil 4.38); 6 0.94 (3H, d, J= 6.7
Hz, H-9), 0.86 (3H, d, J = 6.7 Hz, H-10) ve ¢ 2.33’de (1H, m, H-8) izlenen pikler

izopropil grubunun varligini, 6 6.11’de (1H, s, H-2) izlenen pik vinilik protonu
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gosterdi'®. § 4.26°de (1H, d, J = 15.8 Hz, H-7a) ve d 4.47°de (1H, d, J = 15.8 Hz, H-
7p) izlenen pikler HMQC spektrumunda 71.4 ppm’deki karbona karsilik geldi ve
HMBC spektrumunda bu sinyallerin sekerin anomerik karbonu (6 103.9) ile etkilestigi
belirlendi. Boylece monoterpenin sekere C-7’den bagli oldugu tespit edildi.

0 4.29°da (d, H-1") izlenen pik sekerin anomerik protonuna aittir ve bu sinyalin
etkilesme sabiti (J= 7.9 Hz) sekerin f~bagli oldugunu gosterdi. Bu proton HMBC
spektrumunda (Sekil 4.42), 71.6, 75.1, 78.0 ve 78.1 ppm’de rezonans olan karbonlar ile
etkilesmektedir. HMQC deneyi ile bu karbonlara karsilik gelen protonlar sirasiyla o
3.26 (1H, dd, J = 8.5; 8.9 Hz, H-4"), 3.23’de (1H, dd, J = 7.8; 8.3 Hz, H-2"), 3.27°de
(1H, m, H-5") ve 3.34°de (1H, dd, J = 8.0; 8.5 Hz, H-3") olarak belirlendi. Ayrica ¢ 3.65
(1H, dd, J = 5.5; 11.8 Hz) ve 3.85’de (1H, dd, J = 1.8; 11.8 Hz) H-6'«x ve H-6'f
sinyalleri izlendi. Literatiirde verilen spektral degerler ile karsilastrildiginda sekerin

glukoz oldugu tespit edildi'**'*.

LC-2-3 bilesiginin yapist piperiton 7-O-f-D-glikozit (1,1 mg) (Sekil 4.36)
olarak belirlendi. Literatiir ¢alismalar1 sonucu bu bilesigin dogadan ilk defa elde edildigi

tespit edildi.

3,000,

2,000

S = i

1.000-

0.000 +
2000 an0.a 4000 500.0
Wavelength [nm.]

Sekil 4-37: Piperiton 7-0-3D-Glikozit’in UV Spektrumu



Tablo 4-4: LC-2-3’iin NMR, HMBC ve HMQC Degerleri

Pozisyon '"H-NMR BC-NMR  HMBC (H—C) HMQC
1 - 163,5
2 6,11 125,0 C-4, C-6, C-7 C-2
3 - 204,1
4, 2,12 m 53,7 (C-3,C-5,C-8,C-9,C-10 C-4
5, 2,02 m 24,1 C-3,C-4,C-8 C-5
54 2,28-2,35m C-4, C-6,C-9, C-10
6, 242dr(48;184) 265 C-1,C-4,C-5,C-7 C-6
64 2,28-1,25 m C-4
Ta 4,26 d (15,8) 71,4 C-1,C-2,C-1',C-6 C-7
s 4,47 d (15,8) C-1,C-2,C-1",C-6
8 2,33 m 27,2
9 0,94 d (6,7) 20,9 C-4,C-8 C-9
10 0,86 d (6,7) 19,0 C-4,C-8 C-10
1 4,29 d (1.9) 103,9 C-7,C-2', C-3', C-5' C-1
2’ 323dd(7,8;83) 75,1
3" 334dd(8,0;8,5 78,1
4 326dd(8,589) 71,6
5 327 m 78,0
6, 3,65dd(55;11,8) 628 C-4' C-6'

65

3,85 dd (1,8; 11,8)
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Sekil 4-38: Piperiton 7-0-4-D-Glikozit’in "H-NMR Spektrumu (CD;OD, 600 MHz)
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% LC—4-1 = Rutin (Kersetin 3-O- Rutinosit)

Sekil 4-45: Rutin

Sar1 renkli olan LC— 41 bilesigi amorf halde elde edildi.

UV lamba (254 nm) altinda koyu mor goriilen bilesik serik siilfat belirteci
plskirtiiliip yakildiginda (105°C) koyu sar1 bir renk ald.

LC-4-1’e ait FAB®MS spektrumu m/z 610 molekiil agirligina uyan C,7H3006
formiiliinii verdi (Sekil 4.53).

BC-NMR (DMSO-ds, 125 MHz) (Sekil 4.48) ve DEPT 135 (DMSO-ds, 125
MHz) (Sekil 4.49) spektrumlar1 incelendiginde LC-4-1’in 1 metil, 1 metilen, 15 metin

ve 10 katerner olmak {izere toplam 27 karbon i¢erdigi belirlendi.

LC—4-1 bilesigi seliiloz plaga tatbik edilip % 30’luk CH3COOH c¢dzeltisinde
yuritildi. Plaktaki lekenin UV lamba (366 nm) altinda incelendiginde sari, NHj
buharma tutulup incelendiginde koyu sar1 ve NA belirteci piiskiirtiiliip UV 15181 altinda
incelendiginde turuncumsu sar1 renkte goriilmesi C-5, C-3" ve C-4" konumunda —OH

gruplariin bulundugunu ve C-3 konumunun siibstitue olabilecegini gosterdi.

LC-4-1’in metanol i¢inde alinan UV spektrumunda Bant I 358 nm, Bant II 257
nm’de izlendi. NaOCHj3 ile alinan spektrumdaki Bant I’in (412 nm), orijinal Bant I’e
gore daha siddetli oldugu ve 54 nm kayma gosterdigi i¢in 4" konumunda -OH oldugu
anlasildi. NaOCHj3 spektrumunda 326 nm’de Bant III’{in gbzlenmesi 7 konumunda —OH
oldugu gosterdi.
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AICI3/HCI spektrumunda Bant I ile orijinal spektrumdaki Bant I arasinda 42
nm’lik kayma (400 nm) gézlenmesi C-6’nin bos olabilecegini gosterdi. Ayrica AlCl; ile
alman spektrumdaki Bant I, orijinal Bant I’e gore 74 nm kayma (432 nm) gosterdi,

bdylece 3’ ve 4’ konumlarinda orto-dihidroksi gruplarinin oldugu tespit edildi.

NaOAc/H3;BOs ile alinan spektrumda Bant II (261 nm), orijinal Bant II (257 nm)
ile yaklasik olarak ayni kaymayir gostermesi C-7’de —OH grubunun bulundugunu
gosterdi. Ayrica NaOAc/H3;BOs spektrumunda Bant I, orijinal Bant I’e gore 20 nm
kayma (378 nm) gosterdiginden 3’ ve 4’ konumlarinda hidroksil gruplarinin bulundugu
belirlendi. LC-4-1’in kayma belirtegleri ile alman UV spektrumlari Sekil 4.46’da

verilmektedir.

DMSO-d; ile alinan "H-NMR spektrumunda (500 MHz) (Sekil 4.47); 6 6.18
(1H, d, J =1.95 Hz) ve 6.37 (1H, d, J =1.95 Hz) izlenen piklerin siras1 ile H-6 ve H-8
protonlarina ait oldugu COSY (Sekil 4.50), HMQC (Sekil 4.51) ve HMBC
spektrumlarindaki (Sekil 4.52) iliskilerden belirlendi. ¢ 6.82°de (1H, d, J = 8.0 Hz, H-
5", 7.52’de (1H, d, J = 1.8 Hz, H-2") ve 7.53’de (1H, dd, J = 1.8; 8.0 Hz, H-6") izlenen
pikler ile B halkasinda 3" ve 4’ konumlarinda hidroksil gruplarmin bulundugu tespit
edildi. 0 12.58’de (1H, s) izlenen pik C-5’deki —OH grubuyla C-4’deki karbonil

grubunun molekiil i¢i hidrojen bag1 yaptigini gosterdi.

0 5.33°de (1H, d, J=7.2 Hz, H-1"") izlenen pik, aglikona /- konumda baglanmis
glukozun anomerik protondur (6 101.1, C—l")138’139. 0 4.37de (1H, d, J = 1.8 Hz, H-

rrr v e . . . 140
17"") goriilen pik ramnoza ait anomerik protondur

. HMBC spektrumu incelendiginde
glukozun 6 konumundan (C-6"") ramnozun baglandigi belirlendi. LC-4-1’¢ ait "°C-

NMR degerleri ile 6nemli HMQC, HMBC ve COSY iliskileri Tablo 4.5’de verildi.

LC-4-1’in spektral degerleri literatiirdeki degerlerle karsilastirildiginda bu
bilesigin rutin (3,6 mg) oldugu'*' ve Micromeria tiirlerinden ilk defa elde edildigi tespit

edildi (Sekil 4. 45).



Tablo 4-5: LC—4-1’in NMR Kimyasal Kaymalari, HMBC ve COSY iliskileri
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Pozisyon '"H NMR BCNMR HMQC HMBC (H—C) COSY

2 - 156,6

3 - 1333

4 - 177,3

5 - 161,2

6 6,18 d (1,95) 98,6 C-6 C-5,C-7, C-8, C-10 H-8
7 - 164,0

8 6,37 d (1,95) 93,5 C-8 C-6, C-7, C-9, C-10 H-6
9 - 156,4

10 - 103,9

1’ - 121,1

2’ 7,52.d (1,8) 116,2 Cc-2 C-2,C-3', C-4'

3 - 144,7

4 - 148.4

5 6,82 d (8,0) 115,2 C-5 C-1', C-3', C-&' H-6'
6 7,53dd (1,8;8,0) 1215 C-6' C-2, C-4' H-5'
1" 533d(7,2) 101,1 c-1” H-2"
2" 3,34 m 74,0 Cc-2"

3" 323m 76,4 C-3"

4" 3,06 £(9,3) 70,3 C-4"

5 3,30 m 75,9 C-5 H-6"
6," 3,69 d (10,5) 66,9 C-6" C-1",C-1" H-5"
6" 3,32 m
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1'”

2'”

3'"

4'”

5"7

6'"

437d(1,8)
3,53 m
3,26 m

3,07 £(9,3)
3,40 m

0,98 d (6,1)

100,7
70,5
69,9
71,8
68,2

17,7

Cc-377

C-4"

C-6"""

C_6N, C_3IH

C_2IH

C_SHV’ C_4III

H_2N!

H_l”!

H_6NI

H_S!H
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\ — — MeOH Spektrumu UV Kayma Degerleri (Apax, nm):
‘1‘ ........ = NaOCHj; Spektrumu
MeOH : 257, 267sh, 296, 358
NaOCH; 1 272,326, 412
\ f\ AICl : 274, 306sh, 432
i \\\ /i \ ~ AICIyHCl 268, 302sh, 360, 400
VAR NaOAc : 273, 320, 390

NaOAc¢/H3BOs: 261, 297, 378
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b = NaAc Spektrumu
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Sekil 4-46: Rutin’in UV-Vis Spektrumu
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Sekil 4-51: Rutin’in HMQC Spektrumu (DMSO)
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Rutin’in HMBC Spektrumu (DMSO)

Sekil 4-52



135

numappds SN VA wunny €5 MRS

Bac CIZE] oos L
] i ebs 2ls :
1 aLe i
] B
A Lot
] a3
|| —-Eag
1 oL
(23 HuUD
GGt L ALt "5 T ] BEBE LAl ZT/W i 48 e 157 CrEO) Y Y . B0 -0 )
=l 1 T <

XO0~0+L=230 COICTOCVD



136

4.2.1.7. Ugiincii Aktif Fraksiyonun (MCA 11) GC ve GC/MS Analizi

Bolim 3.7.3.1 ve bolim 3.7.3.2°de belirtilen sartlarda MCA 11’in GC ve
GC/MS analizleri yapildi. MCA 11’in kromatograminda her bir bilesenin integrasyonu
CLASS-GC10 gaz kromatografisi bilgisayar programu ile yapildi ve her bir fraksiyonun

kendi i¢inde ylizdeleri ayni programla hesapland.

Bilesenlerin yapilarinin belirlenmesinde Nist 2005 kiitiiphane verileri ve “Eight
Peak Index of Mass Spectra”, “Monoterpenes” ve “Idendification of Essential Oils by
Ion Trap Mass Spectroscopy” adli spektroskopi atlaslart kullamldi'*®.  Ayrica
bilesiklerin alikonulma siireleri géz Oniine alinarak ve kovatz indeks degerleri
hesaplanarak yapi tayini desteklendi. Buna ilave olarak ayni sartlarda standart maddeler

kolonda yiiriitiildii ve alikonulma zamanlari ile bilesikler karsilagtirildi.

GC ve GC/MS analizi sonucunda MCA 11°den elde edilen 5 bilesikten 4 tanesi
kesin olarak teshis edildi. MCA 11°e ait GC kromatogrami Sekil 4.54’de; aydinlatilan
bilesiklere ait formiiller Sekil 4.55°de verildi. MCA 11°’den elde edilen bilesiklerin
formiil numaralari, molekiil agirliklari, alikonma zamanlar (dakika), kovatz indeksleri,
bagil konsantrasyonlar1 (%) ve yap1 aydinlatilmasinda kullanilan teshis Tablo 4.6’de
verildi. Teshisi yapilirken kiitle spektrumlarindan yararlanilan bilesiklerin kiitle
spektrumlar1 alikonma zamanlarina gore sirasi ile Sekil 4.56, Sekil 4.57, Sekil 4.58 ve

Sekil 4.59°de verildi.
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Tablo 4-6: MCA 11’den Elde Edilen Bilesikler

2 Molekiil
= Rt Miktar Teshis
B Agirhg RI
Bilesikler E (Dakika) % Yontemi

S (g/mol)

1 Timol 1 150,10 14,47 1290 3,20 a,b,c

2 Karvakrol 2 150,10 14,68 1310 9,20 a,b,c

3 Aydmlatilamadi — 38,27 — 14,10 b

4 Monoetilhekzilftalat 3 278,15 39,60 2162 58,40 b,c

5 Vitamin E 4 430,38 51,45 3144 14,20 a,b,c

TOPLAM: 99,10

a: Gaz Kromatografisi sahit madde kontrolii; b: Kiitle Spektrumu; c¢: Literatiir

karsilagtirmasi; Rt: Alikonma zamani; RI: Kovatz indeksi

OH 0

HO

Sekil 4-55: MCA 11 Fraksiyonundan Elde Edilen Bilesiklerin Formiilleri
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Sekil 4-56: Timol’iin Kiitle Spektrumu
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Sekil 4-57: Karvakrol’iin Kiitle Spektrumu
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Sekil 4-58: Monoetilhekzilftalat’in Kiitle Spektrumu
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Sekil 4-59: Vitamin-E’nin Kiitle Spektrumu
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4.3. M. juliana’dan Elde Edilen Sonuclar

M. juliana’nin petrol eteri ekstresi ile aseton ekstresinin f-karoten renk agilim
yonteminde yiiksek, metanol ekstresinin ise daha diisiik aktivite gosterdigi belirlendi.
DPPH serbest radikali giderim aktivitesinin metanol ekstresinde yliksek, aseton
ekstresinde orta derecede, petrol eteri ekstresinde ise ¢ok diisiik oldugu saptandi. Aseton
ekstresinin siiperoksit anyon radikali giderim aktivitesi kontrol ile karsilastirildiginda
anlaml dercede farkli oldugu goriildii. Petrol eteri ekstresinin ise siiperoksit radikalini
gideremedigi belirlendi. Toplam fenolik miktarinin metanol ekstresinde, toplam
flavonoit miktarinin aseton ekstresinde en yiiksek oldugu tespit edildi. Petrol eteri
ekstresi hem fenolik hem de flavonoit miktarlar1 agisindan diger iki ekstreye gore daha

fakir bulundu.

4.3.1. M. juliana Petrol Eteri Ekstresi (MJP)

4.3.1.1. M. juliana’nin Petrol Eteri Ekstresinin Fraksiyonlandirilmasi

Petrol eteri ekstresinin f-karoten renk agilim yonteminde lipit peroksidasyonunu
inhibe ettigi ancak DPPH serbest radikalini ve siiperoksit anyon radikalini gidermedigi,
toplam fenolik ve flavonoit miktarlar1 agisindan aseton ve metanol ekstrelerinden daha
diisiik oldugu saptandi. MJP silikajel kolonda % 100 petrol eterinden baglanarak
fraksiyonlandirildi, klorofom % 5 arttirildi ve % 100 kloroforma ulasilinca eliisyon
tamamland1. Ince tabaka kromatografisi yapilarak benzer fraksiyonlar birlestirildi. M.
Jjuliana’nin petrol eteri ekstresinden elde edilen 16 fraksiyonun adlari, miktarlar1 ve %

verimleri Tablo 4.7’de verildi.

Bu 16 fraksiyonun antioksidan aktivitesi, f-karoten renk acilim yontemi ile

belirlendi. Aktivitesi yiiksek ¢ikan fraksiyonlarin GC ve GC/MS analizleri yapildu.
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Tablo 4-7: MJP’den Elde Edilen Fraksiyonlarin Adlari, Miktarlari ve % Verimleri

Fraksiyon Miktari % Fraksiyon Miktari %
Adi (mg) Verim Adi (mg) Verim
1 MJP 1-2 31,90 0,82 9 MJP 13 275,60 7,10
2 MIJP 3 1,30 0,03 10 MJP 14 866,30 22,33
3 MIJP 4-5 2,60 0,07 11 MJP 15-18 987,60 25,45
4 MIJP 6-7 5,00 0,13 12 MJP 19-22 152,80 3,94
5 MJP 8-9 3,00 0,08 13 MJP 23-25 144,30 3,72
6 MJP 10 20,20 0,52 14 MJP 26-28 220,90 5,69
7 MJP 11 143,70 3,70 15 MJP 29-32 144,40 3,72
8 MJP 12 142,30 3,67 16 MJP 33 87,60 2,26

4.3.1.2. MJP Fraksiyonlarinin Antioksidan Aktivite Sonuclari

MIJP, S-karoten renk agilim yonteminde en yiiksek aktiviteyi gosterdigi icin
fraksiyonlarin da aktivitesi bu test sistemine gore belirlendi. MJP fraksiyonlarinin, /-
karoten renk ag¢ilim yontemine gore tek bir konsantrasyonda (25 pg/mL) aktiviteleri

belirlendi. (Sekil 4.60). Standart olarak kullanilan BHT den yiiksek ve yakin aktivite
gosteren MJP 1-3, MJP 4-5, MJP 8-9 ve MJP 12 kodlu 4 fraksiyon GC/MS cihazinda

analiz edildi.

% Inhibisyon

MJP 1-3
MJP 4-5
MJIP 6-7
MJP 8-9
MJP 10
MJP 11
MJP 12
MJP 13
MJIP 14
MJIP 15-18
MJIP 19-22
MJIP 23-25
MJP 26-28
MJP 29-32
MJP 33
BHT

Sekil 4-60: MJP Fraksiyonlarinin fKaroten Renk A¢ilim Yontemine Gore Antioksidan
Aktivitesi
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4.3.1.3. MJP 1-3, MJP 4-5, MJP 8-9 ve MJP 12’nin GC ve GC/MS Analizi

M. juliana’nin petrol eteri ekstresinden elde edilen ve antioksidan aktivitesi
yiiksek ¢ikan MJP 1-3, MJP 4-5, MJP 89 ve MJP 12’nin gaz kromatogramlar1 sirasi
ile Sekil 4.61-4.62, Sekil 4.73, Sekil 4.77 ve Sekil 4.83’de verildi. Kromatogramlarda
integrasyon, CLASS-GC10 gaz kromatografisi bilgisayar programi ile yapildi ve her bir

fraksiyonun kendi i¢inde yiizdeleri ayni programla hesaplandi.

Bilesiklerin yapilarin belirlenmesinde Nist 2005 kiitiiphane verileri ve “Eight
Peak Index of Mass Spectra”, “Monoterpenes” ve “Identification of Essential Oils by

142 Bilesiklerin

Ion Trap Mass Spectroscopy” adli spektroskopi atlaslart kullanildi
alikonma siireleri ve kovatz indeks degerleri hesaplanarak yapilarin dogrulugu
desteklendi. Buna ilave olarak ayni sartlarda standart maddeler kolonda yiiriitiildii ve

alikonulma zamanlari elde edilen bilesiklerin alikonma zamanlar ile karsilastirildi.

GC ve GC/MS ile yapilan analizler sonucunda MJP 1-3, MJP 4-5, MJP 8-9 ve
MIJP 12 kodlu fraksiyonlardan toplam olarak 37 bilesik elde edildi. Bunlardan 21
tanesinin yapisi belirlendi. Bu fraksiyonlara ait GC kromatogramlar1 sirasi ile Sekil
4.61-4.62, Sekil 4.73, Sekil 4.77 ve Sekil 4.83°de; aydinlatilan bilesiklerin formiilleri
sirasi ile Sekil 4.63, Sekil 4.74, Sekil 4.78 ve Sekil 4.84’de verildi. MJP 1-3, MJP 4-5,
MIJP 8-9 ve MJP 12 kodlu fraksiyonlardan elde edilen bilesiklerin formiil numaralari,
molekiil agirliklari, alikonma zamanlar1 (dakika), kovatz indeksleri, bagil
konsantrasyonlart (%) ve yapi aydinlatilmasinda kullanilan teshis metotlar1 sirasi ile
Tablo 4.8, Tablo 4.9, Tablo 4.10 ve Tablo 4.11°de verildi. Teshisi yapilirken kiitle
spektrumlarindan yararlanilan bilesenlerin kiitle spektrumlar1 fraksiyon sirasina gore
Sekil 4.64-Sekil 4.72, Sekil 4.75-Sekil 4.76, Sekil 4.79-Sekil 4.82 ve Sekil 4.85-Sekil
4.90’da verildi.



144

RIC Ignore MJP 1-3.5ms CENTROID RAW [

LU Beg’ sl

IIIIIIIIII""""'I'"'""'I""""'I"""""‘irlII

LI 2E8°8E8
F:

Ui faored +

Ui 588°cc +
Liu gog g2

Ui ags 0c +

i pos gl 3

—

L gcersl

4

I RS of ;

7 B L L B

kCount

A N

10

[

Lo

[}

Segment 2

3138

2204

1870

1241

B0

SCans

Sekil 4-61: MJP 1-3’iin GC Kromatogrami



=
= Ul 26887
(sl
=
g U 28087
'_
=
LLI L
O e
£ UIW L5747 + |
o
o Ul GBF 97
o
=
= Ul 92857
=
=y
[}
i I
[}
Lo
_'.'\l
Ul pOg 7
[0
[
_N
I Z80' L7
Il 98207 +
Uil EGE 6L (=
_l'\l
Uil L0 gl
[ w
™
U 85e°9)
EERGL
[ =
Uil 262 Fl B
|||||Iéllllll||IIIJjIIIIII||Iélllllllllllljlllllllll&ll
- L) (]

kiCounts

10

minutes

Segment 2

1711

1553

1355

1741

1067

Scans ! 9é3

145

Sekil 4-62: MJP 1-3’iin GC Kromatogrami (14 ile 30 dakika arasi)



Tablo 4-8: MJP 1-3’den Elde Edilen Bilesikler
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Molekiil
2 Rt Miktar  Teshis
= Agirhg RI
Bilesik E (Dakika) %  Yontemi
£ (gmol)
1 Aydinlatilamadi 220 14,80 — 2,51 b
2 2,4,6-triizopropilfenol 5 220 15,83 1633 58,37 b,c
3 Aydinlatilamadi 210 16,86 — 1,08 b
4 2,3-difenilbiitan 6 210 18,70 1625 1,19 b,c
5 2,6-diizopropilnaftalin 7 212 19,95 1715 2,44 b,c
6 Aydinlatilamadi 212 20,74 — 3,65 b
7 Aydinlatilamadi 212 20,88 — 3,38 b
8 Aydmlatilamadi 212 21,06 — 1,32 b
9 1,3,3-trimetil-1-fenilindan 8 236 23,30 1877 1,77 b,c
10 Aydinlatilamadi 272 25,89 — 6,10 b
11 Biformen=Labda-8(20),12,14-trien 9 272 26,49 1897 1,15 a,b,c
12 Aydinlatilamadi 270 26,89 — 1,76 b
13 18-Demetil abieta-8,11,13-trien 10 256 27,26 1919 4,66 b,c
14 Abieta-8,11,13-trien 11 270 28,09 2060 8,65 a,b,c
15 Abieta-8,11,13-trien-18-al 12 284 28,85 2181 1,94 a,b,c
TOPLAM: 99,97

a: Gaz Kromatografisi sahit madde kontrolii; b: Kiitle Spektrumu; c¢: Literatiir

karsilagtirmasi; Rt: Alikonma zamani; RI: Kovatz indeksi
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Sekil 4-63: MJP 1-3’den GC ve GC/MS Analizi Sonucu Elde Edilen Bilesiklerin
Formiilleri
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Sekil 4-64: 2,4,6-Triizopropilfenol’iin Kiitle Spektrumu
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Sekil 4-65: 2,3-Difenilbiitan’in Kiitle Spektrumu
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Sekil 4-66: 2,6-Diizopropilnaftalin’in Kiitle Spektrumu
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Sekil 4-67: 1,3,3-Trimetil-1-fenilindan’in Kiitle Spektrumu
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Sekil 4-68: Cembren’in Kiitle Spektrumu
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Sekil 4-69: Biformen’in Kiitle Spektrumu
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Sekil 4-70: 18-Demetil abieta—8,11,13-trien’in Kiitle Spektrumu
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Sekil 4-71: Abieta-8,11,13-trien’in Kiitle Spektrumu
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Sekil 4-72: Abieta—8,11,13-trien—18-al’in Kiitle Spektrumu
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Tablo 4-9: MJP 4-5’den Elde Edilen Bilesikler

5> Molekiil
~ Rt Miktar  Teshis
B Agirhg RI
Bilesik £ (Dakika) %  Yontemi
o (g/mol)
=
1 Aydinlatilamadi 11,75 -
19,31
2 Dihidroaktinidiolit 13 180 16,28 1471 7,73 b,c
3 Hekzahidrofarnesil aseton 14 268 23,33 1820 60,09 b,c
4 Aydinlatilamadi 28,701 —
12,02

TOPLAM: 99,14

a: Gaz Kromatografisi sahit madde kontrolii; b: Kiitle Spektrumu; c¢: Literatiir

karsilagtirmasi; Rt: Alikonma zamani; RI: Kovatz indeksi

O
O
~ \(\/\(\/\(\/\’/
13 14

Sekil 4-74: MJP 4-5’den GC ve GC/MS Analizi Sonucu Elde Edilen Bilesiklerin
Formiilleri
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Sekil 4-76: Hekzahidrofarnesil aseton’un Kiitle Spektrumu
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Tablo 4-10: MJP 8-9°dan Elde Edilen Bilesikler

2 Molekiil
~ Rt Miktar  Teshis
B Agirhg RI
Bilesik £ (Dakika) %  Yontemi
S (g/mol)
1 2,6-Ditersiyerbiitilkinon 15 220 14,52 1450 18,93 b,c
3,5-Di-tert-butil-4-hidroksifenil
2 16 248 22,81 1890 1,78 b,c
metil keton
3 Eikosan (CyHyy) 17 282 23,29 1988 23,96 ab.c
4 Tunbergen=Cembren 18 272 25,87 2060 2722 b
5 Heneikosan (Cy;Hyy) 19 296 27,50 2106 10,95 ab,c
6 Aydinlatilamadi 34,47 - 3.88 b
7 Aydinlatilamadi 35,67 - 799 b

TOPLAM: 99,70

a: Gaz Kromatografisi sahit madde kontrolii; b: Kiitle Spektrumu; e¢: Literatiir

karsilagtirmasi; Rt: Alikonma zamani; RI: Kovatz indeksi

OH
0 H3C—(CH,);3—CHj
17
0]
(0]
H3;C—(CH,),9—CH;
15 16 18 19

Sekil 4-78: MJP 8-9’dan GC ve GC/MS Analizi Sonucu Elde Edilen Bilesiklerin
Formiilleri
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Sekil 4-79: 2,6-Ditersiyerbiitilkinon’un Kiitle Spektrumu
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Sekil 4-80: 3,5-Di-tert-butil-4-hidroksifenil metil keton’un Kiitle Spektrumu
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Sekil 4-82: Heneikosan’in Kiitle Spektrumu



160

L e L/ E e R B, ]

Ul £ 46T 3 oz [
= ERE
= £
o
i
o
'_

@ 705 T e
L]
07
=
i)
. I
[N
E L“Lu BLQBE LILLLL i o ] _E _g
> E2-0) =
: % I
=
= LW 525 58
[l
=
= Ul GEF EE
I 941 | & i
Ul L ZZ 0E I _
_% _iag
B ™
S
[ni}
UIW 019°GE E L |E
L
o
] L=t
R
UIW gz L aL I
]
3
: o | =
1 e v,
£
3

P Lo o =

12
10
Scans

T
(e
=
=
o
L]
=

Sekil 4-83: MJP 12°nin GC Kromatogrami
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Tablo 4-11: MJP 12°den Elde Edilen Bilesikler

2 Molekiil
= Rt Miktar Teshis
B Agirhg RI
Bilesik E (Dakika) %  Yontemi
S (g/mol)
1 Aydmlatilamadi 18,12 - 3,10
2 14-Metil-8-hekzadekenal 20 252 25,61 1833 7,09 b,c
3 Dokosan (CsyHye) 21 310 30,22 2190 1,71 a,b,c
4  Aydmlatilamadi 31,48 — 1,19
5 Trikosan (Cy3Has) 22 324 33,50 2295 3,42 a,b,c
6 Tetrakosan (Cy4Hsg) 23 338 36,39 2395 5,56 a,b,c
7 Aydmlatilamadi 39,10 - 2,38
8 Aydlatilamadi 39,22 - 3,36
9 Aydinlatilamadi 39,52 — 15,41
10 Pentakosan (CysHs,) 24 352 44,50 2490 28,27 a,b,c
11 Pentakosanol (C,4Hs00) 25 354 49,72 2638 17,99 a,b,c

TOPLAM: 89,48

a: Gaz Kromatografisi sahit madde kontrolii; b: Kiitle Spektrumu; e¢: Literatiir

karsilagtirmasi; Rt: Alikonma zamani; RI: Kovatz indeksi

H;C——(CH,),,—CH;,4 H3C——(CH,),;—CHjs
/
o
20 21 22
H3C_(CH2)22_CH3 H3C_(CH2)23_CH3 H3C_(CH2)23_OH
23 24 25

Sekil 4-84: MJP 12°den GC ve GC/MS Analizi Sonucu Elde Edilen Bilesiklerin Formiilleri
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Sekil 4-86: Dokosan’in Kiitle Spektrumu
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Sekil 4-88: Tetrakosan’in Kiitle Spektrumu
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ekil 4-89: Pentakosan’in Kiitle Spektrumu
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4.3.2. M. juliana’nmin Aseton Ekstresi (MJA)

4.3.2.1. M. juliana’nin Aseton Ekstresinin Fraksiyonlandirilmasi

M. juliana’nin aseton ekstresinin f-karoten renk acilim yonteminde yiiksek
diizeyde lipit peroksidasyonunu inhibe ettigi, DPPH serbest radikalini orta diizeyde ve
stiperoksit anyon radikalini ¢ok az giderdigi belirlendi. Toplam flavonoit miktari
yoniinden zengin olan aseton ekstresi (MJA) silika jel kolonda fraksiyonlandirildi.
Eliisyona % 100 petrol eteri ile basland1 ve sirasiyla kloroform, aseton ve metanol ile
devam edildi, % 100 metanole ulasilinca eliisyon tamamlandi. Ince tabaka
kromatografisi ile benzer fraksiyonlar birlestirildi. M. juliana’nin aseton ekstresinden

elde edilen 19 fraksiyonun adlari, miktarlar1 ve % verimleri Tablo 4.12’de verildi.

Tablo 4-12: MJA’dan Elde Edilen Fraksiyonlarin Adlari, Miktarlari ve %Verimleri

Fraksiyon Miktari % Fraksiyon Miktari %

Adi (mg) Verim Adi (mg) Verim
1 MIJA 1-8 5,90 0,03 11 MIJA 3740  1113,30 5,13
2 MIJA 9-10 503,10 2,32 12 MIJA 41-42 245,10 1,13
3 MIJA 11-12 307,90 1,42 13 MIJA 43-47 440,80 2,03
4 MIJA 13-14 268,40 1,24 14 MIJA 48-52 464,70 2,14
5 MJA 15-17 143,20 0,66 15 MJA 53 835,10 3,85
6 MJA 18-19 107,00 0,49 16 MIJA 54-55  1273,20 5,87
7 MJA 2024  4357,50 20,09 17 MIJA 56-59  1684,40 7,77
8 MIJA 25-30  4738,00 21,84 18 MJA 60-61 207,70 0,96
9 MJA 31-32 663,50 3,06 19 MIJA 62 80,10 0,37
10 MIJA 33-36  2413,70 11,13

4.3.2.2. MJA Fraksiyonlarinin Antioksidan Aktivite Sonug¢lar:

MJA fraksiyonlarinin antioksidan aktivitelerini belirlemede DPPH serbest
radikali giderim yontemi kullanildi (Sekil 4.91). Bu yontemde standart olarak BHT
kullanildi. En aktif fraksiyonun MJA 54-55 oldugu belirlendi.
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Sekil 4-91: MJA Fraksiyonlarinin DPPH Serbest Radikali Giderim Aktivitesi

Ayrica tiim fraksiyonlarin toplam fenolik ve toplam flavonoit miktarlar1 da
incelendi. Sekil 4.92°de MJA fraksiyonlarinin pirokatekole esdeger toplam fenolik ve
kersetine esdeger toplam flavonoit miktarlar1 verildi. Fraksiyonlarin DPPH serbest
radikali giderme potansiyelleri toplam fenolik miktar1 ile dogrudan iligkilidir. DPPH
serbest radikalini gidermede en aktif fraksiyon olan MJA 54-55'in toplam fenolik

miktar1 agisindan da en zengin fraksiyon oldugu belirlendi.

g@ Toplam Fenolik Miktari (ug PEs/mg ekstre) @ Toplam Flavonoit Miktari (ug QEs/mg ekstre

Fenolik & Flavonoit Miktar

MJA
MJA 11-12
MJA 13-14
MJA 15-17
MJA 18-19
MJA 20-24
MJA 31-32
MJA 41-42
MJA 43-47 &
MJA 48-52
MJA 53
MJA 54-55
MJA 56-59
MJA 60-61
MJA 62

Sekil 4-92: MJA Fraksiyonlarinin Toplam Fenolik ve Toplam Flavonoit Miktarlar:
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4.3.2.3. MJA 54-55’in Preparatif HPLC ile Analizi

Hem antioksidan hem de fenolik miktar1 bakimindan en zengin fraksiyon olan
MJA 54-55’den saf madde elde etmek amaciyla preparatif HPLC kullanildi. Bu amagla
MIJA 54-55 (250,01 mg) metanolde ¢oziildii ve metanol ile hazirlanmig Sephadex LH—
20 kolona tatbik edildi. Eliisyonda sadece metanol kullanildi. ITK ile benzer
fraksiyonlar birlestirildikten sonra toplam 9 fraksiyon elde edildi. Fri(7-10) kodlu
fraksiyon (98,05 mg) poliamite emdirildikten sonra poliamit kolona kati olarak koyuldu.
Eliisyona % 100 kloroform ile baslandi ve metanol ile polarite % 1 arttirildi. % 10
metanole ulasilinca eliisyon tamamlandi. ITK ile benzer olanlarin birlestirilmesinden
sonra toplam 9 fraksiyon elde edildi. P;(24)’den LC—6 ve P;(25)’den LC-7 elde edildi
(Sekil 4.93). MJA’dan elde edilen LC-6 ve LC—7 kodlu ornekler preparatif HPLC ile

boliim 3.8.5°de verilen sartlarda analiz edildi.

LC-6 6rneginden LC—-6-3, LC—7 6rneginden LC—7-3 kodu verilen saf maddeler
elde edildi. (Sekil 4.93). Spektral ¢alismalar sonucu LC-6-3’iin LC-7-3 ile ayn1 madde
oldugu tespit edildi.
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4.3.2.4. MJA 54-55’den Elde Edilen Saf Maddenin Yap1 Tayini

% LC-7-3 = Sakkaroz (a-D-glukopiranosil-(1—>2)-#D-fruktofuranozit)

HO_ 6
o
4 OH 1
OH 9 o
HO
6 OH
O
OH 2

Sekil 4-94: Sakkaroz

LC-7-3 bilesigi amorf halde elde edildi. Ince tabaka plagma tatbik edilen ve
kloroform:metanol (9:1) ¢oziicii sisteminde yiiriitilip UV lamba (254 nm) altinda
incelendiginde goriinmeyen madde, seryum (IV) siilfat belirteci piiskiirtiiliip 105°C’de
yakildiginda yesilimsi-siyah bir renk aldiginda seker oldugu anlasildi.

FAB®MS (Sekil 4.98) ve EI-MS spektrumlar1 (Sekil 4.97) LC-7-3 bilesiginin
molekill agirligmminin 342 oldugunu ve C;2H»,0;; kapali formiiliine sahip oldugunu

gosterdi.

PC-NMR (CD;OD, 100 MHz) ve DEPT 135 (Sekil 4.96) spektrumlari birlikte
degerlendirildiginde LC-7-3 bilesiginin 3 metilen, 8 metin ve 1 katerner olmak iizere
toplam 12 karbona sahip oldugu tespit edildi. *C-NMR ve DEPT 135 spektrumlarinda
tic hidroksimetilen grubunun varliginin 62.3, 64.1 ve 63.4 ppm’de agikca izlenmesi ve
iki anomerik karbon sinyalinin ise 93.6 ve 105.4 ppm’de izlenmesi bu sekerin bir
disakkarit olduguna ve muhtemelen sakkaroz olabilecegine isaret etti. Nitekim tek bir
anomerik protonun ¢ 5.38’de 3.7 Hz’lik bir duplet olarak izlenmesi bunu dogruladi.
Kapali formiilii ve kiitle spektrumundan da bir disakkarit oldugu anlasilan bu sekerdeki

bagin & oldugu 'H NMR’daki (Sekil 4-95) etkilesme sabitinden (J = 3.7 Hz) anlasild1.
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LC-7-3’tin spektral degerleri literatiirdeki degerlerle karsilastirldiginda'® bu
bilesigin sakkaroz (a-D-glukopiranosil-(1—2)-4-D-fruktofuranozit) (11,0 mg) (Sekil

4.94) oldugu ve Micromeria tiirlerinden ilk defa elde edildigi tespit edildi'**.

Tablo 4-13: LC-7-3’iin NMR Degerleri

Pozisyon '"H NMR BC NMR
Glu-1 538d(3,7) 93,6
2 3,41dd (3,8;9,7) 73,3
3 3,68 dd (8,2,9,7) 74,7
4 3,34 £(9,5) 71,4
5 3,70 m 74,4
6 3,80 m 62,3
Fru-1’ 3,58 ve 3,63 d (12) 64,1
2’ - 105,4
3’ 4,08 d (8,2) 79,4
4’ 4,02 ¢ (7,4) 75,8
5 3,68-3,80 m 83,8

6’ 3,68-3,80 m 63,4
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4.4. Micromeria cilicica ve M. juliana’dan Elde Edilen Saf Maddelerin Antioksidan
Aktivite Test Sonuclari

145,146

Bu c¢alismada, ursolik asit ve rutin'*"'*® hari¢ diger saf maddelerin

antioksidan aktivite tayinleri ilk kez yapildi.

[-Karoten renk agilim yonteminde LC-4-1 (rutin) bilesigi test edilen maddeler
arasinda en yiiksek aktiviteyi gosterdigi, MC-3 (sudachitin) ve MC-4’iin
(izomukronulatol) birbirlerine benzer etkiye sahip olduklar1 belirlendi. LC-4-1 50
ug/mL konsantrasyonda standart olarak kullanilan katesinden daha yiiksek aktivite
gosterdi. Saf maddeler standart olarak kullanilan katesin, kersetin, a-tokoferol, troloks,

BHA ve BHT den daha diisiik aktivite gosterdiler (Sekil 4.99).

B 5pug/mL B 10 pg /mL B 25 pg / mL B 50 pug / mL

Antioksidan Aktivite
(% Inhibisyon)

e
it ot
TR R R

MC-1
MC-2
MC-3
MC-4
BHA
BHT

LC-2-3
LC-4-1
LC-7-3
Katesin
Kersetin
o-Tokoferol
Troloks

Sekil 4-99: Saf Maddelerin f-Karoten Renk Ac¢ilim Yontemiyle Antioksidan Aktiviteleri
(Antioksidan aktivite sonuglar1 3 paralel testin ortalamasidir. Sonuglar Student-¢
testine gore % 95 giiven sinirlar1 iginde bulundu).

Sekil 4.100°de goriildiigii gibi LC-4-1 bilesigi tiim konsantrasyonlarda test
edilen maddeler arasinda DPPH serbest radikalini en iyi gideren maddedir. MC-3, MC-
4 ve LC-4-1’in 50 pg/mL konsantrasyonda troloks ile ayni, diger standartlardan ise daha
yuksek aktivite gosterdikleri belirlendi. MC-1 (ursolik asit), LC-2-3 (piperiton 7-O-f-D-
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glikozit) ve LC-7-3’lin (sakkaroz) DPPH serbest radikalini hi¢ gidermedikleri tespit
edildi.

B5Spg/mL & 10 pg /mL 225 pg / mL & 50 pg / mL

B
L
I i 5 Rt R
3 k4
o— 4 p
Z - 1 B B B R
= v £ 2
> R =R - A =
€ = 7z & Z 7
=z s % 2 o Z
< g __ o . = BE
z ANt
E 2 ] 1N 4
£z 7 in 4
s = b 7 e £
= & b 7 e e .
3 B ¢ 1R B B
B "7 = 7z e e &
por it 2 e = Z
A B =z 7 s S %
=) g Z N R 2 Z
= 7 AN AN
:E:é g :? :E:é g ?
] b 7 v - e
e e b ] B , B -

MC-1
MC-2
MC-3
MC-4
LC-2-3
LC-4-1
LC-7-3 §
Katesin
Kersetin
a-Tokoferol
Troloks !
BHA |
BHT

Sekil 4-100: Saf Maddelerin DPPH Serbest Radikali Giderim Aktiviteleri (Antioksidan
aktivite sonuglar1 3 paralel testin ortalamasidir. Sonuglar Student-¢ testine gore %
95 giiven sinirlar1 iginde bulundu).

Stiperoksit anyon radikali giderim aktivitesinde (Sekil 4.101) tiim maddelerden
daha iyi aktiviteye sahip olan LC-4-1 bilesiginin tiim konsantrasyonlarda standart olarak
kullanilan katesin, troloks ve BHA’dan daha yiiksek etki gosterdigi, kersetin ile benzer
etkiye sahip oldugu belirlendi. 50 pg/mL konsantrasyonda ise askobik asitten daha 1yi
bir etkiye sahip oldugu saptandi. MC-3 ve MC-4 bilesiklerinin, 25 ve 50 pg/mL
konsantrasyonlarda trolokstan daha yiiksek, tiim konsantrasyonlarda ise birbirlerine
benzer etki gosterdikleri tespit edildi. MC-1 bilesiginin 5 ve 10 pg/mL
konsantrasyonlarda katesin, kersetin, troloks ve BHA’dan daha yiiksek aktivite

gosterdigi belirlendi.
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BSpg/mL #10 pg/mL B25 pg/ mL 8 50 pg / mL
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Sekil 4-101: Saf Maddelerin Siiperoksit Anyon Radikali Giderim Aktiviteleri (Antioksidan
aktivite sonuglar1 3 paralel testin ortalamasidir. Sonuglar Student-¢ testine gore %
95 giiven sinirlar1 iginde bulundu).

Tablo 4-14’de saf maddelerin antioksidan tayin yontemlerinde bulunan ICsg

(ug/mL) degerleri verildi.
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Tablo 4-14: Saf Maddelerin Antioksidan Aktivite Yontemlerinde Bulunan ICsy (ug/mL)

Degerleri *.

Saf p-Karoten Renk DPPH Radikali Siiperosit Radikali
Acilim AKktivitesi Giderim Aktivitesi Giderim Aktivitesi
Vaddeler  “ICqmgmL) 7 ICumgml) 7 ICu(gml) 7
MC-1 277,91£2,25 0,9853  770,62£3,33 0,9966  94,43+1,11  0,9939
MC-2 79,10£1,56  0,9295  61,40+2,01  1,0000 56,77+1,13  0,9985
MC-3 38,4340,95  1,0000 17,20+1,11  0,9917  36,43+1,18  0,9956
MC-4 44,041£0,45  0,9628  15,19£1,23  0,9994  39,38+£1,09  0,9995
LC-2-3 164,20£0,59 0,9670 332,15£1,33 0,9979  48,98+1,00  0,9972
LC-4-1 13,5240,70  0,9909 9,87£1,35 0,9978  20,63£1,05  0,9921
LC-7-3 72,25+0,56  0,9891 461,24+4,55 0,9997 47,65t1,32  0,9915
Katesin ° <2,5 - 4,3240,15 0,9970  42,33+£1,78  0,9997
Kersetin " 4,394+0,89 1,0000 2,07£0,10 ~ 0,9933  23,52+1,03  0,9962
a-Tokoferol ” <2,5 - 7,31+0,17 0,9974 TE -
Troloks " <2,5 - 4,58+0,10  0,9973 167,16£6,43  0,9807
Askorbik Asit " TE - TE - 8,21£0,93 0,9998
BHA" <2,5 - 5,88+40,16 0,9932  32,7840,74  0,9960
BHT " <2,5 - 45,37£0,47  0,9997 TE -

#Sonuglar 3 paralel 6l¢iimiin ortalamasindan hesaplanmustir.

®Standart antioksidan maddeler.

TE: test edilmedi
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5. TARTISMA

Bu doktora tez calismasinda, Lamiaceae familyasinin iiyesi olan Micromeria
cilicica (endemik) ve M. juliana’nin toprakiistii kisimlar1 sirasiyla petrol eteri, aseton ve
metanol ile ekstre edildi. Daha sonra bu ekstrelerin toplam fenolik miktarlar
pirokatekole, toplam flavonoit miktarlar1 kersetine esdeger olarak tayin edildi. Her bir
ekstrenin f-karoten renk acgilim, DPPH serbest radikali giderim ve siiperoksit anyon
radikali giderim yontemleri kullanilarak antioksidan aktivitesi belirlendi. Aktivitesi
yiiksek c¢ikan ekstreler fraksiyonlandirildi ve antioksidan aktivite gosteren
fraksiyonlardan kromatografik yontemler kullanilarak saflastirilan maddelerin yap1

tayinleri spektroskopik yontemlerle yapildi.

M. cilicica’nin aseton ve M. juliana’nin petrol eteri ekstrelerinden elde edilen ve
% 50’nin ilizerinde antioksidan etki gdsteren fraksiyonlarin GC ve GC/MS analizleri
yapildi. Bu analizler sonucunda her iki bitkiden elde edilen bilesiklerden yirmi besinin
yapisi belirlendi.

7149 Ve aktif

M. cilicica’nin aseton ekstresinden antioksidan etkiye sahip olan
fraksiyonun (MCA 11) % 26,60’ mn1 olusturan timol*”*!, karvakrol®*' ve Vitamin E (%
14,20) elde edildi. DPPH radikalini ¢ok iyi gideren MCA 11’in antioksidan aktivitesi

timol, karvakrol ve Vitamin E’den kaynaklanmaktadir.

M. juliana’nin petrol eteri ekstresinin fraksiyonlar1 arasinda en iyi aktiviteyi
gosteren MJP 1-3’lin GC ve GC/MS analizi sonucunda fenolik bir bilesik olan 2.,4,6-
triizopropilfenol’ti (% 58,37) en yiiksek miktarda igerdigi bulundu. Bu fraksiyonun
iceriginde bulunan tiim maddeler halkali ve doymamis bir yapiya sahip olduklarindan £-
karoten renk agilim yonteminde ortamdaki singlet oksijeni uzaklastirarak antioksidan

aktiviteye katkida bulunduklar diisiiniilmektedir”*”.

GC ve GC/MS analizi sonucunda MJP 4-5’de hekzahidrofarnesil aseton’un (%
60,09), MJP 8-9°da cembren’in (% 27,22) ve MJP 12°de pentakosan’in (% 28,27) ana

bilesenler olduklar1 belirlendi.
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M. cilicica aseton ekstresinin en yliksek antioksidan aktivite gdsteren fraksiyonu
(MCA 37-40) LC-NMR cihazinda analiz edilerek antioksidan aktivite gosteren
maddeler belirlendi. Benzer bir calisma LC-MS cihazinda ABTS™ kullanilarak
yapilmustir'™’. Bu tez ¢alismasi ile ilk defa, DPPH kullanilarak antioksidan aktivite
gosteren maddelerin varligi (izotimonin 4'-metil eter, sudachitin, izomukronulatol)

kromatogramda izlendi.

M. cilicica’nin aseton ekstresinden ikisi yeni (izotimonin 4'-metil eter, piperiton
7-O-p-D-glikozit), dordii bilinen (ursolik asit, sudachitin, izomukronulatol, rutin) ve M.
Jjuliana’nin aseton ekstresinden bilinen bir madde (sakkaroz) olmak iizere toplam yedi
madde elde edildi. Bu saf maddelerin f-karoten renk agilim, DPPH serbest radikali
giderim ve siiperoksit anyon radikali giderim yontemleri ile antioksidan aktiviteleri

incelendi.

Bu tez calismasi ile M. cilicica’dan hazirlanan tiim ekstrelerin ve M. juliana’nin
petrol eteri ile aseton ekstrelerinin antioksidan aktiviteleri ilk kez incelendi. Ursolik asit
hari¢ diger saf maddelerin Micromeria tiirlerinden ilk kez elde edildigi tespit edildi.
Ursolik asit ve rutin disindaki diger saf maddelerin antioksidan aktiviteleri yine ilk kez
bu tez ¢alismasinda belirlendi. Rutin’in, f-karoten renk acilim, DPPH serbest radikali
giderim ve siiperoksit anyon radikali giderim yoOntemlerinin hepsinde en yliksek

aktiviteyi gosterdigi saptandi.

Sonug¢ olarak bu calismada, Micromeria cilicica ve M. juliana’nin zengin
antioksidan kaynaklar1 olduklar1 belirlendi. Diger Micromeria tiirleri potansiyel
antioksidan kaynaklar1 olabilecekleri i¢in hem kimyasal hem de aktivite bakimindan

incelenmeleri bilim diinyasina 6nemli katkilar saglayacaktir.
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