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OZET

YUKSEK LiSANS TEZI

Origanum minutiflorum O. Schwarz & P.H. Davis BITKISINDEKI SEKONDER
METABOLITLERIN iZOLASYONU VE ANTIiOKSIDAN AKTIVITELERININ
INCELENMESI

SULEYMAN MUHAMMED CELIK

GAZIOSMANPASA UNIVERSITESI FEN BILIMLERI ENSTITUSU

KiMYA ANA BiLiM DALI

DANISMAN:PROF. DR. MAHFUZ ELMASTAS

Sekonder metabolitler bitkiler tarafindan {iiretilen ve giliniimiizde bircok sektdorde
hammadde olarak kullanilan bitkinin temel yasamsal islevleri ile dogrudan iligkisi
olmayan, buna karsilik en az bitkinin yasamsal islevleri ile dogrudan iligkili primer
metabolitler (protein, lipit, karbonhidrat) kadar 6nemli olan kimyasal maddelerdir.
Sekonder metabolitler gilinlimiizde de Onemli rollere sahiptirler. Bunlar basta ilag
sanayisinin hammaddesi olup kozmetik, besin katki maddesi, tip, eczacilik, zirai ilag
sanayiinde ve bir¢ok kimya sektoriinde kullanilmaktadir.

Bu ¢alismada Origanum minutiflorum O. Schwarz & P.H. Davis bitkisindeki sekonder
metabolitlerin izolasyonu ve yapi analizleri yapilip yapilari aydinlatilmistir. Kolon
kromatografisi, preperatif ince tabaka kromatografisi ve preperatif HPLC ile izole
edilen saf molekiillerin yapilarin aydinlatilmasi, 1D-NMR ve 2D-NMR ile yapildi. Bu
proje kapsaminda; iki yag alkol (1, 2), bir laktam tiirevi olan azepan-2-one (3) ve sekiz
adet fenolik bilesik (4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 11) tiirevi olmak lizere on bir adet bilesik
saflastirilmis ve yapilar1 aydinlatilmis. Yapilart aydinlatilan molekiillerin antioksidan
kapasiteleri indirgeme giicii aktivitesi, bakir (I) iyonu indirgeme aktivitesi (CUPRAC),
(DPPH?®) serbest radikal giderme aktivitesi, (ABTS") radikal giderme aktivitesi ve metal
selat olusturma aktivite testleri ile belirlenmistir. Origanum minutiflorum O. Schwarz &
P.H. Davis bitkisinden yapilar1 bilinen 8 bilesik (1, 2, 3, 4, 6, 7, 8, 10) ilk kez bu proje
kapsaminda bu bitkiden saflastirilmis ve antioksidan aktiviteleri belirlenmistir.

Anahtar kelimeler: Origanum minutiflorum, antioksidan aktivite, izolasyon ve yapi
analizi, sekonder metabolit



ABSTRACT

MASTER THESIS

ISOLATION OF SECONDARY METABOLITES FROM Origanum minutiflorum
O. Schwarz & P.H. Davis AND DETERMINATION OF ANTIOXIDANT
ACTIVITIES

SULEYMAN MUHAMMED CELIK
GAZIOSMANPASA UNIVERSITY INSTITUTE OF SCIENCE

DEPARTMENT OF CHEMIiSTRY

SUPERVISOR:PROF. DR. MAHFUZ ELMASTAS

Secondary metabolites, used as pharmaceutical industries, not related directly to the
vital function are produced by plants, however they are as important as primer (proteins,
lipids, carbohydrates) metabolites. Secondary metabolites have been used in cosmetic,
food additive, medicine, pharmacy, and agriculture. Secondary metabolites have
important roles today. These are the raw material for pharmaceutical industry mainly
cosmetics, food additives, medicine, pharmacy, in the agrochemical industry and is used
in many chemical industries.

The plant materials, Origanum minutiflorum O. Schwarz & P.H. Davis, secondary
metabolites have been isolated and elucidated. Molecules were isolated by column
chromatography, preparative thin layer chromatography and preparative HPLC.
Elucidation of the structure of the molecules was performed primarily by 1D-NMR and
2D-NMR. In this project; two fatty alcohol (1, 2), an azepan-2-one which derivative of
lactam (3) and eight derivatives of phenolic compound (4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 11) purified
and structures elucidation have been done. Antioxidant capacity of isolated molecules
was determined by reducing power activity, copper (Il) ions reduced activity
(CUPRAC), (DPPH®) free radical scavenging activity, (ABTS") radical scavenging
activity and metal chelate activity tests. Known 8 compounds (1, 2, 3, 4, 6, 7, 8, 10)
were first purified from Origanum minutiflorum O. Schwarz & PH. Davis plant in this
work and theirs antioxidant activity were determined.

Keywords: Origanum minutiflorum, antioxidant activity, isolation and identification,
secondary metabolite
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1. GIRIS

Tiurkiye’de  tibb1  bitkilerin ~ iretiminin  ¢ogunlukla yerel popiilasyonlarla
gerceklestirilmesi, genetik ve kimyasal bakimdan 6nemli varyetebilitenin arastirilmasini
zorunlu hale getirmektedir. Bu nedenle, son yillarda tibbi bitkilerdeki ¢aligmalar dogal
ve kiltlir popiilasyonlarinin kimyasal bakimindan karakterizasyonu ve 6énemli olanlarin
kiiltiire kazandirilmasi lizerinde ¢alismalar onem kazanmis ve bu konuda arastirmalar
ivme kazanmustir. Dogal tibbi bitkilerin kiiltiir ¢alismalarmma baglamadan 6nce
fonksiyonel bilesiklerin karakterizasyonu ve bunlarin biyolojik aktivitelerinin

belirlenmesi ile ancak bu tiir calismalar sekillenebilir.

Origanum tiirlerinin halk arasinda mide ve bagirsak rahatsizliklari, 6ksiiriik, bronsit,
bademcik, yaralar iyilesmesi gibi rahatsizliklara kars1 kullanilmalar1 ayrica ugucu
yaglarinin, Avrupa gida kodeksi, Amerikan gida kodeksi ve ulusal kodekslerinde yer
almalart Origanum tiirlerinin 6nemini ortaya koymaktadir. Bu nedenle bu bitkilerde
sekonder metabolitlerinin izolasyonu, yapilarinin aydinlatilmas1 ve biyolojik

aktivitelerinin incelenmesi son derece Onem arz etmektedir.

Tiirkiye’de yaklastk 10 000 bitki tiirli yetismekte ve bu tiirlerin yaklagik 3 000’1
endemiktir. Tiirkiye tiim Avrupa’dakinden daha fazla endemik bitki tiirline sahiptir.
Tiirkiye’nin Asya ve Avrupa arasindaki konumundan dolayi, ii¢ iklimi barindirmasi ve
daglik yapisi nedeniyle bu kadar zengin bir bitki Ortiisiine sahip olmasini miimkiin
kilmistir. Canlilarda sekonder metabolitlerin sentezi; iklim ve c¢evre sartlari, biyotik ve
abiyotiklerin etkisi, stres kosullariyla degismektedir. Buda, endemik bitkilerin sekonder
metabolitlerinin (fonksiyonel bilesiklerinin) dogal ve kiiltiirii yapilan bitkilerden farkl
olmasina neden olmaktadir. Bu nedenle, endemik bitkilerin kimyasal karakterizasyonu
ve fonksiyonel bilesiklerinin saflagtirilip biyolojik aktivitelerinin belirlenmesi 6nemli

hale gelmektedir.

Bugilin Avrupa basta olmak iizere diinya’ da c¢evre kirliliginin 6nlenmesi ve insan
sagliginin korunmasi acgisindan c¢esitli endiistriyel alanlarda dogal bitkisel katki

maddelerinin kullanim1 fevkalade ©6nem tasiyan bir konu durumundadir. Fakat



Avrupa’nin bitki Ortlisii bu problemin ¢dziimii i¢in yetersiz kaldigindan bu konuda
yapilan caligmalar Gilineydogu Asya (Cin, Hindistan) ve Giiney Amerika iilkelerine
kaymistir. Bu {ilkelerde bitkisel iirlinler konusunda arastirma—gelistirme etkinliklerinin
hizla gelismesi sonucunda {iretilen bitkisel iirlinler diinya pazarlarimi isgal etmis
durumdadir. Tirkiye ise zengin bitki Ortiisiyle Gilineydogu Asya ve Giiney Amerika
iilkelerinden geri kalmamaktadir. Buna ragmen séz konusu alanlarda yeterli bilimsel
caligmalar yapilmamistir. Bu nedenle, bitkisel iirlinler yoniinden Tiirkiye diinya
pazarinda hak ettigi yere ulagamamistir. Bitkisel {iriin konusunda arastirmalarin
yapilmasi ve uygulamasiyla Tiirkiye bu alanda diinyada 6nemli bir yer tutabilecek ve

tilke ekonomisine 6nemli katkilar saglayacaktir.

Bu calisma kapsaminda, Isparta’nin Siitgiiler ilgesinde yetisen ve Akdeniz Bolgesine
endemik olan Origanum minutiflorum O. Schwarz & P.H. Davis bitkisindeki sekonder
metabolitlerin izolasyonu ve yapi analizleri yapilarak antioksidan aktiviteleri DPPH*®
(2,2-difenil-1-pikrilhidrazil) serbest radikal giderme aktivitesi, ABTS"(2,2"-azino-bis(3-
ethilbenzothiazolin-6-siilfonik asit)) katyon radikali giderme aktivitesi, Indirgeme giicii
aktivitesi, Metal selat olusturma aktivitesi ve CUPRAC metotlariyla in vitro olarak

belirlendi.



2. GENEL BILGILER VE KAYNAK OZETLERI

2.1. Origanum minutiflorum Bitkisinin Ozellikleri ve Yayilim

Origanum minutiflorum bitkisinin yoresel isimleri Yayla kekigi, Esek kekigi, Tota
kekigi ve Siitgiiler kekigidir. Bitki; Herba-Infiizyon olarak soguk alginliklar1 ve karmn
agrisina karsi, ugucu yag seklinde analjezik, antioksidan, antifungal olarak, yaprak—
inflizyonu olarak gargara yapilarak dis eti nevraljisi ve bas agrisina kars1 ve aromatik su
halinde dahilen veya gargara seklinde mide agrilar1 ve dis agrilarina karsi

kullanilmaktadir (Hartwell, 1982; Baytop, 1999).

Sekil 2. 1. Origanum minutiflorum bitkisi

Sistematik

Latince Ad1 : Origanum minutiflorum

Alem : Plantae
Boliim : Magnoliophyta
Sinif : Magnoliopsida
Takim : Lamiales

Alt Takim  : Asteridae

Familya : Lamiaceae

Cins : Origanum

Tiir : Origanum minutiflorum O. Schwarz et P. H. Davis
Endemik . Akdeniz Bolgesine Endemik

Omiir : Cok yillik



2.2. Literatiir Ozetleri

Bitkilerin ilag, yiyecek ve kozmetik amagh kullanimi insanin varligiyla baglamis
giiniimiize kadar siiregelmistir. Olagan olan hastaliklarin varligi ve bunlarin tedavi
edilmesi amaciyla bu gegen zaman igerisinde bitkilerin kullanimi ve her birisine ait
spesifik Ozellikleri insanlar tarafindan kesfedilmis ve pozitif yada negatif denemelerle
de gelistirilmistir. Giinlimiizde 20 000 den fazla bitki alternatif tedavi amagli olarak
kullanilmaktadir. Bu gelismeler ve hastaliklara karsi ilag veya etken madde kesfi igin
tibbi bitkilere ve bu bitkilerden ¢esitli maddelerin izole edilerek insanligin hizmetine

sunma calismalar1 da son derece onem kazanmustir.

Birgok sebepten dolay1 geleneksel ve tamamlayici (destekleyici) tedavinin, zararl etkisi
olmayan bitki haplarinin, farkli hastaliklarin tedavisinde kullanilmasi son zamanlarda
artmistir. Halk arasinda tedavi amaglh kullanilan bitkilerin dogal bilesiklerinin
izolasyonu ve yapilarinin aydinlatilmasi, hastaliklarin tedavisinde yeni, etkili ve yan
etkisi olmayan tedavi yontemlerinin geligmesine Onciilik edecektir. Bu amag
dogrultusunda yapilacak arastirmalarin hastalik tedavisinde yararli olacagi bircok

arastirmaci ve konu uzmanlari tarafindan diigtiniilmektedir.

Canlilarin ~ yasamlarint  devam  ettirebilmeleri i¢in  gerekli olan enerjiyi
karsilayabilmeleri, alinan besinlerin metabolizmaya girisi ile miimkiin olmaktadir.
Viicut tarafindan alinan besinlerin enerjiye doniistliriilmesi i¢in oksijen mutlaka
gereklidir. Katabolizma sirasinda harcanan oksijenin bir dezavantaji reaktivitesi ¢ok
yiiksek olan reaktif oksijen ara iirtinleri (ROS) olarak bilinen zararli bazi radikallerin
meydana gelmesidir. Bu radikallerin {iretimi stres durumlarinda artig gosterir ve viicutta
birgok hastaligin da sebebidir. Bu nedenle strese dayali hastaliklar basta olmak tizere bir
hastalik tedavisinde preperatif antioksidan maddelerin kullanilmas1 hekimler tarafindan
tavsiye edilmektedir. Giliniimiizde kanserle serbest radikaller arasindaki iliski yapilan
deneylerle ispat edilmistir. Bilindigi gibi serbest radikaller canli organizmalarda ve
dokularda diger madde ve gruplarla reaksiyona girerek hiicre icerisinde istenmeyen
toksik maddeler olusturabilirler. Bu iiriinler viicuda zararli olup ¢esitli mekanizmalarla

hiicre harabiyetini tetikleyerek hiicre 6limiine yol agarlar (Gordon, 1996). Memeli



hayvan hiicrelerinde bu maddeler yaglanmay1 da hizlandirir. Serbest radikaller; lipit,
protein, karbonhidrat ve DNA gibi biyomolekiillerle etkileserek, onlar1 dejenere eder ve
mutasyonlarin olusumuna yol acarlar (Davies ve ark., 1995). Metabolizma ile bu
maddelerin toksik Ozellikleri yok edilerek hiicre disina atilir. Bu reaksiyonlarda
antioksidan maddeler ve antioksidan enzim sistemleri olduk¢a dnemli rol oynar ve bu
maddeler bu yiizden olduk¢a Onemlidirler. Biitillenmis hidroksi toluen (BHT) ve
biitillenmis hidroksi annisol (BHA) gibi sentetik antioksidanlarin toksik ve kanserojen
sliphesini ortaya koyan calismalardan sonra bazi iilkelerde bu bilesiklerin kullaniminda
sinirlamalar getirilmis ve buda bitkisel dogal antioksidanlara olan ilgiyi artirmistir.
Meyve, sebze, bitkisel ¢ay ve baharatlar 6nemli antioksidan kaynaklaridir. Yapilan
caligmalarda bitkilerdeki antioksidan aktivitelerin igerdigi ugucu yag, flavonoidler,
fenolik asitler ve antosiyanin gibi sekonder bilesiklerden kaynaklandigi belirlenmistir

(Safer ve Nughamich, 1999; Fukumoto ve Mazzo, 2000).

Bitkilerde bulunan etken bilesiklerin saflagtirilmasi ve yapilarinin aydinlatilmast son
zamanlarda 6nem arz etmektedir. Dogal kaynaklardan saflastirilan ve yapisi aydinlatilan
bilesiklerin biyolojik aktivitelerinin incelenmesi ise ¢ok daha 6nemli oldugu agiktir. Bu
nedenle, bu konularda yapilacak caligmalar daha da 6nemli hale gelmistir. Bu tez
kapsaminda gerceklestirilen ¢alismalarin bu konuda 6nemli bir boslugu dolduracagi

kanaatindeyiz.

Tiirkiye, mevcut bitkisel c¢esitliligi yoniinden olduk¢a dikkate deger ve zengin bir
floraya sahiptir. Bu zenginlik; ii¢ fitocografik bdlgenin kesistigi noktada bulunmasi,
Giliney Avrupa ile Giiney Bat1 Asya arasinda koprii olmasi, pek ¢ok cins ve seksiyonun
orijin ve farklilagma merkezinin Anadolu olmasindan ileri gelmektedir. Ayrica ekolojik
ve fito cografik farklilagma sonucu olarak tiir endemizminin yiiksek olmasi da burada

etkili faktordiir (Yigit ve Benli, 2005).

Diinyadaki baharat bitkileri ticaretinde Origanum cinsleri dnemli bir rol oynamaktadir.
Origanum cinsi Tirkiye’ de 23 tiir ve diger alttiir ve varyetelerle birlikte toplam 32

takson ile temsil edilmektedir. Origanum cinsi ticari oneme sahip, biyilk miktarlarda



ihra¢ edilen bir bitkidir (Kilic ve Bagci, 2008). Tiirkiye’ de en ¢ok kullanilan Origanum

tirleri O. vulgare ve O. onites’ tir (Sarer ve ark., 1996).

Baharatlar baslangicta sadece yabani yetisen bitkilerden elde edilmekteydi. Kullanimin
artmasi ve c¢esitlenmesiyle bitkilerin kiiltiire alinmasina baslanmistir. Giiniimiizde
baharatlarin biiyiik boliimi, tarimi yapilan bitkilerden kaynaklanir. Gelismis iilkelerde
yerli veya yabanci bitkiler daha c¢ok kiiltiire alinmaktadir. Miktar ve deger agisindan
basta gelen bircok baharat ise, cografik Ozelliklere bagli olarak hala {igiincii diinya
tilkelerinden kaynaklanmaktadir. Bu iilkelerde de yabani yetisen bitkilerin yerini tarimi
yapilanlar almistir. Bununla birlikte mercankdsk, kekik, biberiye, defne gibi bazi
baharatlarlarin 6nemli 6l¢iide yabani bitkilerden kaynaklandigi goriilmektedir. Kalite ve
temin agisindan, kiiltiir bitkilerden tiretilen baharatlar genellikle tercih edilir (Akgiil,
1993).

Yasadigimiz yiizyilin son donemlerinde artan ¢evre kirliligine paralel olarak sentetik
yollarla tiretilen teknoloji iiriinii malzemelere duyulmaya baglayan tepki, yeniden
dogaya doniis 6zlemleri tasiyan ve sayilart hizla artan bir toplulugu dogurmustur. Bu
topluluk bireylerinin isteklerine ve begenilerine uygun olarak, s6z konusu bitkiler ve
yan TUrlinlerinin pazarlanmas1 giderek biiylimekte, ekonomik agidan Onemi c¢ok
artmaktadir. Thrag edilen bu iiriinlerin icinde gerek miktar ve gerekse deger agisindan

birinci siray1 kekik almaktadir (Yagcioglu, 1999).

2.3. Origanum minutiflorum O. Schwarz & P.H. Davis Bitkisi ile ilgili Yapilan

Calismalar

Stintar ve arkadaglarinin yaptiklar ¢alismada Tiirkiye’de geleneksel olarak kullanilan
bazi bitkilerin (Origanum minutiflorum O. Schwarz & P.H. Davis bitkisi dahil) ugucu
yaglarinin karigimi ile yaptiklari bir kremin yara iyilesmesinde kullanilmis ve bu kremin
deney  hayvanlarinda  olusturulan  yaralarin  iyilesmesinin  hizlandirdigini

belirtmektedirler (Suntar ve ark., 2011).



Origanum minutiflorum O. Schwarz & P.H. Davis bitkisinin degisik c¢oziiciilerle
(Aseton, Etanol, Etilasetat, n-Hekzan, Metanol ve Su) elde ettikleri ham ekstrelerin
antioksidan, antimikrobiyal ve sitotoksisitelerini arastirmislardir. Antimikrobiyal
aktivitenin n-hekzan ile elde edilen ekstrede yiiksek oldugu ve bu kismin sitotoksik
oldugunu belirtmisler. Su ve metanol ekstrelerinin antioksidan aktivitelerinin yiiksek
oldugu ve 10-100 pg/mL arasindaki konsantrasyonlarda yavru hamster bobrek firoblast
hiicrelerine (BHK 21 cell line) kars1 sitotoksik etkilerinin olmadigini bulmuslardir.
Yapilan ¢alismada ham ekstreler kullanilmis ve sonug¢ kisminda antioksidan bilesiklerin

bu bitkiden saflastirilmasi gerektigini belirtmislerdir (Oke ve Aslim, 2010).

Origanum minutiflorum O. Schwarz & P.H. Davis’in ugucu yagmin kenelerde yapilan
bir c¢alismada 10 pl/L ¢ozeltinin 120 dakika sonra kenelerin hepsinin 6ldiigiinii
gozlemlemisler (Cetin ve ark., 2009).

Origanum minutiflorum bitkisinin ugucu yaginin 16 bakteri ve 2 adet maya mikro
organizmalarina karsi yapilan antimikrobiyal aktivite c¢alismasinda Pseudomonas
aeruginosa mikroorganizmasi hari¢ diger mikroorganizmalara karsi giiglii bir aktiviteye
sahip oldugu goriilmiistiir (Unlu ve ark., 2007). Yapilan benzer ¢alismalar Origanum
minutiflorum bitkisinin ugucu yaginin iyi bir antibakteriyal oldugu rapor edilmektedir
(Baydar ve ark., 2004; Dadalioglu ve ark., 2004).

Baddal tarafindan Yiiksek lisans tezi olarak yapilan ¢alismada O. minutiflorum ugucu
yag, hekzan, metanol, aseton, diklorometan ve kloroform ekstrelerinin antioksidan
aktiviteleri incelenmistir. Bu c¢alismada elde edilen sonuglara gore O. minutiflorum
ucucu yag ve diger ekstrelerin yliksek bir antioksidan aktiviteye sahip oldugu rapor

edilmistir (Baddal ve Ozmen, 2010).

Bu bitki ile ilgili tek bir izolasyon ¢aligmasi yapilmustir (Karaoglan Sezen ve Ozgen,
2011). Doktora tezi olan bu ¢alismada, Bazi Origanum Tiirleri Uzerinde Farmakognozik
Calismalar yapilmis ve endemik olan O. micranthum, O. Minutiflorum, O.
rotundifolium tiirlerinin kloroform, etil asetat ve su ekstreleri ¢alisilmis. Bu tiirlerde bazi

bilesikler kromatografik tekniklerle saflagtirilmis ve yapilar1 aydinlatilmistir.



O. minutiflorum kloroform ekstresinden 1 diiz zincirli doymus yag alkolii olan 1-
tetradekanol (miristol), etil asetat ekstresinden rosmarinik asit ve apigenin, su

ekstresinden de visenin-2, izole edilmistir.



3. MATERYAL VE METOT
3.1. Kullanilan Kimyasallar Maddeler

Coziiciiler: Metanol, etil asetat, hekzan, kloroform, asetonitril, n-biitil alkol, aseton ve

diklorometan kullanilmistir. Biitiin ¢oziiciiler destilleme islemi yapildiktan sonra
kullanilda.

NMR céziiciileri: D,O, CDCIl; DMSO-ds (Merck).

Reaktifler: DPPH®, FeCls, ferrozin (Sigma), KsFe(CN)s, TCA, KHyPO,4 NayCOs,
Folin-Ciocalteu Reaktifi (Sigma-Aldrich), BHA, BHT, Gallik asit (Merck), Amonyum
seryum siilfat (Sigma).

Dolgu maddeleri; Silika jel (Merck 60-230 mesh), silika jel Gross ITK tabakalar
(20x20), (Merck).

Belirtegler: Serik siilfat (12 g amonyum seryum(IV)siilfat + 50 mL Derisik Stlftirik
Asit+ 450 mL su seklinde hazirlandr).

HPLC cihazi i¢in: asetonitril, metanol, deiyonize su ve formik asit.

3.2. Kullanilan Cihazlar

'H-NMR (Bruker 400 MHz Spektrometre)

B3C-NMR (Bruker 100 MHz Spektrometre)

P-HPLC Perkin Elmer Series200 pompa Series 200 UV-Vis dedektor
Doner buharlastirict (Heidolph)

Manyetik karistiric1 (IKA)

Liyofilizator (ScanVac)

3.3. Bitkisel Materyal

Origanum minutiflorum bitkisi Isparta’nin Siitgiiler ilgesinden toplandi. Bitkinin tiir
teshisi Isparta Siileyman Demirel Universitesi Fen-Edebiyat Fakiiltesi Biyoloji Boliimii
Ogretim Uyesi Prof. Dr. Hasan OZCELIK tarafindan belirlendi. Tanik Isparta Siileyman
Demirel Universitesi Herbaryumu'nda saklanmustir. Bitkinin ekstrakte edilmesi,

antioksidan aktivite i¢in test numunelerinin hazirlanmasi, fraksiyonlandirma, ayirma,



saflagtirma, antioksidan aktivite testleri ve saflastirilan bilesiklerin  yap1
karekterizasyonlar1 Gaziosmanpasa Universitesi, Kimya Bolimii Bitki Arastirma

Laboratuari-A’da yapildi.

3.4. Ekstraksiyon islemleri

Origanum minutiflorum bitkisi giines gormeyen ortamda baskisiz kagitlar iizerinde
kurutulmus ve kiigiik parcalara ayrilmis bitkiden (0.7 kg) alinarak (5L) sicak suda agik
atmosferde (1 saat) kaynatildi ve bu siirenin sonunda oda sicakligina kadar
sogutulduktan sonra filtre kagidi ile siiziilerek sulu konfiizyon elde edildi. Bu kisim
hekzan ile (1:1 oraninda) partitisyona tabii tutuldu ve hekzan fazlari birlestirilerek
kuruluga kadar evaporatorde ¢oziicli uzaklastirilarak hekzan fazi elde edildi. Hekzan ile
yapilan partitisyon su fazindaki yiiksek polariteli primer ve sekonder metabolitlerin sulu
fazda kalmasini diisiik polariteli molekiillerin hekzan fazinda birikmesini sagladi.
Hekzan ekstraktindan sonra kalan sulu kisim ayni sekilde etil asetat ve n-biitanol ile
ekstrakte edildi. Bitkiden toplam 3 faz elde edilerek ve bu ekstraktlar igin anktioksidan
aktivite testleri gergeklestirilmistir. Aktivitesi yiiksek olan fazin aktivitesinden sorumlu
bilesiklerin izolasyonu i¢in kolon kromatografisi gergeklestirilmistir ve ayrica 3 fazin
LC-TOF kromatogramlar1 birbirleri ile karsilastirilmistir. Ekstraksiyon semasit Sekil

3.1’ de verilmistir.
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Hekzanile i
Ekstraksiyon
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- Hekzan Fazi
I
Etil Asetat ile
Ekstraksiyon
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Etil Asetat
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I
Biitanolle
Ekstraksiyon
I . !
- Biitanol Fazi Aktivitesi Yiiksek Olan
| Ekstrakt Kolon
Kromatografisine Tabii
Tutuldu

Sekil 3. 1. Origanum minituflorum bitkisi i¢in ekstraksiyon semasi
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3.5. Antioksidan Aktivite Analizleri
3.5.1. Toplam Fenolik Madde Tayini

Total fenolik tayini Folin-Ciocalteu metodu kullanilarak tayin edilmistir. Yontem, suda
ve organik ¢oziiciilerde ¢ozlinmiis olan fenolik bilesiklerin Folin-Ciocaltue reaktifleri ile
alkali ortamda renkli kompleks olusturmasi esasina dayanir. Olusan mor—menekse
renkli kompleks 760 nm’de maksimum absorbans olusturur (Slinkard ve Singleton,
1979). Ekstraktlar igindeki toplam fenol miktarlari, bu yontem kullanilarak
spektrofotometrik olarak tayin edildi. Folin-Ciocaltue yontemine goére, 1 mg/mL
konsantrasyonda olacak sekilde destile suyla seyreltilmis 100 pl bitki ekstresi ve 100 pl
Folin-Ciocalteu reaktifi 5 dakika siireyle karistirildi. %2’lik sodyum karbonat
¢ozeltisinden 300 pL eklendikten sonra tiipler vortekste 1 dakika karistirilarak bu
karigimin tizerine 4.5 mL destile su ilave edildi. Daha sonra tiipler tekrar vortekslenerek
oda kosullarinda karanlikta iki saat inkiibe edildikten sonra UV spektrofotometrede 760
nm’de absorbanslari 6lgiiliip kaydedildi. Gallik asit kullanilarak elde edilen kalibrasyon
grafigi kullanilarak toplam fenolik bilesik hesaplanmistir. Sonuglar kg ekstrede mg
gallik aside esdeger (mg GAE/kg ekstre) olarak verilmistir.

3.5.2. Serbest Radikal Giderme Aktivitesi (DPPHe Testi)

Bitki ekstrelerinin ve izole molekiillerin DPPHe serbest radikalini siipiiriicii etkileri 2,2-
difenil-1-pikrilhidrazil stabil radikalinin menekse/mor rengini giderme yetenekleri ile
Olciilmektedir. Bu maddelerin DPPHe ile olusturduklari rengin 517 nm’de 6l¢limiine ve
standart madde ile karsilagtirillmasina dayanmaktadir (Blois, 1958). Metot, ekstraktlarin
bir proton veya elektron verebilme yeteneginin, mor renkli DPPHe ¢6zeltisinin rengini
acmasi esasina dayanir. Reaksiyon karisiminin absorbansinin diismesi yiiksek serbest
radikal giderme aktivitesinin gostergesidir.2,2-difenil-1-pikrilhidrazil (DPPH?¢) radikalin
etkinliginin giderilmesi c¢alismalar1 ¢esitli arastirmacilarin ortaya koyduklari metodu
takiben yapilmigtir (Hatano ve ark., 1988). Bu metoda gore, her bir numune igin (10, 20,
40, 80 puL) 1 mg/mL’lik konsantrasyona sahip olan dort farklt miktarda ornekler ve
standartlarin ¢ozeltileri alinip 3 mL olacak sekilde etil alkol ilave edildikten sonra
tizerlerine 0.1 mM’lik DPPHe ¢ozeltisinden 1’er mL eklendi. Vorteks yardimiyla 30
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saniye karistirildiktan sonra karanlik bir ortamda oda sicakliginda 20 dakika bekletildi.
Ardindan 517 nm’deki absorbans degerleri spektrofotometre ile oOlgiilerek kaydedildi.

DPPHe giderme aktivite sonuglar1 ICsg seklinde verilmistir.
3.5.3. indirgeme Giicii Aktivitesi

Bitki ekstraktlarinin, molekiillerin ve standartlarin indirgeme kapasitesi Oyaizu
metoduna gore tayin edildi (Oyaizu, 1986). Ortamdaki indirgen madde Fe** iyonlarin
Fe?* iyonlarina indirger ve FeCls ilavesiyle olusan Prusya mavisi rengindeki kompleksin
absorbans1 Olgiliir. Yiiksek absorbans degeri yiiksek indirgeme kapasitesinin
gostergesidir. Bu metoda gore, her bir numune i¢in 50, 100, 150 ve 200 pg/mL
konsantrasyonlara sahip 6rnek ve standartlardan 0.1 mL alimip 0.2 M fosfat tamponu
(pH=6.6) ile 1.25 mL’ye tamamlanip karistirildi. Daha sonra 1.25 mL %1°lik potasyum
ferrisiyaniir [K3Fe(CN)g] eklenerek 50 ‘C’de 20 dk inkiibasyona birakildi. Bu asamadan
sonra reaksiyon karistmi oda sicakligmma getirilip tizerine 1.25 mL %10’luk
trikloroasetik asit eklendi ve 250 pL  9%0.1’lik FeCl; eklendikten sonra 1 dakika
vortekslendikten sonra 700 nm’de absorbans degerleri Olgiildii. Sonuglar troloksa

esdeger (umol TEAC/g numune) seklinde verilmistir.
3.5.4. Metal Selatlama Aktivitesi

Metal selatlama 6zelligi olan antioksidan maddeler serbest demiri baglamak suretiyle
onu etkisizlestirir ve boylece fenton reaksiyonlar1 sonucu olusan hidroksil ve peroksit
gibi radikal olusumunu inhibe eder. Bu deneyde 6rneklerin Fe*? selatlama etkisi
incelendi. Bu amacla FeCl, ¢ozeltisi kullanildi. Fe* iyonu ve ferrozinin olusturdugu
kompleksin 562 nm’de mor renk olusturmasina dayanilarak selatlama aktivitesi
belirlendi. Orneklerin ve standartlarin metal selatlama kapasitesi Dinis ve arkadaslarinin
gelistirdigi yontemler esas alinarak uygulandi. Ornek ve standart cozeltilerinin
konsantrasyonlari 25, 50, 75 ve 100 pg/mL olacak sekilde toplam hacimleri metanol ile
2 mL’ye tamamlandi. Her bir numune 25 pL, 2 mM FeCl;.4H,0 c¢ozeltisi ile 60 dakika
inkiibe edildi. Inkiibasyondan sonra 100 pL, 5 mM ferrozin eklenerek 10 dakika oda

sicakliginda bekletildi. Demir iyonlar1 ve ferrozinin olusturdugu kompleksin absorbansi
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562 nm’de Olgiildii. Pozitif kontrol olarak EDTA kullanildi. Sonuglar ICsq seklinde
verilmistir (Dinis ve ark., 1994).

3.5.5. ABTS" Radikali Giderme Aktivitesi

ABTS" (2,2'-azino-bis-3-etilbenzothiazolin-6-siilfonik asit) radikali giderme aktivitesi
Re ve arkadaslarmin yaptig1 ¢alismaya gore belirlendi. ABTS® radikali olusturulmast,
ABTS" nin potasyum persiilfat (K,S,0s) oksidasyonuyla direk iiretilir. Bu islem igin 2
mM’lik ABTS" ¢ozeltisi hazirlandi. Bu ¢ozeltiye 2.45 mM’lik potasyum persiilfat
¢ozeltisi eklenerek ABTS" radikali elde edildi. Elde edilen ¢dzelti kullanilmadan 6nce
734 nm’de absorbansi 0.1 M ve pH’s1 7.4 olan fosfat tamponu ile 0.700+0.025 nm’ye
ayarlandi. Farkli konsantrasyonlardaki (100-400 pg/mL) ekstraktlarin ve izole
molekiillerin stok ¢dzeltisine (100 uL) ABTS" radikali ¢ozeltisi (1 mL) ilave edildikten
sonra lizerine tampon ¢ozelti ilave edilerek son hacim 4 mL olacak sekilde seyreltme
islemi yapildi. Tampondan olusan kore karsi 734 nm’de absorbanslar1 kaydedildi.
Sonuglar ICsg seklinde verilmistir (Re ve ark., 1999).

3.5.6. Cu™" iyonlarim Cu” iyonlarina indirgeme (Cuprac) Aktivitesi

Bitki ekstraktlarinin, molekiillerin ve standartlarin cuprac yontemiyle antioksidan
kapasitesi Chang ve arkadaglarmin gelistirdigi metoda gore tayin edildi. Ortamdaki
indirgen madde Cu®" iyonlarini Cu'* iyonlarina indirger ve CuCl, ilavesiyle olusan sari
renkteki kompleksin absorbansi olgiiliir. Yiiksek absorbans degeri yiiksek antioksidan
kapasitesinin gostergesidir. Bu metoda gore,her bir ekstrakt i¢in 50, 100, 150 ve 200
ug/mL konsantrasyonlara sahip 6rnek ve standartlarin 1 mL’si, 1 mL (0.01 M) CuCl; ile
karistirildi. Daha sonra 1 mL neokuprin (2,9-dimetil-1,10-fenantrolin) (7.5x10% M
alkolde ¢6ziinmiis) ve ImL amonyum asetat (NH4Ac) tampon ¢6zeltisi ilave edildikten
sonra iyice karistirildi. Oda sicakliginda 30 dk inkiibasyona birakildi sonra 450 nm’de
absorbans degerleri ol¢iildii. Troloks kalibrasyon egrisi kullanilarak sonuglar troloks’a
esdeger olarak degerlendirildi. Sonuglar troloksa esdeger (umol TEAC/g numune)
seklinde verilmistir (Chang ve ark., 2002).
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3.6. Etkili Bilesiklerin Saflastirilmasi islemlerinde Kullanilan Teknikler

3.6.1. Kolon kromatografisi

Elde edilen (25 g) n-biitanol ham ekstresindeki etken maddelerin saf olarak elde
edilmesi i¢in (4 cm ¢apinda ve 120cm uzunlugunda) cam kolon kullanildi. Kolon dolgu
maddesi olarak (600 gram) (60 mesh partikiil boyutunda) silika jel kullanildi. Hareketli
faz  olarak %100 hekzandan baslayarak artan polarite ile hekzan-diklorometan,
diklorometan, diklorometan-EtOAc, EtOAc ve EtOAc-metanol ¢oziicii sistemleri ile
kademeli olarak artirilarak elue edildi. 250°ser mL olacak sekilde 810 adet fraksiyon
topland1. Toplanan fraksiyonlar ITK ile kontrollii olarak birlestirildi.

3.6.2. Ince tabaka kromatografisi (ITK)

Kolon kromatografisi ile elde edilen fraksiyonlardan benzer fraksiyonlarin
birlestirilmesi amaciyla ITK ye tabi tutuldu. ITK i¢in mobil faz belirlenirken, kolonda
kullanilan mobil faz ile ayni polaritede ¢oziicii kullanildi. Saf olan fraksiyonlarin
coziiciileri uzaklastirildiktan sonra NMR spektrumlar1 alindi. Saf olmayan fraksiyonlar
icin Rf degerleri ayni olanlar UV (254 ve 366 nm) 15181 altinda kontrol edilerek
birlestirildi. UV 1s181inda goriinmeyen spotlar ise serik siilfat belirteci piiskiirtiilerek
hafif 1sitihidiktan sonra goriinen renkler ve Rys degerlerine bakilarak benzer olan

fraksiyonlar birlestirildi.
3.6.3. LC-TOF/MS (Ugus zamanh Sivi Kromatografisi Kiitle Spektroskopisi)

Ucgus zamanli (TOF) kiitle spektrometresinde iyonlar elektrik alan tarafindan
ivmelendirilir ve iyonlarin dedektdre ucus siiresi Ol¢iiliir. Hafif olan iyonlar agir olan
iyonlara gore daha hizli ucacagi i¢in iyonlar ugus zamaninin bir fonksiyonu olarak
ayrilmis olur. TOF-MS iinitesi bilesimlerin elemental formlarini spesifik ve segicilikle

aydinlatir. Calismada kullanilan cihazin ve kolonun 6zellikleri agagida verilmistir.

Cihaz: Agilent technologies 1260 infinity LC, 6210 TOF-MS
Enjeksiyon hacmi: 10 pL

Kolon sicakhgi: 35 °C

Kolon: ZORBAX SB-C18 4.6x100mm, 3.5um
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3.6.4. Preperatif HPLC (P-HPLC)

P-HPLC’nin Analitik HPLC’den temel farki akis hizinin, kolonun ve enjeksiyon yapilan
madde miktariin yliksek olmasidir. Tek bir enjeksiyon ile daha fazla madde ayrimini
saglar. Calismada kullanilan HPLC cihaz1 Perkin Elmer marka Series 200 model UV
detektorlii bir cihazdir. Calisma boyunca kolon firmm1 30 °C’de sabit tutuldu.
Enjeksiyonlar; hacmi 200 pL olan loop kullanilarak manuel olarak yapildi. Ayirma
islemlerinin tamaminda C18 ters faz dolgu maddesi iceren VYDAC marka (25 mm x

300 mm boyutlarda 10 pm partikiil boyutlu) kolon kullanildu.

Yapilan P-HPLC ¢alismasinda; n-biitanol ekstresine uygulanan kolon kromatografisinde
elde edilen fraksiyonlarin (186-356, 357-567 ve 568-648), ITK yardimiyla ikiden fazla
madde icerdigi belirlendi. Uygun metot olusturulduktan sonra P-HPLC uygulamasi
yapildi. Bu fraksiyon araliklarinin HPLC ve P-HPLC kromatogramlar1 asagida
verilmistir (Sekil 3.2, 3.3,3.4).
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Cizelge 3. 1. 186-356 fraksiyon araligina uygulanan P-HPLC mobil faz programi

Coziici Akis Zaman (dk) %2.§’l_ik Formik Asetonitril
Hizi (mL/dKk) Asitli su (v/v) (vIv)

1 5 0 % 95 %5

2 5 60 % 70 % 30

3 5 3 %0 % 100

4 5 2 % 95 %5

I T T S
A e e e e

FA A
P

= Apigenin

=

|V

Eriodiktiol

Sekil 3. 2. n-biitanol faz1 186-356 fraksiyonlarinin HPLC kromatogramlari

Kolon kromatografisnde silikajel dolgu maddesi kullanilarak, Hekzan (%40) — EtOAC
(%60) ¢oziicii sisteminde toplanan ve ITK kontrollii olarak birlestirilen 186-356’nolu
fraksiyonlarina P-HPLC uygulandi. Kromatogramda (Sekil 3. 2) goriilen biiytlik pikler

farkli tiiplere konularak evaparatorle c¢oziiciileri uzaklastirildi. NMR’lar1 alinarak

maddelerin Apigenin ve Eriodiktiol oldugu belirlendi.
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Cizelge 3. 2. 357-567 fraksiyon araligina uygulanan P-HPLC mobil faz programi

Coziicii Akis Hiza Zaman (dK) 202.5’lik Formik Asitli | Asetonitril
(mL/dk) su (v/v) (VIv)
1 5 0 %0 100 %0
2 5 60 % 65 % 35
3 5 3 %0 %0 100
4 5 2 %0 100 %0
__l N (VAN N N _ e A
— Globoidnan-A Liteolin

= — <

Sekil 3.3. n-biitanol faz1 357-567 fraksiyonlarinin HPLC kromatogramlari

n-biitanol fazindan kolon kromatografisi ile silikajel dolgu maddesi kullanilarak, EtOAc
(%100) ¢odziicii sisteminde toplanan ve ITK kontrollii olarak birlestirilen 357-567 nolu
fraksiyonlar1 i¢cin P-HPLC uygulamasi yapildi. Kromatogramda (Sekil 3. 3) goriilen
biiylik pikler farkli tiiplere konularak evaparatorle ¢oziiciileri uzaklastirildi. NMR’lar1
alinarak maddelerin Globoidnan-A ve Liiteolin oldugu belirlendi.
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Cizelge 3. 3. 567-648 fraksiyon araligina uygulanan P-HPLC mobil faz programi

Coziicii Akis Zaman %2.5’lik Formik Asitli | Asetonitril
Hizi (mL/dk) (dk) su (v/v) (VIv)
1 5 0 % 95 %5
2 5 60 % 60 % 40
3 5 3 0 % 100
4 5 2 % 95 %5
:A S ﬁi/\,A__H_/LW__WMJL — I\ A
;: Apigenin-7-O-glukoronoid Rormarinik Asit

Sekil 3.4. n-biitanol faz1 567-648 fraksiyonlarinin HPLC kromatogramlari

n-biitanol fazindan kolon kromatografisi ile silikajel dolgu maddesi kullanilarak,

Metanol (%10) - Etil asetat (%90) ¢oziicii sisteminde 567-648 fraksiyon araligi igin

preperatif HPLC uygulamasi yapildi. Kromatogramdaki pikler farkli tliplere konularak

evaparatorle ¢oziiciileri uzaklastirildi ve tekrar NMR lar1 alinarak maddelerin Apigenin-

7-O-glukoronid ve Rozmarinik Asit oldugu belirlendi.
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4. BULGULAR VE TARTISMA

4.1. Ham Ekstrelere Uygulanan Antioksidan Aktive Testlerinin Sonugclar:

Ekstrelerin antioksidan kapasiteleri, toplam fenolik bilesik, DPPH® radikal giderme
aktivitesi, indirgeme giicii aktivitesi , ABTS" katyon radikali giderme aktivitesi, Metal
Selatlama aktivitesi ve Cuprac aktiviteleri olgililerek belirlendi. Bitkiden elde edilen
ekstrelerin antioksidan kapasitelerini belirledikten sonra antioksidan kapasitesi yiiksek

olan ekstre sekonder metabolitlerin izolasyonu i¢in kullanildi.

Cizelge 4.1°de de goriildiigl gibi fenolik icerik bakimindan zengin olan ekstrenin (n-
biitanol ekstrakti), biinyesinde 131.32 g gallik aside esdeger fenolik madde igerdigi,
DPPH?® radikal giderme (ICso= 24.54 pug/mL), indirgeme giicii (4.63 TE umol/g ekstre),
ABTS" radikal giderme (ICso= 10.70 pg/mL) ve Cuprac (bakir (II) iyonu indirgeme
aktivitesi) (10.89 TE umol/g ekstre) degerleriyle de diger ekstrelere oranla daha yiiksek
antioksidan aktiviteye sahip oldugu belirlendi. Diger ekstrelerden daha yiiksek fenolik
bilesik icermesi ve DPPH®, ABTS", Cuprac aktiviteleri daha yiiksek olmasindan dolay1
bu ekstre izolasyon islemlerinde kullanildi. Etil asetat ekstresinin FRAP aktivitesi n-
biitanolden yiiksek ¢ikmis olsa da diger aktivite testleri g6z Oniinde tutularak izolasyon
islemleri icin etil asetat ekstresi tercih edilmedi. Elde edilen sonuglar dogrultusunda,
sekonder metabolitlerin izolasyonu ve yap1 analizleri i¢in n-biitanol ekstresine

kromatografik ve spektroskopik yontemler uygulandi.
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Cizelge 4. 1. Ham ekstrelere uygulanan antioksidan aktivite test sonuglari.

Toolam DPPH* indireeme ABTS? Metal Cuprac
N P! Radikal '8¢ Radikal | Selatlama | (umol
umune Fenolik (g R Giicii ; ivitesi
Giderme Giderme | Aktivitesi TE/g
GAE /Kg (nmol TE/g
ekstre) [1Cso ekstre) [1Cso [1Cso ekstre)
(ng/mL)] (ng/mL)] | (pg/mL)]
Hekzan 285+1.7 |22955+9.12 | 0.58+0.01 | 65.34+2.48 - 5.80 + 0.03
Ekstrakti
Etil Asetat 10227+ | 51614132 | 5684085 | 11.72+017 7.88+0.01
Ekstrakti 6.88
n-biitanol | 131 35.501 | 2454+056 | 4.63£057 | 10.700.09 - 10.89+0.16
Ekstrakti
BHT - 5.42+0.41 433 +0.23 5.03 +0.01 4.82+0.38
BHA - 8.20 £ 0.68 7.26 +0.26 7.56 =0.04 8.14+0.19
Trolox = 1726032 | 3.96+0.26 | 13.80+0.13 4.13+0.43
EDTA - - - 3.29 +0.29

4.2. Fitokimyasal Calismalar
4.2.1. Tzolasyon Islemi

Bitkiden aktif bilesenlerin ayrilmasi ve saflastirilmasinda 4 cm ¢apinda ve 120 cm
uzunlugunda cam kolon kullanildi. Sabit faz olarak 600 g silika jel kullanildi. Kolonun
sartlanmas1 basamaginda ise; kolondan hekzan normal akis ile (basingsiz ve vakumsuz)
gegirildi. Daha sonra 25 g ekstre (n-biitanol) az miktar ¢oziicii ile ¢oziip 25 g silika jel
ile homojenize hale gelene kadar karistirildi ve kolona tatbik edildi. Fraksiyonlar 250
mL hacimlerinde toplandi ve evaporasyonla ¢oziiclisii uzaklastirilan fraksiyonlar
etiketlenmis tliplere uygun c¢oziicii ile ¢oziiliip aktarildi. Toplanan ¢dziiciiler ayni
polaritenin  kullamildigit  basamaklarda  tekrar kolonda  kullanildi.  Kolon
kromatografisinde hekzandan baglayarak diklorometan, etil asetat ve metanol ile
kademeli bir sekilde polariteleri arttirilarak toplamda 810 adet fraksiyon toplandi.

Fraksiyonlar ITK ile kontrol edilerek birlestirildi.
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Cizelge 4. 2. Origanum minutiflorum Kolon Coziicii Sistemi, Birlestirilen Fraksiyon

Araliklar ve izole Edilen Bilesikler

Fraksiyon
Coziicii Sistemi Y Bilesenler
Araliklan
% 100 Hekzan 0-25 tricosan-1-ol
% 50 Diklorometan / %50 Hekzan 26-58 (851(?_5)461”;0%5_&-'8,16-
iene-1,24-dio
% 100 Diklorometan 59-112 Azepan-2-one
% 50 Etil asetat / %050 Hekzan 113-186 3,4-dihidroksi benzoik asit
% 60 Etil asetat / %40 Hekzan 187-263 Ap‘ge“‘”
- Eriodiktiol
% 75 Etil asetat / %25 Hekzan 264-356
%0 90 Etil asetat / %010 Hekzan 357-434
Globoidnan-A
% 100 Etil asetat 435-567 +
Luteolin
Rozmarinik asit
% 5 Metanol / % 95 Etil asetat 568-648 Apigenin_7_5_glukoronoi g
% 10 Metanol / % 90 Etil asetat 649-718
Vicenin-11
% 20 Metanol / % 80 Etil asetat 719-810

4.3. zole Edilen Bilesiklerin Yap1 Analizi

Origanum minutiflorum O. Schwarz & P.H. Davis bitkisinden elde edilen n-biitanol’e

uygulanan kromatografik teknikler sonunda toplamda on bir adet molekiil izole edilmis

ve yapilar1 aydmlatilmistir.
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4.3.1. Tricosan-1-ol (1)

/\/\/\/\/\/\/\/\/\/\/\/OH
HsC

Sekil 4.1. Tricosan-1-ol bilesiginin yapisi

Tricosan-1-ol bilesigi, kolon kromatografisinden %100 Hekzan ¢oziicii sisteminden 30
mg olarak izole edildi. Beyaz renkli tricosan-1-ol kristalinin kapali formiilii Cy3Hs0
olup molekiil kiitlesi 340 g/mol’diir. Bu molekiilii bilinen bir bilesik olup elde edilen

veriler literatiir ile uyum i¢indedir (Oshima ve ark., 1981).

Cizelge 4.3. 1 nolu bilesigin elementel analiz degerleri

Element %
C 80.77
H 14.57

7.0 6.5 6.

Sekil 4.2. Tricosan-1-ol’iin (1) *H-NMR spektrumu (*H-NMR 400 MHz, CDCls-d;)

Tricosan-1-ol bilesiginin 'H-NMR spektrumuna bakildiginda 6,,= 3.66 ppm’de goriilen
pik hidroksil grubuna yakin olan CHz’nin protonlarmi 6,,= 0.90 ppm’de gériilen sinyal

CHs protonunu §,,= 1.27 ppm’de CH; ‘lerin protonlarina ait oldugu tespit edilmistir.
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Sekil 4.3. Tricosan-1-ol’iin (1) *C-NMR spektrumu (**C-NMR 100 MHz CDCls5-d,)

Tricosan-1-ol bilesiginin *C -NMR spektrumuna bakildiginda d.= 63.12 ppm’de
goriilen sinyal hidroksil gurubuna yakin olan CHy’nin karbonuna, 6.= 14.12 ppm’de

goriilen sinyal CH3 karbonuna diger sinyallerin ise CH, gruplarinin karbonlarina ait

oldugu tespit edilmistir.

4.3.2. (8E,16E)-tetracosa-8,16-diene-1,24-diol (2)

I N PN P P P P

Sekil 4.4. (8E,16E)-tetracosa-8,16-diene-1,24-diol bilesiginin yapisi

2 nolu bilesik ( (8E,16E)-tetracosa-8,16-diene-1,24-diol ) bilesigi, kolon kromatografisi
ile % 50 Diklormetan - %50 Hekzan ¢oziicii sisteminden 26 mg olarak izole edildi.
Beyaz renkli (8E,16E)-tetracosa-8,16-diene-1,24-diol kristalinin kapali formiili
C24H460; olup molekiil kiitlesi 366,345 g/mol’diir. Bu molekiil bilinen bir bilesiktir.
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Cizelge 4.4. 2 nolu bilesigin elementel analiz degerleri

Element %
C 78.01
H 12.88

105=

073«
00

0=
04
08
M

Sekil 4.5. (8E,16E)-tetracosa-8,16-diene-1,24-dioliin (2) *H-NMR spektrumu
(*H- NMR 400 MHz, CDCls-d;)

(8E,16E)-tetracosa-8,16-diene-1,24-diol bilesiginin '"H-NMR spektrumuna bakildiginda
d,,= 3.66 ppm’de goriilen (t, J=6.6 Hz ) triplet CH; protonlarina, 5,,= 4.29 (m) ppm’de
goriilen multiplet CH protonlarma ve §,,= 8.12 ppm’de goriilen pikin hidroksil grubuna

ait oldugu tespit edilmistir.
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Sekil 4.6. (8E,16E)-tetracosa-8,16-diene-1,24-diol*iin (2) **C-NMR spektrumu
(**C-NMR 100 MHz CDCl;-dy)

(8E,16E)-tetracosa-8,16-diene-1,24-diol  bilesiginin  *C  -NMR  spektrumuna
bakildiginda 8-.= 129.90 ppm’de gériilen sinyal CH gurubuna gériilen diger sinyallerin

ise CH; gruplariin karbonlarina ait oldugu tespit edilmistir.

4.3.3. Azepan-2-one (3)

Sekil 4.7. Azepan-2-one bilesiginin yapisi

3 nolu bilesik (Azepan-2-one) kolon kromatografisinden %100 diklorometan ¢oziicii
sisteminden 50 mg izole edildi. Bilesik beyaz kristal halindedir. Molekiil bilinen bir
bilesik olup elde edilen veriler literatiir (Borgen ve Rise, 1993) ile uyum igindedir.
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Cizelge 4.5. 3 nolu bilesigin *H-NMR ve **C-NMR kimyasal kayma degerleri

Pozisyon 3 Nolu Bilesik

OH oc
N-H 7.74(s)
2 172.48
3 2.03(m) 35.72
4 1.19(m) 25.30
5 1.21(m) 25.96
6 1.36(m) 28.87
7 3.02(m) 38.53

NN o e o

—7.740

s

T T T T T T T T T T
3.5 3.0 2.5 2.0 1.5 1.0 0.5 0.0 -0.5 -1.C

9.5 9.0 8.5 8.0 7.5 7.0 6.5 6.0 5.5 5.0 4.5 4.0
i (ppm)

Sekil 4. 8. Azepan-2-one’ nin (3) *H-NMR spektrumu (*H-NMR 400 MHz, DMSO-ds)

Azepan-2-one bilesiginin 'H-NMR spektrumuna bakildiginda §,,= 2.03, 1.19, 1.21, 1.36

ve 3.02 (m) ppm’de goriilen sinyaller azepan halkasmmin C-3, C-4, C-5, C-6 ve C-7
protonlarina, 7.74(s) ppm’ de goriilen sinyal NH protonuna ait oldugu tespit edilmistir.
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Sekil 4.9. Azepan-2-one’nin (3) **C-NMR spektrumu (**C-NMR 100 MHz DMSO-dg)

Azepan-2-one bilesiginin *C -NMR spektrumuna bakildiginda 0= 172.48, 35.72,

25.30, 25.96, 28.87 ve 38.53 ppm’de goriilen sinyaller azepan halkasinin C-2, C-3, C-4,
C-5, C-6 ve C-7 karbonlarina ait oldugu tespit edilmistir.
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4.3.4. 3,4-dihidroksi benzoik asit (4)

Sekil 4.10. 3,4-dihidroksi benzoik asit bilesiginin yapisi

3,4-dihidroksi benzoik asit bilesigi kolon kromatografisinden %350 etil asetat - %50
hekzan ¢oziicii sisteminden izole edildi (11 mg). Bilesigin kapali formiilii C;HgO4 olup
molekiil kiitlesi 154,027g/mol’diir. 3,4- dihidroksi benzoik asit molekiilii bilinen bir

bilesik olup elde edilen veriler literatiir ile uyum i¢indedir (Ban ve ark., 2006).

Cizelge 4.6. 4 nolu bilesigin *H-NMR ve **C-NMR kimyasal kayma degerleri

Pozisyon 4 Nolu Bilesik
On oc

1 122,34
2 7.34(d, J=2.1Hz) 115.60
3 145.33
4 150.45
5 6.79 (d, J =8.2 Hz) 116.99
6 7.28 (dd,J=8.2,2.1 Hz) | 122.09
7 167.76

29



—

< i ~ — O YT T O LWL [o2) ™M Q) N
™M aQ O TOOVNONNONIINN [N} — O O
p e 8 HRRAXRRR o hiBx
i [} [} NNNNNNOO [s2] NN N
| I ———— —

- —~6.795
~6.775

T T T T T
7.4 7.3 7.2 7.1 7.0 6.9 6.8
f1 (ppm)

A Bt L Jk

T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
13.5 13.0 125 12.0 115 11.0 105 100 9.5 9.0 85 8.0 7';5( 7.3) 6.5 6.0 5.5 50 45 4.0 3.5 3.0 2.5 2.0 1.5
1 (ppm

Sekil 4.11. 3,4-dihidroksi benzoik asit’in (4)*H-NMR spektrumu (*H-NMR 400 MHz,
DMSO-ds)

3,4-dihidroksi benzoik asit bilesiginin "H-NMR spektrumundan, bilesigin aromatik
halkasina ait proton rezonanslari, ABX sistem protonlar1 (sirasiyla H-2, H-6, H-5
numarali protonlar) gézlenmistir. H-2 protonu dy= 7.34 ppm’ de (d, J=2.1 Hz ) dublet
ve H-5 protonu 4= 6.79 ppm’ de (d, J=8.2 Hz ) dublet, H-6 protonu 6= 7.28 ppm’ de
dubletin dubleti (dd, J=8.2, 2.1 Hz) olarak rezonans olmustur.
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Sekil 4.12. 3,4-dihidroksi benzoik asit’in (4) **C-NMR spektrumu (**C-NMR 100 MHz,
DMSO-ds)

3,4-dihidroksi benzoik asit bilesiginin **C-NMR spektrumu incelendiginde bir fenil
halkasi1 iizerinde OH gruplan ile siibstitiie olmus iki tane C atomu bulunmustur. Bu
karbonlar 6c= 145.33 (C-3), 150.45 (C-4) ppm’de sinyaller vermistir. Karboksilik asit
karbonu oc= 167.76 (C-7). Bulgular, literatiirler ile desteklenerek maddenin 3,4-

dihidroksi benzoik asit oldugu tespit edilmistir.
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4.3.5. Apigenin (5)

Sekil 4.13. Apigenin bilesiginin yapisi

ITK kontrollii olarak birlestirilen 187-356’nolu fraksiyonlarina preperatift HPLC
uygulandi ve 13 mg Apigenin izole edildi. Beyaz renkli Apigenin molekiilii kapali
formiilii C15H1005 olup molekiil kiitlesi 270,053 g/mol’diir. Bilinen bir bilesik olup elde

edilen veriler literatiir (Owen ve ark., 2003) ile uyum i¢indedir.

Cizelge.4.7. 5 nolu bilesigin "H-NMR ve BC-NMR kimyasal kayma degerleri

Pozisyon 5 Nolu Bilesik
OH dc

2 164.88
3 6.78 (s) 103.27
4 182.17
5 161.90
6 6.19 (d, J = 2.0 Hz) 99.36
7 164.17
8 6.48 (d, J = 2.0 Hz) 94.47
9 157.80
10 104.05
1 121.61
2°ve 6 7.93 (d, J =8.80 Hz) 128.93
3vesd 6.93 (d, J = 8.80 Hz) 116.44
4 161.68
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Sekil 4.14. Apigenin’in (5) *H-NMR spektrumu (*H-NMR 400 MHz, DMSO-dg)

Apigenin bilesiginin 'H-NMR spektrumuna bakildiginda &,,= 7.93 (d, J= 8.80 Hz)
ppm’de goriilen sinyaller B halkasinin C-2’ ve C-6’ protonlarina, 6.93 (d, J= 8.80 Hz)
ppm’ de goriilen sinyaller B halkasinin C-3" ve C-5' protonlarina, 6,,= 6.19 ile 6,,= 6.48

(d, J = 2.0 Hz) ppm’ de goriilen sinyaller ise A halkasinin C-6 ve C-8 protonlarina ait

oldugu tespit edilmistir. 6= 6.78 ppm’ de singlet olarak goriilen sinyal molekiiliimiiziin

flavon olduguna isaret eder. Bulgular, literatiirler ile desteklenerek maddenin apigenin

oldugu tespit edilmistir.
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Sekil 4.15. Apigenin’in (5) **C-NMR spektrumu (**C-NMR 100 MHz, DMSO-ds)

13C-NMR spektrumunda 15 karbon sinyali goriilmektedir. 8.= 128.93 ve .= 116.44
ppm’de goriilen sinyallerin sirasiyla, C-2” ve C-6’ ile C-3” ve C-5" konumlarma , 6,=
103.27 ppm’ de C-3 konumu, 8-.= 99.36 ve 6.= 94.47 ve ppm’ de C-6 ve C-8
konumlarina ait oldugu ve C halkasinda yer alan karbonil karbonunun 6.= 182.17

ppm’de oldugu literatiir degerleri de desteklemektedir.
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4.3.6. Eriodiktiol (6)

Sekil 4.16. Eriodiktiol bilesiginin yapisi

6 nolu bilesik (Eriodiktiol) ITK kontrollii olarak birlestirilen 187-356 fraksiyonlaria
uygulanan preperatif HPLC sonucu 14 mg izole edildi. izole edilen molekiiliin fiziksel
goriinimiimii ise beyaz renkli toz seklindedir. Bilesik Ci5H1206 kapali formiiliine
sahiptir. Eriodiktiol molekiilii bilinen bir bilesik olup elde edilen veriler literatiir

(Encarnacion ve ark., 1999) ile uyum i¢indedir.

Cizelge 4.8. 6 nolu bilesigin "H-NMR ve *C-NMR kimyasal kayma degerleri

Pozisyon 6 Nolu Bilesik
OH dc

2 5.38 (dd, J=12.5, 2.9 Hz) 78.92
3a 3.20 (dd, J=17.1, 12.6 Hz) 42.53
3b 2.68 (dd, J=17.1, 2.9 Hz)

4 196.79
5 163.94
6 5.88 (brs) 95.42
7 167.09
8 5.88 (brs) 96.22
9 163.36
10 102.26
1' 129.92
2' 6.75 (brs) 115.80
3 146.17
4' 145.65
5' 6.88 (brs) 114.80
6' 6.75 (brs) 118.42
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Sekil 4.17. Eriodiktiol*iin (6) *H-NMR spektrumu (*H-NMR 400 MHz, DMSO-d¢)

Eriodiktiol bilesiginin 'H-NMR spektrumundan, bilesigin flavonon iskeleti igerdigi
tespit edilmistir. "H-NMR spektrumunda flavon yapisinin B (sinnamoil) halkasina ait
proton rezonanslari, H-2' ve H-6' protonlar1 64=6.75 ppm’ de genis singlet seklinde, H-
5' protonu 64=6.88 ppm’ de rezonans olmustur. Flavonoid iskeletindeki A (benzoil)
halkasindaki H-6 ve H-8 protonlar1 84=5.88 ppm’de genis singlet seklinde C halkasina
ait H-3a protonu 64=3.20 ppm’de (J=17.1, 12,6 Hz), H-3b protonu 64=2.68 ppm’ de
(J=17.1, 2,9 Hz) ve H-2 protonu ise 64=5.38 ppm’ de (J=12.5, 2,9) dubletin dubleti

seklinde rezonans olmustur.
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Sekil 4.18. Eriodiktiol’iin (6) *C-NMR spektrumu (3*C-NMR 100 MHz, DMSO-ds)

Eriodiktiol bilesiginin *C-NMR spektrumu incelendiginde, 15 karbon atomu oldugu
goriilmektedir. 15 karbondan 9 tanesi kuaterner karbonu, 6 tanesi metin karbonunu
gostermektedir. A halkasinda yer alan iki —-OH grubuna bagli karbonlar sirasi ile oc
=163.94 (C-5) ve 6c =167.09 (C-7) ppm’de rezonans olurken; B halkasina ait hidroksil
gruplarinin bagli oldugu karbonlar 6c =146.17 (C-3') ve 6c =145.65 (C-4") ppm’de sinyal

vermigstir. C halkasinda yer alan karbonil karbonu 6¢ =196.79 ppm’de gézlenmistir.
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4.3.7. Globoidnan-A (7)

HO

HO

Sekil 4.19. Globoidnan-A bilesiginin yapisi

7 Nolu Bilesik (Globoidnan-A), kolon kromatografisinden ITK kontrollii olarak
birlestirilen 357-567 fraksiyonlarina uygulanan preperatif HPLC sonucu 17 mg izole
edildi. izole edilen molekiiliin fiziksel gériiniimiimii ise sar1 renkli toz seklindedir.
Bilesik CgsH20019 kapali formiiliine sahip olup molekiil agirligi 492.44 g/mol’diir.
Globoidnan-A molekiilii bilinen bir bilesik olup elde edilen veriler literatiir (Ovenden ve

ark., 2004) ile uyum igindedir.

Cizelge 4. 9. 7 nolu bilesigin "H-NMR ve BC-NMR kimyasal kayma degerleri

Pozisyon 7 Nolu Bilesik
OH oc

1 128.79
2 7.51(s) 122.95
3 123.64
4 8.23(s) 128.11
4a 130.12
5 7.36(s) 111.99
6 147.92
7 149.92
8 7.27(s) 108.47
8a 138.63
9 166.22
1 131.67
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2" 6.85(5) 117.33
3 145.45
4 14555
5" 6.92 (d, J = 8.00 H2) 116.22
6 6.73 (dd,J=1.70, 8.00 Hz) | 120.88
1" 127.85
" 6.64 brs 120.61
3" 6.67 brs 117.14
4" 144.43
5" 144.49
6" 6.68 brs 115.83
" 3.03-3.10(m) 36.78
8" 5.23(dd, j=4.44, 7.68 Hz) | 74.18
9" 171.58
w3 G © O Gl
27 N g - ¢ B cocrssss
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Sekil 4.20. Globoidnan-A’nin (7) *H-NMR spektrumu (*H-NMR 400 MHz, DMSO-ds)

Globoidnan-A bilesiginin H-NMR spektrumu incelendiginde, naftalin halkasinda H-2,
H-4, H-5, H-8 nolu protonlar sirasiyla 6H= 7.51 (s), 6H= 8.23 (s), 6H= 7.36 (s) ve 0H=
7.27 (s) ppm’ de ve fenil halkasinda ABX sistem protonlari sirastyla H-2', 5', 6' ve H-2",
3", 6", 7", 8", numaral1 protonlar 6.85 (s), 6.92 (d, J = 8.00), 6.73 (dd, J = 1.70, 8.00)
ve 6.64 (brs), 6.67 (brs), 3.03-3.10 (m), 5.23 (dd, J = 4.44, 7.68) ppm’ de literatiirlerle
karsilastirilarak tespit edilmistir.
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Sekil 4.21. Globoidnan-A (7) **C-NMR spektrumu (**C-NMR 100 MHz DMSO-d¢)

Globoidnan-A bilesiginin **C-NMR spektrumu incelendiginde, **C-NMR spektrumu
incelendiginde bir nafatalin halkas1 ve fenil halkasi uzerinde ilizerinde OH gruplar ile
slibstitiie olmus alt1 tane C atomu bulunmustur. Bu karbonlar 8C= 147.92 (C-6), 149.92
(C-7), 8C= 145.45 (C-3'), 145.55 (C-4'), 6C= 144.43 (C-4"), 144.49 (C-5") ppm’ de
halkasi tizerinde OH gruplart ile siibstitiie olmus iki tane C atomu sirasiyla dC= 145.45
(C-3"), 145.55 (C-4"), ppm’ de ve sinyaller vermistir. Naftalin halkasina komsu karbonil
karbonu 8C= 166.63 (C-9) ppm’ de gozlenmistir. Bulgular, literatiirler ile desteklenerek

maddenin Globoidnan oldugu bulunmustur.
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Sekil 4.22. Globoidnan-A (7) DEPT-90, DEPT-135 NMR spektrumu (**C-NMR 100
MHz DMSO-ds)

Globoidnan-A bilesigine ait APT, DEPT-90 ve DEPT-135 spektrumlar incelendiginde
yapida 26 karbon atomu oldugu goriilmektedir. 26 karbondan 14 tanesi kuarterner
karbonu (DEPT-90 ve DEPT-135 spektrumlarinda sinyal vermeyen kisim), 11 tanesi
metin karbonu (DEPT-90 ve DEPT-135 spektrumunda pozitif sinyal) 1 metilen karbonu
(DEPT-135 spektrumunda negatif sinyal igerdigi tespit edilmistir.
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4.3.8. Luteolin (8)

Sekil 4.23. Luteolin bilesiginin yapisi

8 nolu bilesik (Luteolin), kolon kromatografisinden ITK kontrollii olarak birlestirilen
357-567 fraksiyonlarina uygulanan preperatift HPLC sonucu 14 mg izole edildi.
Luteolin molekiiliiniin fiziksel gériiniimii sar1 renkli toz seklindedir. Bilesigin formiilii
C15H1006 olup molekiil agirligr 286.24 g/mol’diir. Luteolin molekiilii bilinen bir bilesik
olup elde edilen veriler literatiir ile uyum i¢indedir (Stochmal ve ark., 2001).

Cizelge.4.10. 8 nolu bilesigin "H-NMR ve *C-NMR kimyasal kayma degerleri

Pozisyon 8 Nolu Bilesik
(5H 50

2 164.59
3 6.67 () 103.33
4 182.12
5 161.94
6 6.19 (d, J=2.0H2) 99.28
7 164.35
8 6.45 (d, J = 2.0 Hz) 94.29
9 157.74
10 104.15
1 121.95
2’ 740, J=22H2) 113.82
3 146.19
4 150.16
5 6.90 (d, J =8.3Hz) 116.47
6’ 7.43 (dd,J=8.3Hz, 2.2 Hz) | 119.45
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Sekil 4.24. Luteolin(8) bilesiginin *H-NMR spektrumu (*H-NMR 400 MHz, DMSO-ds)

Luteolin bilesiginin *H-NMR spektrumu incelendiginde, 5y = 12.99 ppm’de gdzlenen
sinyal 5-OH protonuna ait olup, diger protonlarin kimyasal kayma degerleri
incelendiginde molekiiliin bir flavon iskeletine sahip oldugu belirlenmistir. 6= 6.19 (H-
6) ve oy = 6.45 (H-8) protonlarina ait sinyaller meta etkilesimine sahip 2 aromatik
protonu gosterirken, oy = 6.67 ppm’de (H-3) gbzlenen singlet proton ve 6.90; 7.40; 7.43
ppm’de gozlenen sinyallerin sirasi ile H-5'; H-2' ve H-6' protonlarina ait oldugu
gbzlenmistir. 'H-NMR spektrumunda goézlenen bu sinyaller karakteristik 5,7,3',4'-
tetrasubstitue flavon yapisina ait olup, degerler literatiir ile karsilastirilarak bilesigin

luteolin oldugu tespit edilmistir.
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Sekil 4.25. Luteolin (8) *C-NMR spektrumu (*C-NMR 100 MHz DMSO-de)

Luteolin bilesiginin *C-NMR spektrumu incelendiginde, 15 karbon atomu oldugu
goriilmektedir. 15 karbondan 9 tanesi kuaterner karbonu, 6 tanesi metin karbonunu
gostermektedir. A halkasinda yer alan iki —OH grubuna bagl karbonlar sirasi ile d¢
=161.94 (C-5) ve 6c =164.35 (C-7) ppm’de rezonans olurken; B halkasina ait hidroksil
gruplarinin bagli oldugu karbonlar ¢ =146.19 (C-3") ve 6c =150.16 (C-4") ppm’de sinyal

vermigstir. C halkasinda yer alan karbonil karbonu 6¢ =182.12 ppm’de gézlenmistir.
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4.3.9. Rozmarinik Asit (9)

Sekil 4.26. Rozmarinik Asit bilesiginin yapisi

9 nolu bilesik (Rozmarinik asit), kolon kromatografisinde %95 Etil asetat - % 5 Metanol
¢oziicli sisteminden ITK kontrollii olarak birlestirilen 568-648 fraksiyonlarma
uygulanan preperatif HPLC sonucu 43 mg olarak izole edildi. izole edilen molekiiliin
fiziksel goriinlimiimii ise sar1 renkli amorf toz seklindedir. Rosmarinik asit molekiilii
bilinen bir bilesik olup elde edilen veriler literatiir (Lu ve Foo, 1999) ile uyumludur.
Bilesigin formiilii C1gH160s olup molekiil agirligi 360.32 g/mol’diir.

Cizelge 4.11. 9 nolu bilesigin "H-NMR ve *C-NMR kimyasal kayma degerleri

Pozisyon 9 Nolu Bilesik
OH dc

1 - 125.90
2 7.06 (d,J=1.4H2) 115.28
3 - 149.10
4 - 146.07
5 6.77 (d, J =8.1 Hz) 116.23
6 7.02 (dd, J=8.1, 2.0 Hz) 122.02
7 7.46 (d, J =15.8 Hz) 146.39
8 6.24 (d J=15.8 Hz) 113.66
9 - 166.43
1 - 127.70
2’ 6.69 (d, J =1.5Hz) 117.17
3 - 144.50
4 - 145.41
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5 6.54 (d J = 7.92 Hz) 120.53
6 6.65 (d J = 7.92 Hz) 115.85
72’ 2.93 (dd 36.61
T’ 2.94 (dd J = 14.1, 3.7 Hz)

8’ 5.08 (dd 73.70
9’ - 1765
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Sekil 4.27. Rozmarinik Asit’in (9) *H-NMR spektrumu (*H-NMR 400 MHz, DMSO-dg)

Rozmarinik asit bilesiginin H-NMR spektrumu incelendiginde, dH= 7.02 (1H, d, J=2.2
Hz), 83H=7.02 (1H, dd, J= 8.1 Hz, J=2.0 Hz), 3H= 6.79 (1H, d, J= 8.1 Hz) ve 6H= 6.74
(1H, d, J= 2.2 Hz), 6H= 6.68 (1H, d, J= 8.1 Hz), 6H= 6.62 (1H, dd, J= 8.1, J= 2.2 Hz)
ppm’de iki grup aromatik ABX sistem protonlar1 (sirasiyla H-2, 6, 5 ve H-2', 5, 6'
numarali protonlar) gézlenmistir. SH= 7.46 (1H, d, J=15.8) ve 3H=6.24 (1H, d, J=15.8
Hz) ppm’deki kimyasal kayma degerleri molekiilde birbirine gore trans konumda olan
olefinik protonlarin varligini gostermistir. 6H= 5.08 (dd, J= 10, J= 2.8 Hz) ppm’de
gozlenen sinyalin oksijen atomuna komsu olan H-8' protonu oldugu ve dH=2.93 ve (dd,
J=14.1,]J=3.7 Hz), 6H = 2.94 (dd, J= 14.3, J=10.0 Hz) ppm’de g6zlenen sinyallerin C-
7' konumundaki metilene ait protonlar oldugu literatiirlerle karsilastirilarak tespit

edilmistir.
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Sekil 4. 28. Rozmarinik Asit’in(9)**C-NMR spektrumu (**C-NMR 100 MHz DMSO-ds)

Rozmarinik asit bilesiginim *C-NMR spektrumu incelendiginde, **C-NMR spektrumu

incelendiginde iki fenil halkas1 lizerinde OH gruplar ile siibstitiie olmus dort tane C
atomu bulunmustur. Bu karbonlar 6C= 148.2 (C-4), 145.6 (C-3), 144.7 (C-3') ve 143.6
(C-4") ppm’de sinyaller vermistir. iki tane karbonil karbonu §C= 176.5 (C-9'), 167.9 (C-
9) ppm’de, olefinik karbonlar 6C= 145.5 (C-7), 113.9 (C-8) ppm’de, bir tane de estere

komsu karbon atomu 6C= 73.7 (C-8') ppm’de gdzlenmistir. Bulgular, literatiirler ile

desteklenerek maddenin rozmarinik asit oldugu bulunmustur.
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Sekil 4.29. Rozmarinik Asit’in (9) DEPT-90, DEPT-135, APT NMR
(**C-NMR 100 MHz DMSO-dg) spektrumu

Rozmarinik asit bilesigine ait APT, DEPT-90 ve DEPT-135 spektrumlari
incelendiginde yapida 18 karbon atomu oldugu goriilmektedir. 18 karbondan 8 tanesi
kuaterner karbonu (DEPT-90 ve DEPT-135 spektrumlarinda sinyal vermeyen kisim), 9
tanesi metin karbonu (DEPT-90 ve DEPT-135 spektrumunda pozitif sinyal), 1 metilen
karbonu (DEPT-135 spektrumunda negatif ve APT spektrumundaki pozitif sinyaller)
icerdigi tespit edilmistir.
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4.3.10. Apigenin-7-O-glukoronid (10)

HO 8’0
HO 4' i 1'"._0O

"
HO 3" HO 2

OH o
Sekil 4.30. Apigenin-7-O-glukoronoid bilesiginin yapisi

10 nolu bilesik, kolon kromatografisinde % 5 Metanol - % 95 Etil asetat ¢oziicii
sisteminden ITK kontrollii olarak birlestirilen 568-648 fraksiyonlarina uygulanan
preperatif HPLC sonucu 38 mg olarak izole edildi. Beyaz renkli Apigenin-7-O-
glukoronid kristalinin formiilii C»1H18011 olup molekiil agirligr 446.084 g/mol’diir.
Apigenin-7-O-glukoronid molekiilii bilinen bir bilesik olup elde edilen veriler literatiir

(Iwashina, 2012) ile uyum igindedir.

Cizelge. 4. 12. 10 nolu bilesigin *H-NMR ve **C-NMR kimyasal kayma degerleri

Pozisyon 10 Nolu Bilesik
On oc

2 164.77
3 6.86 (s) 103.56
4 182.45
5 161.87
6 6.46 (d, J =1.5Hz) 99.85
7 163.66
8 6.86 (d, J =1.5 Hz) 95.12
9 157.41
10 105.90
i 121.44
2’ ve 6’ 7.95 (d, J =8.5 Hz) 129.07
3 veb 6.95 (d, J=8.5Hz) 116.48
4 - 161.62
1” 5.26 (d,J=6.9 Hz) 99.65
2” 3.38 (m) 71.78
3” 3.29 (m) 73.24
4 4.02 (d,J=9.2H2) 75.72
5” 3.33 (m) 76.18
6’ 170.80
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Sekil 4.31. Apigenin-7-O-glukoronoid’in (10) *H-NMR spektrumu (*H-NMR 400 MHz,
DMSO-de)

Apigenin-7-O-glukoronoid bilesiginin 'H-NMR spektrumuna bakildiginda 6,,= 7.95 (d,
J= 8.5 Hz) ppm’de goriilen sinyaller B halkasinin C-2' ve C-6 protonlarina, 6.95 (d, J=
8.5 Hz) ppm’de gobriilen sinyaller B halkasinin C-3" ve C-5' protonlarina, 8,,= 6.46 ile
0= 6.86 (d, J = 1.5 Hz) ppm’de goriilen sinyaller ise A halkasinin C-6 ve C-8
protonlarina ait oldugu tespit edilmistir. 8,,= 6.86 ppm’de singlet olarak goriilen bu
sinyal molekiiliimiiziin flavon olduguna isaret eder. 8,,= 5.26 goriilen sinyal glikoz

molekiillerinin anomerik protona aittir. Anomerik proton dublete yarildig1 ve etkilesme
sabitlerinin J= 6.9 Hz oldugu goriilmiistiir, buradan da glukozlarin B konfigiirasyonda

olduguna karar verilmistir.
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Sekil 4. 32. Apigenin-7-O-glukoronoid’in (10) **C-NMR spektrumu
(**C-NMR 100 MHz DMSO-ds)

Apigenin-7-O-glukoronoid bilesiginin ~C-NMR spektrumu incelendiginde 21 karbon
sinyali goriilmektedir. .= 129.07 ve d.= 116.48 ppm’de goriilen sinyallerin sirastyla,

C-2" ve C-6" ile C-3' ve C-5' konumlarina ait oldugunu literatiirler degerleri de

desteklemektedir. 6.= 70-77 ppm’ler arasinda goriilen sinyaller glikoz molekiiliine
aittir. 6= 99.65 ppm’de goriilen sinyalin anomerik karbon atomuna ait oldugu ve

170.80 ppm’ de ise glikronidin karbonil sinyali literatiir bilgileri ile karsilagtirilarak

karar verilmistir.
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4.3.11. Vicenin-11 (11)

Sekil 4.33. Vicenin-11 bilesiginin yapisi

11 nolu bilesik (Vicenin-11), kolon kromatografisinde % 20 Metanol - %80 Etil asetat
¢oziicii sisteminden 649-810 fraksiyon araliklar1 ITK kontrollii olarak birlestirilmesi
sonucu 47 mg olarak izole edildi. Sar1 renkli amorf toz yapida bulunan bilesigin
formiilii C7H30015 olup molekiil agirligi 594.52 g/mol’diir. Visenin-II molekiilii bilinen

bir bilesik olup elde edilen veriler literatiir (Lu ve Foo, 2000) ile uyum igindedir.

Cizelge 4.13. 11 nolu bilesigin *H-NMR ve "*C-NMR kimyasal kayma degerleri

Pozisyon 11 Nolu Bilesik
On oc

2 164.53
3 6.83(s) 103.05
4 182.77
5 159.03
6 107.96
7 161.35
8 105.75
9 155.53
10 104.32
1 121.97
2've 6' 8.04 (d, J=8.52) 129.49
3'veb 6.90 (d, J=8.52) 116.29
4' - 161.68
1” 4.75 (d, J=9.78) 73.82
2” 3.39 (m) 69.51
3 3.28 (m) 78.28
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Sekil 4.34. Vicenin-I’nin (11) *H-NMR spektrumu (*H-NMR 400 MHz, DMSO-ds)

Vicenin-Il bilesiginin 'H-NMR spektrumuna bakildiginda 6 = 8.04 (d, J = 8.52 Hz)
ppm’de goriilen sinyaller B halkasinin H-2' ve H-6' protonlarina, 6.90 (d, J = 8.52 Hz)
ppm’de goriilen sinyaller B halkasinin H-3' ve H-5' protonlarina, 8 = 6.83 (s) ppm’de
goriilen sinyal ise A halkasinin H-3 protonuna ait oldugu tespit edilmistir. 6 = 6.78
ppm’de singlet olarak goriilen bu sinyal molekiiliimiiziin flavon olduguna isaret eder.

0 = 4.75 ve 4.80 ppm’de goriilen sinyaller glikoz molekiillerinin H-1" ve H-1"
protonlarina aittir ve protonlarin dublete yarildigi, etkilesme sabitlerinin J = 9.78 Hz
oldugu goriilmistiir, buradan da glikozlarin B konfiglirasyonda olduguna karar

verilmistir.
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Sekil 4. 35. Vicenin-II'nin (11) *C-NMR spektrumu (**C-NMR 100 MHz DMSO-ds)

Vicenin-1l bilesiginin 13C-NMR spektrumunda 27 karbon sinyali goriilmektedir. 6 =
129.49 ve 6 = 116.29 ppm’de goriilen sinyallerin sirasiyla, C-2' ve C-6' ile C-3' ve C-5'
konumlarina ait oldugunu literatiirler degerleri de desteklemektedir. 6 = 60-83 ppm’ler
arasinda goriilen sinyaller 2 adet glikoz molekiiliine aittir. & = 73.82 ve 74.54 ppm’de
goriilen sinyallerin C-1" ve C-1" karbon atomlarina ait oldugu literatiir bilgileri ile

karsilastirilarak karar verilmistir.
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Sekil 4. 361. Vicenin-1I’nin (11) APT, DEPT-90 NMR spektrumu (*C-NMR100 MHz
DMSO-dg)

Vicenin-ll bilesigine ait APT ve DEPT-90 spektrumlar1 incelendiginde yapida 27
karbon atomu oldugu goriilmektedir. 27 karbondan 10 tanesi kuaterner karbonu (DEPT-
90 spektrumlarinda sinyal vermeyen kisim), 15 tanesi metin karbonu (DEPT-90
spektrumunda pozitif sinyaller), 2 metilen karbonu (DEPT-135 spektrumunda negatif ve

APT spektrumundaki pozitif sinyaller), icerdigi tespit edilmistir.
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4.4. O. minutiflorum bitkisinden izole Edilen Bilesiklere Uygulanan Antioksidan

Aktivitesi Sonuclari

Cizelge.4.14. Origanum minutiflorum bitkisinden izole Edilen Bilesiklere Uygulanan

DPPH®, ABTS", indirgeme Giicii, Metal Selatlama ve CUPRAC Aktivite testleri

sonugclari
<
DPPH*® indirgeme ABTS Metal CUPRAC
o . . - Radikal (wmol TE/g
Bilesikler Radikal Giicii (umol : Selatlama
! Giderme numune)
Giderme TE/g [1Cs; [1Cso
[1Cso (ng/mL)] numune) (ng/mL)] (ng/mL)]
1 | tricosan-1-ol 177.53+457 | 66.03+3.32 3.03+£0.01
(8E,16E)-
2 | tetracosa-8,16- 0.25+0.01 102.81 +£3.98 | 59.03+3.09 3.28+£0.63
diene-1,24-diol
3 | Azepan-2-one 133.14 +8.33 76.52 +0.88 3.02+0.03
4 3,4-dihidroksi 8.37+0.14 14.77 £0.71 7.26 +0.59 - 8.82+0.02
benzoik asit
5 Apigenin 236.05 +£10.72 0.21+£0.01 9.61 £0.57 65.27 +£2.58 4.80+0.31
6 Eriodiktiol 3526+ 3.18 4.80+0.03 7.09 £0.33 12.85+0.05
7 Globoidnan-A 28.11+£2.32 4.05+0.03 11.56 £0.54 564.74+ 10.10 9.53+£0.05
8 L uteolin 16.26 £1.22 2.66 +0.05 5.61 +£0.28 254.39 + 8.04 15.41 +0.68
9 Rozmarinik Asit 45.65+3.98 4.42 +0.07 1431+0.14 1043 + 0.31
10 Apigenin-7-O- 51.44+3.81 1.85+0.02 12.57 £ 0.36 7.31+0.41
glukoronoid
11 | Vicenin-11 414,17+ 18.11 --- 40.25+1.85 4923 +2.47 4,52 +£0.03
12 | BHA 8.20+1.02 7.26 +£0.26 7.56+0.17 Test Edilmedi 8.14+0.19
13 | BHT 5.42+0.29 433 +0.23 5.03+£0.12 Test Edilmedi 4.82 +0.38
14 | Trolox 17.26 + 0.58 3.96 +£0.26 13.80 £ 0.19 | Test Edilmedi 4.13+0.43
15 | EDTA Test Edilmedi Test Edilmedi | Test Edilmedi 3.29+0.22 Test Edilmedi
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Tricosan-1-ol (1): Prosopis cineraria L.(druce) yapraklarinda yapilan fitokimyasal
calismada tricosan-1-ol molekiilii izole edilmistir (Malik, 2007). Antioksidan akitivitesi

ile ilgili herhangi bir ¢calismaya rastlanmamustir.

(8E,16E)-tetracosa-8,16-diene-1,24-diol (2): Bu bilesikle ilgili literatiirde herhangi bir

izolasyon veya antioksidan ¢alismasina rastlanmamuistir.

Azepan-2-one (3): Literatiirde izolasyon olarak higbir ¢alismaya rastlanmamis ama ¢ok
sayida sentez ¢aligsmasi yapilmis bir bilesiktir. Antioksidan aktivitesi incelenmemis ama
azepan-2-one’nin bagli oldugu sentez {irlinii olan capuramycin molekiiliiniin

antimikrobiyal aktivitesi yiiksek ¢ikmistir (Hotoda, 2003).

3,4-dihidroksi benzoik asit (4): Diger adi ile protokatesik asit olarak bilinen 3.,4-
d,h,droksi benzoik asit Origanum ve Mentha tiirlerinde bilinen bir bilesiktir. Renksiz
bilesikler olan benzoik asit tiirevleri, bitkisel gidalarin yapisinda genellikle iz
miktarlarda (10 ppm kadar) bulunur veya hi¢c bulunmayabilirler (Saldamli, 2005).
Centaurea ensiformis bitkisinden bu bilesik saflastirilmis ve antioksidan aktiviteleri

incelenmistir (Baykan Erel, 2014).

Apigenin (5): Perilla frutescens bitkisinden apigenin bilesiginin izolasyonu
karakterizasyonu ve bazi aktiviteleri degerlendirilmistir (Huo, 2015). Lamiaceae
familyasindan Scutellaria barbata tiiriinde olan bitkiden apigenin ve luteolin

molekiilleri izole edilip antimikrobiyal aktiviteleri incelenmistir (Sato, 2000).

Eriodiktiol (6): Cordia globasa ve Solanum hidnsianum adli bitkide naringenin-41,7-

dimethyl ether ve eriodiktiol adli flavanonlar izole edilmistir (Silva, 2010;

Encarnacion,1999).

Globoidnan-A (7): Globoidnan-A bilesigi ile ilgili fazla ¢alisma bulunmamaktadir.
Cok fazla yaygm olmayan bir bilesiktir. Eucalyptus globoidea bitkisinin oziitlerine
yapilan biyolojik aktivite sonuglari incelenerek metanol Oziitlinden globoidnan-A

bilesigi izole edilip biyolojik aktivite degerleri incelenmistir(Ovenden, 2004).

57



Luteolin (8): Hertog ve arkadaslar1 (1993), yaptiklart ¢alismada sebze, meyve ve
caydaki quercetin. kaernpferol, myricetin, apifenin ve luteolin gibi flavonoidlerin
kisilerde miyokardiyal infarktiis ve koroner kalp hastaliklarindan 6liim riskini azalttigini
belirlemislerdir. Bir¢ok bitkide yaygin olarak bulunan luteolin bilesiginin antioksidan
(Ko, 1998), anti-inflammatuar (Chen, 2007), antimikrobiyal (McNally, 2003),
antibakteriyel (Basile, 1999), antiviral (Tshikalange, 2005), antifungal (Zhu, 2004) ve

antikanser (Lopez-Lazaro, 2009) gibi aktiviteleri incelenip rapor edilmistir.

Rozmarinik Asit (9): Kanser olusumunu engelleyici, oksidatif stress azaltict,
antioksidan ve anti-inflammatuar aktivite gibi bircok biyolojik aktiviteye sahip ve
viicudun savunma mekanizmasinda 6nemli rol oynayan rosmarinik asit bilesiginin
biyolojik ve farmakolojik 6nemi daha dnce yapilan bir ¢alisa ile rapor edilmistir (Al-
Dhabi, 2014). Aksit vearkadaslar1 (2014) yapmis olduklar1 ¢alismada Mentha
dumetorum bitkisinden polar bilesiklerin ve rozmarinik asitin izole edildigi rapor
edilmistir.

Apigenin-7-O-glukoronoid (10): Triumfetta procumbens bitkisinin yapraklarinda
yapilan ¢alismada flavon, Apigenin-7-O-glukoronoid ve benzeri flavanol glikozitler

izole edilmis ve rapor edilmistir (Iwashina, 2012).

Vicenin-1l (11): Karaoglan’m (2011) yaptigi doktora tez g¢alismasinda Origanum
minutiflorum bitkisinin toprak iistli kisminin metanol ekstresinde yapilan ¢aligmada
Vicenin-II bilesigi izole edilmis ve metanol ekstresinin beyin korteks hiicre kiiltiiriinde

noroprotektif etkisi incelenmistir.
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5. SONUC ve TARTISMA

Bu ¢alismada Origanum minutiflorum O. Schwarz & P.H. Davis bitkisinden elde edilen
tic farkli ekstrenin, toplam fenolik bilesik miktar1 ve antioksidan aktiviteleri
belirlenmistir. Fenolik madde igerigi bakimindan zengin ve DPPH® FRAP ABTS" ve
CUPRAC gibi antioksidan aktivite testleri sonucuna gore yiiksek aktiviteye sahip olan
ekstrenin n-biitanol oldugu belirlenmistir. n-biitanol ekstresine uygulanan kromatografik
teknikler sonunda 11 adet (1-11) bilesik saflastirilmis, yapilari aydinlatilmis ve
antioksidan aktiviteleri belirlenmistir. Bilesiklerin indirgeme giicli aktiviteleri (FRAP)
ile Cu™ indirgeme aktiviteleri (CUPRAC) pmol troloxa esdeger/g numune olarak
hesaplanmustir. Serbest radikal giderme aktivitesi (DPPH®), katyon radikal giderme

aktivitesi (ABTS") ve metal selat olusturma aktiviteleri ICso olarak hesaplanmistir.

Saflastirilan bilesikler igerisinde en yliksek indirgeme giicii aktivitesine (FRAP) sahip
olan 3,4-dihidroksi benzoik asit (4) iken diger bilesiklerin indirgeme aktiviteleri
diisiik olarak bulunmustur.

Cu™ iyonunu indirgeme giicii aktivitesi (CUPRAC)’nde en yiiksek aktiviteyi
gosteren bilesikler Luteolin (8), Eridiktiol (6), Rosmarinik asit (9) ve 3,4-dihidroksi
benzoik asit (4) bilesikleri oldugu tespit edilmistir.

Serbest radikal giderme aktivitesi (DPPH®) en yiiksek olan bilesik 3,4-dihidroksi
benzoik asit (4) bilesigidir.

Katyon radikali giderme aktivitesi (ABTS") en yiiksek olan bilesiklerin Luteolin (8),
Eridiktiol (6) ve 3,4-dihidroksi benzoik asit (4) bilesikleri oldugu tespit edilmistir.
Metal selat olusturma aktivitesi en yiiksek olan bilesik vicenin-Il (11) bilesigi olarak
tespit edilmistir.

Elde edilen sonuglar incelendiginde Luteolin (8), Eridiktiol (6), Rosmarinik asit (9),
vicenin-Il1 (11) ve 3,4-dihidroksi benzoik asit (4) bilesikleri radikal olusumunun
engellenmesinde antioksidan ajan olarak kullanilabilir. Radikal giderme ajani olarak
Luteolin (8), Eridiktiol (6), Rosmarinik asit (9) ve 3,4-dihidroksi benzoik asit (4)
bilesikleri kullanilabilir.

Bu ¢aligmada elde edilen sonuglara gére Origanum minutiflorum bitkisinden 11 adet

bilesik saflagtirllmis ve yapilar1 aydmlatilmistir. Bu bilesiklerin antioksidan
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aktiviteleri incelendiginde saflastirilan bilesiklerden bes tanesi (4), (6), (8), (9), (11)
nolu bilesiklerin antioksidan kapasitesinin yiiksek oldugu tespit edilmistir. Gida,
kozmetik ve aroma endiistrisinde eger bu kekik tiirii kullanilacaksa katki maddesi
olarak ilave antioksidan bilesik kullanmaya gerek olmayacagi 6ngoriilmektedir.

Ayrica Azepan-2-one (3) ve Globoidnan-A (7) bilesikleri Origanum tiirlerinde daha
once rastlanmamustir. Bu bilesikler Origanum minutiflorum’dan ilk kez saflastirilmis

ve antioksidan aktiviteleri belirlenmistir.
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7. EKLER

EK-1. Antioksidan Aktivite Testlerinde Kullanilan Standartlarin Kalibrasyon
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EK-2. izole Edilen Molekiillerin 2D NMR spektrumlari
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