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OZET

YUKSEK LISANS TEZI

Origanum rotundifolium Boiss. BITKISINDEKi SEKONDER
METABOLITLERIN AKTIiVITE KONTROLLU iZOLASYONU,
YAPILARININ AYDINLATILMASI VE ANTiOKSIDAN AKTiVITELERININ
INCELENMESI

BILAL MERAL

TOKAT GAZIOSMANPASA UNIVERSITESI FEN BiLIMLERI ENSTITUSU

KiMYA ANA BiLiM DALI

Tez Damismani: PROF. DR. RAMAZAN ERENLER

Dogal iiriinler, ila¢ kesfi ve gelisiminde énemli bir rol oynamaktadir. ilk ¢agdan beri
bunlar halk ilac1 olarak kullanilmaktadirlar. Bu galismada, Origanum rotundifolium
Boiss. bitkisinin toprak iistii kismi, sirasiyla hekzan, etilasetat, ve metanol ile ekstrakte
edildi. Coziicii uzaklastirildiktan sonra, kati kisim suda kaynatildi ve etil asetat ile
partitisyon yapilarak etil asetat/su ekstrakti elde edildi. Biitiin ekstraktlar iizerinde
uygulanan antioksidan testleri sonucu, etil asetat/su ekstaktinin en yiiksek aktiviteye
sahip oldugu ve en ¢ok fenolik bilesik icerdigi belirlendi. Antioksidan aktivite i¢in 1,1-
difenil-2-pikril-hidrazin ~ Serbest Radikal (DPPH’) Giderme, 2,2'-azino-bis(3-
etilbenzotiazolin-6-siilfonik asit) (ABTS) Radikal Giderme, Indirgeme Giicii yontemleri
kullanildi. Biitillenmis hidroksianisol (BHA), Biitillenmis hidroksi tolien (BHT) ve
troloks standard olarak uygulandi. EtOAc/Su ekstrakti kromatografik yontemlere tabi
tutularak aktif bilesikler izole edildi. izole edilen bilesiklerin yapilart 1D-, 2D-NMR ve
LC-TOF/MS teknikleri ile belirlendi. Globoidnan A (6) (ICso, 22.4 ng/mL), viteksin (3)
(ICsp, 31.4), ve Rosmarinik acid (5) (ICso, 47.2) oldukga yiiksek DPPH" serbest radikal
giderme aktivitesi gosterdi. Vitexin (3) (ICsp 3.6), Globoidnan A (6) (ICso 4.6),
Apigenin (1) (ICs, 8.9), ve Ferulik asit (2) bilesiklerinin ABTS™ serbest radikal giderme
aktiviesi trolox (ICsp 13.8)’dan daha etkili oldugu belirlendi. Origanum rotundifolium
bitkisi, gida ve farmasotik endiistrisi i¢in iimit verici bir dogal antioksidan olma
potansiyeline sahiptir.

2018, 75 Sayfa
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ABSTRACT

MASTER THESIS

ACTIVITY CONTROLLED ISOLATION OF SECONDARY METABOLITES
IN ORIGANUM ROTUNDIFOLIUM BOISS, INVESTIGATION OF
STRUCTURES AND INVESTIGATION OF ANTIOXIDANCE ACTIVITIES

BiLAL MERAL

TOKAT GAZIOSMANPASA UNIVERSITY
GRADUATE SCHOOL OF NATURAL AND APPLIED SCIENCES

DEPARTMENT OF CHEMISTRY

SUPERVISOR: PROF. DR. RAMAZAN ERENLER

Natural products play an importand role in drug discovery and development process.
They have been used in traditional medicine from ancient times. In this work, aerial
parts of Origanum rotundifolium Boiss were extracted with hexane, ethyl acetate,
methanol sequentially. After removal of the solvent, the solid part was boiled in water
then partitioned with ethyl acetate to yield the water/EtOAc extract. The antioxidant
activities of all these extracts were carried out using different antioxidant assays,
including 1,1-diphenyl-2-picryl-hydrazyl free radical (DPPH") scavenging, 2,2'-azino-
bis(3-ethylbenzthiazoline-6-sulfonic acid) (ABTS) radical scavenging, reducing power.
Butylated hydroxyanisole (BHA), butylated hydroxytoluene (BHT) and trolox were
used as standards. Total phenolic contents of extracts were also determined.
Water/EtOAC extract exhibited the most antioxidant effect and included the most
phenolic compounds among the extracts. Hence, water/EtOAc extract was subjected to
chromatography to isolate the active compounds. The structures of isolated compounds
were elucidated by 1D, 2D NMR and LC-TOF/MS. Apigenin (1), ferulic acid (2),
vitexin (3), caprolactam (4), rosmarinic acid (5), and globoidnan A (6) were isolated and
identified. Globoidnan A (6), vitexin (3), and rosmarinic acid (5) revealed the excellent
DPPH" scavenging effect with the ICsy values of 22.4, 31.4, 47.2 uM respectively.
Vitexin (3) (ICsp 3.6), globoidnan A (6) (ICso 4.6), apigenin (1) (ICso 8.9), and ferulic
acid (2) exhibited more ABTS™" activity than standard trolox (ICso 13.8 pg/mL). The
Origanum rotundifolium could be a promising natural antioxidant for food and
pharmaceutical industries.

2018, 75 Pages

KEYWORDS: Origanum rotundifolium, extraction, NMR, activity
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1. GIRIS

Bitkilerin saglik alaninda kullanilmasi eski ¢aglardan bu yana devam etmektedir.
Cagimizda bilimsel calismalardan elde edilen veriler tibbi ve aromatik bitkilerin
insanliga ¢ok yonli fayda sagladigi ve bazi rahatsizliklarin giderilmesinde Onemli
konumda oldugu bilinmektedir. Bir takim bitkilerle iyilesme “fitoterapi” adiyla bilinen
bilim kolu haline gelmistir. Tedavide dogaya doniis akimi olarak bilinen Yesil dalga ya
da Yesil ilag bitiin Avrupa’yr ve Amerika’yr etkilemistir. WHO (Diinya Saglik
Orgiitii)’niin yaptig1 bir arastirmada, yaklagik yirmi bir bin tiir bitki ilag sektoriinde
kullanilmaktadir(Ozhatay, Koyuncu et al. 1997). Bitkilerin ilag sanayinde
kullanilmasiin en biiyiik etmenlerinden birisi icerilerinde bulundurduklar1 sekonder

metabolitlerden kaynaklanmaktadir.

Bitkilerde bulunan sekonder metabolitler fitosteroller, terpenler, terpenoidler,
alkaloidler, fenolikler ve flavonoidlerdir. Bu maddeler onceleri ise yaramadigi var
sayllmakta ve Dbitkilerin atik driinleri olarak degerlendirilmekteydi. Sonralart bu
maddelerin bitki i¢in savunma mekanizmalarinda, hayatini devam ettirme sonraki
nesillere bilgi aktarimi gibi birgok faaliyette kullanilan metabolitler oldugu belirlendi.
Giintimiizde bir¢ok sektorde hammadde olarak kullanilan sekonder metabolitler bitkinin
temel yasamsal islevleriyle dogrudan iligkisi olmamasina karsilik en az primer
metabolitler kadar onemlidir. Sekonder metabolitler giinlik hayatta ilag, kozmetik,

besin katk1 maddesi gibi cesitli alanlarda yer almaktadir (Ozcan, Giirel et al. 2002).

Lamiaceae ya da diger adiyla Labiatae (Ballibabagiller) familyasina ait bitkiler hemen
hemen biitlin habitatlarda ve yiiksekliklerde yetismekte, Kutuplar’dan Himalaya’lara,
Giliney Dogu Asya’dan, Hawai ve Avusturalya’ya, hatta Afrika ve Amerika’ya kadar
genis bir alanda yayilis gostermektedir(Heywood 1996).

Yaklasik 224 cins ve 5600 tiirle Lamiaceae ailesi temsil edilmektedir. en fazla
bulundugu bolge Akdeniz’dir(Hickey and King 1997). Lamiaceae ailesi 45 cins, 565 tiir
ile dnemli gen odaklarindan biridir(Giiner, Ozhatay et al. 2000). Bu aileye ait bitkilerin
bliyilik bir kismi tibbi ve aromatik 6zelliktedir. Cesitli etkilere sahip olmalarindan dolay1

halk ilaci olarak, gida, parfimeri ve kozmetik gibi farkli sanayii dallarinda



kullanilmaktadir. Lamiaceae familyasina ait; Kekik (Origanum rotundifolium), Adacay1
(Salvia officinalis), Nane (Mentha longifolia) ve Dag Cay1 (Sideritis stricta) tiirleri
bunlardan bazilaridir (Baytop 1983, Baytop 1997).

Sadece bir iilkenin cografi sinirlari iginde yetisip bagka bir yerde yetismeyen bitkilere
endemik bitkiler denir. Ulkemizde bulunan 10671 tiir ve alt tiiriin 3488’i endemik olup

endemizin oran1 Tiirkiye i¢in yiiksektir (Giiner, Ozhatay et al. 2000).

Lamiaceae familyasi yiiksek oranda endemik tiir igermektedir. Ticarette yaygin olarak
kullanilan bitkilerden olan Sideritis ve Origanum cinsleri familyada yer alan 6nemli

cinslerdendir.

Origanum’lar agr1 kesici (analijezik), antioksidan, antiseptik, antispazmatik, antiviral,
antibakteriyal, gaz giderici, kalbi uyarici, terletici, sindirimi kolaylastirici, idrar arttirici,
adet soktiirticii, fungisidal, balgam soktiiriici, miishil, sakinlestirici, tonik, mide
rahatsizliklari1 ve yaralari iyilestirici etkilere sahiptir (Bernath 1996, Kitiki 1996,
Ozcan, Giirel et al. 2002). Origanum giinliik hayatimizda da 6nemli bir rol
oynamaktadir. Ozel tadindan dolayr bircok yiyeceklerde yeri doldurulamaz bir
baharattir. Tim diinyada baharat olarak kullanilmasi yaninda Origanum’lardan elde
edilen kekik suyu da astim ve kronik bronsit gibi hastaliklarda, zayiflamada, yiiksek
tansiyonda, seker hastaliginda, parazit dokmede ve kan dolasimini uyarmada

kullanilmaktadir.

T1bbi ve aromatik bitkilerin igeriginin belirlenmesi bitkinin ticari ve tarimsal degerinin
artmasi ve bilingli kullanim gibi olgular1 beraberinde getirecektir. Bitkilerin igerdikleri
fenolik bilesikler en genis biyolojik aktivite yelpazesine sahiptir. Ozellikle flavonlar ve
organik asitlerin; antimikrobiyal, antikanser, antioksidan, antifungal gibi aktiviteleri
yapilan caligmalarda ortaya konulmustur. Bir¢ok c¢alismada; doz-aktivite iliskisinin

yaninda yapi-aktivite iliskisi de degerlendirilmistir.

Yapilan ¢alismada Artvin’de yetisen Origanum rotundifolium Boiss bitkisindeki
sekonder metabolitlerin aktivite kontrollii izolasyonu gerceklestirilmis olup ve yapilari

aydinlatilmistir. Yapilar1 aydinlatilan molekiillerin antioksidan aktiviteleri incelenmistir.



2. GENEL BILGILER VE KAYNAK OZETLERI

Origanum rotundifolium Boiss. bitkisinin tiir teshisi Artvin Coruh Universitesi Orman
Fakiiltesi Orman Miihendisligi B6limii Orman Botanigi Anabilim Dali’'nda Prof. Dr.

Ozgiir Emin AGAOGLU tarafindan belirlendi.

Cizelge 2. 1. Origanum rotundifolium Boiss Bitkisi Herbaryumu

HERBARIUM ARTVIN (ARTH)

Artvin Coruh Universitesi Orman Fakiiltesi Orman Miihendisligi Boliimii Orman

Botanigi Anabilim Dal1

Famila Lamiaceae

Origanum
Nominally

O. rotundifolium Boiss.
Location A9, ARTVIN, SAVSAT, Yasar koyii, ---
Habitat Taglik yamag alan | Alt: 1240 m Date:26/07/2013
Legacy Ozgiir Eminagaoglu Col.: O.Emin. 18608
Determining Ozgiir Eminagaoglu Herb No: ARTH 5247

Sekil 2. 1. Origanum rotundifolium Boiss Bitkisi



2.1. Kaynak Ozetleri

Yapilan literatiir taramasinda son yillarda Origanum rotundifolium ’in ugucu yag igerigi
ve biyolojik aktiviteleri tizerine ¢alismalar yapilmistir. (Dadasoglu, Aydin et al. 2011)
yapmis oldugu ¢alismada Origanum rotundifolium’un ugucu yaglarinda antibakteriyel
aktiviteyi incelemistir. (Cetin, Cakmak¢1 et al. 2011) yapmis olduklari ¢alismada
Origanum  rotundifolium’un  ugucu  yaglarmin  antimikrobiyal  aktivitesini
incelemislerdir. (Goze, Alim et al. 2009) yapmis olduklar1 calismada Origanum
rotundifolium’un ugucu yaglarinin antioksidan aktivitesini incelemislerdir.

Origanum tiirleri yiiksek oranda flavonoid ve fenolik asit igermektedir. Bunlardan
bazilar1 rosmarinik asit, apigenin, luteolin ve skutellarin tiirevleridir (Zhu, Cui et al.
2013, Leyva-Lopez 2016).

Diinya capinda kekik olarak en ¢ok taninan ve Yunan kekigi olarak da bilinen
Origanum vulgare’nin yiiksek oranda rosmarinik asit icerdigi belirlenmistir (Yan, Azizi
et al. 2016) .

Polonya’da O. majoram L. fiizerine yapilan bir ¢alismada protokatesik asit, p-
hidroksibenzoik asit, gentisik asit, klorojenik asit ve siringic asit bilesiklerini izole
etmislerdir (Zgoérka and Gtowniak 2001).

Origanum majoram L. bitkisinin su ekstresi iizerine yapilan bir ¢alismada gallik asit,
kafeik asit, p-kumarik asit, rozmarinik asit, sisorik asit, apigenin-7-glikosit, kuarsetin ve
kaemferol bilesikleri izole edilip ve yapilarinin aydinlatildigi belirtilmistir (Koldas,
Demirtas et al. 2015)

Origanum syriacum tiiriiniin ugucu yagi iizerine yapilan bir ¢alismada insan meme
kanseri hiicrelerinin ¢ogalmasini engelledigi belirlenmistir (Al-Kalaldeh, Abu-Dahab et
al. 2010).

Origanum majorana bitkisinde yapilan bir ¢aligmada izole edilen bilesiklerin C6 ve
HELA hiicrelerine kars1 yiiksek aktivite gosterdigi ortaya konmustur (Erenler, Sen et al.
2016).

Origanum tiirlerinde yaygin olarak bulunan ortak flavonlarin kimyasal yapisi. Sekil

2.2.’de verilmistir (Rothwell, Perez-Jimenez et al. 2013).
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Sekil 2. 2. Origanum tiirlerinde bulunan bazi ortak bilesikler.

Sekil.2.3.’de O syriacum ve O vulgare'nin ugucu yaglarina yapilan ¢alismada O
syriacum'un ugucu yag ana bileseninin karvakrol (%47.10) ve O vulgare'nin ugucu yag
ana bileseninin ise trans-sabinen hidrat (%27.19) oldugu belirlenmistir (Al-Kalaldeh,
Abu-Dahab et al. 2010).

CH3 (:H3
OH H3C
OH
HiC”~ CH, H,C
Karvakrol Trans-Sabinen hidrat

Sekil 2. 3. Karvakrol ve trans-sabinen hidrat ugucu yaglarinin yapisi.



Cizelge2.2.’de Origanum rotundifolium bitkisinin ugucu yaginda yapilan GC-MS
analizi sonunda ana bilesenlerin % 54,56 ile karvakrol ve %12,53 ile p-simen oldugu
belirlenmistir. (Cetin, Cakmakg1 et al. 2011)

Cizelge 2. 2 Origanum rotundifolium bitkisinin ugucu yag igerigi

Bilesenler % Bilesen
Karvakrol 54.56
p-Simen 12.53
Borneol 5.86
Thimol 3.52
Origanum rotundifolium Linalool 1.77
Terpinen-4-ol 1.54
Timohidrokinon 1.14
B-Karyofilen 1.09
Germakren D 1.08
Linil asetat 1.07
HsC CHs CHs HaC CH, CHs,
CH,
HO WOH CHs
HyC
l H;C
HsC
HO OH
CHj HsC CHj CHs \CH2
Karvakrol p-Simen Borneol Timol Linalool
HaQ HaC CHy Chs
HO, CHj, H,C W~ - H3C////' o <
HaC . X
HO Hael X =
CH,
OH H,C
crs CHy HsC CH,
Terpinen-4-ol Timohidrokinon S -Karyofilen Germakren D Linalil Asetat

Sekil 2. 4. Origanum rotundifolium bitkisinde bulunan ugucu yag bilesenleri (Cetin,
Cakmakgi et al. 2011)



3. MATERYAL VE YONTEM
3.1. Kullanilan Kimyasallar

3.1.1. Coziicii ve Reaktifler

Metilen kloriir(TEKKIM), kloroform(TEKKIM), etilasetat(TEKKIM),
metanol(TEKKIM), etanol(TEKKIM), hekzan(TEKKIM), détero kloroform(Merck),
dotero  dimetilsiilfoksit(Merck), dotero metanol(Merck), silikajel(Merck), TLC
plakasi(Merck).

3.1.2. Dolgu maddeleri

Ince tabaka kromatografisi tabakalar1 (20 x 20), silikajel (Merck).

3.2. Cihazlar

UV/VIS Spektrofotometresi, NMR, HPLC, Vakum pompasi, Evaporatdr, Liyofilizator,
Manyetik Karistirici.

3.3. Cam Malzemeler

Kristallendirme i¢in balonlar, erlen, beher, huni, kromatografi kolonlari, meziir,

fraksiyonlandirma i¢in cam tiipler, damlaliklar, numune saklama kaba.

3.4. Bitkisel Materyal

Tez ¢alismasi kapsaminda Origanum rotundifolium Boiss bitkisi Artvin ilinin Savsat
ilcesinin Yasar koyiinden toplanmis ve Artvin Coruh Universitesi'nde Ozgiir
Eminagaoglu tarafindan ARTH5247 herbaryum kodu verilerek 26.07.2013 tarihinde tiir

teshisi yapilmis ve direk olarak giines 15181 almayan bir yerde kurutuldu.



3.5. Bitkinin Ekstraksiyonu

Origanum rotundifolium bitkisi giines gérmeyen ortamda kurutulduktan sonra bitkiden
1 kg alinarak tlizerine hekzan eklenip manyetik karistirici yardimiyla karistirildi. Coziicii
ve posa kismi siizge¢ kagidi yardimi ile siiziilerek ayrildi ve ¢oziicii doner
buharlastiricida uzaklastirilarak hekzan ekstrakti elde edildi. Posa kisminin iizerine etil
asetat ilave edilip ayn1 iglemlerle etil asetat ekstrakti ve ardindan metanol ekstrakti elde
edildi. Metanol ekstraktindan sonra kalan posa kismi kurutulduktan sonra su ile
kaynatilip posa kismi ayrildi. Sulu kisim etil asetatla ekstrakte edilerek sudan etil asetat
ekstrakti elde edildi (Sekil 3.1.).

Criganum rotundifolium

Ekstraksiyon
(Hekzan)

‘ Ekstraksiyon (Etil asetat)
Ekstre-1 l
(E::g::::g:’dnel Ekstraksiyon (Metanol)

Ekstre-ll ¢

Evaporasyon
(Evaparatorde)

&0

Suda Kaynatip Etil
asetat ile ekstraksiyon

Ekstre-IV

v v v l

Antioksidant Testleri

I
I

if TLC, prep if HPLC, UV, IR, 1D-NMR, 2D-NMR, MS, QTOF-LC/MS

Kelon p

Sekil 3. 1. O. rotundifolium bitkisi i¢in ekstraksiyon semasi



Elde edilen dort farkli ekstrelerden ayr1 ayr1 1000 ppm’ lik ¢ozeltiler hazirlanarak Total
Fenolik Bilesik Tayini ve indirgeme Giicii Aktivitesi, Serbest Radikal (DPPH) Giderme
Aktivitesi, ABTS" Radikali Giderme Aktivitesi ve Metal Selat Olusturma antioksidan
aktivite testleri yapildi.

Yapilan testler sonucunda aktivitesi yiiksek olan ekstraktlar icin aktiviteden sorumlu
bilesiklerin izolasyonu i¢in kolon kromatografisi gerceklestirilmistir.

Toplanan, bitki Orneklerinin ekstraksiyonu, hazirlanmasi, elue etme, saflastirma
basamaklari, aktivite testleri ve izole edilen Dbilesiklerin i¢in  yapilarin
karekterizasyonlar1 Gaziosmanpasa Universitesi, Kimya Béliimii Bitki Arastirma

Laboratuari’nda yapildu.

3.6. Kromatografik Yontemler

Bitkiden elde edilen ve aktivitesi yiiksek olan ekstrakt iizerinden sekonder
metabolitlerin izolasyonu yapildi. Kromatografik yontemlerde kullanilacak kolon
ekstraktin igerigine gore secildi. Sabit faz olarak silika gel, mobil faz olarak da

polariteye gore ¢oziicli oranlar1 kullanildu.

3.7. Spektroskopik Yontemler

Izole edilen molekiillerin yapilar: kolon kromatografisi, LC-TOF-MS, 1D-NMR ve 2D-
NMR tekniklerinden yararlanilarak aydinlatildi.

3.8. Antioksidan Aktivite Analizleri

3.8.1.Antioksidan Kapasitelerinin Belirlenmesi

Origanum rotundifolium Boiss bitkisinden elde edilen hekzan, etil asetat, metanol ve
sudan etil asetat ekstrelerinin antioksidan ve fenolik bilesenler bakimindan zengin
olanin1 belirlemek igin total fenolik bilesik tayini, Indirgeme Giicii Aktivitesi, Serbest
Radikal (DPPH) Giderme Aktivitesi, ABTS" Radikali Giderme Aktivitesi ve Metal
Selat Olusturma Aktivitesi testlerine tabii tutulacaktir. Antioksidan ve fenolik bilesen

bakimindan zengin olan ekstre {izerinden izolasyon ¢aligmasi yapildi.



3.8.2. Toplam Fenolik Bilesik Belirleme Testi

Total fenolik bilesik tayininde Folin-Ciocalteu reaktifi kullanildi (Slinkard and
Singleton 1977).100 uL 6rnege 4,5 mL distile su ilave eklendikten sonra 100 puL Folin
reaktifi ilave edildi. Ug¢ dakika beklendi, sonra %2’lik 300 puL (Na,CO3) ilave eklendi.
Vortek isleminden sonra oda kosullarinda 2 saat inkiibasyona tabii tutuldu. Ornekler
oda sicakligina sogutulduktan sonra 760 nm’deki absorbanslar1 6l¢iildii. Sonuglar gallik

aside esdeger olacak sekilde, fenolik bilesik/kg kuru bitki olarak verildi.

3.8.3. Serbest Radikal (DPPH-) Giderme Aktivite Testi

Serbest radikal giderme aktivitesi Blois ve arkadaslariin metoduna gére yapildi (Blois
1958). 0,26 mM’lik DPPH-(2,2-difenil-1-pikril hidrazil) etanol igerisinde hazirlanda.
Numunelerin stok ¢ozeltilerinden belirli miktarda (10200 pg/mL) alindi ve iizerine 1
mL DPPH 0,26 mM c¢ozeltisi ilave edildi, sonra tiipteki ¢ozeltinin hacmi dort mL
oluncaya dek iizerine etanol ilave edildi. Daha sonra vortex yapildi ve 30 dk
inkiibasyona tabii tutuldu. Inkiibasyondan sonra 517 nanometrede absorbanslar:

kaydedildi. Sonuglar ICsg olarak hesaplandi.

3.8.4. Indirgeme Giicii Aktivite Testi

Oyaizu’nun (Oyaizu 1986) analizde bazi degisiklikler sonrasi Elmastas’in (Elmastas,
Turkekul et al. 2006) analizine gore gergeklestirildi. 100 pL 6rnek alindi, fosfat
tamponu ( 0.2 M, pH=6.6) ile hacmi 1,25 mL’ye tamamlandi. Sonra istiine 1,25
mL%1’lik potasyumferriksiyaniir [K3Fe(CN)g] eklendi. Elde edilen karisim 50 °C’de 20
dakika inkiibasyona birakildi. Sonra da bu karigima trikloroasetik asit ( 1,25 mL, %
10’luk ) ve FeCls (0,25 mL, % 0.1°1lik) eklendi. En sonunda ise karisimin 700 nm’de
absoransi kaydedildi.

3.8.5. Radikal Giderme Aktivite Testi

Re ve arkadaslarinin yaptigi metottan yararlanilarak (Re, Pellegrini et al. 1999). Bu

yonteme gore, 0,1 Molar pH=7,4 fosfat tamponu ayarlandi. Bu tampon ile hazirlanmis
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olan 2 milimolar ABTS (2,2'-Azino-bis3-ethylbenzothiazoline—6-sulfonic asit) ile yine
ayni tamponla hazirlan 2,45 milimolar K,S,0g (potasyumpersiilfat) ¢ozeltisi 1/2
oraninda karistirilarak, karanlik ortamda 6 saat bekletildi. Bitki ekstrelerinin stok
¢ozeltilerinden uygun miktarda alind1 ve iizerlerine hacmi 3 mL oluncaya dek fosfat
tamponu eklendi. Daha sonra ise iizerine 1 mL ABTS" ¢ozeltisi eklenerek ¢dzeltinin
karistirilmasi i¢in vortex yapildi. Cozelti karsimi oda sartlarinda 1 saat inkiibasyona
birakildiktan sonra spektrofotometrede 734 nm de absorbansi okundu. Sonuglar ICs

degeri hesaplanarak verildi (Baytop 1983).

3.8.6. Metal Selat Olusturma Aktivitesi:

Selat olusturma aktivitesi icin (Dinis, Maderia et al. 1994). Orneklerden 0,2 mL alind1
isttine 0,1 mililitre 2 milimolar Fe,Cl; ¢ozeltisi ve 0,9 mililitre metanol eklendi.
Karistirildi ve bes dakika beklendi. En son olarak 0,4 mililitre ferrozin eklendi. On dk
sonrasinda 562 nm’de absorbanslar kaydedildi. Kor olarak ekstarkt eklenmemis matrix

kullanildi. Sonuglari 1Csg olarak hesaplandi.
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4. BULGULAR

4.1. Total Fenolik Bilesik Tayini Sonuclari

Tiim bitki ekstraktlarindaki ¢oziinebilen fenolik madde miktarlar1 Folin Ciocalteu
Reaktifi (FCR) ile belirlendi. Farkli konsantrasyonlarda hazirlanan gallik asit
coOzeltilerinin kalibrasyon grafiginden, orneklerin toplam fenolik madde miktarlar1 (mg

GAE/Kg bitki) olarak hesaplandi.

Cizelge 4. 1. O. rotundifolium bitkisinin gallik asit esdegeri fenolik bilesik miktarlar

Gallik asit esdegeri fenolik bilesik miktar:
Numune
(mg fenolik bilesik/Kg Bitki)

Hekzan 21.94 + 2.05

Etil Asetat 44.86 +8.91
Metanol 164.70 £ 19.31
Su 134.58 + 21.54
Sudan Etil Asetat 620.50 + 31.44

Gallik asit esdegeri olarak hesaplanan fenolik bilesik miktarlar1 O. rotundifolium bitkisi

icin Sudan Etil asetat > Metanol > Su > Etil asetat > Hekzan sirasinda azalmaktadir.

(Cizelge 4.1).
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4.2. Serbest Radikal Giderme Aktivitesi Sonug¢lari

O. rotundifolium bitkisinin ¢esitli organlarmin serbest radikal giderme aktiviteleri
(DPPH) incelenmistir.

Cizelge 4. 2. O. rotundifolium bitkisi DPPH testi sonuglar1

Gruplar ICso pg/mL
Hekzan 366.85 +4.92

Etil Asetat 56.20 + 3.90
Metanol 10.81 +0.27

Su 34.85 + 0.68

Sudan Etil Asetat 2.84+0.57
BHT 15.34 +0.86

BHA 4.60 = 0.06

Analiz sonuglarina (Cizelge 4.2) Serbest radikal giderme aktiviteleri 1Csy degerleri
ug/mL i¢in Troloks > Sudan Etil asetat > BHA > Metanol > BHT > Su > Etil asetat >
Hekzan siralamasi ile azalmaktadir. Sonuglar kiyaslandiginda Sudan Etil asetat
numunesinin BHA ve BHT gibi standartlardan ve diger numunelerden ¢ok daha fazla

radikal giderme kapasitesine sahip oldugu goriilmektedir.
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4.3. Total Indirgeme Kapasitesi Tayini Sonuclar

Cizelge 4. 3. Total indirgeme testi 5, 10, 20 ve 40 pug/mL konsantrasyonlari i¢in dlgiilen
absorbans degerleri

Gruplar Sng/mL 10pg/mL 20pg/mL 40pg/mL
Trolox 0.37+0.03 0.73+0.02 1.24+0.09 2.16+0.12
BHT 0.51+0.04 0.91+0.04 1.07+£0.12 1.27+0.17
BHA 0.66+0.05 1.25+0.01 1.99+0.21 2.74+0.02
Hekzan 0.04+0.01 0.06+0.00 0.10+0.00 0.20+0.00
Etil Asetat 0.07+0.00 0.12+0.00 0.23+0.01 0.48+0.01
Metanol 0.30+0.00 0.56+0.02 1.06+0.03 1.88+0.02
Su 0.18+0.02 0.30+0.06 0.55+0.06 0.77+0.15
Sudan Etil | 0.74+0.02 1.13+0.10 1.64+0.07 2.10+0.12
Asetat
Indirgeme Gucu Aktivitesi
14,00 -
O.r. Sudan Etil
T 12,00 - Asetat
S 10,00 - O.r. Su
o
T 8,00 -
” =0—0.r. Metanol
g 6,00 -
o]
§ 4.00 - =¥=0.r. Etil Asetat
o]
< N
2,00 =>=0.r. Hekzan
0,00 i . . . .
0 5upg/mL 10 20 40 —a—bha
Mg/mL pg/mL  pg/mL

Sekil 4. 1. O. rotundifolium bitki ekstreleri ve standartlara ait Total Indirgeme degerleri.
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Total indirgeme testi i¢in ¢izilen absorbans-konsantrasyon grafiginde goriildiigii gibi
aktivite, tim derisimlerde Sudan Etil asetat > Su > Metanol > Etil asetat > Hekzan
>BHA > BHT > Troloks siralamasiyla azalmaktadir. Sudan Etil Asetat ekstresi, tim
ekstreler ve standartlardan daha yiliksek total indirgeme kapasitesine sahip oldugu

belirlenmistir.

4.4. ABTS'" Giderme Aktivitesi Tayini Sonuclar1

Cizelge 4. 4. ABTS " giderme aktivitesi sonuglar

Gruplar ICso pg/mL
BHA 1.79+0.11

BHT 1.40 +0.08
Trolox 3.05+0.15
Hekzan 12.67 £ 1.07

Etil Asetat 4.44 £ 0.67
Metanol 1.51+0.18

Su 4.92+0.52

Sudan Etil Asetat 0.75+0.12

ABTS'" giderme aktiviteleri ICsy degerleri pg/mL icin Sudan Etilasetat > BHT >
Metanol > BHA > Trolox > Etilasetat > Su > Hekzan sirasiyla azalmaktadir (Cizelge
4.4).
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4.5. Metal Selatlama Aktivitesinin Belirlenmesi

Cizelge 4. 5. Metal Selatlama Aktivitesi sonuglari

Gruplar I1Cso (ng/mL)
EDTA 1526 £1.43
Hekzan 182.33 +1.99

Etil asetat 122.15 £ 3.87
Metanol 101.21 +1.23

Sy 109.26 £2.21
Sudan Etil asetat 147.37+£2.25

O. rotundifolium bitkisi ham ekstrelerinin Metal Selatlama Aktivite (% Aktivite olarak)
degerleri, EDTA > Metanol > Su > Etil asetat > Sudan Etil asetat > Hekzan siralamasi
ile azalmaktadir.

Yapilan aktivite test sonuclari degerlendirildiginde aktivitesinin diger ekstrelere gore
daha yiiksek oldugu belirlenen sudan etil asetat ekstresi lizerinden kromatografik

teknikler yardimiyla izolasyon iglemi yapilmistir.

4.6. Origanum rotundifolium Boiss Bitkisi I¢cin Kolon Kromatografisi

Elde edilen 14 g sudan etil asetat ham ekstresi kolon dolgu maddesi olarak silika jel
kolonuna tatbik edildi. Artan polariteye gore hekzan-etilasetat-metanol ¢6ziicti sistemi
ile elue edildi. Kolon kromatografisinde TLC kontrollii birlestirilen fraksiyon araliklari

ve izole edilen bilesikler Cizelge 4.6.” de verilmistir.
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Cizelge 4. 6. O. rotundifolium bitkisinden izole edilen bilesiklerin yapilar

TLC Kontrollii Birlestirilen Fraksiyon Bilesik
Araliklan

154-182 (% 10 MeOH / % 90 EtOAC) Apigenin
183-188 (% 10 MeOH / % 90 EtOAc) Ferulik asit
230-260 (% 20 MeOH / % 80 EtOAC) Viteksin
230-260 (% 20 MeOH / % 80 EtOAC) Kaprolaktam
300-330 (% 30 MeOH / % 70 EtOAc) Rozmarinik asit
360- 400 (% 40 MeOH / % 60 EtOAc) Globoidnan A

4.7. O. rotundifolium bitkisinden izole Edilen Bilesikler

O. rotundifolium bitkisinden toplam 6 bilesik izole edilmistir. izole edilen bilesiklerin
yapilar1 1D NMR teknikleri (*H, **C, APT, DEPT90, DEPT135) ve 2D NMR teknikleri
(HETCOR, COSY, HMBC, TOCSY) kullanilarak aydinlatildi.
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4.7.1. O. rotundifolium Bitkisi I¢in Fitokimyasal Cahsmalar

izole edilen bilesiklerin yapilar1 Cizelge 4.7.” de verilmistir.

Cizelge 4. 7. O. rotundifolium bitkisinden izole edilen bilesiklerin yapilari

Bilesik Yapisi

1)

Rozmarinik Asit

)

3)
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(4)

Viteksin

(5)

Kaprolaktam

(6)
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4. 8. 0. rotundifolium Izole Edilen Bilesiklerin Fiziksel ve Spektral Ozellikleri

4. 8.1 1 Nolu Bilesigin (Apigenin) Fiziksel ve Spektral Ozellikleri

1 nolu bilesik, kolon kromatografisinde 154-182 nolu fraksiyonlarindan preperatif
HPLC kullanilarak izole edildi (10 mg). Beyaz renkli Apigenin molekiilii bilinen bir

bilesiktir. Belirlenen degerler literatiir (Owen, Haubner et al. 2003) ile uyumludur.

Bilesik Ci5H100s kapali yapiya denk olan molekiil pikini [M-H] LC-MS-TOF Kkiitle

analizi sonucunda m/z 269.0505 degerini vermistir.

UV Amax (nm) CH3OH: 272, 345

FT-IR v(cm™3412, 2941, 2830, 1648, 1049, 1011, 837, 758
'H-NMR (DMSO-ds 8,ppm,400 MHz)

B3C-NMR (DMSO-dg 8,ppm,100 MHz)

Cizelge 4. 8. Apigenin bilesiginin'H-NMR ve *C-NMR degerleri

Posizyon 1 nolu

OH oc
2 164.61
3 6.78 (s) 103.29
4 182.21
5 161.89
6 6.19 (d, J=1.8 Hz) 99.31
7 164.27
8 6.49(d, J=18Hz) |94.44
9 157.78
10 104.14
r 121.63
2’ 7.92 (d, J =8.80 Hz) 128.94
3 6.93 (d, J = 8.80 Hz) 116.44
4 - 161.62
5 6.93(d, J=8.80Hz) |116.44
6 796 (d, J=8.80Hz) |128.94
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Sekil 4. 2. 1 nolu (Apigenin) bilesigin'H-NMR spektrumu (*H-NMR400 MHz DMSO-
ds)

1 nolu bilesigin 'H-NMR spektrumu incelendiginde 6= 7.92 (d, J= 8.80 Hz) ppm’de
goriinen sinyaller B halkasinin C-2” ve C-6’ protonlarina, 6.93 (d, J= 8.80 Hz) ppm’ de
goriinen sinyaller B halkasinin C-3' ve C-5' protonlarina, 6= 6.19 ile 5= 6.49 (d, J =

1.8 Hz) ppm’ de goriinen sinyaller ise A halkasinin C-6 ve C-8 protonlarina ait oldugu

tespit edilmistir. 6,= 6.78 ppm’ de singlet olarak goriinen bu sinyal molekiiliimiiziin

flavon olduguna isaret eder.
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Sekil 4. 3. 1 nolu bilesigin - C-NMR spektrumu (400 MHz, DMSO-d¢)

3

. C-NMR spektrumunda 15 karbon sinyali goriilmektedir. 6.= 128.9 ve .= 116.4
ppm’de goriinen sinyallerin sirasiyla, C-2” ve C-6’ ile C-3’ ve C-5" konumlarma , 6.=
103.4 ppm’ de C-3 konumu, §-= 99.3 ve .= 94.4 ve ppm’ de C-6 ve C-8 konumlarina

ait oldugunu literatiirler degerleri de desteklemektedir.
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Sekil 4. 4. 1 nolu bilesigin HETCOR spektrumu (*H-NMR 400 MHz, *C-NMR 100
MHz DMSO-dg)

1 nolu bilesigin HETCOR spektrumunda, flavonoid halkasinda 103.78 ppm’deki C-3
karbonunun 6.78 ppm’deki protonla etkilestigi, flavonoidin B halkasindaki 128.9 ve
116.4 ppm’ deki C-2', C-6' ve C-3', C-5' karbonlarinin 7.92 ve 6.93 ppm’deki
protonlarla, 99.31 ve 94.44 ppm’deki C-6 ve C-8 karbonlarinin 6.19 ve 6.49 ppm’ deki
protonlarla etkilestigi tespit edilmistir.
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Sekil 4. 5. 1 nolu bilesigin COESY spektrumu(**C-NMR100 MHzDMSO-dg)

Bilesikteki H-H etkilesimi i¢in COESY spektrumu, bilesigin 64=7.92 ppm’ de H-2' ve
H-6' protonlariin 64=6.93 ppm’de etkilestigi olan H-3' ve H-5' protonlar ve H-6 ile H-
8 0n=6.19, 64=6.49 ppm’de ile etkilesimi gozlenirken ayrica seker protonlar1 da

birbirleriyle etkilesimleri goriilmiistiir.

x10% |-ESIBPC Scan Frag=175.0V 53.d Smooth
1

75
65
55
45
35
25
15
05 A_/J
. A__x

T2 % 4 5 6 7 & 9 M Mt 2 13 W 15 16 17 8 19 20 2 2 23 # 2% 26 27 28 2
Counts vs. Acquisition Time (min)

Sekil 4. 6. 1 nolu bilesigin LC-MS-TOF kromatogrami

1 nolu bilesigin LC-MS-TOF kromatogramlarindan kapali formiilii C;5H;1005 olan
bilesigin 17. dakikada molekiiler iyon pikinin (-)-ESI MS: m/z 269.05 [M-H] oldugu

saptandi.
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4.9.2. 2 Nolu Bilesigin (Ferulik asit) Fiziksel ve Spektral Ozellikleri

H,CO o

OH

Sekil 4. 7. 2 Nolu Bilesik (Ferulik asit)

Yaygin ismi literatiirde Ferulik asit olan 2 nolu bilesik O. rotundifolium sudan etil asetat
ekstraktindan kolon kromatografisi ile 183-188 nolu fraksiyonlari izole edildi (30 mg).
izole edilen molekiiliin fiziksel goriiniimiimii ise kirli beyaz renkli amorf toz
seklindedir. Ferulik asit molekiilii bilinen bir bilesik olup elde edilen veriler literatiir

(Yoshioka, Inokuchi et al. 2004) ile uyum i¢indedir.

Bilesik C10H1004 kapali formiiliine karsilik gelen molekiiler iyon pikini [M-H] LC-MS-
TOF kiitle spektrumunda m/z 193.042 olarak vermistir.

UV Amax (M) CH30H: 272, 345
FT-IR v(cm™3412, 2941, 2830, 1648, 1049, 1011, 837, 758
'H-NMR (DMSO-ds 8,ppm,400 MHz)

BC-NMR (DMSO-ds 8,ppm,100 MHz)
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Cizelge 4. 9. 2 nolu (Ferulik asit) bilesigin *H-NMR ve C-NMR kimyasal kayma
degerleri

C/H ocppm onppm (Hz)

1 127.6

2 115.1 7.27(d,J=2.1)
3 149.6

4 146.6

5 116.4 6.78 (d, J =8.20)
6 122.7 7.07 (dd, J =8.20, 2.1)
7 147.8 7.44 (d, J = 15.6)
8 114.8 6.15 (d, J = 15.6)
9 169.6

3-OMe 56.4 3.81 (s)
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Sekil 4. 8. 2 nolu (Ferulik asit) bilesigin*H-NMR spektrumu (*H-NMR400 MHz
DMSO-dg)

'H-NMR spektrumunda flavon yapisinin aromatik halkasiya ait proton rezonanslari,
ABX sistem protonlar (sirastyla H-2, 6, 5 numarali protonlar) gézlenmistir. H-2 ve H-5
protonlari dy= 7.27 ve dy=6.78 ppm’ de (d, J=2.10 Hz ve d, J=8.20 Hz) dublet seklinde,
H-6 protonu 6= 7.07 ppm’ de (dd, J=8.20, J=2.20 Hz) rezonans olmustur. éy= 7.44 (d,
J= 15.6) ve dy= 6.15 (1H, d, J= 15.6 Hz) ppm’deki kimyasal kayma degerleri
molekiilde birbirine gore trans konumda olan olefinik protonlart ve dp= 3.81 ppm’ deki

singlet metoksi protonlarinin varligini gostermistir.
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4.10.3. 3 Nolu Bilesigin (Viteksin) Fiziksel ve Spektral Ozellikleri

Viteksin

Sekil 4. 9. 3 nolu bilesik (Viteksin)

3 nolu bilesik (Viteksin) O. rotundifolium sudan etil asetat ekstraktindan kolon
kromatografisi ile silikajel dolgu maddesi kullanilarak ile hekzan: etilasetat (1:4) ¢oziicii
sisteminde izole edildi (60 mg). 3 nolu bilesik fiziksel gériiniimii sar1 renkli amorf toz
yapidadir. Bilesigin erime noktasi 262-264 °C olarak 6l¢iildii. Viteksin molekiilii bilinen
bir bilesik olup elde edilen veriler literatiir (Wen, Han et al. 2007) ile uyum i¢indedir.

Bilesik C19H19010 kapali formiiliine karsilik gelen molekiiler iyon pikini [M-H] LC-
MS-TOF kiitle spektrumunda m/z 431.08 olarak vermistir.

FT-IR v(cm™3412, 2941, 2830, 1648, 1049, 1011, 837, 758
'H-NMR (DMSO-ds 8,ppm,400 MHz)

BC-NMR (DMSO-ds 8,ppm, 100 MHz)
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Cizelge 4. 10. 3 nolu (Viteksin) bilesigin 1H-NMR ve 13C-NMR kimyasal kayma
degerleri

Viteksin

C/H 5 5
2 - 164.39
3 6.78 (s) 102.88
4 - 182.52
5 - 161.64
6 6.27 (S) 98.67
7 - 156.46
8 - 105.07
9 - 163.28
10 - 104.40
1 - 122.04
2" 8.02 (d,J=8.02) 129.42
3’ 6.90 (d, J=8.28) 116.29
4 - 160.84
5' 6.90 (d, J=8.28) 116.29
6' 8.02 (d, J=8.02) 129.42
1" 4.70 (d, J=9.92) 73.86
o 3.79 (m) 71.32
3" 3.27 (m) 79.12
4" 3.41 (m) 71.01
5" 3.24 (m) 82.30
6"a 3.54 (m) 61.76
6"b 3.74 (m)
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Sekil 4. 10. 3 nolu (Viteksin) bilesigin *H-NMR spektrumu (400 MHz, DMSO-ds)

Bilesigin 'H-NMR spektrumu incelendiginde §,,= 8.02 (2H, d, J= 8.4 Hz) ppm’ de
goriinen sinyaller B halkasinin C-2' ve C-6' protonlarina, 6.90 (2H, d, J= 8.28 Hz)
ppm’de goriinen sinyaller B halkasinin C-3' ve C-5' protonlarma ve 6,= 6.28 (1H s,)
ppm’de goriinen sinyal ise A halkasiin C-6 protonuna ait oldugu tespit edilmistir. 6,,=

6.78 ppm’ de singlet olarak goriinen bu sinyal molekiiliimiiziin flavon olduguna isaret

eder. §,,= 4.70 ppm’ de goriinen sinyal glikoz molekiiliiniin C-1' protonuna aittir. C-1'

protonunun dublete yarildig1 ve etkilesme sabitlerinin J= 9.92 Hz oldugu goriilmiistiir,

buradan da glikozun B konfigiirasyonda olduguna karar verilmistir.
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Sekil 4. 11. 3 nolu (Viteksin) bilesigin **C-NMR spektrumu (100 MHz DMSO-ds)

“C-NMR spektrumunda 20 karbon sinyali goriilmektedir. 8.= 129.4 ve 5.= 116.3
ppm’de goriinen sinyallerin sirasiyla, C-2' ve C-6' ile C-3' ve C-5' konumlarina ait
oldugunu literatiirler degerleri de desteklemektedir. .= 60.4-82.5 ppm’ ler arasinda
goriinen sinyaller glikoz molekiiliine aittir. §.= 73.9 ppm’ de gériinen sinyalin anomerik

karbon atomuna ait oldugu literatiir bilgileri ile karsilastirilarak karar verilmistir.
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Sekil 4. 12. 3 nolu (Viteksin) bilesigin APT, DEPT-135, DEPT-90 NMR spektrumu
(**C-NMR100 MHz DMSO-dg)

3 nolu bilesigine ait APT, DEPT-90 ve DEPT-135 spektrumlari incelendiginde yapida
20 karbon atomu oldugu goriilmektedir. 20 karbondan 9 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 sinyal), icerdigi
tespit edilmistir (Sekil 4.12.).
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Sekil 4. 13.3 nolu (Viteksin) bilesigin HETCOR spektrumu (*H-NMR 400 MHz, *C-
NMR 100 MHz DMSO-dg)

3 nolu molekiiliin HETCOR spektrumu i¢in, flavonoid halkasinda 102.19 ppm’ deki C-
3 karbonunun 6.78 ppm’ deki protonla etkilesmektedir. Flavonoid i¢in B halkasinda
129.4 ve 116.3 ppm’deki C-2', C-6' ve C-3', C-5' karbonlarinin 8.02 ve 6.90 ppm’deki
protonlarla, 73.9 ppm’deki glikozun anomerik karbonu olan C-1" karbonunun 4.70

ppm’deki protonla, etkilestigi tespit edilmistir.
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Sekil 4. 14. 3 nolu (Viteksin) bilesigin HMBC spektrumu (*C-NMR100 MHz DMSO-
de)

3 nolu bilesigin HMBC spektrumunda flavanoidin B halkasindaki 8,02 ppm’ deki H-2'
ve H-6' protonlarinin 164.4 ppm’deki C-2 karbonuyla, 6,90 ppm’ deki H-3' ve H-5'
protonlarinin 160.8 ppm’ deki C-4' karbonuyla, 122.0 ppm’ deki C-1' karbonuyla
etkilestigi, 4.70 ppm’ deki glikozun anomerik H-1" protonun 105.1 ppm’ deki C-8
karbonla etkilestigi oldugu goriilmektedir ve bdylece glikozun flavona 8 konumundan

baglandigini belirlenmistir (Sekil 4.14.).

34



ppm

Viteksin

2.5

3.0

3.5

4.0

4.5

5.0

55

6.0

6.5

7.0

7.5

T T T T T T T T T T T T
7.5 7.0 6.5 6.0 55 5.0 45 4.0 35 3.0 2.5 ppm

Sekil 4. 15.3 nolu (Viteksin) bilesigin COESY spektrumu (*C-NMR100 MHz DMSO-
ds)

Bilesikteki proton-proton etkilesimlerini gosteren COESY spektrumu 8 nolu bilesigin
0n=8.02 ppm’ de H-2' ve H-6' protonlarinin 64=6.90 ppm’de rezonans olan H-3' ve H-5'
protonlart ile etkilesimi gozlenirken ayrica seker protonlarinin birbirleriyle etkilesimleri

gorilmiistir.

9 |-ESIBPCIA31.0984) San Frag=175.0V Gken vieksind

0 )

05 115 205 3 45 4 45 5 85 6 65 7 15 & 85 9 5 0 05 1 115 2 15 5 15 % 15 5 65 % 65 0 015 b 85 10 05
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Sekil 4. 16. 3 nolu (Viteksin) bilesigin LC-MS-TOF kromatogrami
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3 nolu (Viteksin) bilesigin LC-MS-TOF kromatogramlarindan kapali formiilii C1gH160s
olan bilesigin 12.5 dakikada molekiiler iyon pikinin (-)-ESI MS: m/z 431.08 [M-H]
oldugu saptandi.

4. 10.4. 4 Nolu Bilesigin (Kaprolaktam) Fiziksel ve Spektral Ozellikleri

Sekil 4. 17. 4 Nolu Bilesik (Kaprolaktam)

Yaygin ismi literatiirde Kaprolaktam olan 4 nolu bilesik O. rotundifolium sudan etil
asetat ekstraktindan kolon izole edildi (50 mg). izole edilen molekiiliin fiziksel
gOriinimiimii ise sar1 renkli amorf toz seklindedir. Kaprolaktam molekiilii bilinen bir

bilesik olup elde edilen veriler literatiir (Borgen and Rise 1993) ile uyum i¢indedir.

Cizelge 4. 11. 4 nolu (Kaprolaktam) bilesigin *H-NMR ve *C-NMR kimyasal kayma

degerleri
C/H OH oc

1 7.73 (s)

2 - 172.47
3 2.02 (m) 35.71
4 1.19 (m) 25.29
5 1.21 (m) 25.95
6 1.36 (m) 28.86
7 3.02 (m) 38.52
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Sekil 4. 18. 4 nolu (Kaprolaktam) bilesigin'H-NMR spektrumu(*H-NMR400 MHz
DMSO-dg)

4 nolu bilesigin 'H-NMR spektrumu incelendiginde 6,,= 2.02, 1.19, 1.21, 1.36 ve 3.02
(m) ppm’de gorlinen sinyaller azepan halkasinin C-3, C-4, C-5, C-6 ve C-7

protonlaria, 7.74 (s) ppm’ de goériinen sinyal NH protonuna ait oldugu tespit edilmistir.

172.475
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Sekil 4. 19. 4 nolu (Kaprolaktam) bilesiginin *C-NMR (100 MHz, DMSO-d6)

spektrumu
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4 nolu bilesigin *C -NMR spektrumu incelendiginde &= 172.47, 35.71, 25.29, 25.95,

28.86 ve 38.52 ppm’de goriinen sinyaller azepan halkasinin C-2, C-3, C-4, C-5, C-6 ve

C-7 karbonlarina ait oldugu tespit edilmistir.

4.10.5. 5 Nolu Bilesigin (Rosmarinik asit) Fiziksel ve Spektral Ozellikleri

Rosmarinik Asit

Sekil 4. 20. 5 Nolu Bilesik (Rosmarinik asit)

Yaygin ismi literatiirde Rosmarinik asit olan 5 nolu bilesik O. rotundifolium sudan etil
asetat ekstraktindan kolon izole edildi (100 mg). Izole edilen molekiiliin fiziksel
goriiniimiimil ise sar1 renkli amorf toz seklindedir. Bilesigin erime noktas1 171-175 °C

olarak ol¢tildi.

Bilesik C1gH160s kapali formiiliine karsilik gelen molekiiler iyon pikini [M-H]" LC-MS-
TOF kiitle spektrumunda m/z 359.1042 olarak vermistir.

FT-IR v(cm™3412, 2941, 2830, 1648, 1049, 1011, 837, 758
'H-NMR (DMSO-ds 8,ppm,400 MHz)

BC-NMR (DMSO-ds 8,ppm, 100 MHz)
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Cizelge 4. 12. 5 nolu (Rosmarinik asit) bilesigin *H-NMR ve **C-NMR kimyasal kayma

degerleri

C/H dc ppm onppm (Hz)
1 125.90
2 7.06 (d, J= 1.4) 115.28
3 149.10
4 146.07
5 6.79 (d, J=8.1) 116.23
6 7.02 (dd, J=8.1, 2.0) 122.02
7 7.46 (d, J=15.8) 146.39
8 6.24 (d, J = 15.8) 113.66
9 166.43
r 127.70
2 6.69 (d, J= 1.5) 117.17
3 144.50
4 145.41
5 6.54 (d, J=7.92) 120.53
6’ 6.65 (d, J=7.92) 115.85

Ta’ 2.93 (dd, J= 14.1,10.0) 36.61

70’ 2.94 (dd, J=14.1,3.7)

8’ 5.08 (dd, J=10 , 2.8) 73.18
9 176.5
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Sekil 4. 21. 5 Nolu Bilesigin (Rosmarinik asit) *H-NMR spektrumu (400 MHz, DMSO-
d6)

5 nolu bilesigin H-NMR spektrumu incelendiginde, dy= 7.02 (1H, d, J= 2.2 Hz), dy=
7.02 (1H, dd, J= 8.1 Hz, J= 2.0 Hz), 64=6.79 (1H, d, J= 8.1 Hz) ve oy= 6.74 (1H, d, J=
2.2 Hz), du= 6.68 (1H, d, J= 8.1 Hz), op= 6.62 (1H, dd, J= 8.1, J= 2.2 Hz) ppm’ de
aromatik ABX sistem protonlar1 (sirasiyla H-2, 6, 5 ve H-2', 5', 6' numarali protonlar)
gozlenmistir. dy= 7.46 (1H, d, J= 15.8) ve dy= 6.24 (1H, d, J= 15.8 Hz) ppm’ deki
kimyasal kayma degerleri molekiilde birbirine gore trans konumda olan olefinik
protonlarin varligini gostermistir. éy= 5.08 (dd, J= 10, J= 2.8 Hz) ppm’ de gozlenen
sinyalin oksijen atomuna komsu olan H-8' protonu oldugu ve 64= 2.93 ve (dd, J= 14.1,
J= 3.7 Hz), 6y= 2.94 (dd, J= 14.3, J= 10.0 Hz) ppm’de goézlenen sinyallerin C-7'
konumundaki metilene ait protonlar oldugu literatiirlerle karsilagtirilarak tespit

edilmistir.
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Sekil 4. 22. 5 nolu (Rosmarinik asit) bilesiginin *C-NMR (100 MHz, DMSO-d6)

spektrumu

5 nolu bilesigin 3C-NMR spektrumu  incelendiginde, BC-NMR spektrumu
incelendiginde iki fenil halkasi tizerinde 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 8¢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 &c= 76.4 (C-8') ppm’de gozlenmistir. Bulgular, literatiirler ile

desteklenerek maddenin rosmarinik asit (5 nolu bilesik) oldugu bulunmustur.

1% DPELD 1%S

L |
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[

pr. pry = e

DEFT &4

Sekil 4. 23. 5 nolu (Rosmarinik asit) bilesigin DEPT-90, DEPT-135, APT NMR
spektrumu (**C-NMR100 MHz DMSO-ds)
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5 nolu 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) igerdigi
tespit edilmistir (Sekil 4.23)

109 +ES1BRC(359.0645) Scan Frag=175.0V Rosmrin astd Srmooth
15y

{2 3 408 6 7 8 8 0N 0B W B K0 BNDNDD UKD B A
Counts v Acquition Time (min)

Sekil 4. 24. 5 nolu (Rozmarinik asit) bilesigin LC-MS-TOF Kromatogrami

5 nolu (Rosmarinik asit) bilesigin LC-MS-TOF kromatogramlarindan kapali formiili
C1gH160s olan bilesigin 12.5 dakikada molekiiler iyon pikinin (-)-ESI MS: m/z 359.08
[M-H] oldugu saptandi.
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4.10.6. 6 Nolu Bilesigin Fiziksel ve Spektral Ozellikleri

Sekil 4. 25. 6 Nolu Bilesik (Globoidnan)

Yaygin ismi literatiirde Globoidnan A olan 6 nolu bilesik O. rotundifolium sudan etil
asetat ekstraktindan kolon kromatografisi ile sefadeks dolgu maddesi kullanilarak ile
metanol ¢dziicii sisteminde 76-86 nolu fraksiyonlardan izole edildi (50 mg). izole edilen

molekiiliin fiziksel goriinlimiimii ise sar1 renkli amorf toz seklindedir.

Bilesik Cp6H20010 kapali formiiliine karsilik gelen molekiiler iyon pikini [M-H]  LC-
MS-TOF kiitle spektrumunda m/z 491.0913 olarak vermistir.

FT-IR v(cm™3412, 2941, 2830, 1648, 1049, 1011, 837, 758
'H-NMR (DMSO-ds 8,ppm,400 MHz)

BC-NMR (DMSO-ds 8,ppm, 100 MHz)
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Cizelge 4. 13. 6 nolu Globoidnan A bilesigin *H-NMR ve *C-NMR kimyasal kayma
g g y

degerleri.

Posizyon 6 nolu
OH oc
1 - 128.82
2 751 (s) 122.95
3 - 123.49
4 8.23 (3) 128.12
4a - 130.19
5 7.36 (s) 112.04
6 - 147.94
7 - 149.97
8 7.27 () 108.50
8a - 138.69
9 - 166.23
1 - 131.67
2 6.85 (s) 117.32
3 - 145.38
4 - 145.47
5 6.92 (d,J=8.00 Hz) 116.25
6 6.73 (dd, J = 1.70, 8.00 Hz ) 120.92
1" 127.85
2" 6.64 brs 120.70
3" 6.77 brs 117.19
4" - 144.49
o - 144.56
6" 6.68 brs 115.87
7" 3.03-3.10(m) 36.67
8" 5.23(dd, J=4.44, 7.68 Hz) 73.85
9" - 171.33
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Sekil 4. 26. 6 nolu bilesigin "H-NMR spektrumu (*H-NMR400 MHz DMSO-ds)

6 nolu bilesigin H-NMR spektrumu incelendiginde, naftalin halkasinda H-2, H-4, H-5,
H-8 nolu protonlar sirasiyla 6= 7.51 (s), dy= 8.23 (s), Oy= 7.36 (s) ve o= 7.27 (s) ppm’
de ve fenil halkasinda ABX sistem protonlar1 sirastyla H-2', 5', 6' ve H-2", 3", 6", 7", 8",
numarali protonlar 6.85 (s), 6.92 (d, J = 8.00), 6.73 (dd, J = 1.70, 8.00) ve 6.68 (s),
6.77 (s), 3.08(m), 5.23 (dd, J = 4.44, 7.68) ppm’ de literatiirlerle karsilastirilarak tespit

edilmistir.
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Sekil 4. 27. 6 nolu bilesigin - C-NMR spektrumu (400 MHz, DMSO-d¢)

6 nolu bilesigin *C-NMR  spektrumu incelendiginde, *C-NMR spektrumu
incelendiginde bir nafatalin halkas1 ve fenil halkasi iizerinde OH gruplari ile siibstitiie
olmus alt1 tane C atomu bulunmustur. Bu karbonlar 6c= 147.9 (C-6), 149.7 (C-7), 6c=
145.4 (C-3"), 145.5 (C-4"), 6c= 144.5 (C-4"), 144.6 (C-5") ppm’ de halkasi iizerinde OH
gruplar ile siibstitiie olmus iki tane C atomu sirasiyla 6c= 145.3 (C-3'), 145.6 (C-4"),
ppm’ de ve sinyaller vermistir. Naftalin halkasina komsu karbonil karbonu dc= 166.3
(C-9) ppm’ de gozlenmistir. Bulgular, literatiirler ile desteklenerek maddenin

Globoidnan (6 nolu bilesik) oldugu bulunmustur.

46



T T T T T T T T T T T T T T T T
150 100 50 ppm]

Sekil 4. 28. 6 nolu bilesigin DEPT-90, DEPT-135 NMR spektrumu (3C-NMR100 MHz
DMSO-dg)

6 nolu bilesigine ait APT, DEPT-90 ve DEPT-135 spektrumlari incelendiginde yapida
26 karbon atomu oldugu goriilmektedir. 26 karbondan 12 tanesi kuaterner 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 icerdigi tespit edilmistir (Sekil 4.28).

xm“ -ESI BPC Scan Frag=175.0V 23.d Smooth
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Sekil 4. 29. 6 nolu bilesigin LC-MS-TOF kromatogrami

O. rotundifolium sudan etilasetat ekstresi ve izole edilen 6 nolu bilesigin LC-MS-TOF
kromatogramlarindan kapali formiilii CpH20010 olan bilesigin 13.5 dakikada molekiiler

iyon pikinin (-)-ESI MS: m/z 491.09 [M-H] oldugu saptandi.
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4.11. O. rotundifolium bitkisinden izole Edilen Bilesiklerin Antioksidan Aktivite
Sonuclarn

4.11.1. O. rotundifolium bitkisinden izole Edilen Bilesiklerin Serbest Radikal
Giderme Aktivitesi Sonuclar:

Cizelge 4. 14. O. rotundifolium bitkisinden izole edilen bilesiklerin DPPH testi

sonugclari

Gruplar 1Cs (ng/mL)
BHA 12.88 +1.91
Troloks 17.30+0.70
BHT 19.61 £ 2.91
Globoidnan A 22.42 +0.20
Viteksin 31.40+0.17
Rosmarinik asit 47.21+1.15
Ferulik asit 64.25 +1.53
Apigenin 173.38 £ 2.25
Kaprolaktam 328.79 +2.42
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Sekil 4. 30. O. rotundifolium bitkisinden bilesiklerin Serbest Radikal Giderme
aktiviteleri

Izole edilen Apigenin ve Kaprolaktam bilesiklerinin DPPH radikallerini giderme
aktivitesi gostermedigi, diger bilesiklerin DPPH radikallerini giderme aktivitesi
gosterdigi, Globoidnan A bilesiginin serbest radikal giderme aktivitesinin bazi
standartlardan daha yiiksek oldugu belirlenmistir (Sekil 3.30). ug/mL konsantrasyonda
serbest radikal giderme aktivitesi 1Cso (ug/mL) BHA > Troloks > BHT > Globoidnan A
> Viteksin > Rosmarinik asit > Ferulik asit > Apigenin > Kaprolaktam siralamasinda

azalmaktadir.
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4.11.2. O. rotundifolium bitkisinden izole Edilen Bilesiklerin Total indirgeme
Kapasitesi Tayini Sonuc¢lar

Cizelge 4. 15. Izole edilen bilesiklerin total indirgeme testi sonuglari

2,5ng/mL Sng/mL 10pg/mL 20pg/mL
Gruplar
BHA 0.41+£0.01 0.70 £0.02 1.12+0.03 1.78 £ 0.09
Globoidnan A 0.52 £0.04 0.80+0.10 1.25+0.04 1.75+0.03
BHT 0.32 £0.02 0.53+0.01 0.81+0.02 1.24 +£0.01
Ferulik asit 0.24 £ 0.01 0.39+0.01 0.66 +£0.01 1.13+0.05
Troloks 0.23+0.02 0.37 £0.02 0.61 +£0.01 1.04 +£0.04
Rosmarinik asit | 0.24 + 0.04 0.39 +£0.04 0.60 £+ 0.00 1.01 +0.03
Viteksin 0.14+0.01 0.23+0.01 0.27+0.05 0.49+0.01
Apigenin 0.08 £0.01 0.12+0.00 0.14 +£0.01 0.19+0.01
Kaprolaktam 0.05+0.00 0.06+0.00 0.08+0.00 0.12+0.00
2,000 -~ H - e s
1800 Indirgeme Giicii —e—BHA
1,600 - == Globoidnan A
e 1,400 - BHT
% 1,200 - == Ferulik asit
= 1,000 -
~ ==i=TROLOKS
2 0,800 -
Rosmarinik asit
2 0,600 -
0,400 - Viteksin
0,200 - Apigenin
0,000 —_— : - - - Kaprolaktam
0 2,5ug/mL 5pg/mL  10pg/mL 20ug/mL

Sekil 4. 31. O. rotundifolium bitkisinden izole edilen bilesiklerin Total indirgeme Giicii

aktiviteleri
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Sekil 3.31 incelendiginde Globoidnan A bilesiginin BHT ve Troloks standartlarindan
yiiksek indirgeme kapasitesine sahip oldugu goriilmekledir. Total indirgeme kapasitesi
BHA > Globoidnan A > BHT > Ferulik asit > Troloks > Rosmarinik asit > Viteksin >

Apigenin > Kaprolaktam siralamasinda azalmaktadir.

4.11.3. O. rotundifolium Bitkisinden Izole Edilen Bilesiklerin ABTS " Giderme
Aktivitesi Tayini Sonuclar:

Cizelge 4. 16. O. rotundifolium bitkisinden izole edilen bilesiklerin ABTS " giderme

aktivitesi sonuglari

Gruplar 1Cs (ng/mL)
Viteksin 3.66 +0.14
Globoidnan A 4.64 +£0.22
BHT 5.023 +£0.13
BHA 7.57+0.24
Apigenin 8.85+0.23
Ferulik asit 12.56 £0.48
Troloks 13.80 £0.02
Rosmarinik asit 14.28 £ 0.66
Kaprolaktam 61.49 +£1.03
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Sekil 4. 32. O. rotundifolium bitkisinden izole edilen bilesiklerin ABTS "giderme

aktiviteleri

Sekil 4.32. incelendiginde, Viteksin ve Globoidnan A bilesiklerinin ABTS ™ radikal
giderme aktivitesinin standartlardan daha yiiksek oldugu belirlenmistir. pg/mL
konsantrasyonda ABTS'* radikal giderme aktivitesi ICsp (ug/mL) Viteksin >
Globoidnan A > BHT > BHA > Apigenin > Ferulik asit > Troloks > Rozmarinikasit >

Kaprolaktam siralamasinda azalmaktadir.
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4.11.4. O. rotundifolium bitkisinden izole Edilen Bilesiklerin Metal Selatlama

Aktivitesi Sonuclar

Cizelge 4. 17. Metal Selatlama Aktivitesi sonuglari

Gruplar I1Cs (ug/mL)
EDTA 3.29+0.13
Apigenin 51.62 +£3.48
Kaprolaktam 94.32+2.32
Viteksin 348.10 +£ 2.01
Rosmarinik asit 0.00 + 0.000
Globoidnan A 0.00 £0.00
Ferulik asit 0.00 £0.00
Metal Selatlama
400,000 -
__ 350,000 -
= 300,000 -
£ 250,000 -
& 200,000 -
5 150,000 -
Q' 100,000 -
50,000 - .
0,000 T - T T T T T
: : > N
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Sekil 4. 33. O. rotundifolium bitkisinden izole edilen bilesiklerin ve standart EDTA’ ya

ait Metal Selatlama Aktiviteleri

Metal Selatlama Aktiviteleri ICso (ug/mL) EDTA > Apigenin > Kaprolaktam > Viteksin

siralamasinda azalmaktadir.
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5. TARTISMA VE SONUC

Yapilan ¢alismada, Origanum rotundifolium bitkisinin digerlerine gore daha yiiksek
aktiviteye sahip olan sudan etil asetat ekstresi, kromatografik yontemlere tabii tutuldu
ve alt1 adet bilesik izole edildi. izole edilen bilesiklere de ham ekstrelere oldugu gibi

antioksidan testleri yapildi.

Yapilan testlerde;

DPPH (Serbest Radikal Giderme Aktivitesi) i¢in; BHA > Troloks > BHT >
Globoidnan A > Viteksin > Rosmarinik asit > Ferulik asit > Apigenin > Kaprolaktam

siralamasinda azalmaktadir.

FRAP (Total indirgeme Kapasitesi Tayini) icin; BHA > Globoidnan A > BHT >
Ferulik asit > Troloks > Rosmarinik asit > Viteksin > Apigenin > Kaprolaktam
siralamasinda azalmaktadir.

ABTS " Giderme Aktivitesi Tayini icin; Viteksin > Globoidnan A > BHT > BHA >
Apigenin > Ferulik asit > Troloks > Rozmarinikasit > Kaprolaktam siralamasinda

azalmaktadir.

Metal Selatlama Aktivitesi icin; EDTA > Apigenin > Kaprolaktam > Viteksin

siralamasinda azalmaktadir.

Tiim sonucglar gbz Oniine alindiginda, elde edilen degerler gosteriyor ki; yapilan
calismanin amacina uygun olarak ilerledigi ve amaclanan aktif bilesenlerin izolasyonu
gerceklesmistir.

Tibbi ve aromatik bitkilerin kullanim alanlarinin her gecen giin biraz daha genislemesi
ve ciddi ekonomik degerlere sahip olmas1 da bu bitkilerin kimyasal igeriginin ortaya
konmasini daha da 6nemli hale getirmektedir.

Literatiirde Origanum rotundifolium bitkisinin ugucu yaglar1 ile yapilan antioksidan,
antibakteriyel ve antimikrobiyal aktivite gibi bir¢cok biyolojik aktivite ¢alismalari rapor
edilmistir.

Origanum rotundifolium bitkisinden bilesik saflastirilmasi ve yapi1 belirlenmesiyle ilgili
calisma bulunmadigindan dolayi, yapilan bu c¢aligma bitkinin kimyasal igerigini ortaya

koymast agisindan biiyiik 6nem arz etmektedir.
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Kalite Kontrol Laboratuar1 Sorumlusu: ALKE SAGLIK URUNLERI SAN.
VE TIC. AS. 03.2017- Devam Ediyor.
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Sahip Olunan Nitelikler

Labotaruvar Cihaz ve Ekipmanlarinin aktif olarak kullanilmasi,

MS Office programlarinin kullanilmasi,

Yas Kimya ve Enstriimental Analizlere hakim olma,

Analitik metod validasyonlarina hakim olma,

[lag iiretiminde GMP ile ¢alisilmasi,

Kalite Kontrol Dokiimanlarinin GMP kurallarina uygun hazirlanmasi,
Standart Operasyon Prosediirlerinin hazirlanmasi,

[s takip ve planlamasinin yapilmasi,

GLP ile ¢alisilmasi,

IQ — OQ dokiiman1 hazirlanmasi.

Bilgisayar Bilgileri

MEB. Crraklik ve Yaygin Egitim Genel Midiirliigiiniin Yapmis Oldugu Kursa Katilim
ve Kullanim Microsoft Office 2003, 2007 ,2010

SERTIFIKA BiLGILERI

X/
°

FTIR-Prestige 21 & RF_Affinity 1S

Alke Saglik Uriinleri San. Ve Tic. AS.
ANT TEKNIK — 16.11.2016 FTIR-Prestige 21 & RF_Affinity 1S cihazinin kullanict

egitimi

X/
°e

HPLC / LC-20A ve Labsolution CS Yazilimi
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Alke Saglik Uriinleri San. Ve Tic. AS.
ANT TEKNIK — 4-8 Nisan 2016 HPLC / LC-20A ve Labsolutions CS Yazilimi

kullanici egitimi
% GC-2010 PLUS ve AA-6300
Alke Saglik Uriinleri San. Ve Tic. AS
ANT TEKNIK - 25-26 Mart 2015 GC-2010 PLUS ve AA-6300 Kullanic1 Egitimi
s IR-Prestige-21_NIR
Alke Saglik Uriinleri San. Ve Tic. AS
ANT TEKNIK - 07-08 Ekim 2015 IR-Prestige-21 NIR cihazinin kullanici egitimi
< HIAC 9703+ Sivida Partikiil Sayim Cihazlari
Alke Saglik Uriinleri San. Ve Tic. AS
ATOTEST - 30.07.2015 HIAC 9703+ Sivida Partikiil Sayim Cihazlar1 kullanici egitimi

% Gaz Tesisat1 ve Gaz Dedeksiyon Sistemi
Alke Saglik Uriinleri San. Ve Tic. AS
NOVAGENT - 04.09.2015 Gaz Tesisat1 ve Gaz Dedeksiyon Sistemi Kullanimi Egitimi

s Gc-Ms Egitimi ve Kullanim
Gaziosmanpasa Universitesi Siirekli Egitim Arastrma ve Uygul. - 05.2013 Kimya
Alaninda Numune Analizlerinde Kullanilan Gaz Kromatografisi Cihazi

*» HPLC kullanimi egitimi
ANT TEKNIK - 05.2012 Kimya Alaninda Numune Analizlerinde Kullanilan Sivi

Kromatografisi Cihazi

% GC-MS/GC-FID (Gaz Kromatografisi) Kullanim Egitimi
ESRA LAB. MALZ. Ins. ve San. TIC. LTD. STI. 22.04.2013 GC-MS/GC-FID (Gaz
Kromatografisi) Kullanimi Egitimi
TETRA Teknolojik Sistemler Ltd. Sti./ 19-21 SUBAT 2013 GC-MS (Gaz

Kromatografisi) Kullanimi1 Egitim Sertifikasi
% FT-IR (Infra-Red Spektrometresi) Kullanimi Egitimi

ESRA LAB. MALZ. Ins. ve San. TIC. LTD. STI 22.04.013 FT-IR (Infra-Red

Spektrometresi) Kullanimi Egitimi
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s AAS(Atomic Absorption Spektrometresi) Kullanimi Egitimi
ESRA LAB. MALZ. ins. ve San. TIC. LTD. STI. 22.04.2013 AAS(Atomic Absorption
Spektrometresi) Kullanimi Egitimi

% ICP- MS( Plazma Kiitle Spektrometrisi) Kullanimi Egitimi
ESRA LAB. MALZ. ins. ve San. TIC. LTD. STi. 22.04.2013 ICP- MS( Plazma Kiitle
Spektrometrisi) Kullanimi Egitimi

s UV-Vis(Ultra viyole- goriiniir bolge spektrofotometresi) Kullanim Egitimi
ESRA LAB. MALZ. ins. ve San. TIC. LTD. STI. 22.04.2013 UV-Vis(Ultra viyole-

goriiniir bolge spektrofotometresi) Kullanimi Egitimi

% DSC(Diferansiyel Taramah Kalorimetri) Kullanimi Egitimi
ESRA LAB. MALZ. Ins. ve San. TIC. LTD. STI 22.04.2013 DSC(Diferansiyel

Taramali1 Kalorimetri) Kullanimi Egitimi

¢ Flash Kromatografisi Kullamim Egitimi
ESRA LAB. MALZ. Ins. ve San. TIC. LTD.STI. 22.04.2013 Flash Kromatografisi
Kullanimi Egitimi

% 1Is Giivenligi Uzmanhg Egitim Program

BURSLAR/ODULLER/BASARILAR/PROJELER

Bursa 2013 KROMATOGRAFI KONGRESI ‘Echinophora tenuifolia L.ssp.
sibthorpiana ( Guss ) Hasat Zamanina Gore Ugucu Yag Bilesenlerindeki Degisiminin
Incelenmesi’ Konulu Poster Sunumu

Sakarya 2013 ORGANIK KIMYA KONGRESI ‘Limon Otu ve Ogul Otu Bitkilerinin
Ugucu Yag Bilesenlerinin Belirlenmesi’ Konulu Poster Sunumu

Tokat 2012 KROMATOGRAFI KONGRESI ‘Centeurea solstitialis Subsp. solstitialis
Bitkisinin Ci¢ek Kismu Ekstraktinin Antioksidan Aktivitesinin Belirlenmesi’ Konulu
Poster Sunumu

Tokat 2014 IILLESER ANALIZ CALISTAYI ‘Mikrodalga Yontemiyle Kat1 Orneklerin
Coziilmesi’ Kurs Katilimi

Tokat 2014 III. ESER ANALIZ CALISTAYI Tesekkiir Belgesi
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Tokat 2014 V. ULUSAL POLIMER BILiM VE TEKNOLOJi KONGRESI Tesekkiir
Belgesi

TUBITAK PROJESI : Origanum solymicum P.H. Davis, Origanum husnucan-basari
H. Duman, Z. Aytac & A. Duran, Origanum bilgeri P.H. Davis, Origanum

rotundifolium Boiss, Origanum onites L., Origanum cyriacum L. Bitkilerindeki
sekonder metabolitlerin aktivite kontrollii izolasyonu, yapilarinin aydinlatilmasi ve

antioksidan aktivitelerinin incelenmesi Adli Projede Yardimecir Calisan Olarak Gorev

Aldim.
YAYINLAR
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EMINAGAOGLU Ozgiir, TOPCU Gulacti, (2017). "Bioassay-Guided Isolation,

Identification Of Compounds From Origanum Rotundifolium And Investigation Of

Their Antiproliferative And Antioxidant Activities", Pharmaceutical Biology, (Yayin
No: 3513915)
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