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OZET
Yiiksek Lisans Tezi

ATIK LIMON POSALARINDAN SEKONDER METABOLITLERIN iZOLASYONU
KARAKTERIZASYONU VE BiYOKIMYASAL AKTIVITELERININ INCELENMESI

Yasar IPEK

Cankir1 Karatekin Universitesi Fen Bilimleri Enstitiisii Kimya Anabilim Dal1

Danisman: Prof. Dr. Ibrahim DEMIRTAS

Bu tez kapsaminda meyve suyu fabrikalarinda atik halde bir yan iiriin olan limon posasinin
sekonder metabolitlerinden, kimyasal izolasyon yontemleriyle ayrilip, saflastirilan
molekiillerin yapilart NMR teknikleri ile belirlendi. Ayrica, bazi bilesenlerin biyokimyasal
aktiviteleri belirlendi. Bu kapsamda limon suyu iiretimi sonucu agiga ¢ikan posalar, DIMES
meyve suyu fabrikasindan temin edilerek kurutuldu, suda kaynatma yontemi ile ekstraksiyon
islemine tabi tutuldu. Sulu ekstre tekrar etil asetat ile ekstrakte edilerek etil asetat ekstresi elde
edildi. Bu ekstre sefadex LH 20 kolon kromatografisi ile farkli ¢6ziicii sistemleri kullanilarak
arda arda fraksiyonlandirildi. Izolasyon islemleri ile ekstrede var olan ana bilesenlerden;
limonin, skopoletin, sitropten, umbelliferon, hesperidin, hesperetin, katesol, benzenetriol, p-
kumarik asit, protokatesik asit, glikolik anhidrit, 2-hidroksi-4-metoksi benzenepropanoik asit
metil ester, 2-hidroksi-4-metoksi benzenepropanoik asit ve eriodiktiol izole edildi. Limonin
ve etil asetat ekstrelerine uygulanan antioksidan, indirgeme giicii, linoleik asit peroksidasyonu
onleme, hidrojen peroksit giderme, metal selatlama aktivite testlerinde yiiksek oldugu tespit
edildi. Izole edilen bilesenlerden limonin, protokatesik asit, eriodiktiol ve diglikolik anhidrit
bilesiklerinin, PC3 kanser hiicre hatlarina karsi in vitro kosullarda diisiik aktivite gosterdikleri
belirlendi. Yapilan tez c¢aligmasi kapsaminda, limon posalarindan biyoaktif bilesenlerin
ayristirilmasi, saf biyoaktif bilesenlerin izolasyonu, karakterizasyonu ve alternatif bir kaynak
olarak kullanimi ve degerlendirilmesi i¢in kromatografik yontemler gelistirildi.

2017, 119 Sayfa
Anahtar Kelimeler: limon posasi, ekstraksiyon, kromatografi, fenolik, flavanoid, antioksidan



ABSTRACT
Master of Science Thesis

STUDY OF BIOCHEMICAL ACTIVITY CHARACTERIZATION AND ISOLATION OF
SECONDARY METABOLITES FROM LEMON PULP

Yasar IPEK

Cankiri Karatekin University Graduate School of Natural and Applied Sciences

Departman of Chemistry

Supervisor: Prof. Dr. Ibrahim DEMIRTAS

In this thesis, compound structures of secondary metabolites which seperated and purified
with chemical isolation method from lemon pulp which formed to be a by-product in juice
factory were determined by NMR techniques. In addition, biochemical activities of certain
components were determined. In this context, the pulp which are the result of the production
of lemon juice were obtained from DIMES fruit juice factory and dried, was subjected to
extraction by water boiling, the agueous extract was extracted again with ethyl acetate to give
ethyl acetate extract. This extract was fractionated into various fractions using different
solvent systems by Sephadex LH 20 column chromatography, and was divided into several
subfractions. The main components present in the extract; limonin, scopoletin, citropten,
umbelliferon, hesperidin, hesperetin, catechol, benzenetriol, p-coumaric acid, prothocathecuic
acid, diglikolic anhydrite, 2-hidroxy-4-metoxy benzenepropanoic acid methyl ester, 2-
hydroxi-4-metoxy benzenepropanoic asit and eriodictiol were isolated with isolation
processes. Antioxidant, reducing power, linoleic acid peroxidation inhibition, hydrogen
peroxide removal and metal chelating activity tests on limonin and ethyl acetate extracts were
found to be highly activities. From the isolated components, limonin, protocatechuic acid,
eriodictiol and diglycolic anhydrite was tested in vitro against in PC 3 cancer cell lines.
Within the scope of thesis study, chromatographic methods were developed that for
separation, isolation and characterization of pure bioactive components from lemon pulps to
use and evaluation as an alternative source.

2017, 119 pages
Keywords: : lemon pulp, extraction, chromatography, phenolik, flavanoid, antioxidan
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1.GIRIS

Atik meyve posalar1 fabrikalarda meyve suyu {lretiminden arta kalan, meyvelerin
kabuklarini, ¢ekirdeklerini ve liflerini igeren kisimdir ve genel olarak hayvan yemlerine
ek katki olarak kullanimi disinda bilinen bir kullanim alani bulunmamaktadir (Sarica
2011). Bu atiklar meyve kabuklarinda bulunan farmakolojik olarak deger arz eden
bircok kimyasali icermesi agisindan olduk¢a onemlidir. Tirkiye’de iklimin elverisli
olmasindan dolayr meyve ve meyve suyu sektorleri onemli 6l¢iide gelisim gostermistir.
Bu giin 14 den fazla tiirde meyve islenmekte ve biiyiik miktarda atik agiga ¢ikmaktadir
(YAMAN 2012). En ¢ok islenen meyveler iiziim elma nar limon portakal visne ve
portakal olup agiga ¢ikan atik miktar1 asagidaki tabloda verilmistir (Tablo 1.1).

Tablo 1. 1 DIMES meyve suyu fabrikasinda olusan yillik atik miktarlar:

Meyve Atik miktar (ton)
Limon 3500

Portakal 14000

Nar 1100
Seftali 800
Elma 700
Visne 450
Uziim 200

Bu atiklarin degerli kimyasal igeriginin endiistriye kazandirilmas: ililkemiz kimya
sektorlinli spesifik kimyasallarin iiretimi konusunda 6nemli bir konuma getirecektir.
Meyve suyu iiretimi sonucunda binlerce ton agia ¢ikan atiklar o g¢evrede ¢iiriime
sonucu kirlilige neden olmaktadir. Ancak bu atiklarin igerdigi yiizlerce faydali bilesenin
kimya endiistrisinde genis kullanimlar1 mevcut olup ve bir¢cogu da ilerde kullanim alam

olabilecek potansiyele sahiptir (Guo et al. 2003). Bu agidan bu atiklarin potansiyel



kullanimlarinin belirlenmesi kimyasal iceriginin tespiti gelecek caligmalar agisindan

Onem arz etmektedir.

Limon suyunun igeriginin faydalar1 yillardir bilinmektedir, ancak limon kabuklarinin
icerdigi bilesenlerin farmakolojik aktiviteleri tizerinde yapilan genis dlgekli ¢alismalar
sinirlt sayidadir. Limon atiklarinin kimyasal igerigini yogun olarak fenolik bilesikler
igerir, bu bilesenler icinde fenolik asitler, flavanoidler, kumarinler, limonoidler 6nemli
yer tutar (Justesen et al. 1998). Bu tiir fenolik bilesenlerin ve tiirevlerinin bir bliimiiniin
sagliga faydali yiiksek farmokolojik aktivite gosterdikleri bilinmektedir. Limon
kabugunun igerdigi fenolik bilesik tiirevleri ayrica g¢esitli analiz islemlerinde,
biyokimyasal aktivite testlerinde standart olarak kullanilmaktadir, bu standartlarin
fiyatlar1 oldukga yiiksek olup bazi bilesenlerin sentezi ¢ok zordur ve temini i¢in g¢esitli
bitkilerin kiiltiivasyonundan yararlanilarak tiretimi yapilabilmektedir. Potansiyel olarak
limon ve diger meyve atiklar1 da sayisiz standart bilesenin izole edilebilecegi hazir
durumda son derece degerli bir kaynak teskil eder. Bu kaynagin yem yerine daha degerli
alanlarda potansiyel ilag aktif maddelerinin veya Kimyasal standart bilesenlerin {iretimi
i¢in kullanilmasi hi¢ siiphesiz daha biiyiik bir getiri saglayacaktir. Bu arastirma ile bu
atiklarin kimyasal igerigi, bu bilesenlerin izolasyonu saflastirilmasi, yapi analizleri
gergeklestirilerek, bulunabilecek potansiyel ilag aktif maddelerinin in vitro kosullarda
biyokimyasal aktiviteleri {izerinde ¢alisma yapilarak bulunmasi muhtemel yeni

bilesenlerin yerli patentleri alinip daha ileri klinik ¢alismalar i¢in zemin hazirlanacaktir.

Bu calisma kapsaminda limon atiklarindan kimyasal islemlerle ekstrakt hazirlanarak
kromatografik yontemlerle ektraktin ana bilesenleri izole edildi. Ektraktin igerigi
HPLC/TOF-MS kullanilarak ana bilesenler tespit edildi. izole edilerek saflastirilan ve
yapisi spektroskopik yontemlerle belirlenen bilesiklerin biyokimyasal aktiviteleri in

vitro kosullarda incelendi.



2.LITERATUR OZETLERI

2.1. Sekonder metabolitler

Sekonder metabolitler bitkilerin hayati fonksiyonlarini silirdiirmek disinda {irettikleri
ikincil metabolik {irlinlerdir. Basit bir smiflama yapilmas: gerekirse sekonder
metabolitler {i¢ temel baslik altinda toplanabilir. Bunlar; terpenler, alkoloitler ve fenolik
bilesiklerdir.

Yapilarinda aromatik fenol grubu barindiran bilesikler fenolik bilesikler olarak
adlandirilir. Fenolik bilesikler bitkiler aleminde 10,000 den fazla bilinen bilesigi temsil
eden ¢ok genis bir sekonder metabolit tiiriidiir. Flavaoidler, fenolik asitler, kumarinler,

tanninler ve fenoller bu grubun baglica alt dallaridir (Balasundram et al. 2006).

Flavanoidler bitkiler aleminde en bilindik sekonder metabolit tiiriinii teskil eder.
Flavanoid tiirii bilesikler her tiir bitkide mevcuttur. Katesinler siyah ve yesil cayda
ayrica kirmizi tizimde fazla miktarda bulunur (Wei et al. 2011). Naringin ve taksifolin
gibi flavanonlar ozellikle narenciye tiirlerinde yaygindir (Wilcox et al. 1999).
Antosiyanin tiiri bilesikler renkli meyvelerde (kirmizi iiziim bogiirtlen gibi) (Niketic-
Aleksic and Hrazdina 1972), quersetin tiirii flavanoller zeytinde, brokolide ve kirmizi
tiziimde bulunmaktadir (Esti et al. 1998).

Flavanoidler A B ve C olarak adlanan ii¢ halkadan olugsmaktadir. Bu halkalara baglanan
hidroksi, metoksil, glikozit yapilarmin farklilagmasi sonucu bir¢ok flavanoid tiiri
olusur. Flavanoidler de kendi arasinda igerdigi gruplarin farkliliklarina gore siniflanir
(Sekil 2.1). Bu gruplar flavanoller, flavonlar, flavanonlar, antosiyaninler flavonoller ve
isoflavonlardir (Sekil 2.1). Flavanoidler iizerinde yapilan ¢alismalarla 8000 den fazla

flavanoid yapis1 aydinlatilmistir.
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Sekil 2. 1 Flavanoidlerin alt gruplari

Yapilan arastirmalar flavanoidlerin giiglii  antioksidan Ozellikler gosterdigini
kanitlamistir. Antioksidan 6zellikleri yani sira antiviral, antiallerjenik, damar genisletici

ve antienflamotuar aktivitelerinin oldugunu géstermistir (Pietta 2000).

Flavanoidlerin antioksidan aktivitesi yapisinda bulunan hidroksil gruplari, C
halkasindaki doymus baglar ve igerdikleri metoksi gruplarinin sayisiyla orantilidir. Bu
gruplarin  uzaklastirilmast ve glikozit bagli yapilar flavanoidlerde antioksidan
potansiyelini azalttig: bildirilmistir. Flavanoidlerin icerdikleri substituentler antioksidan
aktiviteleri ilizerinde 6nemli etkiye sahiptir. Hidroksil gruplarin varligi bu gruplarin

asidik 0Ozellik gostermeleri ve kolayca uzaklastirilabilen H bulundurmalari serbest



radikallerin hiicrelerden uzaklastirnlmasinda etkilidir. Ayrica flavanoidlerde C
halkasindaki CH,=CH, baginin bulunmasi da antioksidan potansiyeli artirmaktadir. C
halkasinda hidroksil grubunun bulunmasi ise flavanoidlerde antioksidan o6zellikleri
azalttig1 belirlenmistir. Bu durum hidroksil grubunun karbonil grubuyla etkilesimi
sonucu radikal tutma kapasitesindeki azalmadan kaynaklanmaktadir (Rice-Evans et al.
1996).

Fenolik asitler fenol yapisi igeren karboksillik asitlerdir. Fenolik asitler iki temel grup
altinda siniflanir; bunlar hidroksi sinnamik asitler ve hidroksi benzoik asitlerdir (Sekil
2.2). Bu ana gruplara baglanan fonksiyonel hidroksi, metoksi, glikozit gibi gruplara
gore fenolik asitler adlandirilir. Fenolik asitlerde giiglii antioksidan potansiyele sahiptir.
Fenolik asitlerin igerdikleri hidroksi gruplar1 ve sayisi antioksidan aktiviteyi etkiler.
Aromatik halkada ki hidroksi gruplarinin konumlar1 ve gosterdikleri asidik 6zellikler

radikal tutma aktivitelerini 6nemli 6l¢iide artirir.

(0]
6
5 OH
1
4 2
3
2-OH 0- kumarik asit salisilik asit
3-OH m- hidroksibenzoik asit
4-OH p-kumarik asit p-hidroksibenzoik asit
2,3-OH pirokatepuik asit

Sekil 2. 2. Sinnamik asit ve benzoik asit formulleri

Kumarinler diger 6nemli sekonder metabolitlerdir. Genellikle ugucu apolar yapida olan
kumarinler bir lakton halkas1 iceren molekiillerdir. Meyve kabuklarinda narenciye tiirii

meyvelerde limon mandalina ve portakal kabugunda yiiksek miktarlarda kumarin tiirevi



bulunur. Kumarinlerin temel iskelet yapist asagida gosterilmistir (Sekil 2.3).
Kumarinlerin antikanserojenik, antibakterial ve antitrombotik aktiviteye sahip oldugu

bilinmektedir (Srimanth et al. 2002).

o0.__0O
LT
Sekil 2. 3. Kumarinlerin genel iskelet yapisi
Terpenoidler bes karbonlu izopren gruplarinin birlesmesi sonucu olusan molekiillerdir.
Monoterpenler iki izopren biriminden olusur, diterpenler 4 izopren biriminden olusur.

Di terpenler 20 karbon atomundan, triterpenler 30 karbon atomundan meydana gelirler
(Sekil 2.4).
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. .
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1 2

Sekil 2. 4. Baslica terpenoidler; limonen (1), geraniol (2) ve limonin (3)

Bitkiler arasinda ¢ok yaygin olarak bulunan terpenoidler bitkinin gelisiminde hormon
roliine sahiptir. Birgogu ugucu olan terpenoidler tiim bitkiler tarafindan biyolojik
yollarla sentezlenmekte ve bitkinin zararli boceklere karsi savunmasinda toksik etki
gostermesi nedeniyle pestisit olarak islev gormektedir (Ahn et al. 1997). Limonda
bulunan limonoidler de triterpenoid sinifinda bilesiklerdir. Limonoidlerin 6nemli
biyolojik aktiviteleri oldugu gosterilmistir. Bir limonoid olan limonin molekiilii gogiis

kanseri hiicre hatlarina kars1 antiproliferatif aktiviteye sahiptir (Guthri et al. 2000).



2.2.Limon kabugu ve narenciye tiirleri

Narenciye tiirleri diinya genelinde oldukca fazla yetistirilen meyveler olup genel sagliga
faydalari iyi bilindiginden her yil milyonlarca ton tiiketilmektedir. Limon, mandalina,
ve portakal ticari olarak genis cografyalarda yetistirilir ve dogrudan tiiketim veya meyve
suyu fabrikalarinda meyve suyu tiretiminde kullanilirlar. Meyve suyu iiretimi meyveyi
mevsiminden daha sonraki donemlerde de ticari olarak kullanmak i¢in ideal bir yoldur.
Meyve suyu iiretiminde narenciye tiirlerinin sulu kismindan basing uygulama ile suyu
almip kabuk ve cekirdek gibi diger atiklar uzaklastirillir. Bu atiklar sayisiz aktif
bilesenler icermektedir ancak bir¢ok yonden bu atiklarin kullanimi sinirhidir. Narenciye
tirleri iginde en yaygin yetistirilen ve limon suyu iiretiminde kullanilan limondan

tonlarca kabuk ve ¢ekirdekten olusan atik meydana gelmektedir.

Limon yogun C vitamini igerigi agisindan sagliga son derece faydali bir meyve olup
kabuklar1 da ayni sekilde oldukca degerli ve yiiksek aktivite gosteren bilesenler
mevcuttur. Bunlarin baslicalari; limonoidler, flavanoidler, fenolik asitler, kumarinler ve
terpenoidlerden olusmaktadir. Ozellikle flavanoidler bakimindan limon ¢ok zengin bir
kaynaktir. Limon kabuklarinda yogun olarak hesperidin, eriodictiol, diosmin ve
bunlarin glikozitli tiirevleri mevcuttur (Miyake et al. 1997a). Aymi sekilde limon
kabuklar1 gibi limon posasinda bolca bulunan limon c¢ekirdekleri de flavanoidler
acisindan zengindir. Limon cekirdekleri hesperidin ve eriositrin agisindan zengindir ve
bu flavanoidler yiiksek antioksidant aktiviteye sahiptir (Miyake et al. 1998). Eriositrinin
diger flavanoidlerden daha yiiksek antioksidant aktiviteye sahip oldugu gosterilmistir
(Miyake et al. 1997b). Eriositrin, hesperidin ve diosmin limon ve diger narenciye
tiirlerinde yaygin olarak bulunmaktadir ve bu bilesenlerin ¢esitli glikozitli tiirevlerininde
en onemli kaynagidir (Del Rio et al. 2004). Narenciye tiirlerinde yaygin olan diger
flavonlar hesperetin ve naringeninin Ostrojenik, antikanser ve yiiksek antioksidant

aktiviteye sahip oldugu bildirilmistir. Meyve suyu iiretiminde limon ve portakalin en



Oonemli ati1 olan kabuklarin sagliga faydali flavanoidlerden baglica neoeriositrin,
naringin ve neohesperidin igerigi belirlenmistir (Bocco et al. 1998). Diger bir ¢alismada
limon kabuklarinda ve bergamotta diosmetin tiireverinin varligi belirlenmistir (Wang et
al. 2008). Narenciye tiirleri polimeetoksi flavanoidler agisindanda zengindir, 6zellikle
mandarin kabuklar1 ¢ok biiyiik miktarda sinensetin igerir (Nogata et al. 2003). Diosmin
narenciye tiirlerinde bulunan cesitli yiiksek farmakolojik biyoaktiviteye sahip bir
flavanoittir. Lipit peroksidasyonuna kars: yiiksek aktiviteye, antioksidant 6zelliklerlere
ve antihemoroidal aktiviteye sahiptir. Ozellikle polimetoksi flavanoidler olmak iizere
bircok flavanoidin antikanser aktivite gosterdigi bilinmektedir (Tripoli et al. 2007).
Yapilan bir ¢calismada naringenin molekiiliiniin kolon kanser hiicre hatlarina kars1 aktif
oldugu tespit edilmistir (Erlund et al. 2001). Limon kabuklarinin zengin flavanoid,
fenolik asit, ve kumarin igerigi nedeniyle limon kabugu ekstraktinin yiiksek
antimikrobiyal aktivite gosterdigi bildirilmistir (Dhanavade et al. 2011). Limon
flavanoidleri olarak adlandilan hesperidin ve eriositrin oksidatif strese karsi oldukca

etkili birer molekildir .

Limon kabuklarinda ve diger narenciye tiirlerinde yaygin olarak bulunan hesperidin
lizerinde yogun arastirmalar yapilan bir flavanoittir. Hesperidin iizerinde yapilan
calismalarin birinde denek olarak kullanilan farelerde akgiger kanserini 6nemli 6l¢iide
baskiladigi gozlenmistir. Hem hesperetin hemde glikozitli tiirevi hesperidinin normal
bir diyette toksik etkisinin olmadig1 tespit edilmis ve asirt dozlarda alinmadigi siirece
birgok biyoaktivitesinin oldugu bildirilmistir. En ereken g¢alismalarda vitamin benzeri
bir bilesik olarak tanimlanan hesperidine P vitamini ismi verilmistir. Hesperidin ve
hesperetinin antioksidant ve antikanserojenik aktivetelerinin olduguna yonelik son
yillarda yapilmig birgok c¢alisma mevcuttur, hesperidin antienflamatuar ve analjezik
etkilere sahiptir. Amerika ve avrupada gida destegi olarak kullanimi1 son yillarda yapilan
bilimsel ¢aligmalarla yayginlasmistir. Hesperidin ve hesperetinin yapilan bir ¢alismada
antibakteriyal aktivitesi oldugu bildirilmistir. Bu c¢alismada Helicobakter plyori’ ye
kars1 aktif oldugu ve proliferasyonununu baskiladigi in vitro ortamda gdsterilmistir

(Garg et al. 2001). Limon kabukarinin zengin flavanoid igerigi yani sira fenolik asitler



acisindan da zengindir. Limon kabugunun en 6nemli fenolik asitleri, klorojenik asit,

sinapik asit, p- kumarik asit ve kafeik asit olarak tespit edilmistir.

Flavanoid ve fenoilik asitler disinda limon kabuklar1 kumarinleri de igerir. Ozellikle
limon kabugu yagi kumarin tiirevleri bakimindan zengindir. Limon kabuklarinda bolga
bulunan ana bilesen gruplarindan bir digeride limonoidlerdir. Limonoidlerin kolestrol
seviyesini distirme etkisi belirlenmistir (Yu et al. 2007). Limonoid tiirevlerinin kolon
kanserini Oonleme agisindan oldukga etkili olduguda bildirilmistir. Limon tiiketimiyle
kansere yakalanma riskinin azalmasi arasindaki iliski yapilan ¢alismada belirlenmis,
ayni g¢aligmada limoninin kanser hiicrelerinin olusumunu baskiladigi tespit edilmistir
(Jacob et al. 2000). Limonoidlerin basta kolon cilt ve meme kanseri iicrelerine karsi
aktif bilesikler oldugu hayvan ve insan kanser hiicre hatlarina karsi yapilan laboratuvar
calismalariyla belirlenmis, bu aktivitenin limonoidlerin icerdigi furan yapisiyla
baglantili oldugu bildirilmistir. Ayn1 ¢alismada limonoidlerin bir¢ok hiicre hattina karsi
oldukga etili oldugu goriilmiistir. Bu ¢alismalarda limonoidlerin toksisitesinin
bulunmadigi belirlenerek limonoid tiirii terpenoidlerin birden fazla kanser hiicresine,
ozellikle; kolon, meme, deri ve karaciger kanserine kars1 potansiyel bir kemoterapi ilagi
olabilecegi soylenmistir (Bayazit and Konar 2010).

2.3. Kimyasal izolasyon yéntemleri

Bitki iizerine yapilan ¢aligmalar literatiirde fitokimyasal caligmalar olarak bilinmektedir.
Bitkilerin bilesimlerini izole etme ve bu bilesenlerin aktivitelerinin incelenmesi
fitokimyanin  temel ilgi almmi  olusturmaktadir.  Fitokimyasal  analizleri
gerceklestirebilmek icin bitkinin kimyasal ekstraksiyon islemlerine tabi tutulmasi
gerekmektedir. Ekstraksiyon bitkilerden 6ziitiinii ¢ikarma anlami tasimakta ve g¢ok
eskilerden beri ¢esitli sekillerde bilinip kullanilmaktadir. Eski tip bilginleri bitkilerin
sulu veya alkollii ekstrelerini tedavi amagh kullanmiglardir. Bu giinkii metodlar da farkl

coziiciilerle bitkilerden ekstre elde etme yoOntemleri gelistirilmistir. Bitkilerden elde



edilen ekstreler sayisiz bilesenden olugsmakta ve istenen aktiviteyi gosteren bilesenlerin
miktar1 ekstre icerisinde ¢ok fazla bir miktar1 olusturmamaktadir. Bu nedenle ekstrenin
aktif bilesenin izole edilmesi gerekmektedir. Ilk izolasyon yontemleri asit veya bazla
cesitli bilesenleri safsizliklariyla beraber ekstreden ayirma ilkesine dayanmaktaydi daha
sonra 19. Yy baglarinda gelistirilen kolon kromatografisi ekstrelerin izolasyonunda
bilesenlerin farkli polaritelerde olmasindan yararlanarak farkli ¢oziicli sistemleri ile
ekstreden ana bilesenlerin izolasyonunu kolaylastirdi. Silika gibi polar bir kati ile
yapilan kromatografide polar silika pargacilar1 polar molekiilleri kolonda tutarken
apolar 6zellik gosteren molekiillerin hareketine izin verir, polaritenin farkl ¢oziiciiler
kullanilarak kontrollii sekilde artirilmasi ile daha polar bilesenlerin kolonda hareketi de
saglanarak bilesenlerin farkli fraksiyonlarda toplanmasi amaglanir. Olusan
fraksiyonlarin tekrar tekrar kromatografi islemine tabi tutulmasi bilesenlerin ayrilmasini

saglar. Silika yerine bir¢ok farkli maddenin kullanimi da miimkiindjir.

Ince tabaka kromatografisi yiizeyi silika bir katmanla kapli bir aliiminyum tabakada
kapiler kuvvet etkisiyle ¢oziiciliniin hareket etmesi ve beraberinde tabakaya emdirilmis
karisimi tasimasi ilkesine gore isleyen, karisimdaki molekiillerin polaritelerine baglh
olarak spotlarin elde edildigi bir yontemdir. Bu yontem sayesinde farkli polariteye sahip
molekiillerin bu tabaka iizerinde izlenmesi, polaritelerinin incelemesi ve yapilacak
kolon kromatografisi hakkinda fikir sahibi olunabilir. Bu yontemin izolasyon ve
saflagtirma i¢in gelistirilmis sekli olan preparatif ince tabaka kromatografisi daha kalin
bir silika katman icerir ve bu katman olusan spot hatlar1 belirlenerek kazinip

molekiillerin polariteye gore izolasyonu gerceklestirilir.

Polariteye gore yapilan izolasyon islemlerinde yakin polarite araliklarina sahip
molekiillerin izolasyonu miimkiin olamadigindan daha farkli izolasyon yontemlerinin
gelistirilmesi gerek duyulmaktadir. Sephadex LH-20 kolon dolgu maddesi polimerik
yapidaki dextran bilesiginin belirli araliklar ile baglanmasi ve belirli goézenek
biiytikligiinde sentezlenmesi ile elde edilmektedir (Sekil 2.5). Bu gozenekler sefadeks

polimerinin molekiilleri boyutlarina gore izolasyonunda biiyiik kolayliklar saglamistir
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(Johnston et al. 1968). Farkli ¢oziicii sistemlerinde farkli boyutlarda sisen sefadeks
gozenekleri molekiillerin hareketini sinirlayarak biiylik molekiillerin kolondan daha
erken ayrilmasini, kiiciik molekiillerin ise daha fazla siire kolonda kalarak bilesenlerin
aymrimini saglamaktadir. Ekskiiluzyon kromatografisi olarak adlandirilan bu yontemle
hem organik molekiiller hem de biyokimyasal biiyliik molekiil agirlikli bilesiklerin
ayrimi yapilabilmigtir. Asagidaki sekillerde bir karigimin sefadex dolgu maddesinde
ayrimi basitge gosterilmis olup, bu sekillerde farkli molekiil boyutlarma sahip

bilesiklerin kolon i¢inde ilerlemesi ve ayrimin temel ilkesi betimlenmistir (Sekil 2.6).

e

Sekil 2. 5. Sefadex LH-20 kolon dolgu maddesinin kimyasal yapisi
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Sekil 2. 6. Sefadex LH- 20 kolon kromatografisinin sematik gosterimi

2.4. Biyokimyasal aktivite

Kimyasal bilesiklerin biyolojik yapilardaki aktivitelerinin incelenmesi farmakolojinin
en Onemli konu alanidir. Biyokimyasal aktivite calismalar1 ilag etken maddelerinin
gelistirilmesi siireci olarakta tanimlanabilir. Antiproliferatif aktivite, total antioksidan
aktivite, serbest radikal tutma kapasitesi, metal selatlama kapasitesi, linoleik asit
peroksidasyonu inhibisyonu, hidrojen peroksit giderme, antibakterial ve antifungal
aktivite caligmalar1 laboratuvar kosullarinda en ¢ok uygulanan aktivite caligsmalaridir.
Cagin getirdigi bir¢ok hastaligin tedavisinde kullanilan ilaglarin gelistirilmesinde bu tiir
in vitro aktivite caligmalari baslangi¢ basamagini teskil eder. Sentezlenen veya
bitkilerden ¢esitli izolasyon yontemleriyle izole edilen bilesiklerin biyokimyasal
aktiviteleri ilk olarak laboratuvar kosullarinda in vitro olarak test edilmekte, daha sonra
in vitro kosullarda aktivitesi yiiksek olan bilesenlerin hayvan deneyleri ile hayvanlar
tizerindeki etkisi belirlenmektedir. Bu asamaya kadar aktif olarak tespit edilen bilesenler
insan denekler iizerinde test edilip etkileri ve yan etkileri belirlendikten sonra kullanima

sunulur.

12



Kanser ¢agimizin en dnemli hastaliklarindan biridir. Kisaca canli hiicrelerin normalden
fazla bir sekilde ¢ogalarak doku i¢inde olusturdugu bir yap1 olarak tanimlanan kanser,
hiicre DNA’sinda meydana gelen bozunumalar sonucu olusur ve bir¢ok durumda diger
dokulara da sigrayarak 6liimciil sonuglar dogurur. Diinya iizerinde her yil milyonlarca
insan kanser hastaliklar1 sebebiyle hayatin1 kaybetmektedir. Cevresel radyasyon, hava
kirliligi, sigara kullanimi, maruz kalinan cesitli kimyasallar kanserin en Onemli
nedenlerini olusturmaktadir. Kanser tedavisi tizerinde yiiriitiilen ¢alismalar sadece doku
icerisindeki kanserli dokuyu hedef alan molekiiller gelistirmek {izerine kurulmustur.
Kemoterapi uygulanan en bilindik kanser tedavi yontemi olmakla beraber birgok yan
etkiyi de beraberinde getirmektedir. Kemoterapide zerk edilen kimyasallarin
aktiflestirilmesi i¢in kanserli bolge disardan x 1s1mm1 kaynaklariyla isinlanmakta ve
kanserli hiicrelerin 6lmesi saglanmaktadir (Leventhal et al. 1986). Bu yontemin kanser
hiicreleri disinda diger canli hiicrelere de belli 6lgiide zarar verdigi bilinmektedir. Bu
nedenle sadece kanser hiicrelerine karsi toksisite gosteren kimyasallarin gelistirilmesi
gerekmekte ve laboratuvar kosullarinda kanser hiicrelerine karsi aktivite gosteren

bilesenlerin canli normal hiicrelere karsi toksik olup olmadigi da incelenmektedir.

Antioksidan aktivite testleri hiicre icinde meydana gelen oksidasyonu veya kimyasal
bozunmay1 Onleyen maddelerin tespitinde kullanilmaktadir. Oksidasyon maddelerin
radikalik oksijen atomlariyla reaksiyona girerek normal yapilarinin degisime ugramasi
olarak tanimlanir. Hiicre icinde meydana gelen veya ¢evresel kosullardan kaynaklanan
reaksiyonlarla olusan oksidasyon ve diger zararli radikalik yapidaki molekiiller hiicre
mekanizmasinda cesitli yollardan zararlara neden olur. Serbest radikallerin hiicreden
yeterince uzaklagtirilamamasi sonucu hiicrede islevsel bozukluklar meydana gelebilir,
hatta radikallerin DNA da degisime neden olmasi dahi s6z konusudur ve bu durum
kanserin en onemli etkenlerinden birini olusturur. Oksidan molekiillerin ve serbest
radikallerin hiicre iginde ¢esitli yollarla etkisizlestirilmesi gerekmektedir, bunu
gerceklestiren molekiiller antioksidan olarak adlandirilir. Oksidasyonu Onleme
aktivitesinin belirlenmesi i¢in molekiillerin laboratuvar kosullarinda ¢esitli kimyasal
iyonlart indirgemesi referans alinarak deneyler gergeklestirilir. Serbest radikallerin

tutulmasi hiicre i¢inde ayni sekilde istenmeyen reaksiyonlar1 onler, serbest radikaller
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asirt aktif eslesmemis elektron icerdiklerinden son derece tehlikelidirler. Radikal
giderme aktivitesi laboratuvar kosullarinda DDPH' radikaline karsi molekiillerin
gosterdigi tutma kabiliyeti tliriinden belirlenir. Bir diger onemli aktivite ¢alismasi da
bilesiklerin bakteriler ve mantarlar iizerindeki etkisinin incelenmesidir. Bakteriler canli
viicudunda enfeksiyonlarla veya ¢evreden bulasarak ¢esitli hastalilara neden olmaktadir.
Bakterilerin olusturdugu hastaliklar1 6nlemek igin gelistirilen antibakterial kimyasallar
zaman igerisinde bakterilerin bu kimyasallara karsi diren¢ olusturmasindan dolayi
etkisini kaybetmekte ve daha direngli bakteriler olusmaktadir. Bu nedenle bakterilerin
direng olusturamayacagr kimyasallarin  gelistirilmesi Onem arz etmektedir.
Antibakteriyal caligsmalarda yapay besi yerlerinde yetistirilen bakterilerin ¢ogalmasini
engelleyen bilesenlerin emdirildigi kagitlarin olusturdugu inhibisyon cap1 ve ¢esitli
konsantrasyonlarda bilesenlerin minimum inhibisyon etkisi incelenir. Bu yontemin

benzeri antifungal aktivite ¢alismalarinda da yapilmaktadir.
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3.MATERYAL METOD

3.1.Materyal

Etil asetat, metanol, eter, hekzan (merck), silica jel, TLC tabakalar, anisaldehit belirteci,
sefadeks LH-20 (sigma aldrich), kromatografik izolasyon islemlerinde kullanildi.
HPLC/TOF-MS analizleri i¢in % 0.1 formik asit ve asetonitril ¢ozeltileri kullanildi.
Antioksidan ve diger indirgeme testleri i¢in, TBHQ, BHT, troloks, DPPH/, linoleik asit,
fosfat tamponu, a-tokoferol, TCA, TBA, EDTA, K3Fe(CN)s Nay; PO4, (NH4)s M0;0Os,
Fe(I11)Cls, NayS;03 kullanildi. NMR analizleri igin ¢6ziicii olarak déteryumlu DMSO
ve CDCl; kullanildi.  Antiproliferatif — aktivite c¢aligmalar1  i¢in DMEM
(Dulbecco’sModifiedEagleMedium), PC3 kanser hiicre hatt1 ve 96 lik e-plate kullanildi.

3.1.1. Kullanilan cihazlar

Yapilan deneysel ¢alismalarda Agilent Technologies 1260 Infinity HPLC/TOF-MS
cihazi, 600 MHz agillent NMR cihazi, XCELLigence Ger¢ek Zamanli Hiicre Analiz
cihazi, UV-Vis spektrofotometre, incubator, déner buharlastirici, steril kabin, otoklav,

santrifiij, etiiv, hassas terazi, vortex ve ultrasonic banyo cihazlar1 kullanildi.
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3.2.Metod

3.2.1.Hammaddenin temini ve kurutulmasi

Limon posas1 2015 Eyliil ayinda DIMES tokat meyve suyu fabrikasindan temim edildi.
Gilines gormeyen golge bir alana serilerek kurumaya birakildi ve 5 kg agirliginda kuru

madde tartilarak ekstraksiyon islemi i¢in hazirlandu.

3.2.2.Ekstraksiyon islemleri

Limon posasi ekstraksiyon islemleri i¢in yeterli diizeyde su ile ii¢ saat boyunca geri
sogutucu sistemde kaynatildi ve su siiziilerek alindi, bu islem limon posasi icindeki
bilesenlerin ¢ok biiyiik bir boliimii suya gecene kadar {i¢ defa tekrarlandi. Sulu ekstresi
iyice soguduktan sonra etil asetat ile ektraksiyon hunisinde sivi-sivi ektraksiyon
islemine tabi tutuldu (Demirtas et al. 2013). Yeterli diizeyde etil asetat ekstrakti elde
edebilmek icin sulu ekstreden ekstraksiyon islemi etilasetat fazinda renk
goriilmeyinceye kadar (3 tekrarli) tekrar edildi ve etil asetat ekstresi siizgeg
kagitlarindan siiziilerek elde edildi (Sekil 3.1). Etil asetat ekstresi doner buharlastricida
¢Oziicii etil asetatatan uzaklastirilarak etil asetat ekstrakti elde edilmis oldu (Sekil 3.1).

Bu islemler sonunda toplam etil asetat ekstrakt miktar1 13,2 g olarak tartildu.
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Sekil 3. 1 Ekstraksiyon islemi ve evaporatorde ¢oziiciiniin uzaklastirilmasi

3.2.3.izolasyon islemleri

Ekstraksiyon islemi sonucu elde edilen etil asetat ektresi izolasyon islemleri i¢in uygun
miktarda sefadeks kolon kromatografisi ¢oziicii sisteminde ¢oziilerek kromatografi igin
hazirlandi. Sefadeks kolon kromatografisi belirlenen 3 farkli ¢oziicii sisteminde ard arda
gerceklestirildi. Tlk sefadeks ¢oziicii sisteminde sirasiyla (50:50:10) etilasetat, metanol,

hekzan, ¢oziicii sistemi uygulandi (Sekil 3.2).
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Sekil 3. 2 Sefadex 1 kolon kromatografisi ve TLC kromatografisi

Bu kromatografik islemden alinan fraksiyonkar TLC ile benzer fraksiyonlar belirlenerek
7 ana fraksiyona ayrildi (Sekil 3.3 ve Sekil 3.4). TLC islemi i¢in yiirlitme ¢dziiciisiinde
60:40 etil asetat-hekzan ¢o6ziicii sistemi kullanildi. TLC belirteci olarak anisaldehit
kullanildz.

Sekil 3. 3 Sefadex-1 kolon kromatografisinden elde edilen farksiyonlara ait TLC

18



Sekil 3. 4 Birlestirme isleminden sonra fraksiyonlara ait TLC

Bu 7 fraksiyondan polariteleri sefadeks ile izolasyona uygun olan ilk dort fraksiyon
ikinci sefadeks ¢oziicii sisteminde (50:50:5 metanol, eter, hekzan) kromatografi
islemine tabi tutuldu. Her bir fraksiyonun alt fraksiyonlar1 TLC ile benzer olanlarla
birlestirilerek ayrildi. Tekrar elde edilen bu fraksiyonlar sadece metanol kullanilan
¢oziicl sisteminde sefadeks ile kromatografi islemine tabi tutuldu. Elde edilen tiim bu
alt fraksiyonlar sonucunda bazi bilesenler saf olarak elde edildi (Sekil 3.69). TLC
sonuglarina gore saflastirilmast miimkiin olan fraksiyonlara ise silika kolon

kromatografi islemi uygulandi.
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Sekil 3. 5 Sefadeks 3 sonucunda 3. Fraksiyona ait TLC

Sekil 3. 6 Saflastirilan bazi bilesenlere ait TLC

Sekil 3. 7 Limonin molekiiliine ait kristalleri
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3.2.4.Spektroskopik islemler

3.2.4.1.HPLC-TOF/MS analizi

Bitki ekstrelerinin fenolik igerigi, Agilent Poroshell 120 EC-C18 (2.7 mm, 4,0 x 50
mm) kolon, 6210 (TOF) LC/MS dedektor ile birlikte Agilent Technologies 1260
Infinity HPLC Sistemi kullanilarak belirlendi (Sekil 3.8). Mobil faz A ve B, sirasiyla,
ultra saf su ¢ozeltisi ile % 0.1 formik asit ve asetonitril kullanildi. Akis hiz1 0.4 ml/dk.,
kolon sicaklig1 35°C ve enjeksiyon hacmi 5 pL dir. Coziicii programi: B; 0-1. dakikada
% 10 B; 1-19. dakikada % 80 B; 19-29, 1. dakikada % 10 B olarak uygulandi. Tayin
basamaginda standart bilesiklerin tutunma siireleri ve m/z degerleri kullanildi. TOF-MS
cihazinin iyonizasyon modu 325 °C gaz sicakligi ile negatif, gaz akisi 11.0 L/dk ve

nebiilizor 45 (psi) dir.

Sekil 3. 8 HPLC-TOF/MS cihazi
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3.2.4.2.NMR spektroskopisi

Izole edilen ve saflastirilan bilesenlerin yapilart Cankir1 Karatekin Universitesi
Arastirma laboratuvarinda bulunan 600 MHz NMR cihaz1 (Sekil 3.9) kullanilarak H',
Cc!, COoSY, HMBC, HSQC NMR spektrumlart déteryumlu coziiciler DMSO ve
CDClI3’ de alinarak yapilari belirlendi.

Sekil 3. 9 600 MHz NMR cihazi

3.2.5. In vitro aktivite testleri

3.2.5.1. Antiproliferatif aktivite testi

Elde edilen bilesenler i¢in antikanser aktivite testi yapildi. Antikanser aktivite testleri

insan prostat kanseri (PC3) hiicre hattina karst xCELLigence Ger¢ek Zamanli Hiicre

22



Analiz cihazi kullanilarak gergeklestirildi. Olgiimler E-Plate 96 kuyucuklarmin
tabanlarma yerlesen hiicrelerden kaynaklanan impedans farklilifi baz alinarak
gerceklestirildi. Zamana karsi hiicre sayisi ile orantili olarak degisen CI (Cell Index)

degerine ait grafik elde edildi.

Besi yeri olarak % 10 fetalbovin serum ve % 2 streptomisin-penisilin igeren DMEM
(Dulbecco’sModifiedEagleMedium) kullanildi ve analizler inkiibator icinde (% 5 COp,
% 100 nem) 37 °C’ da yapildi. Ik olarak kuyucuklara 50 uL besi yeri konulan E-Plate
96 15 dk. steril kabinde ve 15 dk. inkiibatorde bekletildi, sonrasinda inkiibator igindeki
istasyona yerlestirildi ve arka plan okumasi yapildi. Sonrasinda kuyucuklara her bir
kuyucukta 2,5x10* adet PC3 hiicresi olacak sekilde 100 pL hiicre siispansiyonu
koyuldu. Bundan sonra plaka yarim saat steril kabinde ve oda kosullarinda bekletilerek
hiicrelerin kuyucuk tabanina yerlesmesi beklendi. Bu plaka istasyona yerlestirilerek 80
dk. boyunca 10 dakika araliklarla 6l¢iim yapildi.

Bu siirede hiicreler kuyucuk tabanina yerleserek normal biiylime periyoduna girdi.
Bundan sonra istasyondan ¢ikarilan plakanin kuyucuklarina steril DMSO ve besi yeri
kullanilarak hazirlanan saf bilesenlerin ¢ozeltilerinden kuyucuklarda ki son derisimler
saf maddeler i¢in 100, 50 ve 10 pg/mL, olacak sekilde ¢ozeltiler eklendi ve sonrasinda
besi yeri ile kuyucuklarda ki son hacim 200 plL’ye tamamlandi. Eklemelerden sonra
plaka derhal istasyona yerlestirilerek 50 saat boyunca 10 dakika araliklarla analiz
gergeklestirildi. Testler ticer tekrarli yapildi ve grafikler standart sapma gubuklart ile
verildi. Bulunan kanser sonuglarina gore dort grafik elde edildi bu grafiklerde 3 farkli
dozaj (100, 50, 10 ug/mL) i¢in prostat kanseri hiicre kiiltiiriine kars1 saf molekiillerin
aktiviteleri tespit edildi.
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3.2.5.2. Amonyummolibdenum yontemiyle toplam antioksidan aktivite testi;

Ekstraklarin (veya standantlarin; TBHQ, BHT ve troloks) antioksidan kapasitesi drnek
karsiminin Mo(VI)’in Mo(V)’e indirgenme ve 695 nm de yesil fosfat/Mo(V) bilesiginin
olusumu esasima bagli amonyummolibdenum ydntemiyle spektroskopik olarak tayin
edildi (Prieto et al. 1999). 0,3 mL o6rnek (ekstrakt veya standart maddeler), 2,7 mL
reaktif ¢ozeltisi ile (0,6 M siilfirik asit + 28 mM sodyum fosfat + 4 mM amonyum
molibdat) karistirildi ve 90 dakika, 95 °C de su banyosunda kapakli tiip icerisinde
inkiibe edildi. Karisim oda sicakligina sogutuldu. Daha sonra karisimin berrak olmasi
icin 2500 x g de 20-25 dk. plastik tiipte santrifijjlendi. Daha sonra her bir karigimin
absorbanst 695 nm de kore karsi absorbans degeri kaydedildi. Olgiilen yiiksek
absorbans degeri yiiksek toplam antioksidant aktiviteyi gostermektedir. Aktivite pmol

a-tokoferol esdegeri/g olarak hesaplandi.

3.2.5.3. Serbest radikal giderme aktivite testi

Ekstraktlarin (veya standartlarin; TBHQ, BHT, troloks) serbest radikal giderme
aktivitesi Blois Metoduna gore tayin edildi (Blois 1958). 1,1-diphenyl-2-picryl-hydrazil
(DPPH", 0.1 mM) ¢ozeltisinin 1 mL si ile 3 mL farkli konsantrasyonlarda hazirlanmig
ekstrakt ve standart antioksidant maddelerin ¢ozeltileri ile iyice karistirildi. 30 dakika 25
°C de karanlikta sallantili su banyosunda inkiibe edildi. Her bir karisim igin 517 nm deki
absorbans degerleri kaydedildi. Orneklerin radikal giderme aktivitesi asagida yazili olan

formiile gére hesaplandi.

DPPH" giderme aktivitesi (%)= [(Aq-A1)/Ao] X 100

Ao kontrol absorbansi A;: 6rnek absorbansi
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3.2.5.4. Linoleik asit peroksidasyon inhibisyonu testi

Linoleik asit peroksidasyon inhibisyonu tayini Choi ve arkadaslar1 tarafindan (Choi et
al. 2002) gelistirilen yonteme gore yapildi. 1 mL (10, 25, 50 ve 100 pg/mL) ekstrakt
cozeltileri (veya standart ¢ozeltileri), 550 mL linoleik asit (0,02 M), 500 mL fosfat
tamponu (100 mM, pH 7,4) ve 150 ml askorbik asit (10 mM) homojen karismasi igin
vorteksle karigtirlldi. 1 mL ekstrakt cozeltileri (veya standartlarin; TBHQ, BHT,
troloks) yerine kontrol (¢6ziicli) karisimi hazirlandi. Kontrol, ekstrakt ve standart hangi
¢oziiciide hazirlanmis ise o ¢Oziicli kullanildi. Linoleik asit peroksidasyonu 0,1 mL
FeSO,4 (10 mM) iin eklenmesiyle baslatildi. Reaksiyon karisim vortekslendi ve 37 °C de
60 dakika sallantil1 su banyosunda inkiibe edildi. Reaksiyon 1,5 mL, % 0,5 HCI de
hazirlanmis soguk % 10 luk TCA ¢ozeltisi ilave edildi ve reaksiyon durduruldu. Daha
sonra 3 ml % 1 lik TBA ¢ozeltisi ilave edildi. TBA/drnek (veya standart) karisimi 95 °C
de 60 dk. sallantil1 su banyosunda inkiibe edildi ve karigim 20-25 °C ye sogutuldu. Daha
sonra karsimdan 3 mL ayr1 deney tiliplerine alindi ve 3 ml n-biitanol ilave edildi.
Homojen karisim 3000 x g de 10 dakika santrifiijlenerek renkli iist faz spektrofotometre
kiivetine aktarildi. Karisimin absorbsiyonu 532 nm de okundu ve linoleik asit

peroksidasyon inhibisyon ylizdesi asagidaki formiile gore hesaplandi.

Linoleik asit peroksidasyon inhibisyonu (%)= 1- (A,-A1)/A, x 100

Ao kontrol absorbans1  A;: 6rnek absorbansi

3.2.5.5. indirgeme giicii testi

1 mL farkli konsantrasyonda hazirlanmig ekstraktlar (veya standartlarin; TBHQ, BHT),
2,5 mL 0,2 M fosfat tamponu (pH 6,6) ve 2,5 mL % 1 lik KsFe(CN)g ile karistirildi.
Karistm 50 °C deki su banyosunda 20 dakika inkiibe edildi. 2,5 mL % 10 luk
trikloroasetik asit (TCA) eklendi ve karisim 2500 x g de 10 dakika santrifiijlendi. Elde
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edilen st fazin 2,5 mL si ile 2,5 mL dd H,O ve % 0,1 lik 0,5 mL FeCl; karistirildi.
Ekstraktlarin ve standart antioksidant maddelerin indirgeme giicii 700 nm de absorbans
Olclilerek tayin edildi. Reaksiyon karisiminda ekstrakt ve standartlarin farkl
konsantrasyonlarindaki absorbsiyonlarindaki artis, indirgeme giicii kapasitesinin

konsantrasyona bagili artigin1 gostermektedir (Oyaizu 1986).

3.2.5.6. H,O, giderme aktivite testi

H,0, giderme aktivitesi Zhao, Xiang, Ye, Yuan, Guo, 2006 tarafindan gelistirilen
yonteme gore modifiye edilerek tayin edildi. H,O, (1.0 mL, 0.1 mM) ve 1.0 mL bitki
ekstraktindan hazirlanmig (veya standartlarin; BHA, TBHQ, BHT) c¢ozeltileri ilave
edilerek iyice karistirildi ve daha sonra sirayla 0.1 mL %3 amonyum molibdat, 10 ml
H.SO,4 (2M) ve 7.0 mL KI (1.8 M) ilave edildi. Karisim Na,S;03 (5 mM) ile sar1 renk
yok olana kadar titre edildi. Yiizde HyO, giderme aktivitesi asagidaki formiile gore

hesaplandi (Oktay et al. 2003).

H,0, giderme aktivitesi (%)= [(Vo-V1)/V,] x 100

V,: kontrol i¢in harcanan hacim (mL) Vi: 6rnek igin harcanan hacim (mL)

3.2.5.7. Metal selatlama aktivite testi

Farkli konsantrasyonda hazirlanmis 6rneklerin Fe?*-ile komplekslesme 6zelligi 562 nm
de Fe?*-ferrozin komleksinin absorbansi dlgiilerek degerlendirildi. 0,5 mL 0&rnek
(EDTA) 2 mL 0,1 M sodyum asetat tamponu (pH 4,9) ve 0,05 mL, 2 mM FeCl, iyice
vorteks ile karistirildi. Karisima 0,2 ml 5 mM ferrozin eklenerek reaksiyon baslatildi.
Tekrar karisim vorteksle iyice karistirildi ve 25 °C de 30 dakika inkiibe edildi.
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Karisimin absorbanst 562 nm de okundu. Fe?*-ferrozin komleks olusumunun %

inhibisyonu asagida verilen bagintiya gore hesaplandi (Haber and Weiss 1934).

Metal selat etkisi aktivitesi (%)= [(Aq-A1)/A] X 100

Ao kontrol absorbanst  Aj: 6rnek absorbansiz
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4. BULGULAR

Tez ¢alismasinda yapilan izolasyon islemleri ile 14 sekonder metabolit (Sekil 4.1) izole
edildi ve bilesiklerin yapilar1 1D ve 2D NMR teknikleri kullanilarak belirlendi. Ham
ekstre HPLC/TOF-MS kullanilarak fenolik bilesenler agisindan incelendi. izole edilen
ve molekiiler yapilar1 belirlenen bilesiklerin antiproliferatif, indirgeme giicii, serbest
radikal tutma, hidrojen peroksit inhibisyonu, metal selatma, linoleik asit peroksidasyonu

inhibisyonu ve total antioksidan aktiviteleri incelendi.

Izole edilen ve yapilari NMR spektroskopisi ile aydmlatilan bilesenlerin molekiil
formiilleri asagida belirtilmistir (Sekil 4.1).

HO' OH
{§‘ &

Sekil 4. 1 izole edilen molekiillerin kimyasal formiilleri
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4.1.NMR VERILERIi

4.1.1. Limonin bilesiginin NMR spektrumlari

Limonin bilesigi sefadeks-1 kolon kromatografisi sonucu elde edilen ilk fraksiyondan
kristallendirilerek elde edildi. Bir limonoid olan molekiilin yapisi CDCl; ¢oziiciisii
kullanilarak 600 MHz lik NMR cihazinda alinan NMR spektrumlari ile ¢oziildi (Sekil
4.2).

25 26

Sekil 4. 2. Limonin’in molekiiler yapisi

C" NMR spektrumunda keton yapisi olduguna dair 7. karbonda 206 ppm gibi bir diisiik
alanda sinyal gozlendi (Sekil 4.3), bu sinyalle etkilesen 6 numarali karbona bagh
diastrotopik protonlarin varligi (2,85-2,46 ppm) HSQC spektrumlarindan tespit edildi
(Sekil 4.4).
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CANKIR EARATERIN UMY
ARASTIEMA MERKEZI

FAMUSE EDDLE 1
EARBON MMB

Sekil 4. 3 Limonin bilesigine ait C** NMR spektrumu

5 nolu karbona bagli H (2,20 ppm) ile bu diastereotopik protonlarin etkilesimleri COSY
spektrumunda belirlendi (Sekil 4.5).

CANKIR KARATEKIN LINY S0
ARASTIRMA MERKED 2

RABIUNE KOO 1 e
PROTON NUR

L J’LLL.___ l — J_ _A._'l_,lh_u 3 VU _QJUUL,U_ ‘-ﬁ"a,rf'ﬁ"ku!lv‘ﬂ

Sekil 4. 4 Limonin bilesigine ait H1-NMR spektrumu

30



CANKIRI KARATERI LNy
ARASTIRMA MERKEN
MUMUNE RODUE 1

CO5T NMR

Sekil 4. 5 Limonin bilesigine ait COSY NMR spektrumu

4 nolu karbon (80 ppm) ile 5 nolu karbona bagli protonlarin etkilesimi HMBC
spektrumun da belirlendi (Sekil 4.6). 25 ve 26 nolu metil gruplarinin 4 nolu karbonla
etkilestigi HMBC kullanilarak bulundu. 24 nolu karbonda ki metil grubu (1,07 ppm) ile
7 nolu karbondaki karbonil grubunu etkilesimi HMBC den tespit edildi.

CANKIRI KARATEKIN UNV ¢ ° EEEL |
i ARASTIRMA MERKEZI ]
40 NUMUNE KODU: 1 ' . .
HMBC NMR
J B '
a - ";-
£ 80 L] - 0‘
H
2
z
4 L]
120 o ' b
J '
9
] L] s
160
1 - e ®
200
- .
T T T T T T T T T
9 8 7 6 5 4 3 2 1

F2 (ppmy

Sekil 4. 6 Limonin bilesigine ait HMBC spektrumu
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11 ve 12 numarali CH; diastrotopik gruplarinin varligir ve birbirleriyle etkilesimleri
COSY kullanilarak belirlendi (Sekil 4.5). 9, 11, 12, nolu karbonlarin ve bagh
protonlarin etkilesimleri ve sirali olduklart HMBC spektrumunda tespit edildi. 1 ve 2
nolu karbonlardaki protonlarin 3 nolu karbonille (169 ppm) etkilesimleri HMBC
spektrumunda tespit edildi. 3 nolu karbondaki karbonil grubunun 4,75 ppm deki
protonla etkilestigi HMBC den tespit edildi ve bu protonun diastrotopik bir proton
oldugu HSQC spektrumu kullanilarak belirlendi.

CANKIRI EARATERIN LNy
ARASTIRMA MERRED 1] .IP
MUMUSE RODLE L ]

00 NMR

Sekil 4. 7 Limonin bilesigine ait HSQC NMR spektrumu

Elde edilen HMBC verileri ve kayma degerleri ile 1-19 nolu karbonlar arasinda bir
lakton halkasinin oldugu kesinlestirildi. Bu halkanin HMBC de uzak etkilesmeler
yaparak 206 ppm deki karbonil grubu halkasina bagli oldugu belirlendi.
Spektrumlardaki diger karbonil grubunun (16 nolu karbon) 4,04 ppm deki protonla
etkilesimi HMBC de gozlendi ve kayma degerlerinden yola ¢ikilarak ikinci bir lakton
halkasinin varligt HMBC etkilesimleri ile dogrulandi. 20, 21, 22 ve 23 nolu karbonlarin
aromatik bolgede yer almasi ve aralarindaki HMBC etkilesmelerinin belirlenmesi,
yapida bir furan oldugunu gdésterdi, bu furan halkasinin 17 nolu karbona bagli oldugu

HMBC spektrumlarindan tespit edilerek molekiil yapisi teyit edildi. Bilesenin daha dnce
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limon kabugundan izole edilmis bir limonoid tiirevi oldugu belirlendi. Yapilan literatiir
taramast ve tahmini degerler veren ¢izim programlarindan edinilen veriler bilesenin

limonin oldugunu dogrulad: (Min et al. 2007).

Limonin molekiiliine ait C** ve H'-NMR degerleri tabloda verilmistir (Tablo 4.2).

Tablo 4. 1 Limonin molekiiliiniin C** ve H' NMR degerleri

NO DEPT H! ch

1 CH 4,02 79

2 CH, 2,97-2,65 35

3 C 169
4 C 80

5 CH 2,20 60,86
6 CH, 2,85-2,46 36

7 C 206
8 C 51

9 CH 2,53 48
10 C 46
11 CH, 1,49-1,79 30
12 CH, 1,79-1,89 19,2
13 C 38,3
14 C 65
15 C 4,04 53
16 C 166
17 CH 5,46 78
18 CH, 1,19 21,17
19 CH, 4,45-4,75 65,78
20 C 120
21 CH 7,39 140
22 CH 6,33 110,15
23 CH 7,41 143
24 CHj 1,07 18,09
25-26 | CHj 1,3 30
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4.1.2. Skopoletin bilesiginin NMR spektrumlari

Scopoletin bilesigi sefadex 2-3-7. fr kristallendirilerek saflastirildi, DMSO ¢6ziiciistinde
coziilerek NMR spektrumlari alinarak kimyasal yapisi aydinlatildi (Sekil 4.89).

Ho. 2. 9020
7
06510/3
I

HyC

Sekil 4. 8 Skopoletin bilesiginin kimyasal formiilii

C®® NMR spektrumunda gézlenen 161 ppm degerli 2 nolu karbon yapida bir karbonil
grubunun oldugunu gésterdi (Sekil 4.9).

CANKIRI KARATEKIN UNV
ARASTIRMA MERKEZI
NUMUNE KODU: 237
KARBON NMR

8 2

HO 9 0 O
m
=3

Q°6 510
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Yapida HMBC ve COSY etkilesmelerinden bir lakton halkas1 oldugu tespit edildi (Sekil
4.11ve Sekil 4.10).

05 SRASTIRMA MERKED) HO 8 9.0 - 0 .

NUMUN‘E KODW; 237 7

HMBC NMR

O BNANE S
80 i 5
: HAC
£II||| 3 6I
-

160 .

180

10 9 8 7 (]
F2 (ppmj

Sekil 4. 10 Skopoletin HMBC NMR spektrumu

ey o 8 9020
1 NUMUNE KODLE: 237
COSY NMR 7 q.
J 07610 ~3 -
1 I
. HAC
"y

Sekil 4. 11 Skopoletin COSY NMR spektrumu
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Baska COSY etkilesmesi olmamasi H' NMR spektrumundaki yarilmalar iki aromatik
proton atomunun (8 ve 5 nolu karbonlara bagli) (Sekl 4.12) aromatik halkada para

konumda olduklarini gosterdi.

CANKIRI EARATEKIN UNV
ARASTIRMA MERKEZI
NUMUNE KODU: 237
PROTON NMR

HO 9.0.2.0
7
08 10 3
!

HC

Sekil 4. 12 Skopoletin H-NMR spektrumu

4 nolu karbona bagli protonun 10 nolu karbonla etkilesimi HMBC de belirlendi (Sekil
4.10). 145 ve 149 ppm deki 6 ve 7 nolu quarterner karbonlar1 benzen halkasina elektron
cekici gruplarin bagli oldugunu gostermektedir. Bu gruplarin metoksi ve -OH gruplari
oldugu HMBC ve HSQC verilerinden tespit edilmis ve konumlar1 etkilesimlerinden
yararlanilarak belirlenmistir (Sekil 4.13).
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CANKIR] KARATEKIN UNV
ARASTIRMA MERKEZI

NUMUNE KODL: 237 HO 8 2

! HSQC NMR 9 O O
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Sekil 4. 13 Skopoletin HSQC NMR spektrumu

Literatiir taramas1 ve tahmini program c¢izimleri yapiy1 dogrulamaktadir. Yapinin daha
once de limon kabuklarindan izole edilen bir kumarin tiirevi olan skopoletin oldugu
belirlenmistir (Tsukamoto et al. 1985). Molekiilin H* ve C'** NMR degerleri tabloda
verilmistir (Tablo 4.3).

Tablo 4. 2 Scopoletin bilesigine ait H' ve C** NMR verileri

NO DEPT H! ch
2 C 161

3 CH 6,19 112

4 CH 7,89 144

5 CH 7,19 109,98
6 C 149,9
7 C 145

8 CH 6,75 103,16
9 C 151
10 C 110,7
6’ CH; 3,79 56
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4.1.3. 4-metoksi 2-hidroksi benzene propanoik asit metil ester bilesiginin NMR

spektrumlari

4-metoksi 2- hidroksi benzenopropanoik asit metil ester tlirevi sefadex 1-2-1.
fraksiyonundan kristallendirilerek saflastirildi (Sekil 4.14).

Sekil 4. 14 4-metoksi 2- hidroksi benzopropanoik asit metil ester bilesiginin molekiil

yapist

C" NMR spektrumunda belirlenen 176 ppm lik sinyaller yapida karbonil grubunun
varligin1 gostermektedir (Sekil 4.15).
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Sekil 4. 15 4-metoksi 2-hidroksi benzenopropanoik asit metil ester C** NMR spektrumu
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C® NMR spektrumundan belirlenen karbonile konsu iki CH, grubu (8 ve 7 nolu
karbonlara bagli protonlar) 2,66 ve 2,82 ppm de H sinyalleri vermektedir (Sekil 4.16).
Bu H sinyallerinin CH2 oldugu HSQCNMR spektrumundan belirlenmistir (Sekil 4.17).

4 zelsszscgss
| 5 T D
o4 6
3 ! i
2 7 Eign
OH 1
L | IR

ﬁ[lé 2 7 9' ""'.

F2 (opmp

Sekil 4. 17 4-metoksi 2-hidroksi benzenopropanoik asit metil ester HSQC-NMR

spektrumu
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Bu iki CH, grubunun etkilesimi H* ve COSY NMR spektrumlarindan tespit edilmistir
(Sekil 4.18).

1—E 4‘
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Sekil 4. 18 4-metoksi 2-hidroksi benzenopropanoik asit metil ester COSY NMR
spektrumu

Aromatik bolgedeki H' sinyalleri ve C** spekrumunuda gézlenen 159,51 ve 155,09 ppm
deki sinyaller aromatik halkaya iki grubun bagli oldugunu desteklemektedir, bu
gruplarin birinin metoksi oldugu H ve HMBC spektrumlarindan belirlenmistir (Sekil

4.19).
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Sekil 4. 19 4-metoksi 2-hidroksi benzenopropanoik asit metil ester HMBC NMR
spekrumu
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Diger metoksi grubunun ester oldugu HMBC etkilesimleriyle gosterilmis, yapinin
dogrulugu tahmini program c¢izimi ile bilesigin daha 6nce baska bitki tiirlerinden izole
edilen 4-metoksi 2-hidroksi benzenopropanoik asit metil ester oldugu belirlendi.
Bilesigin limondan izole edildigine dair literatiirde bir ¢aligmaya rastlanmadi.

Molekiiliin H* ve C** NMR degerleri asagida ki tabloda verilmistir (Tablo 4.4).

Tablo 4. 3 4-metoksi 2- hidroksi benzenopropanoik asit metil ester ait H* ve C**-NMR
verileri

NO | DEPT H! ct

1 |C 119

2 |C 155,09
3 |CH 6,45 103,03
4 |C 159,51
5 |CH 6,41 106,78
6 |CH 6,96 131,07
7 | CH, 2,82 28,34
8 | CH, 2,66 35,06
9 |[cC 176

9> | CHj 3,67 52,9
4 | CHs 3,73 55,41

4.1.4. Sitropten bileseninin NMR spektrumlari

Sitropten bilesigi sefadex 2-2-3. ve silika 1. Fraksiyondan izole edildi (Sekil 4.20).
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Sekil 4. 20 Sitropten bilesiginin Kimyasal formiilii

C" NMR spektrumunda (Sekil 4.21) belirlenen 2 nolu karbonil karbonu (161 ppm) ile 3
ve 4 nolu karbonlara bagli protonlar arasindaki HMBC etkilesimleri (Sekil 4.22) yapida

bir lakton grubu oldugunu gostermistir.

93494
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Sekil 4. 21 Sitropten bilesiginin C" NMR spektrumu
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Sekil 4. 22 Sitropten bilesiginin HMBC NMR spektrumu

3 ve 4 nolu karbona bagli protonlarin etkilesimi COSY de belirlendi (Sekil 4.23).
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Sekil 4. 23 Sitropten bilesiginin COSY NMR spektrumu

Bu protonlarin 9, 10, ve 5 nolu karbonlarla etkilesimi HMBC spektrumundan belirlendi.
7 ve 5 nolu quarterner karbonlarin varhigt HSQC de belirlendi (Sekil 4.25) ve asagi
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alana kaymalari H-NMR (Sekil 4.24) spektrumundan tespit edilen 7° ve 5’ nolu
metoksi gruplarinin etkilesimi HMBC de belirlenerek aromatik halkaya bagli metoksi

gruplar1 oldugu tespit edildi.
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Sekil 4. 25 Sitropten bilesiginin HSQC NMR spektrumu
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Bu durumda yapinin daha 6nce limon kabugunda izole edilmis bir kumarin tiirevi olan
sitropten oldugu belirlenmis ve molekiiliin dogrulugu literatlir taramasi ile

dogrulanmistir(de Menezes et al. 2014).

Molekiiliin H' ve C* NMR degerleri asagida ki tabloda verilmistir (Tablo 4.5).

Tablo 4. 4 Sitropten bilesigine ait H' ve C ** NMR degerleri

NO | DEPT H! ch

2 C 161,63
3 CH 6,13 110,81
4 CH 7,94 138,79
5 C 157,03
6 CH 6,26 94

7 C 163

8 CH 6,39 92,94
9 C 156,91
10 |C 104,07
5 | CHs 3,87 55,87
7 | CHs 3,83 55,72

4.1.5. Hesperidin bilesiginin NMR spektrumlari

Hesperidin bilesigi sefadex 3-10. fr dan kristallendirilerek saflastirildi. Yiiksek saflikta
izole edieln molekiiliin yapisi DMSO c¢oziiclisinde NMR  spektrumlar1 alinarak

belirlendi (Sekil 4.26).
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Sekil 4. 26 Hesperidin bilesiginin kimyasal formiilii

Hesperidin bilesiginin yapisi C® NMR da gozlenen 197 ppm deki 4 nolu karbon yapida

bir karbonil grubunun varligini géstermektedir (Sekil 4.27).

CANKIRI KARATEKIN UNV
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Sekil 4. 27 Hesperidin bilesiginin C** NMR spektrumu

Bu karbonil grubuyla etkilesen 3 nolu diastrotopik -CH, protonlarinin varligt HMBC
(Sekil 4.28) ve HSQC kullanilarak belirlendi (Sekil 4.29).
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Sekil 4. 28 Hesperidin bilesiginin HMBC NMR spektrumu
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Sekil 4. 29 Hesperidin bilesiginin HSQC NMR spektrumu

2 ve 3 nolu karbonlara bagli protonlarin etkilesimleri COSY spektrumundan (Sekil

4.30) belirlenmistir.
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Sekil 4. 30 Hesperidin bilesiginin COSY NMR spektrumu

2 nolu karbona bagh 5,48 ppm deki protonun HMBC de 1°6° ve 2’ karbonlariyla
etkilestikleri tespit edilerek halkalarin bagli olduklar1 teyit edildi. 2° ve 3’ nolu
karbonlara bagli protonlarin etilesimleri COSY NMR spektrumu kullanilarak tespit
edildi. H'- NMR spektrumunda (Sekil 4.13) gézlenen 3,75 ppm deki metoksi grubunun
4’ karbonuna bagli oldugu HMBC de belirlenerek yapidaki B halkas1 olusturuldu.
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CANKIRI KARATEKIN UNV
ARASTIRMA MERKEZI
NUMUNE KODU: 310
PROTON NMR

22

3 4

HO ' 4
o820 2 1o g

17 16 g 1 1 ,

. 155 1g 7 %9 5

HO' oo O,
19 1180 14 OH

OH L 126

N 3
HO'13] ‘oH 57 10774
OH OH O

T T T T T T T T T T T
12 11 10 9 8 7 6 a5 4 3 2 1

Sekil 4. 31 Hesperidin bilesigine ait H'-NMR spektrumu

5’ nolu karbonun etkilesimlerinin yalniz aromatik protonlarla olmas: bu quaterner
karbonun 146 ppm deki kayma degeri 5° karbonuna bir elektron ¢ekici grup olan OH
grubunun bagli oldugunu gdstermektedir. 12 ppm de H'-NMR spektrumunda
gbzlemlenen sinyal bir karbonil OH etkilesiminin var olduguna isarettir. Bu durumda
yapida var olan 197 ppm degerli 4 nolu karbon atomu ile bu OH grubu etkilesmektedir.
5 nolu karbonun 163 ppm e kaymasi bu OH grubunun 5 nolu karbona bagli oldugunun
delilidir. Bu durum yapmin bir flavanoit oldugunu gostermektedir. 11 nolu anomerik
karbonnun C-NMR daki 100,07 ppm degeri birden fazla elektronegatif oksijene bagl
oldugunu gostermektedir. 2 ve 4 ppm H-NMR arasindaki yogun ¢oklu pikler yapida bir
glikozit oldugunu gostermektedir. 16 nolu karbondaki diastrotopik protonlar yapida
bagh iki glikozit grubunun varligina isaret etmektedir. HMBC ve COSY etkilesmeleri
seker grubun varligin1 desteklemektedir. Bu durumda bilesigin yapisinin bir glikozitli
flavon olan hesperidin oldugu tespit edildi. Literatiir taramasinda NMR verileri
dogrulandi ve hesperidinin limon ve diger narenciye tiirlerinde bulunan ortak bir bilesen

oldugu belirlendi (Matsubara et al. 1985).

Molekiiliin H* ve C** NMR degerleri asagida ki tabloda verilmistir (Tablo 4. 6).
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Tablo 4. 5 Hesperidin bilesine ait H* ve C*>-NMR degerleri

NO DEPT H* ch

2 CH 5,48 78,96
3 CH, 3,22-2,77 42,53
4 C 197

5 C 163

6 CH 6,10 95,96
7 C 165

8 CH 6,12 96,88
9 C 161

10 C 104

i C 131

2 CH 6,88 118,42
3 CH 6,83 112,68
4 C 148,47
5 C 146,03
6’ CH 6,91 114,65
4” CH; 3,75 56,21
11 CH 4,95 100,07
12 CH 3,20 73,44
13 CH 3,52 76,34
14 CH 3,11 70,03
15 CH 3,24 76,68
16 CH, 3,78-3,40 66,80
17 CH 4,50 101,07
18 CH 3,41 71,25
19 CH 68,85
20 CH 3,13 72,50
21 CH 3,37 68,77
22 CHs 1,06 18,50

4.1.6. Katesol bilesiginin NMR spektrumlari

Katesol bileseni sefadex 3-4-2. fraksiyondan yiliksek saflikta izole edildi ve yapisi
DMSO c¢oziiciisii ile alinan NMR spektrumlar1 kullanilarak belirlendi. Yapidaki
simetriden yararlamlarak H '-NMR iizerinden yap1 ¢éziildii (Sekil 4.32).
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Sekil 4. 32 Katesol bilesiginin kimyasal formulii

H-NMR da (Sekil 4.33) gozlemlenen 3 sinyalden 8,75 ppm degerine sahip olan
protonun HSQC de bir karbon atomuna bagli olmadigi belirlenmistir (Sekil 4.34).

CANKIRI KARATEKIN UNV
ARASTIRMA MERKEZI
NUMUNE KODU: 342

PROTON NMR

T T T T T T T T T T T
9.5 9.0 8.5 8.0 7.5 7.0 6.5 6.0 5.5 5.0 4.5

Sekil 4. 33 Katesol H-NMR spektrumu
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100_] CANKIRI KARATEKIN UNV
| ARASTIRMA MERKEZI
NUMUNE KODU: 342
] HSQC NMR
105 |

4 " 2OH
?15_5 @ i
12u,; @
125% OH

135

T T T T T T T . T T T T T T T T T
74 7.2 7.0 6.8 6.6 6.4 6.2 6.0 5.8
F2 qopmy

Sekil 4. 34 Katesol HSQC NMR spektrumu

Diger iki protonun aromatik bélgede ve C** NMR 3 sinyal gozlenmesi yapinin simetrik

benzen halkasi igerdigini gostermektedir (Sekil4.35).

CANKIRI KARATEKIN UNV

ARASTIRMA MERKEZI

NUMUNE KODU: 342

KARBON NMR 3

Sekil 4. 35 Katesol C** NMR spektrumu

Bu durumda yapida bir simetrinin varligi gosterilmis olup protonlara ait COSY
etkilesimlerinden komsu olduklar1 belirlenmis (Sekil 4.36) ve molekiil yapist HMBC
NMR spektrumundan dogrulandi (Sekil 4.37).
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CANKIRI KARATEKIN UNY
ARASTIRMA MERKEZI

1 NUMUNE KODU: 342

60 3 coSYNMR

6.2 J

F1 (ppm)

6.8 —é
7.0 —i
7.2 é

7a 3

T
7.0 6.9 6.8 6.7 6.6 6.5 6.4 6.3 6.2 6.1
F2 (ppm)

Sekil 4. 36 Katesol COSY NMR spektrumu

7 CANKIRI KARATEKIN UNV
90— ARASTIRMA MERKEZI
2 NUMUNE KODU: 342

1 HMBCNMR
100

3
] ‘48, 4 2 OH 1

20

FL qpm

13u{
14n,f
15né g @ O H
150%

170

180

T T T T T T T T T T
8.5 8.0 7.3 7.0 6.9 6.0 2.3 2.0 4.5 +.0

F2 (ppmy

Sekil 4. 37 Katesol HMBC NMR spektrumu

Literatiir taramasinda yapinin limonda bulunan bir fenol tiirevi olan katesol oldugunu

dogrulamaktadir (Jang et al. 1991).

Molekiiliin H* ve C®¥NMR degerleri asagida ki tabloda verilmistir (Tablo 4.7).
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Tablo 4.6 Katesol bilesigine ait H've C**-NMR degerleri

NO | DEPT H* ch

1 8,74

2 C 145

3 CH 6,69 116,12
4 CH 6,57 119,66

4.1.7. Protokatesik asit bilesiginin NMR spektrumlari

Protokatesik asit bilesigi sefadex 4-2-6. fraksiyondan saflastirilarak izole edildi ve
yapist DMSO ¢oziiciinde alinan NMR spektrumlari kullanilarak belirlendi (Sekil 4.38).

6 O7
S 1 OH
4'"HO 4 Y3 2
OH
3|

Sekil 4.38 Protokatesik asit bilesiginin kimyasal formulii

C"™ NMR spektrumunda (Sekil 4.39) 167,87 de alinan sinyal yapidaki bir karbonil

grubunun varligini desteklemektedir.
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CANKIRI KARATEKIN UNV O
ARASTIRMA MERKEZI
NUMUNE KODU: 426 6 7
KARBON NMR 5
1 OH
2
4'HO"4 Y3
OH
3!
173 170 165 160 133 130 145 140 135 130 125 120 115

ppm

Sekil 4. 39 Protokatesik asit C*> NMR spektrumu

Diger karbon degerlerinin aromatik bolgede olmasi ve H'-NMR (Sekil 4.40) da

gbzlenen 12 ppm istiindeki H sinyali yapinin bir fenolik asit oldugunu gostermektedir.

PROTON NMR 6 7
0 1 OH
4'"HO 4 Y73 2
OH
e

T T T T T T
12 11 10 9 8 7

Sekil 4. 40 Protokatesik asit H'-NMR spektrumu

9,24 ve 9,63 ppm deki H sinyallerinin HSQC (Sekil 4.41) de karbona atomuna bagl
olmadigi tespit edildiginden yapida OH gruplarinin varligi belirlendi.
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00| CANKIRI KARATEKIN UNV
| ARASTIRMA MERKEZI
1 NUMUNE KODU: 426
1 nsqc NMR 6 (e}
100 5 7
] 17 OH
g ] 2
S0 4'HO4 Y3
s
= ® OH
i ’u 3!
120
1 -]
130
140
150
T T T T T T T T
85 80 75 70 65 o0 55 50
F2 (ppm)

Sekil 4. 41 Protokatesik asit HSQC NMR spektrumu

5 ve 6 nolu karbonlara bagli protonlarin COSY etkilesimleri aromatik halkada komsu

olduklarini gosterdi (Sekil 4.42).

E CANKIRI KARATEKIN UNV
- ARASTIRMA MERKEZI
- NUMUNE KODU: 426

7 cosy NMR O
6.0

OH

b

Vs

o ] 4" HO 4 32

s , OH
0.0 E 3'

100 —:

8.5 8.0 7.5 70 6.5 6.0 5.5
F2 (ppmy

Sekil 4. 42 Protokatesik asit COSY NMR spektrumu

Aromatik bolge karbonlarmin HMBC etkilesimleri tespit edilerek yapidaki OH
gruplariin konumlar belirlendi (Sekil 4.43).
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100
- CANKIRI KARATEKIN UNV

J  ARASTIRMA MERKEZI

NUMUNE KODU: 426

B0 HMBC NMR

120

FL (ppm)
B

140
lﬁuj -3 =
160
170 ]

180

T T T T T T T
8.5 8.0 7.5 70 6.5 6.0 5.5

F2 (ppm)

Sekil 4. 43 Protokatesik asit HMBC NMR spektrumu
Literatiir taramas1 sonucu yapinin limonda ve birgok bitkisel kaynakta yaygin olarak

bulunan protokatesik asit oldugu belirlenmistir (TODA et al. 1985).
Molekiiliin H* ve C®¥ NMR degerleri asagida ki tabloda verilmistir (Tablo 4.8).

Tablo 4. 7 Protokatesik asit H* ve C** NMR verileri

NO |DEPT H! ct

1 C 122,08
2 CH 7,30 117,04
3 C 145,31
4 C 150,44
5 CH 6,75 115,85
6 CH 7,26 122,37
7 C 167,87
3 9,24

/R 9,63
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4.1.8. Benzenetriol bilesignin NMR spektrumlar

Benzenetriol bilesigi sefadex 4-3-2. silika 1. Fraksiyondan saflastirildi ve yapist DMSO
¢oziiciisiinde alinan NMR spektrumlart ile belirlendi (Sekil 4.44).

HO 4

HO 1 Y2

1 OH
2'

Sekil 4. 44 Benzenetriol bilesiginin kimyasal formulii

C™ NMR (Sekil 4.45) degerlerinin aromatik bolgede yer almasi ve dort karbon atomuna

ait sinyallerin varligi, yapida bir simetrinin oldugunu gostermektedir.

CANKIRI KARATEKIN UNV
ARASTIRMA MERKEZI
NUMUNE KODU: 4321
KARBON NMR

T T T T T T T
1le0 150 140 130 120 110 100
ppm

Sekil 4. 45 Benzenetriol C** NMR spektrumu
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H' NMR spektrumundaki H sinyalleri (Sekil 4.46) ve HSQC den elde edilen veriler
(Sekil 4.47) yapida bir C-H 1 ve OH grubunun simetrik oldugunu gosterdi.

CANKIRI KARATEKIN UNV

ARASTIRMA MERKEZI

NUMUNE KODU: 4321

PROTON NMR

J Jt o . L ~
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 T T T T
88 8.6 84 8.2 8.0 78 76 74 72 70 6.8 6.6 6.4 6.2
ppm

Sekil 4. 46 Benzenetriol H-NMR spektrumu

"] CANKIRI KARATEKIN UNV
ARASTIRMA MERKEZI
NUMUNE KODU: 4321
1 HSQCNMR
80|
o0
s
s
H]
-
Cioo]
110 @
120 e
130
T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
7.2 7.0 6.8 6.6 6.4 6.2 6.0 5.8 5.6 5.4
F2 (ppm)

Sekil 4. 47 Benzenetriol HSQC NMR spektrumu
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6,21 ve 6,38 ppm de protonlarin rezonans olduklart H'-NMR ve COSY spektrumlariyla
belirlenmistir (Sekil 4.48). Molekiiliin tam yapist HMBC etkilesimleri ile belirlendi
(Sekil 4.49).

CANKIRI KARATEKIN UNV
q ARASTIRMA MERKEZI

40 4 NUMUNE KODU: 4321

9 COSY NMR

)
'

7.0 é
A —f
8.0 —E e
8.5 é

9.0 —:

9.5

T T T T T T T T T T
8.5 8.0 7.5 7.0 6.9 6.0 2.9 2.0 4.5 4.0

F2 (ppmy

Sekil 4. 48 Benzenetriol COSY NMR spektrumu

i CANKIRI KARATEKIN UNV
703 ARASTIRMA MERKEZI

i NUMUNE KODU: 4321
HMBC NMR

T T
10.0 9.5 9.0 8.5 8.0 7.5 7.0 6.5 6.0 5.5 5.0 4.5
F2 (ppm)

Sekil 4. 49 Benzenetriol HMBC NMR spektrumu
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Literatiirde yapilan taramalar bu bilesigin limon kabugu gibi bir¢ok kaynaktan izole
edilmis bir fenol tiirevi olan benzenetriol oldugunu dogruland: (Popoff and Theander
1976).

Molekiiliin H' ve C* NMR degerleri asagida ki tabloda verilmistir (Tablo 4.9).

Tablo 4. 8 Benzenetriol molekiiliine ait H ve C** NMR verileri

NO DEPT H* ch

I 7,94
C 133

2 C 146
CH 6,38 118,75
CH 6,21 107,66

2’ 8,68

4.1.9. Diglikolik anhidrit bilesiginin NMR spektrumlari

Diglikolik anhidrit bilesigi sefadeks 4-3-2 silika 2 fraksiyondan saflastirildi ve yapisi
DMSO ¢oziiciisiinde alinan NMR spektrumlari kullanilarak aydinlatildi (Sekil 4.50).

1 '
HO. . OH?
2
v
H O 3 H

Sekil 4. 50 Diglikolik anhidrit bilesiginin kimyasal formiili
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NMR verilerinde bilesik i¢inde bulunan safsizliklarin siniflandirilmasi sonucu bir
molekiile ait 2 C sinyalinin varlig1 gézlendi ve bu karbonlara bagli protonlar HSQC de

tespit edildi (Sekil 4.51).

03
J CANKIRI KARATEKIN UNV
= ARASTIRMA MERKEZI
204 NUMUNE KODU: 4322
1 HSQCNMR
403 .
2 7
E
260
=
= ]
80
E +
100
1203 [
E '
1403
1603, . . - . - T T T T T T
14 12 10 8 6 4 2 0 2

F2 (ppm)

Sekil 4. 51 Diglikolik anhidrit HSQC NMR spektrumu

CANKIRI KARATEKIN UNV
ARASTIRMA MERKEZI
NUMUNE KODU: 4322
KARBON NMR

ppm

Sekil 4. 52 Diglikolik anhidrit C** NMR spektrumu
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Yapida 2 H sinyali olmas1 ve etkilesim goriilmemesi nedeniyle molekiilde bir simetri

oldugu H-NMR dan belirlendi (Sekil 4.53).

CANKIRI KARATEKIN UNV/
ARASTIRMA MERKEZ|
NUMUNE KODU: 4322
PROTON NMR

Sekil 4. 53 Diglikolik anhidrit H-NMR spektrumu

H'-NMR spektrumunda (Sekil 4.53) tek C-H gozlenmesi diger karbon atomunun
quarterner olmasi ve bu karbonla OH grubunun etkilesimi HMBC den tespit edildi
(Sekil 4.54).

CANKIRI KARATEKIN UNV
ARASTIRMA MERKEZI
NUMUNE KODU: 4322
HMBC NMR

-

o Fippmy,
5 8 B B o =

s ° ©
P RS PR ETE T ETETY FNUTY FRURY FETRE FUNTE FRRTE [RRR RRTRU BRRTE

Sekil 4. 54 Diglikolik anhidrit HMBC NMR spektrumu.
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Molekiiliin H' ve C* NMR degerleri asagida ki tabloda verilmistir (Tablo 4.10).

Tablo 4. 9 Diglikolik anhidrit bilesigine ait H* ve C** NMR degerleri

NO DEPT H! ch
2 8,90

2 C 159
3 CH 5,63 94,56

4.1.10. Eriodiktiol bilesiginin NMR spektrumlari

Eriodiktiol bilesigi sefadeks 4-3-4. silka 1. Fraksiyondan yiiksek saflikta izole edildi ve
yapist DMSO ¢oziiclisiinde alinan NMR spektrumlart kullanilarak belirlendi (Sekil
4.55)

OH O
5"
Sekil 4. 55 Eriodiktiol bilesiginin kimyasal formiilii

C ® NMR spektrumundan (Sekil 4.56) 4 nolu karbonda (176 ppm) bir karbonil
grubunun varlig1 ve 12 ppm {lizerinde bir H sinyali gézlenmesi ile yapida bir karbonil

OH etkilesmesi oldugu belirlendi (Sekil 4.57).
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CANKIRI KARATEKIN UNV
ARASTIRMA MERKEZ|
NUMUNE KODU: 4341
KARBON NMR

Sekil 4. 56 Eriodiktiol bilesigine ait C®NMR spektrumu

CANKIRI KARATEKIN UNV
ARASTIRMA MERKEZI
NUMUNE KODU: 4341
PROTON NMR

n L

T T T T T T T T T T
12 11 10 9 8 7 ] a 4 3

Sekil 4. 57 Eriodiktiol bilesigine ait H-NMR spektrumu

3 nolu karbona bagli diastropik protonlarin varligt HSQC spektrumundan tespit edilerek
(Sekil 4.58) 5,33 ppm deki H ile etkilestigi COSY (Sekil 4.59) spektrumundan teyit
edildi.
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1 CANKIRI KARATEKIN UNV
40 ARASTIRMA MERKEZI [}
1  NUMUNE KODU: 4341 ™ -
S0 HSQCNMR
60_]
£ 704
s
E 4
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100
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T T T T T T T
g i [ 3 4 3 2
F2 (ppmy

Sekil 4. 58 Eriodiktiol bilesigine ait HSQC NMR spektrumu

1]
CANKIRI KARATEKIN UNV
] ARASTIRMA MERKEZ|
24 NUMUNE KODU: 4341
7 COSY NMR
-
3]
a -
£ 4]
=
jn
5]
6] -
27 -
8|
g9_|
T T T T T T T
8 7 6 5 4 3 2
F2 (ppm)

Sekil 4. 59 Eriodiktiol bilesigine ait COSY NMR spektrumu

2 nolu karbonun B halkasindaki karbonlarla etkilesimi HMBC den bulundu (Sekil 4.60).
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CANKIRI KARATEKIN UNV
E ARASTIRMA MERKEZ|
60 NUMUNE KODU: 4341
3 HMBC NMR

T
12

T
11

F2 ppmy

Sekil 4. 60 Eriodiktiol bilesigine ait HMBC NMR spektrumu

6 ve 8 nolu karbonlara bagl protonlarin meta etkilesmesi H-NMR spektrumundan
belirlenerek HMBC (Sekil 4.60) etkilesimleri ile tam konumlar tespit edildi. Molekiiliin
H' ve C®*NMR degerleri agsagida ki tabloda verilmistir (Tablo 4.11).

Tablo 4. 10 Eriodiktiol bilesigine ait H 've C** NMR degerleri

NO | DEPT H! ch

2 CH 5,33 79

3 CH, 2,66-3,12 42,64
4 C 176

5 C 163,85
6 CH 5,84 95,63
7 C 167,05
8 CH 5,84 96,21
9 C 163,28
10 |C 102

I |C 130

2> | CH 6,83 114,78
3 |C 1456
4 |cC 146,09
5 | CH 6,71 115,78
6> |CH 6,71 118,42
4> 9,11

5 12,10
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H!-NMR da asag1 alana kayan aromatik bolge karbonlari (5, 7, 3’ ve 4°) ve 9,11 ppm de
gozlenen H'-NMR sinyalleri bu karbonlara OH gruplarmin bagli oldugunu
gostermektedir. Bu durumdan bilesigin bir flavanoit oldugu belirlendi. Literatiir
taramalar1 ile molekiiliin limon ve narenciye tiirlerinde bulunan bir flavanoit olan

eriodiktiol oldugu tespit edildi (Miyake et al. 1997b).

4.1.11. p- kumarik asit bilesiginin NMR spektrumlar:

p-kumarik asit bileseni sefadeks 3-4-1. fraksiyondan saflastirildi ve yapisi DMSO
¢oziiclisiinde alinan NMR spektrumlari kullanilarak belirlendi (Sekil 4.61).

HO 4 3

Sekil 4. 61 p-kumarik asit bilesiginin kimyasal formiilii

C® NMR (Sekil 4.62) verilerinde belirlenen 168 ppm degeri bir karbonil grubunu

gostermektedir.

68



130,514
116.176

160.024
144.560

125.717
—115.824

170 160 150 140 130 120 110 100

Sekil 4. 62 p-kumarik asit bilesigine ait C®¥ NMR spektrumu

Molekiilde 4 farkli areomatik proton oldugu HSQC NMR spektrumundan belirlenmistir
( Sekil 4.63).Ayrica H! NMR spektrumunda 12 ppm degerinde gozlenen yayvan pik
molekiiliin bir fenolik asit olduguna isaret etmektedir (Sekil 4.64).

Sekil 4. 63 p-kumarik asit bilesigine ait HSQC NMR spektrumu
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2481
2479

7492
7478
6.771

7432
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Sekil 4. 64 p-kumarik asit bilesigine ait H'-NMR spektrumu

HMBC (Sekil 4.65) ve COSY spektrumundan (Sekil 4.66) karbonil grubuna komsu 5 ve
6 nolu karbonlara bagli komsu protonlarin varligi belirlenmis ve bu yapinin bir aromatik

halkaya baglandig: tespit edildi.

T T T T T T T T T
9 8 7 [ = < 3 2 1
F2 (ppm)

Sekil 4. 65 p-kumarik asit HMBC NMR spektrumu
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Sekil 4. 66 p-kumarik asit bilesigine ait COSY NMR spektrumu

Aromatik halkada protonlarin digerleri ile karsilastirilmasi aromatik bolgedeki iki
protonun simetrik oldugunu gostermistir. H-NMR daki OH sinyalleride aromatik
bolgede simetriyi saglayacak sekide konumlanacagindan yapinin p- kumarik asit oldugu
tespit edildi. Literatiir karsilastirmalarindan yapir dogrulanarak bilesigin limon

kabugunda bulundugu belirlendi (Hoff et al. 1994).

Molekiiliin H* ve C** NMR degerleri asagida ki tabloda verilmistir (Tablo 4.12).

Tablo 4. 11 p- kumarik asit bilesigine ait H' ve C'* NMR degerleri

NO | DEPT H! ch

1 C 125,75
2 CH 7,48 130,47
3 CH 6,79 116,19
4 C 159,03
5 CH 7,45 144,63
6 CH 6,25 115,89
7 C 168
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4.1.12. 2-hidroksi-4-metoksi-benzenepropanoik asit bilesiginin NMR spektrumlari

2-hidroksi, 4-metoksi-fenilpropanoik asit bilesigi 4-3-4. fr den kristallendirilerek
saflastirildi. Bilesigin yapisi d-DMSO da alman NMR spektrumlart kullanilarak
belirlendi (Sekil 4.67).

Sekil 4. 67 2-hidroksi 4-metoksi fenilpropanoik asit bilesiginin kimyasal formiilii

175 ppm de gozlenen c' sinyali yapida bir karbonil grubunun varligini, 110 ppm ile
160 ppm arasinda gozlenen 6 adet karbon sinyali aromatik bir halkanin var oldugunu

gostermektdir (Sekil 4.68).

bbbl

170 160 150 140 130 120 110 100 00 80 70 60 50 40 30
ppm

Sekil 4. 68 2-hidroksi 4- metoksi fenilpropanoik asit bilesigi C **> NMR spektrumu
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H-NMR spektrumunda goriilen 12 ppm deki asidik OH sinyali ve 6-8 ppm arasinda
gozlenen aromatik H sinyalleri molekiiliin bir fenolik asit oldugunu belirtir. Ayrica H'
NMR spektrumunda 3.62 ppm de bir metoksi grubu ve 2.37 ile 2.62 ppm araliginda 2
alkil H sinyali gortilmektedir (Sekil 4.69).

2377

T T T T T T T T T T T
12 11 10 9 8 7 6 2 a 3 2
ppm

Sekil 4. 69 2-hidroksi 4- metoksi fenilpropanoik asit bilesigi H *-NMR spektrumu

2.37-2.62 ppm araligindaki Hsinyalerinin CH; grubu oldugu HSQC spektrumundan
belirlenmistir. HSQC spektrumunda ayrica 3 aromatik proton ve metoksi grubuna ait H

sinyalleri de gozlenmektedir (Sekil 4.70).
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Sekil 4. 70 2-hidroksi 4- metoksi fenilpropanoik asit bilesigi HSQC NMR spektrumu

CH; gruplarinin birbirine komsu protonlar olduklari COSY spektrumundaki
etkilesmelerden tespit edildi. COSY spektrumunda goézlemlenen aromatik
etkilesmelerde 6.25 ve 6.91 ppm deki H sinyallerinin benzen halkasinda birbirlerine
orto konumda oldugu belirlendi (Sekil 4.71).

FL (pm)
|

Sekil 4.71 2-hidroksi 4- metoksi fenilpropanoik asit bilesigi COSY NMR spektrumu

HMBC spektrumunda karbonil grubunun CH, gruplariyla etkilesmelerinin gézlenmesi
ve aromatik halkayla etkilesmesinin bulunmamasi karbonil grubunun alkil zincirinin uc

kisminda olgunu gosterdi. Metoksi grubunun benzen halkasiyla olan etkilesimi tespit
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edilerek 156 ppm deki 4 numarali karbona bagli oldugu belirlendi. 6 nolu karbon

atomunun CH; gruplartyla etkilesiminin belirlenmesi orto konumlu aromatik

protonlarin alkil grubuna en yakin konumda oldugunu gosterdi (Sekil 4.72).

40

Sekil 4. 72 2-hidroksi 4- metoksi, benzenepropanoik asit bilesigi HMBC NMR

spektrumu

Molekiiliin H' ve C* NMR degerleri asagida ki tabloda verilmistir (Tablo 4.13).

Tablo 4. 12 2-hidroksi 4- metoksi fenilpropanoik asit H' ve C'* NMR degerleri

NO | DEPT H-NMR CEBNMR
1 |C 119,66
2 |C 159,06
3 |CH 6,33 101,64
4 |C 156,06
5 |CH 6,26 104,57
6 |CH 6,01 130,50
7 | CH, 2,63 26,06
8 |CH, 2,38 34,58
9 [C 174,59
4 | CHs 3,63 55,19
2’ 9,32

9 12,00
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4.1.13. Umbelliferon bilesiginin NMR spektrumlari

Umbelliferon molekiilii 3-4-4. fraksiyondan izole edildi ve yapis1t D-DMSO
¢oziiclistinde alinan NMR spektrumlar1 kullanilarak belirlendi (Sekil 4.73).

7 1
HO 8 O O
LI
6 /3
5 94

Sekil 4. 73 Umbelliferon bilesiginin kimyasal formiilii

H'-NMR spektrumunda gozlemlenen 4 dublet sinyali yapida birbirine komsu halde iki

grup orto konumlu aromatik protonlarin varligini gostermektedir (Sekil 4.74).

DA W LWWJ‘VL\*_M

DR R T TR LR R L RN E R SRR R R RN PR LR R AR R TR RN R ETRARAYRLS

7.8 7.6 7.4 7.2 7.0 6.8 6.6 6.4 6.2 6.0 5.8
ppm

ekil 4. 74 Umbelliferon bilesiginin H'-NMR spektrum
g p
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C ® NMR spekrumunda gdzlenen aromatik karbon sinyalleri yapinin aromatik bir halka
ve agag1 alandaki karbonil karbonu sinyali (161ppm) aromatik halkaya bagl bir yapinin
var oldugunu géstermektedir (Sekil 4.75).

€K1l 4. mbeliIeron d1l€§1ginin spektrumu
kil 4. 75 Umbelliferon bilesiginin C** NMR spek

COSY spektrumunda gdzlenen 7.91 ppm-6.18 ppm ve 7.50-6.77 ppm etkilesimleri H'-
NMR spekrumundaki dublet etkilesimlerin hangi protonlar arasinda oldugunu
belirtmektedir (Sekil 4.76).

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
8.4 8.2 8.0 7.8 7.6 74 7.2 7.0 6.8 6.6 6.4 6.2 6.0
F2 (ppm)

Sekil 4. 76 Umbelliferon bilesiginin COSY NMR spektrumu
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Sekil 4. 77 Umbelliferon bilesiginin HSQC NMR spektrumu

Bu dogrultuda yapida komsu iki CH aromatik grubun varligi tespit edilmis olup bu
gruplarin tam konumlart HMBC spektrumundan tespit edildi (Sekil 4.78).
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Sekil 4. 78 Umbelliferon bilesiginin HMBC NMR spektrumu
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HMBC etkilesimlerinden daha 6nceki analizlerde de gozlendigi gibi 6.18-7.91 ppm de
komsu protonlarin 161 ppm karbonil karbonuna komsu olduklar1 ve yapinin spesifik
kumarin 6zelligi gosterdigi tespit edilmistir. Spektrumlardaki proton sinyallerinin CH
olduklar1t HSQC NMR spektrumundan belirlenerek, karbonil karbonuna komsu 6,18
ppm deki protonun benzen halkasindaki 130 ppm etkilesimi goriildii. Proton
sinyallerinde agag1 alanda gozlenen OH grubunun benzen halkasinda oldugu ve 6.69
ppm deki singlet proton sinyalinin 112 ppm de HMBC etkilesimi goriilmiis ve yapinin

umbelliferon oldugu tespit edildi.

Molekiiliin H' ve C* NMR degerleri asagida ki tabloda verilmistir (Tablo 4.14).

Tablo 4. 13 Umbelliferon bilesiginin H' ve C ** NMR degerleri

NO | DEPT H! o, -

2 |C 161,75
3 |CH 6,18 111,78
4 |CH 7.91 145,08
5 |CH 7.50 130,24
6 |CH 6,76 113,56
7 |cC 155,96
8 |CH 6,69 102,,61
9 [C 160,81
10 |[C H1 113,56

4.1.14 . Hesperetin bilesiginin NMR spektrumlari

Hesperetin bilesigi 4-10. fr den izole edildi ve yapist D-DMSO da alinan NMR
spektrumlari kullanilarak belirlendi (Sekil 4.79).
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Sekil 4. 79 Hesperetin bilesiginin kimyasal formiilii

H!-NMR da gbzlenen 12 ppm singlet OH sinyali yapida karbonil karbonu ile hidrojen
bagi yapildigini gostermektedir. Ayrica H-NMR “de (Sekil 4.80) gdzlenen aromatik
bélge sinyalleri bilesigin aromatik halkaya sahip oldugunu gostermektedir. H'-NMR
spektrumundaki sinyaller dikkate alindiginda yapinin bir flavanon oldugu

goriilmektedir.

LJ i

ekil 4. 80 Hesperetin bilesiginin H* NMR spektrumu
p g p

C®NMR spektrumu incelendiginde 198 ppm deki karbonil karbonu yapimin flavanoid
oldugunu desteklemektedir (Sekil 4.81).
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ekil 4. 81 Hesperetin bilesiginin C** NMR spektrumu
P g P

COSY spektrumu incelendiginde alifatik bolgede ve aromatik asagi alandaki
etkilesimler géze ¢arpmaktadir (Sekil 4.82). Alifatik bolgedeki etkilesimlerde HSQC
spektrumunda CH, grubu olarak tespit edilen protonlarin (2.69 -3.19 ppm) ayn1 karbon
atomuna bagl olduklar1 (43,27) ve birbirleri ile etkilestikleri goriilmektedir (Sekil 4.83).
Bu tiir diastrotopik protonlarin komsu karbonu kiral bir merkezdir ve flavanonlarin

genel bir karakteristik 6zelligidir.

F1 (ppm)
&
1

T T T T T T T
8 7 6 E 4 3 2
F2 ppmy

Sekil 4. 82 Hesperetin bilesiginin COSY NMR spektrumu
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Sekil 4. 83 Hesperetin bilesiginin HSQC NMR spektrumu
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Sekil 4. 84 Hesperetin bilesiginin HMBC NMR spektrumu

HSQC spektrumu incelendiginde ii¢ tane singlet proton oldugu goriilmektedir(5.85,
5.87, 6.89). 5.85 ve 5.87 protonlarmin HMBC etkilesimleri incelendiginde A
halkasindaki olduklar1 gériilmiistiir (Sekil 4.84). Alifatik bolgedeki etkilesimlerden yola
cikarak kiral merkez protonuyla etkilesen karbonlar tespit edilerek B halkasi ve bu
halkaya bagli H'-NMR sinyallerinde goriilen metoksi grubunun konumu saptanmistir.
Tahmini program c¢izimleri ve literatiirdeki taramalar yapiin hesperetin oldugunu

gostermistir (Maltese et al. 2009).
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Molekiiliin H' ve C* NMR degerleri asagida ki tabloda verilmistir (Tablo 4.15).

Tablo 4. 14 Hesperetin bilesiginin NMR degerleri
NO | DEPT H' c®
1
2 CH 5,42 78,77
3 CH2 2,69-3,19 43,27
4 C 196,73
5 C 163,91
6 CH 5,85 96,13
7 C 167,1
8 CH 5,87 95,36
9 C 163,25
10 |C 102,1
1’ |C 131,61
2> |CH 6,89 114,61
3’ |C 146,42
4 | C 148,33
5 |CH 6,84 118,29
6° |CH 6,91 112,48
4 | CH3 3,77 56,31

4.2.HPLC-TOF/MS analizi sonuglari

Limon etil asetat ekstresi HPLC-TOF/MS cihazinda ana bilesenleri standartlara gore
belirlendi ve asagidaki kromatogram elde edildi (Sekil 4.85). Kiitliphane taramasina

gore bu bilesiklerin molekiil formiilleri belirlendi.
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Sekil 4. 85 Limon posasi etilasetat ekstresine ait HPLC-TOF/MS kromatogrami,

Kromotogramda gosterilen oklara ait molekiiller tabloda verilmistir (Tablo 4.17).

Tablo 4. 15 HPLC-TOF/MS kiitiiphane taramasi sonucu belirlenen bilesikler

Sira | Molekiil ad1 Molekiil formiilii
1 Gallik asit o
HO OH
HO
OH
2 Furancarboxylic acid 0]
o OH
\ |
3 Gentisik asit O
HO
L
OH
4 Pirogallol HO
HO ;
OH
5 Protokatesik asit O
OH
HO
OH
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6 Dihidroksifenilpropionik O
asit
OH
HO
OH
7 m-salisilik asit O
OH
8 Katesol HO
HO
9 Eudesmik asit O
@)
/ OH
3
O\
10 | Rutin O
o 9
O
OH O A .OH
%o <" “OH
HO_QO OH
HO  OH
11 | p-kumarik asit O
Y™
HO
12 | Dihidroguercetin @O
HO O o
OH
OH O
13 | Hesperidin
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14 | Lomatin OH
¢ 0._0
=
15 | 4-hydroxy3- O
methoxyphenil propionik
asit OH
OH
16 | 4-methyllumberriferyl
beta-D-glukuronoid
17 | Skopoletin
18 | Sitropten
19 | Eriodiktiol
20 | Morin
21 | Tamariksetin
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22 | Limonin

Tespit edilen ana bilesenler arasindan 14 bilesen izole edilip yapilar1 belirledi, bu
bilesenlerden 9’una ait kromatografik pikler kiitiiphane taramasi sonucu RT degerlerine

gore belirlendi ve asagida ki kromatogramda gosterildi (Sekil 4.86).

0 ¥ |- B S oo EA A

' 3

. 2 J/ 8 9
«s 7

U5 | 15 ? 25 4 45 4 45 § 85 & G5 7 75 4 45 8 95 W W5 I U5 2 125 3 195 15 145 05 135 05 165 17 73 03 1d5 19 195 M MS 0 NS B M3 7 M5 M M3 B AS X Xs o
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Sekil 4. 86 izole edilen bilesiklerin piklerini gosteren HPLC/TOF-MS kromatogrami

Izole edilen bilesiklerin kiitiiphane taramasmna gore kromatogramdaki yerleri; (1)-
benzenetriol, (2)- protokatesik asit, (3)- katesol, (4)- p-kumarik asit, (5)- hesperidin, (6)-

skopoletin, (7)- sitropten, (8)- eriodiktiol, (9 )- limonin

Standart bilesenlere gore EA limon posasi ekstresine yapilan HPLC-TOF/MS
analizinden elde edilen verilerine gore ana bilesenleri gosteren tablo asagida verilmistir
(Tablo 4.19).
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Tablo 4. 16 HPLC-TOF/MS de standartlara gore belirlenen ana bilesenler ve miktarlar

Madde Ad1 Madde miktar1 (mg/kg)
Gentisik asit 127,11
4-hidroksi benzoik asit 11,15
protokatesik asit(2) 3,56
kafeik asit 2,74
vanilik asit 8,13
siringik asit 1,2
Rutin 1,73
Polidatin 3,33
kuargetin-3-6-D-glukozit 0,32
Naringin 1,8
Diosmin 6,25
Taksifolin 1,15
Hesperidin(5) 17,79
Neohesperidin 11,02
Morin 1,67
Kuargetin 0,18
sinnamik asit 0,58
gallik asit 2,66
fumarik asit 3,51
sinapik asit 9,32
p-kumarik asit(4) 59,78
Katesin 0
4-hidroksi benzaldehit 0
ferulik asit 7,48
Apigenin 0,75
Diosmetin 0
Eupatorin 0
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4.3.AKTiVITE VERILERI

4.3.1. Limonin (LMN) ve limon posas1 etilasetat ekstresinin (LPEA) toplam

antioksidan aktivite testi sonuclari

1000 - d d 010 pg/ml
] 025 pg/ml
S _ 800 - .
_:4‘; = @50 pg/ml
c 2 d
S € 600 - @100 pg/ml
23 g
.g Ia
cs ° -
e g 400 .
=3
g c b
= 200 - b

b
a a a a
O T T T
LMN LPEA BHT TBHQ TRX
Ornekler

Sekil 4. 87 Limonin ve limon posasi etil asetat ekstresi antioksidan aktiviteleri

Total antioksidan aktivite tayini i¢in kullanilan Mo (VI1)’ nin Mo (V )’e indirgenmesine
dayali yontem sonucunda limon atiklarindan saflastirilan limonin molekiiliiniin
standartlarin hepsinden daha yiiksek aktivite gosterdigi tespit edildi. Ayn1 sekilde ham

ekstrenin de standartlar kadar yiiksek total antioksidan aktivite gosterdigi belirlendi.
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4.3.2. Limonin (LMN) ve limon posas: etilasetat ekstresinin (LPEA) indirgeme
giicii testi sonuclari

1,00 - 010 ug/ml - 025 pg/ml
. 050 pg/ml @100 pg/ml
0,80 -
=
=}
S d
= 0,60 -
Hei ¢
3
> c -
£ 040 - ab ¢
2 : : :
o
£ a :
0,20 - a @ a a
a a a @
0,00 ’_} T T
LMN LPEA BHT TBHQ TRX
Ornekler

Sekil 4. 88 Limonin ve etil asetat ekstresinin indirgeme giicii degerleri

Fe*? iyonlarinin standartlara gore indirgenme giicli karsilastirilmasinda kullanilan
spektrometrik 6l¢iimler sonucu elde edilen veriler etil asetat limon posasi ekstresinin ve
bu ekstreden izole edilen limonin molekiiliiniin standartlardan c¢ok daha diisiik bir

indirgeme giicii diizeyi gosterdigi tespit edildi (Sekil 4.88).

4.3.3. Limonin (LMN) ve Limon posasi etilasetat ekstresinin (LPEA) serbest

radikal giderme aktivite sonuclari

DPPH' serbest radikaline karsi, standartlar TBHQ, BHT, troloks’e gore EA limon posasi
ekstresi ve saflagtirilan limonin molekiiliiniin olugsan serbest radikalleri giderme
aktivitesi 517 nm dalga boyunda yapilan Slgimlerle belirlenmistir. Limonin ve etil
asetat limon posasi ekstresinin DPPH' giderme aktivitesinin standartlardan daha diisiik

oldugu gozlendi (Sekil 4.89).
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Sekil 4. 89 Limonin ve etil asetat ekstresi serbest radikal giderme aktiviteleri

4.3.4. Limonin (LMN) ve limon posas1 etilasetat ekstresinin (LPEA) metal

selatlama aktivite sonuclar

100 - T

—E—
OLMN OLPEA BEDTA
=X
.+ 80 -
§ b
=z
a c
£
% 40 bc b
gl : ; :
s 20 %
[
=
0 T T T 1
10 pg/ml 25 pg/ml 50 pg/ml 100 pg/ml
Konsantrasyon

Sekil 4. 90 Limonin ve etil asetat ekstresinin metal selatlama aktivite grafigi

EDTA ile karsilastirmali olarak gerceklestirilen konsantrasyona bagli metal selatlama

aktivitesi testinde limonin ve etil asetat ekstresinin EDTA standardindan daha diisiik bir

metal selatlama aktivitesi gosterdigi tespit edildi (Sekil 4.90).
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4.3.5. Limonin (LMN) ve Limon posasi etilasetat ekstresinin (LPEA) H,0,
giderme aktivite sonugclar:

80 - 010 pg/ml
— d a 5 . 025 pg/ml
8 bc @50 pug/ml
2 60 a% d
< % bc a
[5)
g a ab b2
5 40 -
E’é’ ab 8 a
% a
g 20 - a 2 .
5
g
.-9 O T T T T
= LMN LPEA BHT TBHQ TRX
Ornekler

Sekil 4. 91 Limonin ve etil aetat ekstresinin peroksit giderme aktiviteleri

Farkli derisimlerde saflagtirilan limonin molekiilii ve etil asetat limon posasi ekstresi
standartlarla karsilastirmali H,O, giderme testine tabi tutulmustur. Limonin ve atil asetat
ekstresinin standartlardan ¢ok daha yiiksek bir H,O, giderme aktivitesi sergiledigi
belirlendi (Sekil 4.19).
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4.3.6. Limonin (LMN) ve limon posasi etilasetat ekstresinin (LPEA) linoleik asit
peroksidasyon inhibisyonu aktivite sonug¢lari

100 c b b g10 pg/ml 025 pg/ml
a
c —1—_%_ E50 pg/ml @100 pg/miy
80 - a b
X b p - b
. b
= % a c
S60 - = a
>

2

inhibis

N
o
1
-
o

Linoleik asit peroksidasyonu

N
o
1

LMN LPEA BHT TBHQ TRX
Ornekler

Sekil 4. 92 Limonin ve etil asetat ekstresinin linoleik asit peroksidasyonu inhibisyonu
aktiviteleri

Linoleik asidin peroksidasyonuna karsi standartlar BHT, TBHQ TRX ‘e gore
saflastirilan limonin molekiilii ve eti asetat limon posaasi ekstresi karsilastirmali aktivite
testine tabi tutuldu. Konsantrasyona bagli deneyler sonunda limonin molekiiliiniin
konsantrasyon artirildikca standarlardan daha yliksek bir peroksidasyon aktivitesi
sergiledigi belirlendi. EA ekstresinin ise konsantrasyondan bagimsiz neredeyse ayni
seviyede bir aktivite gosterdigi belirlendi (Sekil 4.92). Bu durum lineloik asit
peroksidasyonunun ekstre tarafindan Onlenmesinde ekstredeki farkli maddelerin

limoninden daha aktif bir rol oynadigin1 gostermektedir.
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4.3.7. Kanser aktivite testi

Protokatesik asit PC3 kanser hiicre hattina karst 10, 50, 100 pg/mL dozajinda in vitro
ortamda aktivite testine tabi tutuldu. Test sonuglarina gére her bir dozajin herhangi bir
aktivite gostermedigi belirlendi ve her dozda PC3 hiicrelerinin kontrol grubuyla ayni
diizeyde cogaldigi bulundu. Protokatesik asidin prostat kanseri hiicre hattina karsi

herhangi bir antiproliferatif aktivitesi olmadigi tespit edildi (Sekil 4.93).

= 100 — 50 — 10 —=kontrol —Besiyeri

Cell Inden

Tima {in How]

Sekil 4. 93 Protokatesik asitin PC3 hiicre hattina kars1 antiproliferasyon aktiviteleri
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Sekil 4. 94 Diglikolik anhidrit bilesiginin PC3 hiicre hattina karsi antiproliferasyon
aktiviteleri

Etil asetat limon posasindan izole edilen diglikolik anhidrit bilesigi PC3 kanser hiicre
hattina kars1 farkli konsantrasyonlarda test edilmistir. Deneyler sonunda higbir

antiproliferatif aktivite gostermedigi belirlendi (Sekil 4.94).
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Sekil 4. 95 Limonin bilesiginin PC3 hiicre hattina kars1 antiproliferasyon aktiviteleri

EA limon posast ekstresinden yiiksek saflikta izole edilen limonin triterpenoit bilesigi
PC3 kanser hiicre hattina kars1 test edildi. Deneyler neticesinde tiim derigimlerin kontrol

grubuyla ayni diizeyde ¢ogaldig1 ve hicbir aktivite gostermedigi bulundu (Sekil 4.95).
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Sekil 4. 96 Eriodiktiol bilesiginin PC3 hiicre hattina kars1 antiproliferasyon aktivteleri

Eriodiktiol flavanoidi PC3 kanser hiicre hattina karsi test edilmistir. Bu bilesigin farkli
dozajlarda yapilan testi sonucunda 10 pug/mL dozajinda ¢ok az bir aktivite sergiledigi
ancak doz artigina bagl olarak aktivitenin azaldig1 ve kontrol grubuyla ayni seviyede bir

hiicre ¢ogalmasi oldugu gozlendi (Sekil 4.96).
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5.TARTISMA VE SONUC

Limon posasinin suda kaynatilmasi ve etil asetat ile yapilan ekstraksiyon islemleri
sonucunda elde edilen ekstre HPLC-TOF/MS cihazi ile fenolik bilesen anlizi
gerceklestirildi. Etil asetat ekstresinin 7,5 g lik boliimii kromatografik yontemlerle 7 ana
fraksiyona ayrildi. Bu fraksiyonlarin ilk 4 iine tekrar farkli ¢oziicii sistemleri
kullanilarak kolon kromatografisi uygulandi ve alt fraksiyonlar elde edildi. Bu sekilde
ekstrenin bilesenleri boyutlarina ve polaritelerine gore birgok alt fraksiyona dagitildi.
Bu fraksiyonlarin her biri benzer bilesenleri igermelerine goére TLC yardimiyla
birlestirilerek birbirinden farkli alt fraksiyonlar olusturuldu. Bu fraksiyonlandirma
islemi sayesinde ayni polaritede bir¢cok bilesenin farkli fraksiyonlara gegtigi
gozlemlendi. Bu farkli ¢6ziicti sistemlerinde alt fraksiyonlandirma yontemi ile ekstreyi
olusturan bilesenlerin ayrilabilir diizeye indirilmesiyle her bir fraksiyondaki bilesen
sayist azaltilmis oldu. Daha sonra sefadex ile izolasyonu gergeklestirilemeyen ayni
boyutta ki farkli polariteli bilesenlerin ayrilmasi kiiciik silika kolon kromatografisi
uygulanarak ana bilesenlerin birgogunun saflastirilmasi saglandi. Yapilan izolasyon
islemleri sonucunda 14 ana bilesen izole edildi. Bu bilesenler bir limonoid tiirevi olan
limonin, ¢ tane flavaoid tiirevi olan hesperidin, hesperetin ve eriodiktiol, {i¢ tane
fenolik asit protokatesiik asit, 2-hidroksi-4-metoksi-benzenepropanoik asit ve p-kumarik
asit, i¢ tane kumarin tiirevi; umbelliferon, skopoletin ve sitropten, iki tane fenol tiirevi
pirogallol ve katesol, bir tane fenolik asit esteri 2-hidroksi 4 metoksi propanoik asit
metil ester ve bir anhidrit; diglikolik anhidrit izole edildi. Sayilan bu bilesiklerin yapilart
H:-NMR, C® NMR, COSY, HMBC, ve HSQC NMR spektrumlar1 kullanilarak

belirlendi.

Izolasyon islemlerinde kullanilan sefadex LH-20 kolona uygulanan farkli ¢oziicii
sistemleri ekstredeki molekiilleri aktif bir sekilde smniflamis izolasyon isleminde
kolaylik saglamistir. Bir dextran tiirevi olan sefadex gozenek igeren mikron c¢apinda
boncuklar seklindedir. Bu kiiresel dolgu maddesinin iizerinde bulunan por denen

gozenekler farkli ¢oziiciilerin etkisiyle biiyliylip daralmakta ve molekiillerin

98



hareketlerini sinirlayip serbest birakmadir. Yogunlugu yiiksek kloroform, metanol gibi
¢oziicli sistemleri bu gozeneklerin sismesine ve daha biiyiik capta molekiillerin kolayca
hareket etmesine olanak saglamaktadir. Yogunlugu diisik ¢oziicii sistemlerinin
kullanilmasi ile hem sefadex boncuklarinin kendi boyutlart hem de boncuk yiizeyindeki
porlarin c¢aplar1 daralmaktadir. Bu nedenle molekiillerin hareketi sinirlanmakta kolon
boyunca ilerlemesi yavaslatilmaktadir. Akis hizi yavaglatilan kolonda molekiiller
porlarda daha uzun siire kalabilmekte, porlarla etkilesimi zor olan biiyliik molekiiller
kolaylikla uzaklagsmakta ve kolon boyunca daha rahat ilerlemektedir. Coziicii sisteminin
yogunlugunun azaltilmasi ile sikisan sefadeks boncuklari ekstrenin kolonda kalma
stiresini artirdigindan, porlarla etkilesim tam olarak meydana gelmekte ekstredeki kiigiik
capli molekiiller porlarda daha uzun siire kaldigindan iyi bir ayrim gézlenmektedir.
Bizim kullandigimiz sistemde yogunlugu kloroformdan daha diisiik olan etil asetat ve
hekzan karistmi hem uygun bir polarite aralifi olusturmus hem de sefadex
boncuklarinin ¢aplarmi daraltarak kolonda hareketi sinirlamigtir. Bu ayrim sayesinde
kullanimi1 yaygin olan metanol-kloroform gibi yogun karisimlardan daha etkili bir ayrim
yapilmistir. Daha diisiik yogunluklu eter gibi ¢6ziiciilerin ard arda kullanimi sefadex ile
yapilan kromatografinin ayrim giiciinii artirmigtir. Alt fraksiyonlarin her biri bir
digerinde yalnizca safzizlik olarak bulunan bilesenlerden olusmasi saglanmis ve etkili
bir eksklusyon kromatografisi yapilmistir. Bu yontemlerle bir¢ok bilesen ayrilmis
ayrilamayan bilesenlerde silika kolon kromatografisinde kolaylikla ayrilabilecek diizeye
indirilmistir. EA limon posasi ekstresinin icerdigi ana bilesenlerin birgogu saflastirilip
NMR teknikleri ile molekiiler formiilleri belirlenerek uygulanan izolasyon yonteminin

ustiinliigii kanitlanmustir.

Etil asetat limon posasi ekstresinin ana bilesenlerini tespit etmek i¢in yapilan kantitatif
ve kalitatif HPLC/TOF —MS analizlerinde standartlar ve kiitiiphane taramasi ile etil
asetat limon posasi ekstresinde 18 flavanoid 14 fenolik asit 4 fenol 4 kumarin tiirevi
tespit edilmistir. Flavanoidlerden hesperidin, hesperetin ve eriodiktiol, fenolik asitlerden
protoktesiik asit, 2-hidroksi-4-metoksibenzenepropanoik asit ve p-kumarik asit, kumarin
tiirevlerinden sitropten, umbelliferon ve skopoletin, fenollerden katesol ve benzenetriol

izole edilmistir.
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Yapilan izolasyon islemleri ile elde mevcut olan standart bilesiklere gore yapilmis
fenolik taramasinda kantitatif ve kalitatif analizi gergeklestirilen bilesenlerin ¢alisilan
ilk 4 fraksiyondan bazilarmin izole edildigi goriilmektedir. p- kumarik asit, hesperidin,
ve protokatesik HPLC-TOF/MS Kkantitatif analizi ile tespit edilmis ve izolasyon
islemleri ile izole edilmistir. Ayrica kiitiiphane taramasit sonucu varligi belirlenen
eriodiktiol, benzenetriol, Kkatesol, sitropten, skopoletin, 2-hidroksi-4-metoksi
benzenepropanoik asit ve limoninde izolasyon islemleri ile saflastirilmis ve molekiil
yapilart NMR teknikleri ile belirlenmistir. Kantitatif analiz sonuglarina gére EA limon
posast ekstresinin ana bilesenlerini gentisik asit, p-kumarik asit, hesperidin, 2-
hidroksibenzoik asit, neohesperidin, vanilik asit, ferulik asit ve sinapik asit olararak
belirlenmisgtir. HPLC-TOF/MS analizi sonucunda elde edilen kromatograma goére
hazirlanmis kiitiiphane taramasinda ana bilesenler limonin, 4-hidroksi-3-metoksifenil
propionic asit, katesol, eriodiktiol, protokatesik asit, 4-metilllumberriferil beta-D-
glukuronoid ve p-kumarik asit olarak belirlenmistir. Izole edilen bilesenlerle
karsilastirildiginda  kiitiiphane  taramasi sonucu  belirlenen  bilesenlerin  ve
kromatogramda ki piklerin boyutlarinin EA limon posasi ekstresinin ana bilesenlerinin
tespitinde daha kapsamli ve dogru sonug verdigi goriilmektedir. Kromatogramda ki
gbze c¢arpan Onemli piklere ait bilesiklerin ¢ogunlugu izole edilip yapilan
aydmlatilmistir. Bu durumda EA limon posas1 ekstresinin ana bilesenleri; limonin, 4-
hidroksi-3-metoksifenil propanoic asit, katesol, eriodiktiol, protokatesik asit, p-kumarik

asit ve hesperidin olarak tespit edilmistir.

Aktivite testleri i¢in yeterli diizeyde olan limonin bilesigine ve EA limon posasi
ekstresine antioksidan, metal selatlama, H,O, giderme, linoleik asit peroksidasyon
inhibisyonu, indirgeme giicii testleri uygulandi. izole edilen limonin, eriodiktiol,
protokatesiik asit ve diglikolik anhidrit bilesikleri PC3 kanser hiicre hatlarina karsi

xCELLinge cihazinda antiproliferasyon aktivite testine tabi tutuldu.

Mo (VI) indirgenmesine dayanan total antioksidan testinde, BHT, troloks ve TBHQ

standartlarina gore saf limonin bilesiginin konsantrasyona bagli olarak standartlardan
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daha fazla total antioksidan aktivite sergiledigi goriilmektedir. Ayn1 sekilde ham ekstre
de oldukc¢a yiiksek antioksidan aktiviteye sahiptir. Ekstrenin ve limonin bilesiginin
gosterdigi bu aktivite Mo(VI)‘ nin indirgenmesinde aktif rol oynayan elektron vermeye
egilimli gruplarm varhigim gostermektedir. Ozellikle ekstrede yogun olarak bulundugu
tespit edilen fenolik asitler ve hidroksi flavanoidler giiglii birer antioksidan ozellik
sergilemektedir. Ekstrenin giiglii antioksidan potansiyeli fenolik yapilardaki hidroksil
protonlarinin asidik 0Ozellik gostermesine baglanabilir. Limonin molekiiliiniin total
antioksidan aktivitesinin yiiksek olmasi igerdigi elektron vermeye egilimli karbonil

gruplarindan kaynaklanmaktadir.

Indirgeme giicii testinde limonin ve ham ekstrenin indirgeme giicleri standartlara gore
olduk¢a az goziikkmektedir. Fe" ’un indirgenmesine dayali testte Limon posast EA
ekstresi ve limonin molekiiliiniin Fe* iyonlarmin indirgenmesi igin gereken elektron
ciftlerini yeteri kadar aktaramadigi goriilmektedir. Limonin molekiiliiniin sergiledigi
indirgeme giicli EA ekstresinden ve kullanilan standartlardan daha az goriilmektedir. Bu
durum EA ekstresindeki limonin dis1 ana bilesenlerin aktivitelerinin oldukca yiiksek
oldugunu gostermektedir. etil asetat ekstresinin i¢erdigi yogun fenolik asit ve flavanoid

tiirevlerinin icerdigi elektron verici gruplar indirgeme kapasitesinde etkilidir.

Canli organizmalarda biyolojik mekanizmalarla olusan H>O;, molekiiliiniin bozunmasi
sonucunda ‘OH radikalleri olusturmaktadir. Bu radikaller biyolojik sistem agisindan son
derce tehlikeli olup hiicrede ¢ok biiyiik yikima neden olmaktadir. H,O-, giderme testinde
limonin ve ham ekstre standartlardan daha yiiksek bir aktivite sergilemektedir. Etil
asetat ekstresi ve limonin molekiiliiniin standartlardan daha yiiksek peroksit radikali
tutma aktivitesi gostermesi ‘OH radikalini baglayabilecek gruplarin varligini

gostermektedir.
Linoleik asit peroksidasyonu doymamis yag asitleri ve steroidlerin radikalik mekanizma

tizerinden bozunarak hiicre i¢i zararli molekiillerin olusmasina neden olan karmasik bir

biyolojik siirectir. Bu siirecin Onlenmesi saglikli bir metabolizma i¢in 6nem arz
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etmektedir. Linoleik asit peroksidasyon inhibisyonu testinde limonin ve etil asetat limon
posast ekstrenin standartlar kadar kayda deger bir aktivite gosterdigi goriilmektedir.
Antioksidan ve peroksit giderme testlerinde oldugu gibi linoleik asit peroksidasyonunun
Oonlenmesinde limon posasi etil asetat ekstresinin igerigindeki g¢esitli fenolik bilesiklerin

benzer radikalik yollar iizerinden peroksidasyonu 6nledigi sOylenebilir.

Canli organizmadaki bazi metal iyonlarmin hiicreden uzaklastirilmasi hiicrenin
metabolik siireglerini diizgiin islemesi i¢in gereklidir. Ozellikle civa, kursun, krom gibi
agir metaller hiicre i¢in son derce tehlikelidir. Bu metallerin viicuttan uzaklastirilmasi
organik molekiillerin bu metallerin iyonlariyla kararli selatlar olusturmasiyla miimkiin
olabilmektedir. EDTA gibi baz1 selatlayic1 ajanlar bu is i¢in olduk¢a kullanishdir.
Ayrica giinliik tiiketimle alinan gidalarin icerdigi organik molekiillerin selatlama
kapasitesi de bu baglamda 6nem arz etmektedir. Etil asetat limon posasi ekstresi ve
izole edilen limonin molekiilii EDTA standardina karsi Fe*® ‘u selatlamas1 agisindan
incelenmistir. Doza bagli olan denemelerde limon posasi etal asetat ekstresinin limonin
molekiiliinden daha 1yi bir selatlama gosterdigi belirlenmistir. Ekstrenin igerdigi ¢esitli
kimyasal bilesiklerin toplam selatlama kapasitesi izole edilen limonin molekiiliinden
daha fazla goziikmektedir. Bu durumda ekstre icerisinde selatlama 6zelligi oldukca

fazla olan molekiillerin var oldugu goriilmektedir.

Limon posasindan yeterli diizeyde izole edilen limonin, protokatesik asit, eriodiktiol ve
diglikolik anhidrit PC3 hiicre hattina karsi antiproliferatif aktivite testlerine tabi
tutulmustur. 10, 50, 100 mg/mL dozajlarinda uygulanan testlerde karsilastirma amacl
kontrol grubu ve hiicre eklenmeyen bir besi yeri test edilmistir. Her numune ii¢ tekrarl
olacak sekilde hazirlanmis, sonuglar standart sapma degerleri ile grafik seklinde
verilmigstir. 50 saatlik siire boyunca her 10 dk alinan empedans degerleri ile hiicrelerin
cogalmasi veya Oluimleri Olgiilmiistiir. Farkli konsantrasyonlarda yapilan deneylerde
sayilan bilesiklerin higbirinin prostat kanseri hiicre hattina karsi in vitro ortamda

antiproliferatif aktivite gdstermedigi belirlenmistir.
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