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OZET

Bu calismada Lavandula stoechas ssp. stoechas bitkisinin toprak Usti kisimlan ugucu yag
bilegikleri y®énlUnden, toprak alti kisimlari ise ugucu olmayan bilesenleri ydniinden

incelenmigtir.

Lavandula stoechas ssp. stoechas bitkisi Nisan 1996'da Bodrum-Glimbet boigesinden ve
Cayirova-Gebze bélgesinden toplanip, Ankara Universitesi herbaryumunda teshis edilmigtir.
Gebze'den toplanan bitkinin toprak alti kisimlarinda organik bilegenleri, Bodrum’dan
toplanan bitkinin toprak Usti (dal ve c¢igcek) kisimlarinda ise ugucu olan bilegenler
incelenmistir.

Bitkinin toprak alti kisimlanndan bilegeklerin izolasyonu ve saflagtinimasi igin ekstraksiyon
ve kromatografik yéntemler (situn, ince tabaka, preparatif ince tabaka) kullanildi, bu
bileseklerin yap! tayinleri ise spektroskopik yontemlerie (UV, IR, 'H ve *C NMR, MS)
saptandi. Calisma sonucunda kloroform ekstraktinda 3 tanesi dogadan ilk kez elde edilen
(18 hidroksi-14-norursan-A'2,A™ -dien-30 al-28-oik asit, 3p-24 dihidroksi olean-12-en,
virgatik asit 29-al) toplam 13 bilesik tespit edildi ( B-sitosterol, B-sitosterol asetat, p-amirin,-
amirin asetat, oleanolik asit 3B-asetat, betiilin ve betlinik asit, dimerik cis ve trans 4-O-metil
kafeik asit oktanol esteri, 16B-hidroksi lupeol 3-palmitat ve miristat, 11 oxo B-amirin,
monoginol A frans ve cis kumaroil esterleri). Bu bilesikler iginde yalnizca, B--amirin, B-amirin

asetat, oleanolik asit 3p-asetat ve p-sitosterol bu tir bitkide daha énce gézlenmisgtir.

Bitkinin toprakistl kisimlarinda ugucu yaglarin eldesinde sUperkritik akigkan ekstraksiyon
yontemi ve su buhar distilasyonu yontemleri kullaniimig, Grlinlerin GC-MS analizi ile
belirlenen bilesiklerinin kargilagtinimasi yapilmigtir. Ugucu yadin ana bilesenleri olarak;
okaliptol, kamfor, fenkon, fenkol, kalamen, aromadendren, viridiflorol, D-limonen, a-thujen,
a-pinen, nootkatone, globulol, ledol, palustrol, a-terpineol, kadinen, kopaen, bornil asetat,
murolen belirlenmigtir. Bunlarin iginden a-pinen, kamfor, dkaliptol, bornil asetat, D-limonen
ve fenkonun disindakiler Lavandula stoechas ssp.stoechas bitkisinden ilk kez elde
edilmigtir.

Bu sekilde bitkinin kok,dal ve ciceklerinden simdiye kadar gbézlenmemis 25 bilesik izole
edilmis olup, bunlardan 3 tanesi dogadan ilk kez elde edilmigtir.

Bitkinin ugucu yaglarinin ve kromatografi ile ayrilan bilesenlerinden bazilarinin antibakteriyal
etkileri ve gesitli kanser hiicrelerine kargi in vitro sitotoksik etkileri incelenmis ve &zellikle

ugucu yaglarin oldukga aktif oldugu gézlenmistir.



SUMMARY

Lavandula stoechas ssp.stoechas is a native plant of Western Anatolia. Since the brews of
dried parts of the plants are used in traditional medicine as diuretic and in healing coronary
diseases we investigated the volatile compounds of its aerial parts and non-volatile

compounds of the roots.

The non-volatile organic compounds in the roots of the plants are isolated and purified by
extractions and chromatographic separations their structure elucidations followed by the
using spectropic means such as UV,IR,'"H and C NMR and Mass spectroscopy. From
chloroform extracts of the roots, the compounds B-sitosterol, p-sitosterol acetate, a-amyrin,
oleanolic acid 3p-acetate, betlline and betllinic acid, dimeric cis and trans-4-O-methyi
caffeic acid octanol esters, 16f3-hydroxy lupeol-3-palmitat and myristate, 11-oxo-B-amyrin, -
B-amyrin acetate, monogynol A trans and cis cumaroyl esters were isolated and identified
along with the compounds 18-hydroxy-14-norursan-A'? A'*-dien-30-al-28-oic acid, 3p-24
hidroxy olean-12-en and virgatic acid 29-al which have been isolated from natural sources
for the first time. Most of the above mentioned compounds have been isolated from
L.stoechas ssp. stoechas for the first time.

The essential oil from the plant has been obtained by means of either steam distillation or
supercritical extraction via CO,. The compositions of volatile oils have been investigated by
use of GC-MS. Thus, 1,8-cineole, camphore, fenkon, fenkol, calamen, aromadendrene,
viridiflorol, D-limonene, a-thujen, a-pinene, nootkatone, globulol, ledol, palustrol, a-

terpineol, cadinene, copaene, bornyl acetate, muurolen have been identified.

Totally, 25 compounds have been isolated and identified from the dried roots, aerial parts
and flavors of the L.sfoechas ssp.stoechas for the first time, three of which have also been

isolated from the natural compounds for the first time.

The antibacterial and cytotoxic activity of some of the pure compounds and essential oils of
L.stoechas ssp.stoechas have been investigated and found active against some standard
bacteria and fungus. Their cytotoxic activities have also been investigated against the cells
of human breast cancer, colon cancer, lung cancer, mouse epidermoid carcinoma and

hormone dependent human prostate cancer cells to some extent.
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I- GENEL BOLUM
I-1- GIRIS VE GALISMANIN AMACI

Lavandula (Lavanta) tarleri Lamiaceae (=Labiatae) familyasina ait (1,2) ¢ok yillik,
genellikle Akdeniz ikliminde yayiis gosteren, yurdumuzda Marmara, Ege ve Akdeniz
Bolgesinde ve Istanbul civarinda yabani ya da kultir bitkisi olarak yéﬁsmekte olup
Tarkiye‘de baglica iki tirl (3), Lavandula stoechas ve Lavandula angustifolia (ve bu iki tire
ait alt trler ile hibrit formlan ) bulunmaktadir.

Dinyada Lavandula (Lavendar) turleri Gizerinde pek ¢ok aragtirma yapilmig (4-5) ve
yapilmaktadir. Bugin Lavandula tirlerinden elde edilen droglar bircok farmakopede kayitii
olup gesitli amaglarla kullanimaktadir (6-7). Lavandula officinalisin taze cicekli dal
uclarindan su buhan distilasyonu ile elde edilen ugucu yagi oleum lavandulae (lavanta
esansi) olarak bilinir ve santral sinir sistemi sedatifi olarak kullanilmistir. Lavantanin
Fransa, Ispanya ve ltalya'da kiiltirii yapiimaktadir. Su buhan distilasyonu ile bitkiden
%0.5-0.8 kadar ugucu yad elde ediimektedir. Bu yadin %30-40 linalol, %35-55' linalil
asetatdir, ayrica ugucu yagda geraniol, okaliptol ve bomeol ile dislik oranlarda diger
terpenik bilegikler de bulunmaktadir. Ugucu yad: tasididi linalol ve linalil asetatdan dolay!
parfumeri ve kozmetikte ¢ok kullaniimaktadir. Fakat Tirkiye‘de yetismekte olan tlrieri daha
ziyade ketonik terpenler tagidiklarindan dolayi linalol kaynagi olarak degil, kafur kaynad
olarak gorulmektedir.

Turkiye‘'de yetigen L.stoechas ve L.angustifolia tlurlerinin ugucu yadlan (izerinde bazi
aragtirmalar yapiimig olmasina ragmen (8-9), bunlardan biri (9) hari¢ digerleri oldukga eski
yillara ait ve sinirh oldugundan GC-MS kullanilarak ugucu yaglarinin yeniden arastiriimasi
gerekmektedir.

Tarkiye‘de yetigen Lavanta tirlerinin ugucu olmayan bilegenleri pek arastinimamis, sadece
L.stoechas ssp.stoechas tirinden iki longipinen derivesiyle (10) bazi triterpenler (11) izole
edilerek yapilan tayin edilmigtir. L.stoechas ssp. stoechas ile yapilan bir galismada dal ve
ciceklerden kloroform ekstraksiyonu ve kromatografi kullanimi ile B-amirin asetat, bornil
asetat ile 3-metil-4-metilen-bisiklo (3,2,1) okt-2-en bu tirde gézlenen yeni bilegikler olarak
bulunmustur (12).



Bu nedenle bu galismada Lavandula stoechas ssp.stoechas bitkisinin toprak usti
kistmlannin ugucu yaginin su buhar ve stperkritik ekstraksiyon yéntemileri ile elde edilerek
incelenmesi ve aynca toprak alti kisimlannin organik (baslica triterpen ve steroid olmak
Uzere) bilegenlerinin kromatografik yéntemlerle izolasyonu ve bu bilesiklerin spektral
yontemlerle (IR,UV,'H ve ™C NMR ,MS) yapilarinin tayini ve biyolojik aktivitelerinin
incelenmesi amaglanmgtir.

[-2- GALISILAN BIiTKI HAKKINDAKI BILGILER
I-2-1- Lamiaceae Familyasi

Lavandula tireri Lamiaceae (= Labiatae) familyasina ait olup bu familyadaki bitkiler bir ya
da ¢ok yillik, genellikle salg tiyli ve kokulu, otsu veya galimsi bitkilerdir. Bu familyada 200
cins ve 3500 tir bulunmaktadir. Tlrkiye'de ise Lamiaceae familyasina ait dodal olarak
yetigen 43 cins vardir. Lamiaceae bitkileri &zellikle terpenoid bilegikler bakimindan
zengindir, ayrica ugucu yaglar, flavonoidler, kumarinler ve az da olsa kinoid yapida
maddelerie baz: basit alkolitler tagirar.

[-2-2-Lavandula Cinsi

Lavandula cinsinin Turkiye'de 2 tlrli ve bazi alt tirder bulunmaktadir. Mugdla yéresinde
gargan olarak bilinen karabag otu lavanta gigegi gok yillik, 20-60 cm. boyunda, giizel
gortnugll, hos kokulu, ¢ali geklinde bir bitkidir. Bitki Nisan-AJustos aylan arasinda cicek
acar, dinyada baghca Guney Avrupa, Cezayir, Tunus, Kanarya Adalari, Glneybati Asya
ve Suriye‘de yetigmektedir.

Turkiye‘de baglica istanbul, Kocaeli, Bursa, Balikesir, Canakkale, Manisa, Fethiye, Aydin
ve Antakya'da yetigmekte olup 2 tirlt ve bu turlere ait alt tir ve varyeteleri mevcuttur.

Ayrica kdltart yapilarak da bazi hibrid formlan olugturulmustur. Yabani olarak yetisen tiirler

s L. stoechas L.
a) L.stoechas L. ssp. stoechas
b) L.stoechas L. ssp. canensis (Boiss.)
e L. angustifolia Miller ssp. angustifolia
L.stoechas ssp. carniensis, L.stoechas ssp. stoechas alt tirtine ¢ok benzemekle birlikte en
belirgin ézelligi ¢icek durumunun gok uzun sapl olmasidir.



ssp.stoechas - gicek sapi 0.5-2.5 cm, gigek durumunda kisa
ssp.cariensis - gigek sapi 5-20 cm, gigek durumunda uzun

Ayrica yapraklan daha sivri ve korolla loplan ekseriya geriye biikiktir. Cicekleri siyahimsi
mor renkte olup dallarin ucunda silindirik durumda toplanmgtir.

I-2-3- Lavandula Tiirlerinin Halk Arasindaki Kullaniligi ve Farmakolojik Aktiviteleri

L.stoechas ssp. stoechas yurdumuzda genis bir alanda yayili olup halk arasinda karabag
otu, gargan, kesis otu olarak bilinir. Lavanta tlirlerinden elde edilen en iyi kalitedeki lavanta
yadi parfum sanayinde kullaniir ve en az % 50 ester icermesi istenir. Lavanta suyu,
kolonya ve buna benzer Griinlerin imalinde kullanilan daha disiik kalitedeki lavanta yagi
%40, sabun yapiminda kullanilan lavanta yagi ise %30 ester igerir(14).

Lavanta turleri, adn kesici, antiseptik, yara iyi edici (egzama vb. yaralarina kargi), yatistinc
(sara ve astim igin), balgam soktariich, idrar yollar iltihaplanna kargi, sinir sistemi
yatistincisi ve kalp kuvvetlendirici gibi etkileri nedeniyle dahilen ve haricen
kullaniimaktadir.  Etkilerinin ¢odunun tasidigi ugucu bilegenlerden ileri geldidi
disinalmektedir. Osmanli  imparatoriugu déneminde kolera hastaidi tedavisinde
kullanildi§! ve eczanelerde sattinidig ile ilgili 1848 tarihli bir padigah emri bile vardir (3).

Parflimeride ve kozmetolojide ugucu yagindaki linalol ve ’linalil asetat nedeniyle ¢ok
kullaniimasinin yanisira analjezik, antiseptik ve antiirritan etkileri nedeniyle de énemlidir.
Turkiye’'deki lavantalardan ortalama %0.5-0.7 verimle elde edilen ugucu yag baglica kafur,
fenkon, borneol, terpinol ve sineol tagimaktadir, bu bilesikler eczacilikta kullariimaktadir.
Ugucu yaginin bag agrsi, sinirsel gerginlikler ve romatizma tedavisinde kullaniididi ve
aynca inhalasyon yoluyla kolite, zayif beslenmeye ve spazmlara karsi kullanildidi
bilinmektedir(73). Ciceklerinin ise godus, karacier, dalak ve bazi kanser tiplerinin
iyilesmesinde kullaniidi§i literatiirde kayithidir (13).

Lavanta yaprakiarindan elde edilen esansiyel yag engerek yilaninin zehirini bile nétralize
edebilecek glgtedir. Milkemmel bir hagarat ilacidir. Bilylik dozlarda kuilanimi ise narkotik
6zelliktedir ve 6lime bile neden olabilir (14).



Buglne degin, lavandula tirlerinin genelliikle ugucu yadlan analiz edilmigtir ve etkilerinin de
ugucu yagdan ileri geldigi distuniimektedir.

Bitkinin ugucu yaginin etkilerine ilaveten ugucu olmayan bilegenierininde bazi etkileri
olabilecegdi gdzard: ediimemelidir. Caligmamizda Gzerinde fazlaca aragtirma bulunmayan
Lavandula stoechas ssp. stoechas bitkisinin gévde ve gicek kisimlan ayn ayr ele alinmis,
gévde ve gicek kisimianndan ugucu bilegenler degisik iki yéntemle izole edilip yapilar
aragtinimig ve ayrica kék kisimlarinin ekstraksiyonlarindan izole edilen bilegenlerin yapilan
aydinlatilmistir. Bilegenierden bazdarinin biyolojik aktiviteleri de aragtinlimigtir.

[-2-4- Yilik Uretim

Danya Gretiminin % 75 ‘ini Lavandin, %20 ‘sini gercek Lavanta ve % 5'ini ise basak
Lavanta Uretimi kapsar (22). Lavanta Ureten Ulkeler arasinda 1984 yili itibariyle Bulgaristan
(120 ton), Fransa (55 ton), Rusya (35 ton), italya, Amerika, Macaristan, ingiltere,
Avustraiya ve Cin bagta gelmektedir.



1-3- GENEL BILGILER

[-3- 1- Terpenoid Bilegikler

1-3-1-1- Terpenoid Bilesikler Hakkinda Genel Bilgiler

I-3- 1- 1- 1- Dagilimlan

Terpenoidler, bitkiler ve hayvanlar aleminde yaygin olarak bulunan, dogal
bilesiklerin en genis ve en énemli siniflarindan biridir. Terpenler bitki dokularinda

genellikle serbest halde, bazen ise glikozitleri ya da organik asit esterleri halinde,

bazen de, prolemlerie birlesis olarak bulunuriar
[-3- 1- 1- 2-Biyogenezleri

Terpenoidlerin  ana iskeleti beg karbonlu izopren (2-metil-1,3-butadien)
birimlerinden olugur. Dolayisiyla yapilarinda izopren “CH,=C( CHj )-CH=CH" birimi
bulunan bilegiklere izoprene benzeyen anlamina gelen izoprenoid veya terpenoid

adi verilmistir. Terpenoidierin biyosentezi kisaca asagidaki gibidir :

3 mol CHacOOH‘m kondensasyonu ile olusan ve 6 C'lu olan mevalonik asitden H,0
ve CO, kaybi ile izopren birimleri olusur (Sekil 1).

CH
HO". JHs

2

HOOC  CH,OH

Sekil 1 : Mevalonik asit

Mevalonik asit eldesinde baslangig maddesi olan asetil Koenzim A (CH;CO-SCoA)
ise pek ¢ok dogal bilesigin sentezinde kullanilan temel bir madde olup, sekerlerin
oksidatif degredasyonundan olusur ve karbondiokside okside olur. Asetil Koenzim
A’nin dogal bilegiklerin olugsumundaki rolt Sekil 2'de gésterilmistir.



KLOROFIL + CO, + GUNES ISIGI
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l

Karotenoidler
( Sekil 2)

Iki molekul asetil Koenzim A’nin kondensasyonu ile olusan asetoasetil koenzim A'nin
bir mol daha asetil koenzim A ile kondensasyonu ve bir enzimle hidrolitik bélinmesi
sonucu 3-hidroksi-3-metilglutaril koenzim. A elde edilir. Tiol ester grubunun asinamid
adenin dinukleotid fosfat (NADPH) ile indirgenmesiyle, mevalonik asit elde edilir.



2 CH,CO - SCoA ----> CH3COCH,CO - SCoA + CoA - SH
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HOOC CO-SCoA HOOC CH,OH

Mevalonik asit

( Sekil 3)

Mevalonik asitin 2 molekul adenosin trifosfat ATP ile fosforlanmasi sonucu mevalonik asit

5 pirofosfat olusur. Bu bilesigin tersiyer hidroksil grubu da bir molekal ATP ile
fosforlandiktan sonra CO; ve H,O c¢ikigiyla izopentil pirofosfat olusturur.



HO, CHj PPO, CH,

>
HOOC CH,OPP H—O—" CH,OPP OPP
Mevalonik asit O pl‘izr%‘f)c?st}tgt
5-pirofosfat
-—
———— —
OPP OPP
A2—|P P A —pp
( Sekil 4)

izopentilpirofosfatin enzim izomerizasyonu sonucu dimetil allilester olugur. Bu iki izomerin
kondensasyonu geranil pirofosfati (Sekil 5) olusturur ve bu maddeden monoterpenier

olusur.

sz)PP CHy CHg
/\/\/l\/\
» ™ HaC OPP
HC ( OPP Geranil pirofosfat
H I

OPP

Geranil pirofosfat

Geranil Pirofosfat olusumu
( Sekil 5)



Geranilpirofosfatin izopentilpirofosfat ile kondensasyonu tarnesil pirofosfati ($ekil6)

olugturur. Bu madde seskiterpenlerin gegig bilegigidir.

LOPP
! <

Hp

CH,OPP
CHZOPP
Famesil pirofosfatin olugumu
(Sekil6)

Bu maddenin tekrar izopentil pirofosfat ile kondensasyonu geranil-geranil pirofosfati

(Sekil 7) verir. Geranil-geranil pirofosfattan diterpenler ve karotenoidler olugur.

PPO-CHy
~ L\ —_—
C CH,OPP

Geranil-geranil pirofosfatin olusumu
( Sekil 7)

Biyosentez yoluyla olugan maddeler Sekil 8’ de gdsterilmigtir.
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1-3- 1- 1- 3- Siniflandiriimalan

Terpenoidlerin ana iskeleti 5 karbonlu izopren molekdlierinden olustugundan izopren
birimlerinin sayisina gore siniflandiniifar. Ruzicka tarafindan ortaya atimig olan “izopren
Kural® na gére butlin terpenoidlerin karbon iskeletleri izopren birimlerinin iki veya daha
fazlasinin birlegmesiyle olugmustur.

Izopren Sayisi Sinifi . iskelet C Sayisi
1 Hemiterpenler 5C
2 Monoterpenler 10C
3 Seskiterpenler 16C
4 Diterpenler 20C
-5 Sesterterpenier 25C
6 Triterpenler 30C
8 Tetraterpenler 40C
(Karotenoidier)
n Politerpenier 5 Ch

Terpenler fiziksel 6zelliklerine gore ise iki gruba ayniabilirler:

a) Ucucu Terpenler: Ugucu olan ve su buhan ile sarlklenebilen kigik molekaiil

monoterpenler ve bir kisim seskiterpenler.

b) Ucucu Olmayan Terpenler: Blyilik molekllli seskiterpenler, diterpenler, sesterterpenler,
triterpenler ve politerpenler bu grubu olugtururiar.

Terpenler degisen polaritedeki ¢ozlcllerle tuketilerek, kromatografik yontemlerle
saflagtinlilar. Genel olarak terpenik yapilar igin apolar ¢éztcaler kullanilir, ancak terpenin
cok sayida hidroksil, karboksil gibi gruplar tagsimasi, glikozit yapida olmasi halinde polar
¢dzicdler kullanilir.

Terpenlerin izolasyonunda ve saflagtinimasinda kullanilan kromatografik yéntemler situn
ve preparatif ince tabaka ydntemleridir. Son yillarda pekgok modemn  kromatografik
saflagtirma yéntemleri vardir, bunlar HPLC, MPLC, DCCC, OPLC ve VLC (vakum sivi
kromatografisi ) yéntemleri olarak ¢ok ¢esitlidir. Adsorban olarak baglica silikajel, daha az
olmak Gzere aluminyum oksit, magnezyum silikat ve taik kullanilir.
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Ugucu olan ya da ugucu tirevieri haline getirilebilen ve miktan az olan terpenlerin

taninmalarinda gaz kromatografisi yéntemi kullanilir,

Terpenoidier gok degdisik yapisal dzellikiere sahip olup dogal bilegikierin en genis ve énemli
siniflanndan birini olustururlar. Arastirma alanlan ¢ok genistir. Bugiine kadar incelenen
batin canli organizmalarda bulunmuslardir. Botanik orijinleri ile yapisal karakteristikleri
arasinda yakin iliski vardir, bu nedenle kemotaksonomik incelemelerde yararli érnekler

verirler.

Terpenler bitki dokulaninda genellikle serbest olarak bulunurlar. Bazilan glikozitleri veya
organik asit esterleri halinde,bazen de proteinlerle birlegsmis olarak bulunurlar.
Terpenoidlerin ana iskeleti bes karbonlu izopren“CH,=C(CH;)-CH=CH,”, birimi bulunan
bilegiklere izoprene benzeyen anlamina gelen “izoprenoid” veya “Terpenoid” ismi
verilmigtir.
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1-3-1-2- Monoterpenler

Bugline kadar 1000'den fazla monoterpen izole edilerek yapisi aydinlatimistir.
Monoterpenler bitkiler aleminde Astrales, Cornales, Lamiales, Rutales gibi takimlara genis
olarak dagiimistir. ‘Son zamanlarda mantarlardan da bazt monoterpenler izole edilmigtir.
Ayrica deniz alglerinden, Plocamiaceae ve Rhizophyllidceae familyalarn biyolojik olarak aktif
halojenli monoterpenlerce zengindir., Monoterpenlerin halojenlenmis tirevleri deniz
yumusgakegalarinda yaygin olarak bulunmustur. Parfum ve gida maddelerine koku verici
olarak kullanilmaktadir. Bazi monoterpenler antifungal, antibakteriyal ve antikanser etkilidir.

Bugtin bilinen monoterpenler 38 farkli iskelet sistemine sahiptir.

Monoterpenlerin biyosentezi GPP'tan baglar. Trans-geranil pirofosfat, cis-geranil pirofosfat
(=neril pirofosfat) ‘a donlserek siklik monoterpenlerin biyosentezinde ana bilesen rolind

oynar. Bu dénligim iki mekanizma ile gergeklesir.

1- Aldehit'den redoks reaksiyonu ile C 2-3 bad: etrafinda tersinir Michael katilimi (Sekil 9)
ile gergeklesir .

I'{A \\\Hs ol II'IA Il'IA
'71./!\/ (l?\ < H/kk/c\‘ > ’C Y
2 OH )I( 0 X 0
Enz Elnz
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2) Neril pirofosfat C 2-3 bad: ¢evresinde dontsimle gergeklesir (gekil 10). Bu dénugimde
linalil pirofosfat ara Grindur.

HB op GOP HB pP HB
/l§§/J<: ,l§gyL\ /k<2¢L\
‘71 H,\ U\’L‘ H’\ ‘11_. H,\

Y
_.oP .op .op
N
H):L ~— ié)i — ]
Hp ép Hy Hg Hy Hg H,

Sekil 10

Neril pirofosfat ve linalil pirofosfat’dan pirofosfat'in eliminasyonu, mentan ve terpenil
iskeletlerini meydana getirir. Mentan ve terpenil iskeletieri arasindaki fark pozitif yakan farkii
karbonlarda olmasndir. Pozitif ylikun altinci karbonda oldugu terpenil iskeletinden monosiklik
terpenler (6rn; terpinen-4-ol) ve tuyan iskeleti tasiyan bisiklik terpenler (6rn;tuyen) meydana
gelir. Mentan iskeleti, pozitif ylikkl 7.C’'da tagimaktadir. C 2-7 bagiyla pinan iskeletini (6rn;a-
pinen), C 3-7 bagdiyla bornan iskeletini (6rn;borneol), C 1-7 badiyla karan iskeleti (6rn;8s-

karen) meydana gelir.
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Sekil 11

Monoterpenlerin Biyosentezi
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Sekil 12
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1-3-1-2-1- Monoterpenlerin Simiflandinimalan

Monoterpenler, karbon sayisi dedismeden hidroliz, izomerizasyon, rediksiyon, oksidasyon
ve dehidratasyonu ile geranil pirofosfat (GPP)'tan meydana gelirier.

- Asiklik M_onoter;;enler

Dz zincir halindedir. 3 ¢ifte bag tasirlar. 2,6-dimetilakton iskeleti igerirler. Asimetrik karbon
atomlari nedeniyle optikce aktiftirler.

o Hidrokarboniar: mirsen,(E)-f-osimen

e Alkoller: linalol, sitronellol

¢ Aldehit ve Asetatlar: geranial, neral,sitronellal

e Asit ve Esterler:sitronellik asit,geranil asetat

-Monosiklik Monoterpenler: Bir halka ve iki ¢ift bag tagirlar.
« Hidrokarbonlar: limonen, a-terpinen,a-fellandren, terpinolen
o Alkoller: a-terpineol, terpinen-4-ol ‘

¢ Aldehit ve. ketonlar: perilaldehit,karvon,pulegon

e Esterler : a-terpenil asetat

- Bisiklik Monoterpenler: iki halka ve bir ift tasirlar.

» Hidrokarbonlar: a-pinen, [}-pinen, kamfen, §;-karen

+ Alkoller: borneol, sabinol

« Aldehitler: mirtenal, kafur, fenkon

e Esterler : fenkil asetat, bornil asetat

-Trisiklik Monoterpenier: Ug¢ halka tasirlar ve ¢ift badlar yoktur.
orn; trisiklen

[-3-1-3- Seskiterpenler
Gunumizde 1000 ‘den fazla seskiterpen bilinmekte ve bunlar 100 farkh karbon iskeleti
tagimaktadir. Biyosentetik olarak seskiterpenler Geranilpirofosfata (GPP) bir IPP

molekdlinun katiimastyla meydana gelen farnesilpirofosfat (FPP)'tan olugur. FPP’in cis ve
trans formlarindan hareketle 6 farkl monosiklik iskelet meydana gelmektedir.
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1. Farnesan asiklik yapidadir.

2, Bisabolan monosiklik yapida olup endosiklik bir bag ile bergamotan, a- ve 8- santalan'i
verir. Ayni iskeletten y-bisabolen meydana gelir, bu madde birgok seskiterpen sisteminin
prekrséradar. y—éisabolen‘den kuparan, kamigran, sedran ve tuyopsan iskeletleride
meydana gelmektedir.

3. FPP'tan bisiklik kadinan, murolan ve benzeri iskeletler meydana gelmektedir.

4. FPP’tan meydana gelen farkli bisiklik yapilar karyofillan, himakalan, longibornan ve
longifolan’dir.

5. Monosiklik yapidaki germakran iskeletinde 6desman, eleman, eremofilan, guayan ve
psddoguayan iskeletleri olugmaktadir.

6. Monosiklik yapidaki humulan iskeleti bir taraftan karyofillan diger taraftan trisiklik birgok

seskiterpen meydana gelmesinde rol oynamaktadir.

Seskiterpenler yukarida verilen siniflamaya gére (Sekil 14)' de siralanmigtir :
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Sekil 15
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Sekil 16

Himakalan ve Longifolan tirevleri
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1-3-1-4- Steroidler
Steroidler siklopentanoperhidrofenantren iskeletine sahip bilesiklerdir.

Sekil 17

Cinsiyet hormonlari, adrenal korteks hormonlari, kalp glikozitleri, mide ve safra asitleri ile
kolestrolun, hatta bazt vitaminlerin yapisint olugturarak hayati fonksiyonlar (izerinde etkili

olan bilegiklerdir.

Triterpenlerle yakin biyogenetik benzerlige sahiptirler, bitkisel steroller Cs'de bir hidroksil
grubuna, Cs'de genellikle bir cifte baga ve C,7'de yan zincire sahiptirler. Cifte bag C; veya
daha az olmak Uzere diger karbonlarda da olabilir. Steroidlerde en ¢ok rastlanan
sterokimyasal degisiklikler, C; hidroksil grubunun konumu ile A ve B halkalarinin birlegme
seklidir. C5-OH grubu halkadaki metil gruplan ile dik agi yaparsa A ile B halkalan cis
seklinde birlesmiglerdir, hidroksil § konumundadir. Hidroksil grubu metil gruplanna paralel
ise A ile B trans yapida olup C;-OH grubu o konumundadir. Yan zincirin konfiglirasyonu ise
steroidlerde genellikle B seklinde olup B ile C ve C ile D halkalan geneliikle trans
konumunda birlesirler (43).

Steroidlerin yapilarinin saptanmasinda spektroskopik yontemlerden vyararlaniir. UV
spektrumu steroidler icin fazla bilgi vermez, 3-OH dan 6turG 200 nm ‘nin altinda bir
maksimum verirler. Cifte bagdlar genellikle izole durumda oldugundan 200-210 nm civarinda
kuvvetli bir u¢ absorbsiyon verirler (44).

IR spektrumunda fonksiyonel gruplart saptanir, parmak izi bolgesi ise steroidler igin
karakteristik ve hayli kangiktir. NMR spektrumunda metil bantiari 0.5-1.5 ppm arasinda,
metilen bantlan 1.5-2.5 ppm arasinda ¢ikar. Steroidlerde metilen pikleri ¢ok karmagik ve
yaygindirlar, bu nedenle metilen bandi yerine metilen zarfi ile ayirdedilirler. Hidroksile ve
ester gruplarina komsu protonlar 3.5-4.5 ppm de, vinilik protonlar 5.0-6.0 ppm arasinda
gozlenir,

Katle spektrumunda baslica M*, (M-CHj)*, hidroksil grubu tasiyorsa (M-H,O)*, (M-yan
zincir)®, yan zinciri doymamusg steroller igin (M-yan zincir +2H)", ayrica steroidin tasidigi ¢ifte
badin konumuna gére 6zel boélinmeler gosterir (45).
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[-3-1-5- Triterpenler

Triterpenler altt izopren biriminden olugmug otuz karbonlu iskelete sahip yapilardir,
bitkilerde serbest veya bagli olarak bulunurlar (16). Serbest triterpenler, asid, alkol, aldehit,
keton, epoksit ve lakton fonksiyonel gruplarindan birini veya birkagim  birarada
tagiyabililer veya tarakseren'de oldugu gibi higbir sibstitGent tagimazlar, bunlara
triterpenik hidrokarbonlar denir.

Triterpenler tagidiklari halka sayisina gére baslica, trisiklik, tetrasiklik ve pentasiklik olmak
uzere GUg gruba aynlabilirler. Bilegigin kapali formilinde karbon sayisinin 30 olarak
bulunmas: bilesigin bir triterpen olabilecegini belirtir.

Triterpenlerin benzer yapida olanlannin birbirlerinden ayriimalart situn ve ince tabaka
yOntemleriyle zor olur. Bdyle benzer ftriterpenler gaz kromatografisinde daha iyi
aynlabilmektedir. Gaz kromatografisi ancak ugucu bilegiklere uygulanabildiginden énce
bilegigin ugucu bir tirevi, 6rnegin metil esteri, asetili vb. haline getiriimesi gerekir. Veya
HPLC, VLC ya da kromatografi vasitasiyla yakin Rf dederli triterpenlerin aynimasina
¢ahgiimaktadir.

Triterpenlerin  ¢ogu konjuge g:ifté baglar ve oksokrom gruplar tagimadigi icin UV
spekturumu taninmalarinda yararli olmaz. iskeletleri ayni olan triterpenlerin spektrumlari
birbirine gok benzer. Genellikle triterpenierdeki izole cifte badlar 200-220 nm‘de ug
absorbsiyonu yaparlar.

Yapidaki fonksiyonel gruplar hakkinda ilk bilgiyi vermesi bakimindan IR spektrumu
6nemlidir. Ancak bilesidin yapisi hakkinda bagka bilgi vermez. Genellikle triterpenler
benzer iskelet yapisina sahip olduklari igin IR spektrumlarinda pek farkliliklar gézlenmez.
3350 - 3550 cm"‘ arasinda serbest ya da hidrojen bagdi yapan hidroksil gruplari, 1685-1700
cm™ de asit karbonilieri, 1710-1740 cm™ ve 1240-1270 cm™ de ester gruplan ve 1640-
1650 cm™ de cifte baglar izlenir.
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NMR spektrumu triterpenlerin yapi tayininde ¢ok dnemli bir rol oynar. Metilen zarfinin
durumuna ve metil piklerine bakilarak yapminin iskeleti anlagilabili. NMR spektrumlannda
metil grubu kaymaian incelenmig, cesitli devli gruplarin bu kaymalara yaptiklan etkiler
aragtinlmigtir. Iskelet metilenlerinin spektrumdaki yerleri ve bdlinme durumian triterpenin
iskeleti hakkinda fikir verir. Iskelet Gzerindeki metil gruplarinin yakinlannda karbonil,
hidroksil gibi oksijen tagiyan fonsiyonel gruplar varsa degisik ¢éztculer kullanilarak alinan
NMR spektrumlarinda gézienen‘kaymalaria yap aydinlatifabilir. Omegin, bir bilesigin CDCl,
gibi inert bir ¢ézlicide alinan NMR spektrumu daha sonra ds-piridin, de-benzen gibi
¢bzlcllerde alinarak metil gruplanndaki karakteristik kaymalar gézlenebilir.

Triterpenlerle yépllan ¢aligmalarda iskeletteki gifte bagin yerine baglh olarak vinilik proton
piklerinin degigik kimyasal kaymalar gosterdigi bulunmustur (4.5-6 ppm). Triterpenlerdeki
alifatik metil gruplan 'H NMR spektrumunda 0.5-1.2 ppm arasinda, vinilik metil gruplan
1.65-1.70 ppm de, halka digi metilen protonlan 4.5-5.0 ppm arasinda ayn ayn genis
singlétler halinde gézlenirken hidroksile ve ester gruplanna komsu protonlar 3.0-5.0 ppm
arasinda izlenirler, ayrica asit veya aldehide ait protoniar da alt alanda izlenebilir. Spin-
decoupling ydntemi ile geminal ve visinal etkilesimler gézlenir, bu iliskiler ayrica 'H-'H
COSY yéntemi ile de gdzlenebilir.

BC NMR Spektrumunda sp® hibritlerine sahip ve hi¢bir sibstitient tagimayan karbonlar
0.00-50 ppm, vinilik karbonlar (sp? hibritlerine sahip C’lar ) 100-160 ppm, asetilenik C'lar
(sp hibritlerine sahip C'lar) 50-80 ppm ‘de bulunuriar. Hetero atomlara komsu C’lar 60-80
ppm arasinda , karbonil grubu C’lan 160-210 ppm arasinda gézlenir.

“Off-resonance decoupling” yéntemi ile alinan bir' spektrumda metil gruplarina ait
karbonlar kuartet , metilen karbonlan triplet, metin karbonlan dublet, kuartemer karbonlar
ise singlet geklinde gorillr, fakat cok sayida karbon igeren yapilarda bu pikler stiiste
duserek iyi gbzlenemeyebilir (18).

BC-"H etkilesimi spektrumun yorumlanmasini guglestirebilecedi icin 'H cekirdeginin °C
gekirdegi Gzerindeki etkisinin kaldirimasini saglayan (proton-noise,decoupling) yéntemler
ile spektrum basitlestirilir, bdylece molekulde sadece karbon atomlarina ait pikler singletler
seklinde goézlenir (17).
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Son yillarda APT veya DEPT teknikleriyle karbon tiplerinin kolayca belirlenebilmesi
mimkan olmaktadir. Aynca HETCOR 'H -'>C hetero korelasyon teknigiyle hangi protonun
hangi karbona bagdh oldudu izlenir, yani direkt proton-karbon iligkisi g6zlenir, hi¢ proton

tasimayan (katerner) karbonlar bu teknikte korelasyon vermeyerek belirlenir.

Ayrica indirekt, yani 2 veya 3 bad uzakliktaki proton-karbon arasindaki iligkileri izlemek igin
COLOC teknigine basvurulur. invers fazdaki HETCOR ve COLOC yéntemleri sirasiyla
HMQC ve HMBC olarak adlandiniir ve ¢ok az miktardaki maddelerin 'H-"*C
korelasyonlarinin izlenmesine olanak saglar. SINEPT ve FLOCK ise yine bir protona 2-3
bag uzakliktaki karbonu izlemek igin bagvurulan ydntemlerdir, ve &zellikle katerner

karbonlari tespit igin kullaniiriar.

Elementel analizle bulunmusg olan kapal formdil, kiitle spektrumu yardimiyla dogrulanarak
molekil adirhdi bulunmus olur. iskelet (izerindeki cifte bagin yeri degisik parcalanmalara
neden olur, béylece cifte badin yerini saptamak miamkdn olabilir (19). Aynca bilesikte asit,
alkol, hidroksil gibi ¢esitli gruplara ve 6zgin iskelet yapisina gére degisik parcalanmalar
olmaktadir. Bu pargalanmalara gére bilesidin yapisi hakkinda fikir edinilebilir.
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1.3.1.5.1. Triterpenlerin Siniflandirdimasi

Triterpenler tagidiklari halka sayisina gére baglica trisiklik, tetrasiklik ve pentasiklik
olmak Uzere Ug gruba ayniabilirler.

a) Trisiklik : Ambran

b) Tetrasiklik : Lanostan

—=C halkast acik : Onoseran
—>Simetrik ==
L——C halkast kapal : Gamaseran

C) Pentasiklik ———

——F halkasi 5 C'lu: Lupan

L——— Asimetrik —

L— - E halkas!6 C 'lu

Oleanan _Ursan
ve friedo oleanan ve friedo ursan

(29ve 30 noluCH, (29 nolu CHy > Cqg'da
gruplan Coyde)” 30 nolu CHy —Cypde)
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Bilegikte asit, alkol, hidroksil gibi gesitli gruplara ve 6zgin iskelet yapisina gére degisik
parcalanmalar olmaktadir. Bu pargalanmalara gére bilesigin yapisi hakkinda fikir edinilir.
Bazi triterpenlere ait par¢alanmalar :

COOCH HO
3 —— COOCH,4
AcO mle 317
— Bl
COOCH,
0 > 7
AcO y
m/e 216
S __ -3 +
>
AcO
Ac — —
m/e 290
— - +
—_—
R
R | _
Sekil 20 m/e 218
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1.3.2. UGUCU YAGLAR

Ucgucu yaglar, bitkilerden yada bitkisel droglardan, su veya subuhan distilasyonu ile
elde edilen, oda sicakiiginda sivi halde olan fakat bazen donabilen ugucu, kuvvetli
kokulu ve yadmsi kangimlardir. Agikta birakildiklarinda oda sicakliinda bile
buharlagabildiklerinden “ugucu yag”, "eterik yag”, glizel kokulu olduklarindan “esans”
gibi isimlerle anilirlar. Esans denmesinin bir bagka nedeni de parfimeride

kullaniimalaridir.

Yurdumuzda geneliikie yerli olarak elde edilenlere yag (gtil yag:, kekik yagi, defne yagi);
yurt disindan gelen ugucu yaglara esans (lavanta esansi, limon esansi ) denilmesi adet
olmustur. Buna kargilik ithal edildigi halde yad olarak isimlendirilenler de vardir (tar¢in
yagi, karanfil yagi).

Ugucu yaglar genellikle sivi ve taze iken hemen hemen renksizdir. Suda pek az etanol,
ekseri organik ¢bzlicliler ve yaglarda kolaylikla ¢éziintifler. Yogunlukian karanfil ve
targin ugucu yaglar gibi birka¢i harig, suyunkinden daha kiiguktdr.

Ugucu yagdiar esas itibar ile terpenik karbirler (alifatik, monosiklik, bisiklik veya
seskiterpen) ve bunlann oksijenli tiirevleri (alkol, aldehit, keton vs.)'nin bir kangimindan
ibarettir. Bu bilegikler yaninda organik asitler, alkoller, ketonlar, fenoller vs. gibi
maddeler de bulunmaktadir. Ugucu yaglarin ekserisinde bazi bilesikler digerlerinden
daha faziadir. Mesela nane esansinda mentol ( % 50 den fazla), kekik esansinda timol
ve karvakrol (% 20 civarninda), okaliptus esansinda sineol (% 70 civan), targin
esansinda sinnamik aldehit (% 50 den fazla) ana madde olarak bulunmaktadir. (2/)

Ugucu yaglar bitkilerde ¢ok yaygin olmakla birlikte bilhassa Coniferae, Rutaceae,
Lauraceae, Myrtaceae, Rosaceae, Labiatae, Umbelliferae ve Compositae familyalari
ugucu yag tasiyan tarler bakimindan zengindir. Ugucu yadlar bitkilerde genellikle 6zel
salg! organlarinda (tlyler, salgi kanallari, salgi cepleri vs.) bulunurlar.

Ucucu yaglar geneliikie bir metabolizma artigi olarak kabul edilmektedir. Ugucu yaglarin
yiizey gerilimi ve buharilagma lizerindeki etkilerini gz énlinde tutan aragtincilar bunlarin
bitkilerde su kaybini énleyici bir rolleri bulundugu fikrini ileri sirmektedirler.
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Kurak ve sicak bélgelerde yagayan ekseri bitkilerin ugucu yag tagimakta olmasi da bu
fikri kuvvetlendirmektedir. Ugucu yag tagiyan bitkiler daha ¢ok sicak iklim bdlgelerinde
yetismektedir. Tropik ve subtropik béigelerle thman iklim kusadinin sicak bolgelerinde
de kokulu bitkiler bulunmaktadir. Ulkemizide igine alan Akdeniz bdigesi ise, ugucu yag
tasiyan bitkiler agisindan en zengin bélgelerden biridir. Bazi familyalar ugucu yag
taglyan cinsleri nedeniyle 6nem kazanmiglardir. Lamiaceae familyasinda bulunan
bircok Akdeniz bolgesi Avrupa bitkisi, Thymus, Lavandula, Menta, Melissa vb. tlrler,
degerli ugucu yag kaynaklaridir.

Ugucu yaglar koruyucu ajandirlar ve bitkinin yaralanmasi sonucu meydana gelen
reginelerin ¢dziinmesini sadlarlar, yani ¢bzlcidurler. Ugucu yaglarin bdcekleri kagirma
yada ¢cekme gorevieri oldugunu savunaniarda vardir. Bocekleri kaginc: etkide olanlan
bitkinin 6zellikle yaprak ve giceklerinin korunmasina yardimci olur. Bocekleri gekici
etkide olanlari ise tozlagmaya yardimci olur.

Ugucu yagdlar yag tagiyan bitki kisimlarindan geneliikle destilasyon yoluyla kazanilir.
Uygulanan yéntem bitkinin durumuyla ve gesitli kogullarla bagintilidir. Ugucu yag bitkide
genellikle %1-2 oraninda hatta bazen daha az miktarda bulundugundan, destilasyon
islemleri boyunca fazla hacimde su ve bu suya oranla, ¢ok az miktarda ugucu yag§
yodunlagacaktir. Ugucu yaglarnn ¢odu sudan hafiftir ve suyla kangmadigindan suyun
astinde tdplanlr.

Ugucu yagdlann kinima indeksleri ylksektir, cogunlugu optikge aktiftir ve spesifik
cevirmeleri ugucu yagi tanitmaya yarayan onemli &zelliklerden biridir. Kinima
indeksinde ve polarize 15191 cevirme derecesinde olagelen degigmeler, ugucu yagin
safliinin bozuldugunu gésterir. Ugucu yagdlardan elde edilen bazi maddelerin dogal ya
da yapay yolla elde edildigini, maddenin polarize i1g1g1 gevirmesini saptamak suretiyle

anlama olanagi vardir.

Kural olarak ugucu yaglar su ile karigmayan trinier ise de kokulannin suya gegmesine
yetecek oranda suda ¢ozinurler. Aromatik sular, ugucu yaglann igte bu ¢ok az olan
¢ozinurliklerine dayanarak hazirlanir. Ugucu yaglar, 151k ve hava kargisinda zamanla

oksitlenir ve recinelesirler.
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Ugucu yaglarda bulunan gesitli maddeleri 4 grup altinda toplayabiliriz :

a ) Terpenik maddeler

b ) Aromatik maddeler

¢ ) Dz zincirli hidrokarbonlar

d ) Azot ve kikurt tagiyan bilegikler

Terpenik maddelerden oksijensiz olaniar goguniukla kolay ugucuduriar ve ugucu yag
sogutuldukea, oldukga digtk derecelerde bile sivi halde kaliriar. Oksijenli tlrevler ise
daha az ugucudurar ugucu yad sogutuldufu zaman bircogu c¢okerek, oksijensiz
bilegiklerden az veya ¢ok aynlabilider. Ugucu yadin sogutulunca ¢bken kismina
“stearopten®, bu kosullarda sivi halde kalan kismina ise “elaopten” adi verilir (20).

1.3.2.1. Lavanta Cigeginin Yag: ve Bilegenleri

Taze lavanta ¢igeklei uzun zaman depolanmamali ve su distilasyonu ile
distillenmemelidir. Su distilasyonu ester buharlagmasina neden oldugu i¢in yagdaki
ester igerigi azalacaktir (42). Lavantanin farkh gesitleri igin ugucu yag verimi % 0.5 ile
%1.1 arasmda degigir. Bulgaristan’ da Kazanlk, Karlova, Hemus gibi bazi ¢esitler
%1.06 - 1.46 ugucu yag igerirler (14).

Rusya'da 1969-72 yillan arasinda Karetnikova ve arkadaslan tarafindan yapilan bir
¢alismada lavanta ugucu yaginin en onemli bilegenlerinin linalil asetat (%31) ve
lavandulil asetat (%14) oldugu saptanirken, Prager ve arkadaslannin ayni yil iginde
Fransa, Bulgaristan ve Yugoslavya'yt kapsayan ¢aligmalarinda en 6nemli bilesenlerin
linalil asetat (%44.8-32.2) ve linalool (%49-27.6) oldugu gérulmastir (14).

ingiliz lavantas: linaloolce zengindir, linalil esterlerince ise fakirdir (Arctander, 1960).
Fransiz lavantas! ugucu yaginda ise daha ¢ok linalool (%42-20) ve linalil asetat (%58-
38) meveuttur (21).
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1.3.2.2. Ugucu Yagin Kalitesini Etkileyen Faktorier

Ucucu yag verebilen bitkilerden yilksek kalitede yag eldesi, bitkinin yetigtigi yere, bu
yerin ylksekligine, topragin 6zelliklerine, iklim sartlanina, ¢icek agma mevsimine, ginin
uygun toplama saatlerine, hasat metoduna, kurulama, depolama ve tagima gibi sartlara

baghdir.

Lavantalarda genellikle hasat, gigeklerin %50’ sinin agtigr dénemde baglar, %75-90’
inin agti§l zamanlarda devam eder ve ¢igek agma durdugu zaman ise biter. Hasat,
kuru, 1k ve giinegli glinlerde yapilmahdir. Cok soguk havalar esterlerin gelismesini
onler, yagmur ise hasata zarar verir. Kurutma iglemi ise ince tabakalar halinde serilerek,
golgede, hava akimimin bulundugu ve sicakhgin 35°C ‘yi gegmedigi yerlerde
yaptimalidir (22).
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1.3.2.2. Basing ve Sicakhgin Ugucu Yag Verimi Uzerindeki Etkileri

Ucucu yad verimi Gzerinde basing ve sicakh@in etkilerini gbrmek amaciyla yapilan
denemelerde, partikiil blyUklaga -2000+1000 pm, kloroform ile ekstraksiyon siresi 3
saat, debi 18 L/h olarak alinirken, basing 80-100 bar, sicaklik 40 -60°C degerleri
arasinda deéismisfir. Bu sonuglara gére ugucu yag verimi sabit basingla sicaklik
arttik¢a azalmaktadir. Ugucu yag verimi Gzerine basing ve sicakhiin etkisi subuhan

- Basing P(bar) -
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80

80
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90

90
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* su buhan distilasyonu kiyaslamaili.
Tablo 2

Ekstraksiyon siresinin ve CO; debisinin géreceli ugucu yag verimi Gzerindeki etkileri
ise agagidaki tabloda verilmistir.

Goreceli ugucu yag Yag verimi (%)
Ekstraksiyon siiresi ( saat) 9 Uh ik deblde L 18 LJ»I}')”?Iik: é?bide_
2 71.99 74.38
3 73.07 82.60
4 76.30 82.76
5 77.38 83.76

* su buhar distilasyonuyla kiyaslamali. -
Tablo 3
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1.3.3. SUPERKRITIK AKISKAN EKSTRAKSIYONU

Ekstraksiyon, sivi veya kati karigimlardan veya materyallerden belli bir bilegigi organik
¢ozlculer yardimiyla ayirma iglemidir. Madde kangimianndan istenen maddelerin her
zaman saf olarak ekstrakte edilememesi, istenmeyen bazi diger maddelerie birlikte
ekstraksiyonu bu yontemin segimli bir yontem olmasini engellemektedir. Son yillarda
aragtirma ve geligtirme agamasini tamamlayarak sanayide kullaniimaya baglanan
yiksek basing altinda shperkritik akigskanlaria ekstraksiyon yontemi 6nem kazanmaya
baslamigtir.

1.3.3.1. Sliperkritik Akiskanlar

Kritik sicaklik ve basinglarinin Gizerinde stiperkritik 6zellik kazanan akigkanlar, yoguniuk
ve g¢bzme glch bakimindan bir sivi gibi, tagimm o&zellikleri (difizyon katsayisi ve
viskozite) ve sikigtiniabililik bakimindan bir gaz gibi davranirlar. Basing ve sicakhigin
degistirilebilmesi ile fizikokimyasal &zellikleri gaz sivi arasinda sirekli degisen ama
kimyasal yapisi etkilenmeyen sUperkritk akigkaniar, ayirma ve fraksiyonlama
islemlerinde diger ¢bézicilerin Gzerinde ozelliklere sahip olurlar (23).

Sahip oldt;gu oldukga ylksek degerdeki yodunluk, akiskana iyi gézme glict saglarken,
oldukga dusik viskozite ve yuksek diffizyon degerleri ekstraksiyon yapilacak kati igine
daha iyi nifuz edebilme giclini gbstermektedir. Bu Szellikler kati maddenin kitle
transferi ile akigkan igine, siviya gore daha iyi alinabilmesini saglamaktadir.

Superkitik akigkan ekstraksiyon yonteminde CO,, etan, metan, propan, su, etilen,
aseton, toluen gibi pek ¢ok ¢dzlcl rahatlikla kullanilabilir. Bunlar igcinde amaca en
uygun ve uygulamada en ¢ok denenmig olam CQO,‘dir. Stiperkritik CO,, polar 6zellikler
gostermedigi icin su, seker, protein, inorganik tuzlar, nisasta, meyve asitleri,
polisakkarit, aminoasit gibi maddeleri cozememesine ragmen gida endustrisinde en ¢ok
kullanilan ¢ézucuddr (24,25,26,27,28,29).
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Cozich olarak CO, kullaniimasinin baglica nedenleri gunlardir;

a) Birgok organik madde igin iyi bir ¢ozgen,

b) Suda ¢éztnarligi dagak,

c) Organik ekstraklara gore yiksek bagil uguculuga sahip,
d) Viskozitesi dusiik ve difizyon katsayist yuksek,

e) Buharlagma istsi distik,

f) Toksik degildir ve yanmaz,

g) Fiyat diisiik ve kolay elde edilebilir.

Bazi sGperkritik ¢ézGculerin kritik 6zellikleri ;

F o KRITIK KRITIK KRITIK -
¢6z0cl SICAKLIK BASING YOGUNLUK
(°C) (bar) (g/cm3)
Metan -83 45.4 0.16
Etilen 9 49.7 0.22
CO; 31 72.8 0.47
Etan - 32 48.2 0.20
Azotoksit 36 71.5 0.45
Propan 97 41.9 0.22
Amonyak 132 111.3 0.24
n-Hekzan 234 29.3 ¢ 0.23
Etanol 243 63.0 0.28
Toluen 318 40.6 0.29
Su 374 217.7 0.32
Tablo 4

Superkritik akigkan olarak CO;nin dikkat cekmeye basladi§l siralarda
Dr.Thomas Andrews, CO'nin stperkritik 6zelliklerini 30.92°C ve 73.0 atm olarak
belirlemigtir. Bugln gecerli olan degerler ise 31.1°C ve 72.8 atm'dir (28).
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CO: ‘nin 6zellikleri (26);

OZELLIKLER Sivi SUPERKRITIK GAZ
Yogunluk (g/cm?) 1.0 0.2-0.7 0.001
Viskozite (cP) 0.5-1.0 0.05-0.1 0.01
Diftzyon 10° 10%-10° 0.1
Katsayisi (cm?/s)

Tablo 5
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1.3.3.2. Silperkritik Akigkan Ekstraksiyon Yéntemi

Gazlar ytksek basing altinda sivi veya stiperkritik evre bodlgesinde ¢bzgen Ozellik
kazanir. Bu ozellk, basing ve sicaklk degigimleriyle istenildigi  gibi
yénlendirilebilmekt;edir. Boylece sikigtinlmig gazlar gesitli yontemlerle birgok maddelerin
tagtyici materyallerden fraksiyonlarina ayriimasinda veya madde kangimlarinin
rafinasyonunda kullanilabilmektedir (30).

Saperkritik akigkan ekstraksiyonu klasik ¢éziclilerle yapilan ekstraksiyona veya
destilasyon teknolojisine gére maddeyi daha iyi ekstrakte edebilmeo yetenegine sahiptir.
Olduk¢a yeni olan bu ayirma teknigi madde iginden alinmak istenen bir maddeyi
ekstrakte etmek icin kritik noktalarr: Gzerinde stiperkritik 6zellik kazanan akigkanlari
kullarur. Nispeten ugucu olmayan maddeler superkritik akigkanlar ile ¢ozulebilider.
Sdperkritik akiskanin ylksek kaynama noktasina sahip maddeleri ¢bzlip sistemden
alabilme ozelligini arttirmak igin yoguniuk arttinlabilir veya sabit yogunlukta sicaklik
arttinlabilir. Stperkritik ekstraksiyon, 0-100°C arasinda degisen sicakliklarda (kullanilan
gazin kinetik sicakliginda) ve 50-300 atm.lik basin¢ dederlerinde gerceklestirilir.
Agagidaki sekilde saf bir sivi igin basing-sicaklik evre diyagrami gésterilmigtir. Sekilde
ayrica sivi, kati ve gaz evreleri  belirtiimektedir.

1

Basing

LA :
- /A
-~ 1
i
i
I . -
X KRITIK NCXTA
3 ’\-\\oS ) y
0 ed i
5 ° !
R 3¢t Newta :
0 G I
<2 s |
" 123X
./’ G P T
Grafik 1 Siczldik

Saf bir ¢6zlcl igin basing-sicaklik evre diyagrami
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1.3.3.3. Suiperkritik Akiskan Ekstraksiyon Yénteminin Avantajlar

a)Ylksek buharlagsma sicakliina sahip komponentleri diisiik sicakliklarda ucucu hale
getirmek olasi olmaktadir.

b)Madde karigim komponentleri herhangi bir zararlanma olmadan ekstrakte
edilebilmektedir.

c)lsiya duyarli igerik maddeleri herhangi bir zararlanma olmadan ekstrakte
edilebilmektedir.

d)Destilasyon veya diger ekstraksiyon yontemleriyle ayrilmayan komponentlerin
stperkritik akigkanlarla ekstraksiyon yéntemi ile kolayca ekstrakte edilmektedir.

e)Cézgen maddeden tamamen arindinimig ekstrakt eldesi mimkin olmakta, ayrica
CO; gibi toksik olmayan bir madde kullaniimaktadir.

f)CO; gibi siiperkritik akigkanlar ucuz gazlardir.

g)Cok yliksek selektif (segici) bir ekstraksiyondur.

h)Sicaklik ve basing ayar ile ekstraksiyon maddesine ¢bzgenlik siirlarinda buydk bir

elastikiyet saglanmaktadir.

1)C6zgen maddenin tekrar kullanimi ve béylece ¢6zgen tasarrufu s6z konusudur.

i)Ekstraksiyon tamamen oksijensiz bir ortamda gergeklestiginden bir dizi olumsuz

reaksiyonlarin 6niine gegilmis olmaktadir.

J)Cok basit olarak fraksiyonlara ayirma sézkonusudur.

k)Gevre kirlenmesine neden olmaz (31,32).

1.3.3.4. Kritik Bolge Yakinlarindaki Deneysel Hatalarin Nedenleri

Deney sirasinda basing ve sicakliktaki oynamalar, ortamda safsizhigin bulunmasi,
genlesme katsayisinin sapmasi, akigkanin sikistirilabilirligi gibi nedenler, sUperkritik
akigkan yogunlugunun hatali dlgiilmesine neden olabilir. Bu nedenle, en iyi hal
denklemi bile kritik noktaya yaklagildi§i zaman yodunluk ile ilgili bir dizeltme teriminin
ilavesine ihtiyag duyar (33).

Stperkritik akigkan ekstraksiyonunda basingtaki oynamalardan meydana gelen
zorlanmig konveksiyon, dikkatli bir deneysel tasarim ile giderilebilir, fakat yogunluk
farkinin meydana getirecedi dogal konveksiyonu gidermek neredeyse imkansizdir.
Aslinda, dogal konveksiyon, dogal maddelerin ekstraksiyonunu kolaylikla etkilemez
fakat ¢ozinurligun yoduniuk ile tstel olarak degismesi, fraksiyonlama yapildi§i zaman

genel anlamda sonucu etkileyecektir (34,35,36).
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1.3.3.5. Siiperkitik Akiskan Ekstraksiyonu Yénteminin Uygulama Alanlan

Son yillarda ayrintili aragtirma konusu yapilan stperkritik akigkanlarla ekstraksiyon
yénteminin birgok alanda kullanim potansiyeli gorilmektedir (24,31,38,39,40,41).

Bu kullanim alanlarindan bir kismi su sekilde siralanabilir;

Gida Sanayinde; Yagl tohumlardan yagin ekstraksiyonu, ¢cay ve kahveden kafeinin
giderilmesi, tutinden nikotinin uzaklagtirimasi, baharat ekstraktlarinin hazirlanmasi,

patates cipsinden yagin uzaklastirimasi.

Eczacilikta; Yiksek molekll agirlikli uyusturucu maddelerin ayrilmasi, bitkisel
maddelerin aktif bilegenlerinin ekstraksiyonu, biyoteknoloji ile taretilmis ok bilesenli

kangimlanin ayrilmasi.

Kozmetik ve Parfim Sanayinde; Dodal maddelerden ugucu yaglarin ekstraksiyonu,
hayvansal ve bitkisel yaglann ayrlmasi, aroma maddelerinin ve esanslarin

hazirlanmasi, esansiyel yaglarin koku ve tat verici bilesenlerinin ekstraksiyonu.

Hidrokarbon Prosesinde; Kémirden gazlastinlabilir maddelerin  ve yaglarin
ekstraksiyonu, yaglardan asfaltitin  uzaklastinimasi, kémur sivilagtirma, jeolojik
donugtimlerden gaz uzaklastirma ve yagda ulagma, katrandan yag tabakasinin
ekstraksiyonu.

Kirlilik Kontrolii; Proses buharlarindan toksinlerin ayrilmasi, sulu ¢Ozeltilerden organik

atiklarin uzaklagtinimasi .

Kimyasal Uygulamalarda ve Saflagtirmada; Isil bozunmaya ugramadan isiya karsi
hassas biegiklerin ayriimasi, diisiik buhar basingli yadlarin ayrilmasi ve temizlenmesi,
monomer ve polimerlerin ayriimasi, katalizér rejenerasyonu, organometalik bilegiklerin
saflagtinimasi, polar bilesiklerden apolar bilegiklerin ayriimasi, aromatik ve parafinik

hidrokarbonlarin ayrilmasi.
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II. DENEYSEL BOLUM

IL.A. Aragtirma Materyali

IL.A.1. Bitkisel Materyal

27/Nisan/1996 tarininde Bodrum-Giimbet bélgesinden toplandi ve Ankara Universitesi
herbaryumunda teshis edildi. Bu bitki ile ugucu yaglarin incelenmesi amaglandi.

11.A.2. Kimyasal Materyal

Kimyasal materyal olarak CO, ve kloroform kullanildi.

I1.B. Aragtirmada Kullanilan Cihazlar

Stiperkritik akiskan ekstraksiyon cihazi ve destilasyon cihazi ugucu yag eldesi igin, GC-MS
cihazi ise ugucu yagdaki bilegeklerin tayini igin kullanildi.

I.C. L. stoechas ssp. stoechas Bitkisinin Toprak Ustii Kisimlarinin Ugucu Yaglarinin
Arastinimasi

Bitkinin toprakusti kisimlarinin ugucu yaglar iki ayri yéntem yardimi ile elde edilerek yapisal
aragtirmalar yapilmigtir.

I1.C.1. Suiperkritik Akiskan Ekstraksiyon Yonteminin Uygulanmasi

Bitki gélgede kurutuldu. Toprak Ustl kisimlan ¢ok ince 6guttildi ve 776.70 gr. olarak tartildi.
Bu miktarla stperkritik akigkan ekstraksiyon yoéntemiyle alti ayrn caligma yapildi. Bu
caligmalarda sicaklik sabit (40°C) tutuldu ve basing her galisma igin degistirildi. Farkl
calisma kosullarinda ugucu yag elde edilmesi agagidaki tabloda gosterilmigtir

Caligma 1 2 3 4 5 6
Miktar 180 gr. 120 gr. 120 gr. 120 gr. 120 gr. 116.70 gr
Basing 80 bar 85 bar 120 bar 140 bar 160 bar 160 bar

Ekstraktor

sicakhig 40°C 40°C 40°C 39.3°C 40°C 40°C
Ayirict

sicakhigi 22°C 24°C 25°C 25°C 20°C 21°C
Banyo

sicakhiklan
Ekstraktor 48°C 48°C 48°C 48°C 48°C 48°C
Ayirici 37°C 37°C 37°C 37°C 37°C 37°C

CO; Sic. 40°C 40°C 38°C 38°C 40°C 40°C

Geriye
kalan posa | 172.92¢gr | 118.04gr | 117.49gr | 11884 gr | 11865gr | 112.70 gr
miktan

Destilat 1.5ml 1ml 1ml 1mi 1mil 1ml
miktan
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11.C.2.Siiperkritik Akiskan Ekstraksiyon Sonuglarn

Stiperkritik akigkan ekstraksiyon yontemiyle elde edilen ugucu yaglardan daha dugik
basingla alinan ilk Ggii (1+2+3) (Grup 1) ile daha yiiksek basingla alinan son Ugl (4+5+6)
(Grup 2) iki grup halinde toplanarak GC-MS analizine verildi. GC-MS analizinin incelenmesi

neticesinde ugucu yagin ana bilesenleri olarak agsagidaki maddeler bulunmustur.

Okaliptol : (= 1.8 cineol) (46) Grup 1 Grup 2
CioH1sO  Mw:154 Var Var

74

Kamfor: CyHsO  Mw=218 (47) Var Var
Chg
<l
Fenkon: CioH260 Mw:152 (48) Var Var

=

Kalamen: CisHa; Mw:202 (50) Var Yok

3]
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Globulol : C15H250 Mw:222
CQ:;/OH
CHy
o
CHj Hs
Ledol : CysHp60 Mw:222
OH /CH3
CHg
C
CH,CHg
Aromadendren: CisHzs Mw:204
Viridiflorol: CisH0 Mw: 222
s 2OH

(56)

(56)

61

(52)

Var

Var

Yok

Var

Var

Var
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Kopaen: CisHzs Mw: 204 (60)

i

AH
Bornil Asetat: C12H2002 Mw:196
Murolen : CisHo4 Mw:204 (62)

Var

Var

Var

Yok
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Stperkritik ekstraksiyon yontemiyle elde edilen ugucu yagin GC-MS analizinde belirlenen
bilesiklerin molekuler pikleri, kapladiklari % alan ve gelis zamanlari agsagidaki tablolarda

verilmistir:

Siiperkritik ekstraksiyon ( 1+2+3 ) Toplam Uriiniinin GC-MS Verileri

Retansiyon ;
Pik Sira No zamani (dak.) % (Alan) Molekdler Pik 1; :  Bilesik
1 5.08 0.15 154 Okaliptol
2 712 4.92 152 Fenkon
3 9.04 10.02 152 Kafur
4 13.38 1.58 196 Bomil Asetat
8 14.54 0.73 152 Belilenemeyen
6 15.29 0.05 204 Aromadendren
7 19.02 0.58 204 Belilenemeyen
8 19.35 0.54 204 y- Murolen
9 19.44 122 202 Kalamen
10 21.12 2.31 222 Globulol
14 21.27 0.86 222 Ledol
12 21.34 0.45 222 8-Kadinol
13 23.62 0.88 218 Belifenemeyen
14 24 .51 0.21 220 Copaen 8-ol
15 41.2 0.22 380 Ca7Hss
16 44.42 0:53 408 CsoHus
Tablo7
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Superkritik ekstraksiyon ( 4+5+6 ) Toplam Uruniiniin GC-MS Verileri

‘Pik SiraNo | [Retansiyon | "% (Alan) folek
Zamani ( '
B 4.14 017 154 Okaliptol

2 6.46 5.21 152 Fenkon

3 8.29 10.13 152 Kafur

4 12.48 1.84 196 Bomil asetat

5 13.59 1.04 134 Belirlenemeyen

6 14.23 0.09 168 Belifrenemeyen

7 18.06 1.12 222 Belirenemeyen

8 18.38 1.14 222 Belirlenemeyen

9 20.17 4.46 222 Globulol

10 20.32 0.89 222 Ledol

11 22.22 1.60 218 Viridiflorol

12 23.09 0.45 220 Copaen 8-ol

13 26.00 5.07 236 Belinenemeyen

14 27.22 1.31 272 Belirlenemeyen

15 40.40 0.32 380 Belirlenemeyen

16 41.42 0.12 365 Uzun zincirli
hidrokarbon

17 42.24 0.12 410 Uzun zincirli
hidrokarbon

18 43.30 1.02 408 Uzun zincirli
hidrokarbon

19 44.28 0.26 392 Uzun zincirli
hidrokarbon

20 46.11 6.28 436 Uzun zincirli
hidrokarbon
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I1.C.3. Su Buhar Destilasyonu Yénteminin Uygulanmasi ve Sonuglan

Bitkinin kurutulup 6gitalimis toprak Gstl kisimlanndan subuhan destilasyonu ile de ugucu
yag elde edilerek stiperkritik ekstraksiyon yontemi ile elde edilen ugucu yagdlaria kiyaslandi.
Bu ydntemde 150 gr.bitkinin toprak Ustl kisimlari g¢ok ince 6gutlldii ve Ug¢ saat boyunca
Clevenger cihazinda destilasyon ile 2 ml ugucu yag elde edildi (verim % 1.33).

Su buhan destilasyonu ile elde edilen ugucu yagin GC-MS verileri

1 a-Tujen

2 8.48 210 136 a-Pinen

3 9.33 234 136 Kamfen

4 12.31 343 136 D-limonen

5 13.03 363 154 Okaliptol

6 16.25 486 152 Fenkon

7 17.50 537 154 Fenkol

8 18.38 566 152 Kafur

9 19.06 584 154 Terpinen 4-ol
10 19.43 607 196 Fenkil asetat
11 20.06 620 154 a~Terpineol
12 20.22 630 150 2-Norpinen-2-

karboksi aldehit

13 21.51 684 196 Bomil asetat
14 23.03 727 152 Belirlenemeyen
15 26.17 844 204 Aromadendren
16 27.03 873 204 Kadinen

17 27.13 879 204 Kadinen izomeri
18 27.25 887 204 Kadinen izomeri
19 27.37 893 202 Kalamen
20 28.19 919 200 Belirlenemeyen
21 29.23 958 222 Palustrol
22 30.24 994 222 Globulol
23 30.29 998 222 Ledol
24 31.08 1022 222 3-Cadinol
25 31.34 1037 236 Levomenol
26 33.51 1120 218 Nootkatone

Tabk 3
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I1.C.4.Stiperkritik Ekstraksiyon ve Su buhan Destilasyon Y&ntem Sonuglannin
Kargilagstinimasi

Superkritik ekstraksiyon ve su buhan yontemleri ile elde edilen sonuglar agagidaki tabloda
karsilagtirmal olarak-verilmigtir.

Su Buhan Yéntemi Siiperkritik Ekstraksiyon

(1+2+3) (4+5+6)
a-;i'hujeri 8.20 — . - T
a- Pinen 8.48 - - - -
Kamfen 9.33 - - - -

D- Limonen 12.31 - - - -
Okaliptol 13.03 5.08 Okaliptol 414 Okaliptol
Fenkon 16.25 712 Fenkon 6.46 Fenkon

Kafur 18.38 9.04 Kafur 8.29 Kafur
Terpinen 4-ol 19.08 - = = -
Fenkil asetat 19.43 - - - -
a- Terpineol 20.06 - 5 . -
2-Norpinen -2 20.22 - S - -
karboksi aldehit
Bomil asetat 21.51 13.38 Bomil asetat 12.48 Bormil asetat
Aromadendren 26.17 15.29 Aromadendren - -
- - 19.35 y-Murolen - -
Kadinen 27.03 - - - -
Kadinen izomeri 27.13 - - - -
Kalamen 27.37 19.44 Kalamen - -
Palustrol 29.23 - - - -
Globulol 30.24 21.12 Globulol 20.17 Globulol
Ledol 30.29 21.27 Ledol 20.32 Ledol
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I.D. Lavandula stoechas ssp. stoechas Bitkisinin Toprakalti (K6k) Kisimlannin
Organik Bilesiklerinin Arastinimasi

I1.D.1. Materyal

11.D.1.1. Bitkisel Materyal

Bu galigmada bitkisel materyal olarak, Lamiaceae (Labiatae) familyasina ait Lavandula
stoechas ssp. stoechas tart kullanildi. Lavandula stoechas ssp. stoechas bitkisi 15
Nisan 1996 tarihinde Cayirova - Gebze'den toplandi.

Bitkiler Ankara Universitesi, Eczacilik Fakiltesi bitki herbaryumunda teshis edildi.
11.D.1.2. Kimyasal Materyal

Adsorbanlar: Silikajel 60 G, Silikajel 60 HF2s4 (Merck), ince tabaka kromatografisi ve
preparatif ince tabaka kromatografisi i¢in silikajel kaph aliminyum plaklar (DC Alufolien,
Kieselgel 60 Fis, Merck) veya cam plakiar, kolon kromatografisi igin; silikajel 60 G
(Kieselgel 60 G, 0.063 - 0.200, Merck ) ve kolonda jel permasyon kromotografisi igin
Sephadex LH-20 (Pharmacia)

Asetilleme icin ; piridin, asetik anhidrid

Ayirma ve saflastirma iglemlerinde kullanilan organik ¢ézcliler ;

Kloroform, diklorometan, eter, benzen, toluen, petrol eteri (40-60°) (Merck), aseton, etil
asetat, metanol, hekzan ve etil alkol.

I.D.2. Yéntem

I1.D.2.1. Ekstraksiyon Iglemi

Lavandula stoechas ssp. stoechas bitkisi golgede kurutuldu. Toprak alti kisimlan,
degirmende toz edildi ve 800 gr. tartilarak ekstraksiyon kaplarina dolduruldu. 48 saatte
bir stizmek Uzere 6@&t0lmﬁ$ bitki iki kere kloroform ile iki glin stresince masere edildi.
Gozuciler evaporatérde (60°C) buharlagtiriidi ve bitkiden toplam 16gr. ekstre elde
edildi.

11.D.2.2. Kromatografik Yontemler

11.D.2.2.1. Situn Kromatografisi

Elde edilen kuru ekstre situn kromatografi iglemi igin hazirlandi. Bunun igin ekstre,
¢dzunebilecedi kadar kloroform-aseton karigimi ile ¢bz(ildii, Gzerine silikajel ilave edildi
ve ¢bzlicli evaporatérde (60°C) kuruluda kadar buhariagtiriidi. 22 cm boyunda ve 4cm
¢apindaki cam sutun yuksekliginin 2/3 ‘Gne kadar ayni pargacik buyikltigundeki
silikajelle dolduruldu ve Gzerine hazirlanmig ekstre ilave edildi.
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Ekstre, nonpolardan polara dodru gesitli ¢ozlicli ve ¢dziich kangimian ile elie edilerek
kabaca fraksiyonlandinidi. Preparatif olarak silikajel situnda ayrnimayan az miktardaki
bazi maddeleri ayimak ya da saflagtirmak igin zaman zaman daha iyi ayirma saglayan
Sephadex LH-20 jeli ile hazifanmig daha kiglk boyutlu situnlardan yararianildi.

I.D.2.2.2. ince Tabaka Kromatografisi

Situn kromatografisinden elde edilen fraksiyonlar, ya silikajel kaplt cam plaklara veya
hazir aliiminyum plaklara (DC Alufolien Kiesegel 60 Fs4 Merck) tatbik edilerek uygun
¢bzlicu sistemlerinde yuritlidd. Bilesiklere ait lekeler 254 nm dalga boyundaki UV 1gtk
altinda incelendi. Plaga seryum sllfat belirteci puskurtilerek 110°C‘de 5-10 dk.
bekletildiginde lekeler gesitli renkler olusturdu. Benzer olanlar birlegtirildi ve tim
fraksiyonlar tek tek incelendi.

11.D.2.2.3. Preparatif ince Tabaka Kromatografisi

Az miktardaki maddeleri ayirmak ve saflagtimak igin silikajel kapl aliminyum plakiar
kullaniidi. Miktari gok olan maddeleri ayimak icin, 100gr. silikajel 60 G ve 50 gr. silikajel
60 HF.s4 adsorbanlan 300 ml distile su ile 15 dk. galkalamak suretiyle kangtiniarak
20x20 boyutundaki cam plaklara CAMAG cam plak ¢gekme aleti ile 0.5mm kaliniginda
dokaldi ve oda sicaklidinda kurutulduktan sonra etlivde 105°C‘de bir saat aktive
edilerek hazirlanan plaklar kullanildi. Karigim halde bulunan maddeler, plaklara tatbik
edilerek uygun ¢oziicli ve/veya ¢dzilict karnigimlannda yuritllerek ayrilmalan saglandi.
UV 1sik (254 nm) altinda maddelere ait bantlar igaretlendi ve bu bantlar kazinarak
erlenlere aktarildi. Silikajelin Gzerini értecek kadar uygun ¢ozicl (genellikle kloroform
veya aseton) ilave edildikten iki saat sonra sizge¢li cam huni yardimiyla vakumda
stizildi ve ¢dzlclnin evaporatorde buhariastinimasiyla bilegikler saf halde elde
edildiler.

I.D.2.3. Spektroskopik Yéntemler

I1.D.2.3.1. UV Spektroskopisi
Spektrumlar Varian Techtron 635 cihazinda 1 cm'lik kuvars kiivetlerde alindi. Olgimier
bilesiklerin metanoldeki ¢ozeltilerinde alind.
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11.D.2.3.2. IR Spektroskopisi

IR spektrumlan i¢in Tabitak Kimya Bolumindeki “Perkin Elmer 577 Grating
Spectrophotometer” cihazi kullaniidi.

1.D.2.3.3." H NMR ve "*C NMR Spektroskopisi

NMR spektrumlan TUBITAK Enstrimental Analiz Laboratuvatindaki Bruker AC 200 L
aletinde (1H NMR-200MHz) alinmigtir. Standart olarak tetrametilsilan ve ¢6zlci olarak
détéro kloroform ve bazi maddeler igin diger dotéro ¢ozictler kullanimigtir.

I1.D.2.3.4. Kiitle Spektroskopisi

TUBITAK Kimya Bélimiindeki VG ZAB Spec GS - MS aleti kullaniidi.

11.D.2.4. Belirtegler
11.D.2.4.1. Terpenoid Belirtegleri
[.D.2.4.1.1. Serik Siilfat Belirteci

2 gr.seryum (IV) siifatin 100 ml. %107uk HCl'de ¢dzilmesi ile hazilandi. Belirteg
puskurtaldikten sonra kromatografi plagi 110°C ‘de renkli lekelerin olugsumuna kadar
(ortalama 5 dakika ) bekietildi.

I1.D.2.5. Uygulanan kimyasal reaksiyonlar
I.D.2.5.1. Asetilleme

5-10 mg. madde susuz bir armudi balon igine alindi, Uzerine 1ml piridin, 1ml
asetanhidrid ilave edilerek agzi kapali olarak 24 saat oda sicakliinda bekletildi. Bu
slrenin sonunda piridin kokusu kalmayincaya kadar defalarca benzen veya metanol
ilave edilerek vakumda kuruluga kadar buharagtirildi. Ince tabaka kromatografisi ile
kontrol edildi ve saf olmayan reaksiyon Grlnleri preparatif ince tabaka kromatografisi ile
ayrildi.
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I1.D.3. Bulgular

Lavandula stoechas ssp. stoechas bitkisinin kdklerinden elde edilen bilegikler
Lavandula stoechas ssp. stoechas bitkisinin toprak alti kismindan (800 gr) ile galigildi.
Kloroformla ekstraksiyon ve ¢oktirme iglemleri sonucunda 16 gr. kuru ekstre elde edildi.
Kuru ekstre paketleme usuline gére hazirlanarak flag kromatografisinde asagidaki ¢ézlicu
sistemi ile yikanarak fraksiyonlandinidi :

1- Hekzan %100 (v/V)

2- Hekzan : Diklorometan 95: § (V/iv)
3- Hekzan : Diklorometan 90: 10 (v/V)
4- Hekzan : Diklorometan 80:20 (v/v)
5- Hekzan : Diklorometan 70:30 (VA)
6- Hekzan : Diklorometan 60:40 (Vi)
7- Hekzan : Diklorometan 50:50 (v/V)
8- Hekzan : Diklorometan 25:75 (V/V)
9- Diklorometan % 100 (v/v)

10- Metanol : Diklorometan 2:98 (v/v)
11- Metanol : Diklorometan 5:95 (viv)
12- Metanol : Diklorometan 10 : 90 (v/v)
13- Metanol : Diklorometan 25: 75 (v/v)
14- Metanol : Diklorometan 50 : 50 (v/v)
15- Metanol %100  (v/v)

Situndan 15 eluat alindi ve ince tabaka kromatografisi ile incelendi. Fraksiyonlardan izole
edilerek preparatif ince tabaka ve kristallendirme ile saflagtinlan bilegiklerin yapisi IR, UV,
'H NMR ve MS spektroskopisi ile incelenerek 16B-hidroksi lupeol 3 palmitat, B-amyrin, p-
sitosterol asetat, B-sitosterol, oleanolik asit 3-asetat, betulin, 3p-24 dihidroksi olean-12-en,
18-hidroksi-14-norursan-12,14-dien-30-al-28 oik asit,dimerik cis ve trans-4-0 metil kafeik asit
oktanol esteri, virgatik asit-29-al (1-oxo-3p-hidroksiolean-12-en-29-al-28-oik asit) olduklari

belilenmigtir.



ILD.3.1. Elde Edilen Bilegikler
16p-Hidroksi lupeol 3-palmitat

palmitil-o

a-Amirin

p-Sitosterol Asetat
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p-Sitosterol

Oleanolik asit 3-asetat

Betiilin

HO
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3p, 24 Dihidroksi-olean-12-en

HO «
23

CH»oOH
24

Dimerik Cis ve trans-4-0 metil kafeik asit oktanol esteri

MeO—@CI—hCH-COO—(CI—IZ)7-0H3

Me CH=CH-COO-(C H2)7-CH3

Virgatik Asit-29-al (1-oxo-3p-hidroksiolean-12-en-29-al-28-o0ik asit)

HO

18-Hidroksi-14-norursan-A', A" - dien-30 al-28 oik asit




3p-Hidroksi 11-oxo- olean-12-en (11-oxo- f-amirin)

Monoginol A trans kumaroll esteri

Monoginol A cis kumaroil ester]
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1L.D.3.1.1. g-Amirin

a-amyrin beyaz kristaller halinde elde edilmigtir. IR spektrumunda (gekil 58), 3400, 2920,
2850, 1455, 1380 cm™ ‘lerde gorilen bantlar tipik triterpen 6zelligi gostermektedir. 3400 cm’
! deki bant hidroksil grubuna, 1380 cm™ deki bant ise gem dimetil grubunun varligina isaret
etmigtir.

'H NMR spektrumunda (sekil 57) Gst alanda izienen 8 metil grubuna tekabii eden 7 metil
piki ile bilesigin triterpen yapisinda oldugu belirlenmistir.Metil singletleri 0.8 (3H), 0.84 (3H), ,
0.97 (6H) d, 1.05 (3H), 1.10 (3H) ppm’ de izlenmigtir. C-3'deki OH ‘a komsu proton 3.2 ppm
‘de dd (J=5 ve 10 Hz) olarak , C-12 ‘deki vinilik proton 5.12 ppm ’de triplet (J=2.5Hz) olarak
gézlenmistir.

Kitle spektrumunda (sekil 57a), CsHs0O kapali formiline tekabiil eden 426 pikiyle
molekiler iyon piki (M)" gézlenmis, 411’deki (M-15)" piki ise C-17’de bir metil grubu
oldugunu goéstermistir. Retro-Diels-Alder boliinmesi ile olugan pargalanma piki 218 ‘de ¢ifte
badin C-12 ‘de olduguna isaret etmistir, 203 piki de bu bulguyu kuvvetlendirmigtir.

-+

— __ —_

R,

R
1
Ro

pam— L —

Retro-Diels Alder Béllinmesi
Bilesigin spektral bulgulan ve mevcut B-amirin standart bilesigi ile ITK (ince tabaka

kromatografisi) mukayesesi ile 3p-hidroksi-olean-12-en (B-amirin) oldugu saptanmigtir (63).
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I1.D.3.1.2. B-Amirin Asetat

CH 4CO

CsHs20, kapali formiliine sahip olan B-Amirin asetat molekiler iyonu 468 m/e ‘de
(59b) gozlenmistir. Ayrica cifte bagin C-12 ‘de oldugu 218 m/e'deki pikin varligi ile
anlagiimigtir. Bu pik Retro-Diels Alder bélinmesi ile ortaya ¢cikmaktadir.

L ° 1L _

IR spektrumunda (59c) 1030 cm™ de C-O, 1365-1246 cm™ de gemdimetil, 1650 cm™ de
doymamiglik 1738 cm™ de ise ester karboniline ait C=0 gerilim banti gézlenerek bilesigin

bir ester yapisinda oldugu anlagiimigtir.

'H NMR spektrumunda (59a) 0.80, 0.82, 0.86, 0.90, 0.97, 1.01, 1.06 ve 1.13 § ‘de 8 adet
metil protonu, 2.05 3 ‘de asetil grubu metili (3H) 5.17 3 ‘de ise vinilik proton gézlenmigtir.
Butln bu veriler 1giginda maddenin daha 6nce Lavandula stoechas ssp. stoechas ‘dan elde

edilen (12) B-amirin asetat oldugu anlagiimigtir.
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I1.B.3.2.3. Oleanolik Asit 3p-Asetat

COOH

AcO

IR spektrumunda (gekil 62 ), 3460 cm’' de asit hidroksili, 1740 ve 1260 cm™ de asetil grubu,
1690 cm™' de (2500-2600 cm™' deki omuzla birlikte) asit grubu,1640 cm™ ve 760 cm™ de
doymamigliga ait absorbsiyon bantlari gézlenmigtir.

'H NMR spektrumunda (gekil 60) & 0.77, 0.85, 0.87, 0.88, 0.95 (2 Me) ve 1.08 ‘de olmak
Gzere toplam yedi metil grubuna tekabl eden alti metil singleti gézlenmistir. 4.50 ppm°‘ deki
triplet (J=7.5 Hz) C-3 ‘de bir ester grubunun varligini géstermig, bunun da bir asetil oldugu
'H NMR spektrumunda 2.04 ppm ‘de izlenen asetil metili ile dogrulanmigtir. 5.25 ppm ‘de
olean ve ursan tipi triterpenlerdeki karakteristik H-12 protonu (J=2.5 Hz) izlenmistir.

Kltle spektrumunda (gekil 61) molekuier pik m/z 498 ‘de gbrilmis, bundan asetil grubunun
ayrihg1 438 pikiyle agikga izlenmistir. Triterpenlerde C-17 ‘deki CHs, ya da CH; yerine
gecmis sibstitlientin ilk kopan grup olmasi bu bilesiklerin yapisi hakkinda agiklayicidir, bu
molekiilde de COOH grubunun gikisi (M-COOH-1) 452 pikiyle gbzlenmigtir.

Tam bu spektral veriler yapinin oleanolik asit 3p-asetat oldujunu gbstermig,standart

madde ile mukayesesi de bunu dogrulamigtir (64).
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_ gb6zlemigtir.

I1.D.3.1.4. g-Sitosterol

HO

Beyaz igne seklinde kristaller halinde elde edilmistir. IR spektrumunda 3400 cm™ de
hidroksil, 1375 cm™ de gem dimetil, 1060 ve 1050 cm™ de ise (C-O) absorbsiyon bantlari-

Détero kloroformda alinan 'H NMR spektrumu 0.68-1.00 ppm arasindaki 4 metil dubleti
0.82(7Hz), 0.85(6.5Hz), 0.87(7Hz), 0.92(6.5Hz) ve 2 metil singleti (5 0.68 ve 1.00) ile ve
1.5-2.0 ppm arasindaki metilen zarfi (1-2 ppm) ile iskeletin karakteristik steroidal yapisina
.igaret etmigtir. 5.36 ppm ‘deki 5 .5 Hz'lik dublet olefinik bir protona tekabul ederken, 3.52
ppm ‘deki karakteristik multiplet ise steroidlerdeki 3p hidroksile komgu protonu gostermistir

(Sekil 63) . B-Sitosterol ‘Gn pargalanma Urtinleri agagida verilmigtir:

(o]
L7
}/ i c H 315 m/e
' 22 41

\/,-\ . c M

szHz% + \rl\'ll]) 21

396 wile

{{io



Kitle spektrumunda molekuler pikin 414 ‘de gozlenmesi ve A°® steroller igin karakteristik

olan pargalanma piklerini vermesi yapinin A® sitosterol olabilecegine isaret etmigtir.

Baz tepe olarak 396 ‘da (M-H,O" ) piki, 381 ‘de (M-H,O-CH3)" (44) ve 273'de (M-yan zincir)
(22) pikleri, '"H NMR ve IR spektrumiariyla birlikte degerlendirilince bilegigin bitkiler aleminde
¢ok yaygin olan B-sitosterol (CgHs00) ( $3)oldudu saptanmustir.

111



)

!

AR

{

ey

AR

£0 IS

N “
.\) \//\/\\/\ \\/\/
/ \ /S
,
//
|

Lgp ]
<f

()
3
~
A}
M

Ar sz rc ¢ OO L7 CTT fvim

ri3
<3

)



0 IMes
2/u S ALY LA 1 075 gy :Z wyf opf ogr o 1 d
o b oy WG arr (hrd :. c. arl 4] vgl 5 09
W . asada ras PEY . - - . [
'y 4 i __ ﬂq!_—_ ..__— “ = N_ %_.. _ _.T 4_ _._wl— _.___r._ ___ h___.r._ ___ __.._~ “ ___ﬁ __ _ __ j_ ___— —ﬂ _ ~_ K ...__ _—.= I “To
ARl
$38° 17 crsc __ ~ -
[} e
et Lt v
$3¢ ¢ i o
|14 ’
mwa.m# _ ST
r-eel
r-set
83127 ot
53¢ 87 et me
9311 2ees rrez Foc
@3C 1] € 1a¢ 5
@ 2452 o
3r°r 1f
- [ 65t rreet '
vane ] 134 L
rcre mmw
93817 ﬁ.-om
= r . £°toe
9361 E 3
8 € vef 1581 1°69 ﬁmm
RX ¥ Sy 3
; 4
93€° 27 2
Iz
93S T} 56 [-1e ﬁou
r-¢or
93,2 . Fse
uum.NJu i
4 L
930" ¢ ’ -
w [
932°¢7 ﬂom
93r°¢7) ¢
, b
o g 2%

TIVH:S5erd 9LLPLCETT:OIL 25602SC71dd proinda Jaubed e13 22ds5qez
TI-WIL:TOD LC:BC760 966 L-TU~ LDV WJJQOOL UrH §p7C-1Z7IU0RT [-Z-C-11-900-L-XHE:3((d

113



Go MPeS

il

Ll
T
]

T 1

T

§ o e e

114




I.D.3.1.5. p-Sitosterol Asetat

CH3C00” Y7,

IR spektrumunda (gekii¢g) 1730 ve 1250 cm™ ‘de asetil, 800 cm™ ‘de ise doymamuglik
absorbsiyon bantlan gézlenmistir.

'H NMR spektrumunda (gekil ), 2 singlet (5 0.58,0.72), 3 dublet (5 0.78,0.8,0.82) ve 1 triplet
halinde izlenen metil sinyalleri (6 0.9,J=6.5 Hz) 1.5 ppm ‘deki metilen zarfi ile birlikte
bilesigin bir steroid olacagina igaret etmigtir. C-3 protonun 4.5 ppm ‘de triplet (J=7.5 Hz)
olarak gézlenmesi C-3 ‘de bir ester (asetil) grubunun olabilecegdine isaret etmigtir. 2.02 ppm
‘deki asetil metili de bunu dogrulamigtir. 5.2 ppm ‘de A" cifte bag gozlenmis, 'H NMR
spektrumu B-sitosterol ile ¢cok benzerlik géstermis, spektral mukayese ile tek farkin bir asetil
grubunun C-3 ‘e yerlegmis olmasindan ibaret oldugu anlasiimistir.

Tum spektral verilere dayanarak bilesigin daha dnce baska bitkilerden de elde edilen
B-sitosterol asetat olduguna karar verilmistir.
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1.D.3.1.6 Betiilin ve Betillinik Asit

COOH

HO

Her iki bilesik birarada izole edilmig, fakat miktarlarinin aziiindan dolayi saflagtirma
islemlerine devam edilmemistir. Bilinen bilegikler olmalan nedeniyle yapilan karigim halinde
olmalarina ragmen aydinlatilmigtir,

IR spektrumunda (gekil 71 ) 3360 cm™ de hidroksil, 1685 cm™de(2500 cm™deki omuz ile
birlikte) asit karbonil, 890 ve 760 cm™"'de ise doymamiglik bantlar izlenmistir.

'H NMR spektrumunda (sekil 63 ) metil singletleri 0.75, 0.81, 0.97, 1.05, 1.39 ve 1.68
ppm’'de izlenmistir. Sonuncusu genigiemis singiet halinde olup kimyasal kaymast vinilik bir
metil pikine ait oldugunu géstermistir. 4.59 ve 4.64 ppm’deki izopropenil protonlarinin da
gbzlenmesiyle bu bilesigin lupan iskeletinde bir triterpen oldugu belirlenmistir. Ayrica 3.20
ppm’deki sinyal (dd,J=5,10 Hz) H-3a protonuna isaret etmis, 3.35 ve 3.8 ppm’deki dubletler
(J=11 Hz) ise bir hidroksimetilen grubunun varligini géstermistir.

Kitle spektrumunda (sekil 70), betllinik asit molekuler piki m/z 456 ‘da gézlenirken betdline
ait molekdler pik ise 442 ‘de (CsoHs00,) izlenmistir. Gerek betdlinik asitdeki COOH grubunun
kopmasi gerekse betlilindeki CH,OH grubunun kopmasi sirasiyla molekller piklerinden 45
ve 31 Unitelerin ¢ikigiyla m/z 411'de izlenmigtir.

Butin spektral bulgulanin dederlendiriimesi bu bilesiklerin lupen yapisinda triterpenler olan
betdlin ve betllinik asit oldugunu gostermis, eldeki mevcut betllin ve betllinik asit ile ince
tabaka kromatografisi de bunu dogrulamigtir. Bu bilegikler bir Lavandula ttrtinden ilk kez
elde edilmigtir.
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- I.D.3.1.7 16 g-hidroksilupeol 3-palmitat ve miristat

R O ‘o,

R= _ﬁ;-(c H2)1 2.C Ha (Miristat)
R= -Cﬁ‘-(CH2)1 4*CH3 (Palmitat)

Bilesigin IR spektrumunda 3442 cm™ ‘de hidroksil, 1730 ve 1250 cm™de ester, 1639 cm™ de
doymamislik (C=C) absorbsiyon bantlan izlenmistir.

'H NMR sp'ektrumu tipik lupan iskeletine sahip bir triterpen yapisini géstermis (sekil+2) ve
metilen protonlari 4.6 ve 4.71 ppm’de genislemis singletler halinde, vinilik metil proton
sinyali ise 1.69 ppm’'de gdzlenmistir .Diger metil sinyalleri 0.8 (3H), 0.85 (6H), 0.87 (3H),
0.96 (3H) ve 1.00 (3H) ppm’de singletier halinde izienirken 0.89 ppm’deki triplet metili de
molekiilde bir ug metil grubunun variigina igaret etmistir.

H-3 proton sinyalinin 5 ve 10 Hz'lik dublet dublet halinde 4.48 ppm'de gézienmesi bu
protonun hidroksilden ziyade bir ester grubuna komsu oldugunu gésterdi. 3.61 ppm’'de
¢ikan proton sinyalinin dublet dublet (J=4.5 ve 11 Hz) halinde gbézlenmesi gézénine
alinarak olasi yerlegim yerleri (yani hangi C'da bulundugu) arastinidi. Gerek kimyasal
kaymasi, gerekse miiltiplisitesi bu protonun C-15 veya C-16 'daki bir hidroksil grubuna
komsu olabilecegini gbsterdi. Yapilan literattr taramast sonucu ( 65 ) bu hidroksilin C-16’ da
B pozisyonunda yerlesmis oldugu belirlendi. 1.25 ve 1.62 ppm arasinda gézlenen metilen
grubu protonlar ve 2.29 ppm ‘deki triplet (2H,J=7 Hz) sirasiyla bir CH, zinciri ve bunun
estere komgu CH; protonlarina isaret etmekteydi. Nitekim 0.89 ppm’de izlenen triplet metili
de bu CH, zincirinin ug metil grubunu olugturmaktadir.
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Kitle spektrumu molekiler piki m/z 680'de vermig, 662'de ise molekilden bir su g¢ikigi
izlenmig, 424 piki ise molekuilden ester grubunun ayrilmasiyla olugmustur. Molekuler piki
680 ve molekdlden bir hidroksil grubunun varligi gézénine alininca ester grubunun 16 C'lu
palmitat esteri oldugu saptanmisgtir. Béylece yapinin 16B-hidroksi lupeol 3-palmitat oldugu
aydinlatimig ve bilesigin de Lavandula turlerinden ilk kez tarafimizdan izole oldugu, daha
énce ayni bilesigin Inula britannica’dan ( 45) elde edilmig oldugu belirlenmistir.

Aynt bilesigin miristat esteri de ince tabaka kromatografisi ve kitle spektrumu ile
anlagilabilmigtir. Cinki 'H NMR spektrumu tamamen aynidir. Kitle spektrumunda CusHz7605
kapali formulline tekabil eden 652 molekiler iyon pikini vermig, bu da 14 C’lu miristat
esterini tagiyan 16B-hidroksi lupeol 3- miristat bilesiginin varligini dogrulamigtir.
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I1.D.3.1.8. Monoginol A

Monoginol A trans kumaroil esteri

Monoginol A cis kumaroil esteri
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HRMS kitle spektrumu m/z 4443960 ‘da C3Hs;O, kapah formuline karsiik gelen
molekdler iyon pikini verdi. *C NMR spektrumunda (gekil 78) 8 metil, 10 metilen,6 metin ve 6
katerner karbon sinyali izlenerek molekllin 30 C ‘dan ibaret bir triterpen olacad
belilenmistir. Gerek metin gerekse katemer karbon atomlarindan birer tanesi alt alanda
73.45 ve 78.90 ppm ‘de izlenerek molekulde iki oksijen tagiyan karbon atomunun varii§ini
gOstermigtir.

'H NMR spektrumu (Sekil 76) ile metin karbondaki sekonder hidroksilin C-3 ‘de oldugu 3.20
ppm ‘de izlenen karakteristik 5 ve 11 Hz ‘lik dublet dublet ile saptanmigtir. Digeri ise
katemer olup

C-20'de yer aldig1 C-20 ‘deki metillerin kimyasal kaymasi ile anlasgiimig ve X-ray analizi daha
Onceki bir galigmada kesinlikie belilenmig ve belirlenen bu kristal yapisi (Sekil 75) asagida
verilmigtir. |

(67)

Sekil 75
izolasyon sirasinda bilesikle birlikte bilegigin trans ve cis kumaroil esterieri de izole edilmig,
trans esterine ait 16 Hz ‘lik proton sinyalleri 7.60 ve 6.27 ppm ‘de cis esterine ait 12.5 HZ'lik
proton sinyalleri ise 6.80 ve 5.82 ppm ‘de dubletler halinde izlenmigtir. Trans esterine ait
3C NMR spektrumu gekil 79'da, IR spektrumu ise sekil 80'de gérilmektedir.

Her G¢ madde de daha dnce Salvia montbreti ‘den elde edilmis fakat Lavanta tirlerinden ilk
kez elde edilmistir (67).
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'11.D.3.1.9  3p-Hidroksi 11-oxo- olean-12-en (11-oxo- f-amirin)

IR spektrumunda (sekil Sy) 3440 cm™ ‘de hidroksile, 1660 cm™ ‘de konjuge karbonile ve
1625 cm™de doymamishga ait absorbsiyon bantlar! izlenmigtir.

HRMS spektrumunda, C;oH4s0. kapali formiiliine tekabill eden molekiler pik m/z 440.3658
‘de (hesaplanan 440.3654) izlenmistir.

Madde miktaninin az olmasi nedeniyle ok iyi bir °C spektrumu alinamamis, fakat sekonder
bir hidroksil tagiyan karbon (C-3) 78.834 ppm ‘de, olefinik protonu tagiyan karbon ise
128.147 ppm ‘de acik¢a izlenmistir. Diger karbon sinyalieri de sekil £3 ‘de gézlenmektedir.

'H NMR spektrumu (sekil 4) 0.81, 0.87, 0.89, 0.90, 1.0 ve 1.12 (2 Me) ppm ‘de singletler
halinde metil sinyallerini , 3.22 ppm ‘de dublet dublet halinde H-3 (J=5.5 ve 9 Hz) sinyalini,
5.58 ppm ‘de ise singlet halinde olefinik proton sinyalini vermigtir. Molekulde bir konjuge
ketonun varli§i IR spektrumunda 1660 cm™ ‘de gézlenmis, '*C spektrumunda da bu keto
grubu 200.2 ppm'de izlenerek dogrulanmistir. Olefinik protonun keto grubuna konjuge
oldugu gézénine alindidinda C-11 veya C-7 bu keto grubunun yerlesmesi igin olasi iki
yerdir.

Gerek kitle bélinmeleri gerekse literatlr taramalari bilesidin 11-oxo-B-amirin yani 3 B-
hidroksi 11-oxo-olean-12-en oldugunu géstermistir. Bu bilesik daha 6nce bagka bir bitkiden
elde edilmis ( 55 ) fakat Lavandula tlrlerinden ilk kez bu ¢aligmada elde edilmistir.
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I.0.3.1.10 Dimerik Cis ve trans-4-0 metil kafeik asit oktanol esteri

Me CH=CH-COO-C H2)7-CH3

Me CH=CH-COO<{CH,),-CHy

Bilesigin IR spektrumu 1710 ve 1270 cm™ absorbsiyon bantlan ile bir ester grubunun
varli§ina, 1630,1600,1585 ve 1520 cm™ ‘deki bandlariyla da konjuge bir aromatikligin
varligina isaret etti.

UV spektrumu da 325 cm™ ‘de verdidi absorbsiyonia konjuge aromatik sistemin varligini
dogruladi.

Molekiideki dimerik yapt kitle spektrumu ile anlagildi, molekiler pik HRMS ‘de 594,395'de

izlenmigtir. Kdatle spektrumunda (M-OMe-H) piki m/z 565 ‘de, 536’da ise ikinci metoksi
grubunun cikig! izlenmigtir. Molekultin aromatik kisminin kopugu (C14H4203) 228 pargalanma
iyon pikiyle ve 200 (C14H12,0s- OMe+2H) pargalanma iyon pikiyle izlenmigtir.

'H NMR spektrumunda aromatik halka sinyalleri 8 7.77(2H,d,J=2 Hz) (H-2 ve H-2%), 7.10
(2H, dd, J=2 ve 8 Hz) (H-5 ve H-5') ve 5 6.88 (2 H,d,J=8 Hz) (H-6 ve H-8") olarak izlenmis,
12 Hz ‘lik dubletler 6 5.83 (2H,d,H-7 ve H-7") ve § 6.79 (2H, d,H-8 ve H-8") bilesikte cis
konumundaki olgﬁhik proton ciftlerine igaret eder. Molekllde CH; zincirinin varligi 1.68-1.15
ppm arasinda izlenen metilen protonlar ile anlagiimig, bu zincirin ug¢ metil grubu ise 0.87
ppm ‘de bir trip[e;t olarak g6zienmigtir. Ester grubuna komgu metilen cifti protonian ise 4.22
ppm ‘de triplet olarak izlenmisgtir.

APT teknidi ile alinan °C spektrumu verdigi sinyallerle bilesigin cis-4-0-metil kafeik asitin
oktanol esterinin oldugunu géstermigtir. Tim spektral veriler de bu bulguyu dogrulamisgtir.
Ayni bilesigin trans esteri de birlikte izole edilip saflagtinimig ve yapisinin dimerik trans-4-0
metil kafeik asit oktanol esteri oldugu saptanmigtir. Trans olefinik protonlar 16 Hz'lik
dubletler halinde 7.61 ve 6.29 ppm ‘de gézlenmisg, diger protonlar ise cis izomerine benzer
sekilde izlenmigtir.

(yi



Kutle spektrumu da ayni molekiler pik ve pargalanma iyon piklerini vermigtir. Her iki
bilegikte daha 6nce yine bir Lamiaceae familyasi bitkisi olan Salvia forskahlei’ den izole
edilmiglerdir ( 66 ), standart bakterilere ve bir mantar olan Candida albicans’a karsi yapilan
antibakteriyel aktivite testlerinde sadece cis esteri C . albicans’a kargi hafif bir aktivite

goOstermigtir.

TUm spekiral verilere dayanarak bilegiklerin dimerik cis ve trans-4-0 metil kafeik asit

oktanol esterleri oldugu ve Lavandula turlerinden ilk kez elde edildigi belirlenmisgtir.
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11.D.3.1.11 3p, 24 Dihidroksi-olean-12-en

% 100 MeOH ile eltisyonda elde edilen bu bilesigin IR spektrumunda 3380 ve 3365 cm™ ‘de
hidroksil, 1370 ve 1385 cm™ ‘de gem dimetil, 760 cm™ ‘de doymamiglik absorbsiyon bantiari
izlenmigtir.

EIMS spektrumunda molekiler pik 442 de izlenmigtir. Ylksek rezollisyonlu kitle (HRMS)
spektrumu ise molekuler pik m/e 442.381284 ‘de (hesaplanan 442.381081) gézlenmis ve
buna tekabil eden kapali formiil C3HspO; ile yapinin bir triterpen oldugu anlagiimigtir.

'H NMR spektrumunda (gekil 88) metil sinyalleri singletler halinde 0.8 (3H), 0.88 (6H), 0.90
(3H),0.98 (6H) ve 1.22 (3H)'de gbzlenerek olean iskeletine sahip bir triterpen olacagina
isaret etmigtir. Olean ftriterpenlerde ¢ok yaygin olan 3'deki hidroksil grubunun varligi 3.22
ppm’deki dublet dublet (J=5 ve 10 Hz) ile anlagiimig ve Dreiding model (zerinde de
gozlendigi gibi etkilesim sabitlerinden hidroksil grubunun B pozisyonunda yerlestigi

saptanmigtir.

3.18 ve 4.15 ppm’de gozlenen 11 Hz ‘lik AB dubletlerinden molekiilde bir hidroksi metilen
grubunun varhi@ anlagiimigtir. Bu hidroksimetilen grubunun yeri arastinldiginda daha dnce
bulunmug olan olean tipli aynm kapali formile ve fonksiyonel gruplara sahip eritrodiol'den
(71)

farkh oldugu gérilmistir. Eritrodiole ¢ok benzer bir molekile sahip olan uvaol (70) ile de
literatir degerleri kiyaslanmis ve farkli oldugu gozlenmigtir. Yine benzer fakat ursan
iskeletine sahip bir triterpen olan uvaol variginda ise metil gruplarindan ikisinin '"H NMR
spektrumunda dubletler halinde gézlenmesi gerekirdi. 5.21 ppm’de gdzienen olefinik proton
sinyalinin bélinme sekli ve kimyasal kaymasi itibariyle olean ve ursan triterpenlerdeki H-12
proton sinyaline karsilik geldigi saptanmgtir.



Hidroksimetilen protonlarindan birinin digerinden oldukca farklanarak alt alana kaymasi
(4.15) CH,OH grubunun molekiildeki mevcut diger hidroksil (sekonder) grubuna komsu
olacagdini dugtindlrdi ve bu nedenle C-4'de yer aima olasilig) arastiriidi. Metil protonlarinin
kimyasal kaymasn— ve literaturdeki degerlerle karsilastinimasi sonucu hidroksimetilen
grubunun C-4 ‘de B pozisyonunda yer aldi§i saptanmistir. C-3 ve C-4'de f pozisyonunda
OH grubu taglyan benzer bir triterpen ise hederagenindir (£9), fakat bu triterpen ilave olarak
Cs7’de bir COOH grubu tagimaktadir. CH,OH gruplarinin hemen hemen ayni kimyasal
kaymayi gbstermesi de bilegikteki CH,OH ‘in C4-B pozisyonunda (C-24) yerlestigini

dogrulamisgtir.

Tam spektral ve literatir degerlerine dayanarak bilesigin yapisi 38, 24 Dihidroksi-olean-
12-en olarak belirlenmistir ve dogadan ilk kez elde edilmistir.
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Elemental Composition

Date : 26-FEB-1997

File:F-LKG-14-16-4-HR Ident:15 O(1,7) PKD(7,4,7,0.00%,0.0,0.00%,F, F)

ZabSpecE EI+ Voltage BpI:8782 TIC:460246 Flags:NCRM

Hetercatan Max:
Limits:

440.325 0.
442.678 ©  100.

OO

5

Mass

442.551188
442.522926
442.483979
442.446220

442.401027
442.381284
442.330300
442.278216
442.251455
442.036092
441.927673
441.844342
441.673367
441.498062
441.445818
441.379831
441.284706
441 .250829

N

(V3

441.227782
441.002873
440.9925%
440.842704
440.681779
440.553131
440.494332
440.452035
440.420763
440.377783
440.324860

‘_l
(@]
FOIFRPOOOOOOORr HFOPOOOOOORrROO IR OO OO

FOWOOWOOroN OV OOOWOWN N OOk

20

10.0

(gL
[@ReNe Yo ~3
SO NN [e)Wey]

|
NI O
WO Wi Woyi

[N RN |
) W

Ion: Both Even and Odd

i [
LhELRo

P

17.

=
"\q

N
RPOWLnOoO

\O

U100 0 - © Ut nWwoo W

ul oy

[@e))

ul

Calc. Mass

442.438596
442.453852

442.381081
442 .3723566
442.287181
442.250795

441 .446027
441.373256
441.279356
441.258226
441.242970
441.221841

440.459332
440.422946

440.329046

-0.5 0 0
20.0 200 400
IBE C H
0.0 28 58
4.0 32 58
6.0 30 50
12.0 32 42
13.0 31 38
14.0 30 34
4.5 32 57
6.5 30 49
13.5 31 37
18.5 34 33
14.5 30 33
1.5 33 29
0.0 29 60
4.0 28 56
8.0 29 44

W o

W= N

=W NN

w o

W
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Elemental Camposition Date : 26-FFB-1997

File:F-1KG-14-16-4-HR Ident:15 SD(1,7) PKD(7,4,7,0.00%,0.0,0.00%,F,F)
ZabSpecE EI+ Voltage BpI:8782 TIC:460246 Flags:NORM

Heterocatam Max: . 20 Im: Both Even and O34

Limits:

456.014 0.0. ) -0.5 0 0 0

456.499 100.0 10.0 20.0 200 400 3
Mass WA mha PM Calc. Mass BE C H O

456.499445 0.0

456.458744 0.1 -4.5 -9.9 456.454246 0.0 29 &0 3

456.376736 7.1 -1.1 -2.5 456.375602 11.0 34 48

456.336858 2.2 2.4 5.2 456.339216 12.0 33 44 1

456.309225 0.1 -6.4 -14.0 456.302831 13.0 32 40 2

456.282239 1.3 -0.5 -1.2 456.281701 18.0 35 36

456.220036 0.3

456.194953 0.3

456.013681 0.0
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.D.3.1.12 Virgatik Asit-29-al (1-oxo-3p-hidroksiolean-12-en-29-al-28-oik asit)

Yuksek rezollisyoniu kutle spektrumu molekdler piki mlz 484.321055 (hesaplanan
484.318875) de vermis ve bu C3Hs4O0s kapall formali ve 9 doymamighiga tekabil etmistir.
'H NMR spektrumunda (sekil 941) metil pikleri singletler halinde 0.77, 0.79, 0.93, 0.99, 1.08
ve 1.25 ppm’de gézlenmistir. C-3 hidroksil grubuna komsu protonun varli§i 3.2 ppm’ de
dublet dublet (J=5 Hz ve 10 ppm) halinde gézlenmistir. Olean triterpenler igin karakteristik
alan A" ifte bag 5.31 ppm'de triplet olarak gézlenmistir (J=2.5 Hz). Ayrica 9.32 ppm'de
gozlenen singlet molekilde bir aldehit grubunun varligina isaret etmisti. Bu aldehit
grubunun ve bir asit grubunun varlidi IR spektrumunda (sekil 93) 1720 ve 1690 cm™ ‘deki
absorbsiyon bantlariyla dogrulanmigtir. Ayrnica tglnca bir karbonil grubunun varligi 1735
cm™ de izlenmigtir.

Kutle spektrumundaki pargalanma piklerinden gerek asit (COOH) gerekse aldehit (CHQO)
grubunun E halkasinda yer aldigr anlagiimig, molekulden ilk kopan 44 Gnitelik CO, ¢ikist asit
grubunun C-17'de yer aldi§ini gostermistir.

Kapal formil, molekidl agiri§r ve IR spektrumuna dayanarak yapida bir keto grubunun
varidi anlagiimig, fakat madde miktarimin az olugu nedeniyle "°C NMR spektrumu
alinamamigtir. Bu grubun yerinin C-1 oldugu dugunulmustar, katle pargalanma pikleri de
bunu dogrulamaktadir. Keto grubu C halkasinda olamaz, bu takdirde 5.12 ppm sinyali daha
alt alana kayar ve singlet olarak ¢ikardi. D ve E halkalarinda oldugu takdirde ise 276 yerine
290 parcalanma pikini gérmemiz gerekirdi. Bu nedenle A veya B halkalarinda yer almasi
séz konusudur.

| 153



H-3’ iin J=5 ve 10 HZ' lik iki dublet vermesi C-2 *‘de iki hidrojen bulundugunu géstermektedir,
yani A halkasinda sadece H-1 olasidir, B halkasinda ise C-6 veya C-7 ‘e yerlegebilir. C-6
ya yerlesmesi du_rumunda C-10 metil grubu 1.4-1.6 ppm' e kayar, béyle bir durum
izlenmediginden C-6’ da elimine olunca keto grubunun yerlesmesi igin sadece C-7 ve C-1

pozisyonlart s6z konusudur.

204 CHO
[0
222< 232
COOH Tc o)
>276

Virgatik asit (35) ile mukayesesi sonucu ve kitle spektrumu pargalanma piklerine dayanarak
keto grubunun C-1’ de yer aldidi belinenmigtir. Béylece dodadan ilk kez elde edilen bu
maddenin yapisi virgatik asit -29-al (=1-oxo-3p-hidroksiolean -12-en-29-al-28-oik asit) olarak
saptanmistir.
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2-JAN-1997

Elemental Composition Date

File:BK~J-IKG-10-8-1-1 Tdent:9 PKD(5,3,5,0.50%,0.0,0.00%,F,F)
ZabSpecE EI+ Voltage BpI:71616 TIC:9426209 Flags:NRM

File Text: .
Hetercatam Max: 20 Ion: Both Even and Odd
Limits:
483.018 0.0 . -0.5 0 0 5 '
485.959  100.0 10.0 20.0 200 400 10
Mass TRA mha PBM Calc. Mass D 3 C H O
485.959341 7.7
485.833357 0.2
485.768049 0.0
485.486039 4.0
485.369895 31.8
484.484254 5.7
484.433159 2.5
484.370871 100.0 5.5 11.4 484.376390 3.0 28 52 6
< 484.321055 27.2 -2.2 -4.5 484.318875 9.0 30 44 5
3.7 7.6 ~ 484.327748 0.0 23 48 10
483.958597 1.6
483.468948 3.4
483.352975 32.7 0.3 0.7 483.353309 -0.5 24 51 9
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ID.3.1.13  18-Hidroksi-14-norursan-A", A" - dien-28 oik asit-30-al

Bilesidin IR spektrumunda (gekil 96 ) 2500 cm™ 'deki omuzia, 1685 cm™ ‘deki karbonil banti
bir asit grubunun varlidina igaret etmistir. 1720 ve 1730 cm™ ' karbonil absorbsiyon bantlar
izlenmigtir, bu karbonillerden birinin aldehit karbonili oldugu bilegigin 'H NMR spektrumunda
(sekil ) 9.67 ppm ‘de gériilen aldehit proton singleti ile de anlagiimigtir. NMR spektrumunda
ayrica 5.4 ppm ‘de izlenen bir triplet (J=2.5 Hz) ve 6.6 ppm ‘de gérilen singletler olefinik iki
protonun varligina igaret etmistir. Triterpenik yapilarda genellikle izlenebilen 3-OH grubunun
olmadidi H-3 protonunun izlenmemesiyle saptanmigtir. Metil sinyallerinden dérda singletier
halinde 0.82 (3H), 1.13 (3H) ve 1.19 ppm (6H) ‘de gézlenirken biri 1.01 ppm ‘de dublet
(J=6 Hz) halinde gdzlenmisgtir.

APT teknigi ile alinan *C NMR spektrumunda 5 metil sinyali 14.08, 16.12, 16.58, 20.68 ve
27.25 ppm ‘de 4 karbona tekabll eden 3 alifatik metin sinyali 41.07 (2xC), 53.09 ve 62.72
ppm’de, 2 olefinik metin sinyali 130.55 ve 163.65 ppm ‘de, aldehit karbonu 191.07 ppm ‘de
izlenmigtir. Spektrum gizgisinin st tarafinda 73.09 ppm ‘de izlenen sinyal hidroksil tagiyan
bir katerner karbonun varligina isaret etmis, asit karbonili 183.49 ppm ‘de izlenirken
molekilde bir keto karbonilinin yer alabilecegi 204.19 ppm ‘de izlenen sinyal ile
saptanmigtir. Ayrica 8 alifatik metilen ve 4 katerner karbon atomu belirlenmigtir.

UV spektrumunun (sekil 97) 234 nm’'de maksimum vermesi bu yapida bir konjugasyonun
varligini gostermistir. Olefinik protonlardan birinin 6.6 ppm’e kaymasi bu protonun karbonile
komsu oldugunu gostermektedir.



Kitle spektrumunda (sekil 95) molekller pikin m/z 468 ‘de CiHi0Os kapall formiline
tekabll etmesi yapinin bir nortriterpen oldugunu géstermistir. Molekuideki asit, aldehit ve
hidroksil gruplarinin kolaylikla molekiilden kopmalan bu slbstitlientlerin E halkasinda yer
aldigini 422, 438 ve 454 pikleri dogrulamistir.

Tum spektral verilere dayanarak bilesigin yapisi 18-hidroksi-14-norursan- A", A™ - dien-30

al-28 oik asit olarak saptanmis ve dodadan ilk kez bu ¢alismada elde edilmigtir.
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IL.E. L. stoechas ssp. stoechas Bitkisinin Aktivite Tayinleri
I.LE.1. Antibakteriyel Aktivite Tayini

Bu tayinlerde kloroformda ¢éziinen (1-7) nolu maddeler i¢in kioroform, 9 ve 10 nolu
maddeler i¢in metanol, 8 ve 11 nolu maddeler igin hekzan, kontrol olarak kullanimigtir.
Kontrol olarak kullanilan bu ¢ézucilerin zon ¢aplan bulunmug ve ekstre ya da bilesiklerin
zon ¢aplari eder kontrollerinden en az 4-5 mm blyuk ise aktif olarak degerlendirilmiglerdir.
Ekstre ya da bilesiklerin deneydeki konsantrasyoniar agagida (Tablo 11) verilmigtir.

1 (Kék) p-sitosterol asetat 249.7
2 (Kdék) oleanolik asit 3 asetat 680
3 (K6k) B-sitosterol 529.8
4 (K6k) a-amirin 676.5
5 (Kb6k) 16B-OH lupeol 3 palmitat 130.5
6 (Kbk) Lavandula CHCI; ekstresi 522.6
7 (K6k) Lavandula MeOH ekstresi 627
8 (Dal ve cicek) Lavandula ugucu yag: 232.5
(Su buhar destilasyonu)
9 (Kok) Dimerik cis ve trans 4-O metil 595
kafeik asit oktanol esteri
10 (K&Kk) Monoginol A 52
11 (Dal ve ¢igek) Lavandula ugucu yagi 489
(Superkritik ekstraksiyon)
Tablo 11

Lavandula stoechas ssp.stoechas bitkisi icin antibakteriyel aktivite testleri Marmara
Universitesi Tip Fakiiltesi Mikrobiyoloji Anabilim dal’'nda Prof.Dr.Candan Bozok Johansson
tarafindan gerceklestirildi. Elde edilen sonuglar Tablo 12 ‘de verilmigtir.
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Antibakteriyal Aktivite Sonuglarinin De§erlendirilmesi

~~;<‘:Bakteri
Bacillus subtilis 8 Kuvvetli aktif
ATCC-6633
Stapylococcus aureus 2,4 zayif aktif
ATCC 6538 P 7 orta, 3 ve 8 kuvvetli aktif
Steptococcus epidermidis 1, 4 ve 7 orta aktif
ATCC 12228 2 ve 3 zayif aktif
Proteus mirabilis 2,3,4 zayif aktif
ATCC 14153 7 ve 11 kuvvetli aktif
Escherichia coli Higbiri aktif degil
ATCC 8739
Klebsiella pneumonia 4 zayif aktif
ATCC 4352 1 kuvvetli aktif
Pseudomonas aeruginosa 2,3 zayif aktif
ATCC 9027 1,4 orta aktif,8 kuvvetli aktif
Enterecoccus feacalis 1,2,5,6 ve 13 aktif
ATCC 29212
B grubu streptokok Higbiri aktif degil
Candida albicans 2,3,5 zayif aktif
1,6 orta aktif

Tablo 13

Antibakteriyal aktivite sonuglarnna gore Bacillus subtilis ‘@ karsi su buharn destilasyonu ile
elde edilen bitkinin ugucu yag: 232.5 pg/ml ‘de aktivite géstermistir. Stapylococcus aureus ‘a
kargi ise B-sitosterol ve bitkinin su buhan destilasyonu ile elde edilen ugucu yag: aktif
bulunurken bitkinin metanol ekstresi orta derecede aktivite gostermigtir. Oleanolik asit ve a-
amirin bilegikleri ise zayf aktivite géstermiglerdir.

Stapylococcus epidermidis ‘e karsi ise Oleanolik asit ve p-sitosterol asetat zayif, B-sitosterol
asetat, a-amirin ve bitkinin metanol ekstresi orta derecede aktivite gdstermiglerdir.

Proteus mirablis ‘e kar$t yine a-amirin, B-sitosterol ve oleanolik asit zayif aktivite géstermis,
lavanta ugucu yagd: (stiperkrtik ekstraksiyon) anlamii derecede aktif bulunmusgtur.

Escherichia coli ‘e karst hicbir madde aktivite géstermezken Enterococcus feacalis ‘e karsi
bitkinin kloroform ekstresi, oleanolik asit ve B-sitosterol asetat oldukg¢a aktif bulunmusg, B-

sitosterol, a-amirin, 16B-OH lupeol 3-palmitat ve miristat ve monoginol A ise orta derecede
aktif bulunmuslardir.

B-sitosterol asetat bilesigi Klebsiella pneumoniae ‘ye, Pseudomonas aeruginosa ‘ya ve
Enterecoccus feacalis ile Candida albicans ‘a kargi aktivite géstermis ve genelde denenen
butin bakterilere kargi B-sitosterol ‘den ve hatta triterpenik bilesiklerden daha aktif
bulunmustur.

B grubu streptokoklara karsi higbir madde aktivite géstermemis, Candida albicans ‘a karsi
ise bitkinin kloroform ekstresi ve 6zellikle B-sitosterol asetat aktif bulunmustur.

Yeni bilesiklerin miktar az oldugundan antibakteriyal aktivite icin test edilememistir.
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II.E.2. Sitotoksik Aktivite Tayini

Lavandula stoechas ssp. stoechas bitkisinin sitotoksik aktivite testleri Chicago lllinois

Universitesinde Dr.John M. Pezzuto tarafindan gergeklestirildi.
Sitotoksik aktivite sonuglart agagida (Tablo 14) verilmigtir:

Kanser - Maddeler . e

| LKG | LKG | LKG | LKG | .LKG | LKG | LKG | LKG | LKG_
u 1] 2 |3 7 u4 o 5 8 T i U8

BC1 | 520 | >20 | 520 | 520 520 | 520 | 520 | 104 | >20
LUt >20 17.5 >20 >20 >20 17.7 | >20 7.5 >20
CoLz | 98 | 111 | 520 | >20 >20 520 | 520 | 9 | 520
520 | 520 | 520 | 20 >20 520 | >20 | >20 | 20

520 | 520 | 520 | >20 20 >20 | 520 | 105 | 520

>5 >5 >5 >5 >5 55 | 55 | 13 | 12

INCap | 176 | 157 | >20 | >20 >20 520 | 520 | 82 | >20
TASK 3 . . . - N N 5 .

Tablo 14
BC1: insan gégiis kanseri

LU1 : insan akciger kanseri

COL2 : Insan kolon kanseri

KB : insan agizindaki epidermoid kanseri

P388 : Fare epidermoid kanseri

LNCaP : Hormona bagli insan prostat kanseri

KB-V(VLB) : insan adizindaki epidermoid kanser(vinblastin)
ASK : insan astrositoma kanseri

LKG U : L.stoechas ssp.stoechas ugucu yagi (Superkritik ekstraksiyon)
LKG 1: 18-Hidroksinorolean-A"?, A'*-dien-30-al-28-oik asit
LKG 2: Virgatik asit-29-al

LKG 3 : 3B,24 dihidroksi olean-12-en

LKG 4 : Monoginol A cis ve trans kumaroil esteri

LKG 5 : Betlin ve Betiilinik asit

LKG 6 : Dimerik cis ve trans 4-0 metil kafeik asit oktanol esteri
LKG 7: 11-oxo-B-amirin

LKG 8: Toprak altt kisminin kloroform ekstresi
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Sitotoksik aktivite sonuglarina bakildiginda (Tablo 14 ) Lavandula stoechas ssp. stoechas
bitkisinin kloroform ekstresi sadece Pigs ‘e (fare epidermoid kanser hicresine) kargi fakat

oldukga yuksek aktivite (1.2 ug/ml) géstermistir (Piss hicresine kargi >5 ve diger hucre
tiplerine kargi >20 ise inaktif anlamina gelir).

Lavandula stoechas ssp stoechas ugucu yagi ise COL-2 (insan kolon kanseri hcresi) ‘ne
karst 9.8 ug/mi konsantrasyonunda aktif bulunurken LNCaP ‘e (hormona bagl insan prostat
kanseri hicreleri) ‘ne karsi ise 17.6 ug/ml konsantrasyonunda aktif bulunmustur.

izole edilen bilesiklerden aktivite i¢in denenler tablo 14‘de verilmigtir. Buniardan en aktif
olarak 11-oxo B-amirin, insan gégls kanserine kargi (BC1) 10.4ug/ml, akciger kanser
hiicresine kargl (LU1) 7.5 pg/ml, insan kolon kanserine kargi (COL-2) 9 ug/ml, adizdaki
epidermoid kanserine karsi ise (KB-V(VLB)) 10.5 ug/m! orta derecede aktif bulunmustur.
Bunu takiben 18-hidroksi-14-norursan-A"?, A'*-dien-30 al-28-oik asit yine orta ve hafif
derecede sirasiyla COL-2 ‘ye kargi 11.1 ug/ml, LNCaP ‘ye karslt 15.7 pg/ml, LU1 ‘e karsi
17.6 ng/ml konsantrasyonunda aktivite géstermistir.



SONUG

Lavandula stoechas ssp. stoechas bitkisinin koklerindeki bilesiklerin eldesi ;

800 gr. bitki koka

l ( Ekstraksiyon ve ¢6ktirme )

16 gr. kuru ekstre

l ( Flash kromatografi )

1- Hekzan % 100 (v/v)

2- Hekzan:Diklorometan (95:5) (v/v)
3- Hekzan:Diklorometan (90:10) (v/v)
4- Hekzan:Diklorometan (80:20) (v/v)
5- Hekzan:Diklorometan (70:30) (v/v)
6- Hekzan:Diklorometan (60:40) (v/v)
7- Hekzan:Diklorometan (50:50) (v/v)
8- Hekzan:Diklorometan (25:75) (v/v)

9-Diklorometan % 100 (v/v)
10-Metanol:Diklorometan (2:98) (v/v)

11-Metanol: Diklorometan (5:95) (v/v)
12- Metanol: Diklorometan (10:90) (v/v)
13- Metanol: Diklorometan (25:75) (v/v)

14- Metanol: Diklorometan (50:50) (v/v)
15- Metanol % 100 (v/v)

Elde Edilen Maddeler
)
¢
¢
Q)
¢
Q)
Q]

Dimerik cis ve trans 4-0-metil

kafeik asit oktanol esteri

11-oxo-B-amirin

B-sitosterol

16B-hidroksi lupeol 3-palmitat ve
miristat

Virgatik asit 29-al

B-amirin asetat

a-Amirin

Oleanolik asit 3p-asetat
()

18 Hidroksinorolean 12-14-dien-
30-al-28-oik asit

B-sitosterol asetat

Monoginol A cis ve trans esteri
3B, 24 Dihidroksi-olean-12-en
Betulin ve bettilinik asit
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L. stoechas ssp. stoechas bitkisinin kdklerinden kloroformlu ekstraksiyonla elde edilen Griin
karigim flash kromatografiye tabi tutulmug ve yukaridaki maddeler elde edilmigtir. Bu
bilegikler icinden dogadan ilk kez elde edilenler sunlardir:

o 18-Hidroksi-14-norursan 12-14-dien- 30-al-28-oik asit
¢ 3P, 24 Dihidroksi-olean-12-en

e Virgatik asit 29-al

Bu bilesikler icinden B-Amirin, Oleanolik asit 3p3-asetat, p-sitosterol ve B-amirin asetat bu
bitkide daha énce gézlenmistir .

Dimerik cis ve trans 4-0-metil kafeik asit oktanol esteri , betllin ve betllinik asit, monoginol
A cis ve trans esteri, pB-sitosterol asetat, 11-oxo-B-amirin, 16B-hidroksi lupeol 3-palmitat ve

miristat ise bu bitki tGrinden ilk kez elde edilmigtir.

Cahgmanin diger bir bélimiinde, bitkinin dal, yaprak ve gigek kisimlannin ugucu yaglarini
izole etmek amaci ile stiperkritik akiskan ekstraksiyonu ve subuhari destilasyonu yéntemieri
kullanilmigtir. Bu iki ydntemin karsilastinimasi sonucunda asagidaki veriler elde edilmistir:

e Su buhari destilasyon yénteminin stperkritik ekstraksiyon yéontemine kiyasla daha fazla
sayida bilesigin elde edilmesine yardimci oldugu gézlenmistir.

e a-Tujen, a-pinen, kamfen, d-limonen, terpinen-4-ol, fenkil asetat, a-terpineol, 2-norpinen
2-karboksi aldehit, kadinen ve izomeri, palustrol su buhan ile destillenmekie birlikte,
stperkritik ekstraksiyonda gézlenmemistir.

e Superkritik ekstraksiyonda gézlenen ve subuhar destilatinda gézlenmeyen tek madde y-
murolen ‘dir.

o Siperkritik akigkan ektraksiyon sartlanm ayarlayarak bitkinin ugucu yaglanni gruplar
halinde birbirinden ayirmak mimkuindur.

Yapmis oldugumuz bu c¢alisma ile Lavandula stoechas ssp.stoechas bitkisinin kék ile dal ve
ciceklerinin ayri ayri yapilan ekstraksiyonlarinin Urtinlerinin kromatografik ayrilmasi ile bu

bitki tirinden simdiye kadar belilenmemis olan bilesikler izole edilmis ve tanimlanmiglardir:

a-Tujen Palustrol

Fenkol Globulol

Kalamen Ledol

Aromadendren 2-norpinen 2-karboksi aldehit
Kadinen a-terpineol

H



Betulin ve bettlinik asit

Oleanolik asit 3p-asetat
y-murolen
terpinen-4-ol

18 Hidroksi-14-norursan 12-14-dien-30-al-28-oik asit
3B, 24 Dihidroksi-olean-12-en

Virgatik asit 29-al

Dimerik cis ve trans 4-0-metil kafeik asit oktanol esteri
16B-hidroksi lupeo! 3-palmitat ve miristat
11-oxo-B-amirin

Monoginol A cis ve trans esteri

Antibakteriyal ve Sitotoksik Aktivite Sonuclari

Bakteriyolojik kalitatif inceleme sonuglarina gére dal ve yapraklardan elde edilen ugucu yag
genel olarak bacillus subtilis, staphybococcus aureus, proteus mirabilis, esterichia coli ve
pseudomones aeruginosa’ya karsi oldukga kuvvetli derecede aktiftir.

Bitkinin kloroform ekstresi ise sadece C. albiancs ‘a orta derecede aktif olup, digerlerine
aktif degildir. Bitkinin metanol ekstresi stapylococcus aureus ‘a orta derecede, proteus
mirabilis ve enterecoccus feacalis'e kuvvetlice aktivite gostermektedir. p-sitosterol yalnizca
stapylococcus aureus’a kuvvetlice aktif iken steptococcus epidermidis ve proteus mirabilis

‘e karsi oldukga zayif aktivite géstermektedir.

B-Sitosterol asetat ise Kiebsiella pneumonia, pseudomonas aeruginosa, enterecoccus
feacalis ‘e ve C.albians ‘a karsi oldukgea iyi aktivite géstermektedir. Monoginol A cis ve trans
kumaroil esterleri klebsiella pneumonia’ya karsi orta, enterecoccus feacalis’e kargi zayif
aktivite gostermekle birlikte kullanilan konsantrasyonun olduk¢a digik olmasi,
kargilagtirmah etkinin daha yitksek oldugunu dgtndurr. |

Sitotoksik aktivite sonuclarina gére, ugucu yag, 18 Hidroksi-14-norursan 12-14-dien-30-al-
28-oik asit, ve 11-oxo-B-amirin karginogenik hiicrelere etkindir. Kloroformdaki kék ekstresi
ise fare epidermoid kanser hiicresine kargi son derece etkilidir.

Fraksiyonlarin ve ugucu yadin genel bir dederlendirmesi ile yalnizca insan agzindaki
epidermoid kansere etkili oilmadidi ve yainizca 11-oxo-B-amirin ayni yerdeki epidermoid
kanserin (KB) bir tirtne (vinblastin) kargi aktif oldugu gézlenmigtir. Fraksiyonlar ve ugucu
yag KB disindaki kanser htcre turlerine kargi degisik oranlarda etkili olmaktadir.
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