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OZET

YUKSEK LiSANS TEZI

Salvia cryptantha BITKISINDEN SEKONDER METABOLITLERIN
IZOLASYONU ve ANTIOKSIDAN AKTIVITELERININ iINCELENMESI

PERIHAN KOYSU

GAZIOSMANPASA UNIVERSITESI FEN BiLIMLERI ENSTITUSU

KiMYA ANA BiLiM DALI

DANISMAN:PROF. DR. MAHFUZ ELMASTAS

Ada ¢ay1 olarak bilinen Salvia cryptantha, Lamiaceae familyasinda yer alan aromatik ve
endemik bir bitki tiiridiir. Antimikrobiyal, anti-alzheimer ve antioksidan gibi biyolojik
aktiviteye sahip olmalarindan dolay1 halk arasinda yaygin olarak kullanilmaktadir.

Bu c¢alismada Salvia cryptantha bitkisi Tokat Artova’dan toplanarak gdlgede
kurutulmustur. Bitkinin ugucu yaglar1 ¢ikarilarak GC-MS ile analiz edildi. Analiz
sonucunda 27 ugucu yag bileseni tespit edildi. Alpha pinen, Camphene, - Pinene,
Eucalyptol ve Borneol ana bilesenler olarak belirlendi. Salvia cryptantha bitkisi su ile
kaynatilip sirasi ile etilasetat ve n-biitanol ile ekstrakte edildi. Ekstrelerin fenolik bilesen
miktarlar1 belirlenerek antioksidan aktivite testleri yapildi. Fenolik bilesen bakimindan
zengin ekstre de kolon kromatografisi ve preparatif yiiksek performansli sivi
kromatografisi (P-HPLC) teknikleri kullanilarak izolasyon islemleri gergeklestirildi. S.
cryptantha bitkisinin izolasyon islemleri sonunda 9 bilinen bilesik saflastirildi ve
bunlarin antioksidan kapasiteleri belirlendi. En yiiksek DPPH radikal giderme, ABTS™"
katyon radikali giderme ve indirgeme giici (FRAP) aktivitelerine sahip olan bilesik
rosmarinik asit metil esteri (7) olarak goriilmiis ve standartlar ile karsilastirildiginda
daha yiiksek aktivite gostermistir. En diisik DPPH' radikal giderme aktivitesi ursolik
asit (1), en diisik ABTS™ katyon radikali giderme aktivitesi 3,4-dihidroksi benzaldehit
(8), en diisiik FRAP aktivitesi ise ursolik asit (1) bilesigi oldugu goriilmiistiir. Metal
selat olugturma aktivitesinin en yiiksek oldugu bilesik crismaritin (2) bilesigi iken diger
saflastirilan bilesiklerin metal selatlama aktiviteleri diisiik olarak bulunmustur.

2015, 90

ANAHTAR KELIMELER: Salvia cryptanha, Antioksidan, izolasyon, Kromatografi,
Sekonder metabolitler



ABSTRACT

MASTER THESIS

ISOLATION OF SECONDARY METABOLITES FROM Salvia cryptantha AND
DETERMINATION OF ANTIOXIDANT ACTIVITIES

PERIHAN KOYSU
GAZIOSMANPASA UNIVERSITY INSTITUTE OF SCIENCE

DEPARTMENT OF CHEMISTRY

SUPERVISOR:PROF. DR. MAHFUZ ELMASTAS

Salvia cryptantha which is known as “Adacay1”is an aromatic and endemic plant that
belongs to Lamiaceae family. It has been widely used in folk medicine due to its
biological properties such as antimicrobial, anti-alzheimer and antioxidant.

In this study, S. cryptantha plant was collected from Artova, Tokat and dried in shadow.
Essential oils of the plant were analyzed by GC-MS. Twenty seven components were
determined. Alpha pinen, Camphene, - Pinene, Eucalyptol and Borneol were assigned
as major components of S. cryptantha. S. cryptantha plant was boiled with distilled
water and extracted with ethyl acetate and n-butanol, respectively. Phenolic compound
content of the extracts was determined and antioxidant activity tests were applied to the
extracts. Isolation processes were carried out using column chromatography and
preparative high performance liquid chromatography techniques for the extract which
was rich in phenolic compounds. Nine known compounds were obtained from the
isolation and purification of S. cryptantha. Rosmarinic acid methyl ester (7) was seen
highest DPPH" radical scavenging, ABTS™ cation radical scavenging and reducing
power (FRA) activities and showed higher activity when compared with the standards.
While urcolic acid (1) showed the lowest DPPH’ radical scavenging activity, the lowest
ABTS'™ cation radical scavenging activity was seen in 3,4-dihydroxy benzaldehyde (8)
and the lowest FRAP activity was seen in urcolic acid (1). While crismaritin (2) show
the highest metal chelating activity, isolated other compounds were found to be low in
metal chelating activity.
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metabolites
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1. GIRIS

Tiirkiye bitki tiirleri agisindan diinyanin en zengin florasina sahiptir. Bitkisel ilaglarin
daha etkili, daha toksik ve daha pahali olan sentetik ilaclarla birlikte kullanimlarinda
tamamlayici rol oynamalarina olanak saglamakta, tek baslarina ise alternatif terapi araci
olarak deri ve mukoza lezyonlar ile diger sistemlerin enfeksiyonlarinda iyilestirici
amacli olarak kullanimlarini giindeme getirmektedir. Bu yoniiyle antimikrobiyal
aktiviteye sahip bitkilerin insan, hayvan ve bitki hastaliklarinin kontroliinde etkili
olabilecegi bildirilmektedir (Baser, 1993)

Cok biiylik yapisal cesitlilige sahip olan sekonder metabolitler, bitkide sekonder
metabolizma yollarinin ara iriinlerinden, 6zel yollarla iiretilmektedirler. Sekonder
metabolitler lizerinde yapilan arastirmalarda, bu bilesiklerin bitkiler tarafindan ¢ok az
miktarlarda iretildigi belirlenmistir. Buna karsilik dogal gida ve ilag ham maddeleri
(farmasdtikler, gida katki maddeleri, tatlandiricilar, boyalar, koku vericiler,
yapistiricilar, insektisitler, pestisitler vb.) bulmak iizere bu metabolitler lizerinde yapilan
arastirmalar giin gegtikge artmakta ve bunun sonucu olarak da ekonomik Onem

kazanmaktadirlar (Baser, 1990; Baytop, 1999; Ahiskalioglu, 2007).

Antibiyotikler kesfedilene kadar Salvia tiirleri, bitki ¢ayi i¢inde sik¢a yer alan bir bitki
olup, tiiberkiiloz hastalarina terlemeyi onleyici olarak ve kronik bronsitin tedavisi igin
tavsiye edilmisir. Bunun yani sira terleme, ates, romatizma, zihinsel ve sinirsel

rahatsizliklara karsi tedavi edici olarak da kullanilmistir. (Kamatou ve ark., 2005).

Endemik bir bitki tiirii olan Salvia cryptantha bitkisi, halk arasinda antiseptik olarak
yaygin bir kullanima sahip olup, yiiksek antimikrobiyal 6zelliginden dolay: tedavi edici
olarak da kullanilan bir bitkidir. Yapilan literatiir taramas1 sonucunda, Salvia cryptantha
bitkisinin ugucu yag bilesenlerinin belirlendigi ve bazi biyolojik aktivite ¢aligmalar
yapildig1 tespit edilmistir. Bitkinin sekonder metabolitlerinin izolasyonu iizerine
herhangi bir ¢alismaya rastlanmamistir. Tez ¢alismas1 kapsaminda, Salvia cryptantha
bitkisinin sekonder metabolitlerinin izolasyonu ve izole edilen bilesiklerin antioksidan

aktivitelerinin belirlenmesi amaglanmustir.
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2. KAYNAK OZETLERI

2.1. Bitkilerde Bulunan Primer ve Sekonder Metabolitler

Primer ve sekonder metabolitler bitkilerde bulunan dogal bilesiklerdir. Primer
metabolitler; lipitler (trigliserit, fosfolipit), karbonhidratlar (nisasta, seliiloz vb.),
proteinler, mineraller (tuzlar, anyonlar, katyonlar vb.) ve hormonlar gibi biiylime,

gelisme ve ¢ogalmalar i¢in gerekli olan metabolitlerdir.

Sekonder metabolitler ise bitkilerin ¢evreyle adaptasyonunu saglamak, koruma, taginma
tireme gibi faaliyetlerden sorumlu olan organik molekiillerdir. Bitkilerde bulunan
sekonder metabolitler fitosteroller, terpenler, terpenoidler, alkaloidler, fenolikler ve
flavonoidlerdir. Giiniimiizde bir¢ok sektorde hammadde olarak kullanilan sekonder
metabolitler bitkinin temel yasamsal islevleriyle dogrudan iligkisi olmamasina karsilik

en az primer metabolitler kadar 6nemlidir.

Sekonder metabolitlerin bitki biinyesindeki islevlerinin olduk¢a karmasik olmasi,
arastirmacilarin bu bilesikler ilizerinde yogunlasmasina neden olmustur. Bu alanda
yapilan ¢alismalar, hem bu bilesiklerin elde edilme metotlarinin gelistirilmesine, hem de
etki mekanizmalarinin belirlenmesine ydnelik olarak siirdiiriilmektedir. Ozellikle
sekonder metabolitler i¢inde yer alan fenolik bilesikler ile tokoferollerin, insan sagligi
tizerindeki olumlu etkilerinin belirlenmesi ile bu yonde yapilan ¢aligmalar son yillarda
biiyiik 6nem kazanmigtir (Bourgaud ve ark., 2001; S6kmen, 2001; Zarate, 2003).

2.2. Bitkilerde Bulunan Bilesenler Hakkinda Bilgiler
2.2.1. Flavonoidler

Genellikle sar1 renkli olmalar1 nedeniyle, latince sar1 anlamma gelen flavus
sozcligiinden tiiretilerek flavonoid adini alan bilesiklerdir. Flavonoid bilesikleri, flavon
(2-fenilkromon)’un bitkiler aleminde yaygin olarak bulunan tiirevleridirler. Bunlardan
3-OH igerenlere flavonoller, 2,3-¢ift bag1 indirgenmis olanlara flavanlar, fenil grubu 3
pozisyonunda olanlara izoflavonlar denilmektedir. Genellikle bu bilesikler sar1 renkli

bitkisel pigmentlerdir.



Flavonoid kromon tiirevi maddelerdir. Kromon; benzo-y-pirondur (Ayhan, 2008) (Sekil
2.1). Dogal olarak bir¢ok flavonoid bulunmaktadir. Bu flavonoidler, fenil grubunun
kromon halkasinda bulunan hidroksil gruplarinin sayist1 ve konumu, ayrica metil
esterlerinin bulunmasi ile birbirinden ayrilmaktadir. Bitkilerde birgok renkli bilesigi
olusturan bu maddelerin renkleri, hidroksil grubu ve ortamin pH’ma bagl olarak koyu
sar1 renk icermektedir. Flavonoidler, bitkilerin kok, sap, ¢icek, polen, meyve ve tohum

gibi her boliimiinde bulunabilirler.

(@) (b)
Sekil 2.1. Kromon (benzo-y-piron, (a) ve 2-fenil benzopiron (b)
2.2.2. Terpenler

Sekil 2.3.’de gosterilen izopren iskelet birimleri iceren biitlin bilesiklere terpenler adi
verilmistir. Terpenler izoprenle iliskisini belirtmek amaciyla izoprenoidler olarak da
adlandirilmaktadir. Terpenler iki ya da daha ¢ok izopren birimi igerebilirler ve
igerdikleri izopren birimlerinin sayisina gore siniflandirilirlar. Molekiilleri agik zincir ya
da halkali olabilir. Cift baglar, hidroksil gruplari, karbonil gruplari ve daha bagska
islevsel grup igerebilirler. C ve H den baska elementleri igeren bilesiklere terpenoidler

denir.
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Sekil 2.3. izopren birimleri

Terpenler, fiziksel 6zelliklerine gore iki grupta incelenirler. 1) Ugucu terpenler: Su
buhar1 destilasyonu ile siiriiklenebilen kiigiik molekiillii monoterpenler ve seskiterpenler
2) Ugucu olmayan terpenler: Biiyiik molekiillii seskiterpenler, diterpenler, triterpenler

ve politerpenler

Terpenleri saflastirmada genellikle kolon ve preparatif ince tabaka kromatografisi
yontemleri kullanilabildigi gibi pek c¢ok kromatografik yontemlerde kullanilabilir
(Boiteu, 1964).

Cizelge 2.1. Terpenlerin siniflandiriimasi

Izopren sayisi Smifi Karbon sayis1
1 Hemiterpenler 5
2 Monoterpenler 10
3 Seskiterpenler 15
4 Diterpenler 20
5 Sesterpenler 25
6 Triterpenler 30
8 Tetraterpenler (Karotenoidler) 40
n Politerpenler (5)n

Diterpenler, dort izopren iinitesinden olusan 20 karbonlu molekiillerdir. Diterpenler,
steroidlerden ve triterpenlerden daha kolay oksitlenirler. Bu nedenle diterpenlerde

kimyasal reaksiyonlarda farkliliklar gozlenir (Aksit, 2008).



2.3. Bitkinin Familyasi ve Tamitim
2.3.1. Sistematik

Alem : Plantae

Sube : Magnoliophyta

Siif :  Magnoliopsida

Takim : Lamiales

Familya : Lamiaceae

Cins : Salvia

Tiir : Salvia cryptantha Montbert & Aucher ex Benthan

Sekil 2.5. Salvia cryptantha Bitkisi



2.3.2. Lamiaceae (Labiatae) familyasi

Lamiaceae familyas: ilk kez De Jussieu tarafindan 1789 yilinda Labiatae adiyla
isimlendirilmistir. Daha sonra Lindley tarafindan 1836 yilinda Lamiaceae olarak
adlandirilmistir  (Grieve, 1984; Hedge, 1992). Familya ile ilgili fosil kayitlari
olmamasina ragmen yine de kokeninin Oligosen’e veya 70-90 milyon yil 6ncesine
dayandig1 soylenebilir (Chadefaud, 1960; Hedge, 1986). Lamiaceae (ballibabagiller),
cogunlukla giizel kokulu, bir ya da c¢ok yillik, otsular, nadiren calilar veya agaclari
kapsayan cicekli bitkiler familyasidir. Lamiaceae familyas1 tipta ve parflimeride
kullanilan birgok ucucu yagi igeren bir familya olarak Onem tasimaktadir.
Yapraklarinda, kokulu yag salgilayan kiiclik salgi bezleri bulunur. Dolayisiyla basta
nane, kekik, adacay1 ve lavanta cicegi olmak iizere bu familyaya ait ¢icekler bol 1tirh
olur. Bas1 sekiz hiicreli pul seklindeki salgi tliyleri bu familya icin karakteristiktir
(Baytop, 1996). Govdeleri genellikle 4 koselidir. Cigekler vertisillastrum durumdadir.
Korolla ¢ogunlukla iki dudaklidir. Stamenler 4 veya 2 tanedir. (Davis, 1982; Hatipoglu,
2010).

Familya tiyeleri Diinya’nin birkag¢ bolgesi hari¢, Himalaya’lardan Giineybati Asya’ya,
Hawai ve Avustralya’ya, Afrika ve Amerika’ya kadar degisik bolgelerde ¢ok farkli
yiiksekliklerde ve degisik habitatlarda yetisebilir. Lamiaceae familyasinin yeryiiziinde
250 kadar cinsi ve 3200’1 askin tiirli mevcuttur. Yurdumuzda ise 46 cins ve bunlara ait
758 takson ile temsil edilen Lamiaceae familyasi Tiirkiye’nin en zengin iglincii
familyas1 olup iilkemizdeki endemizm orami % 45°tir (Baser, 2006). Lamiaceae
familyasinin en fazla takson igeren cinslerinin basinda Salvia (c. 900 tiir) gelir ve
kozmopolit bir cinstir. Ayrica Scutellaria, Stachys ve Thymus familyanin diger
kozmopolit cinsleridir. Rosmarinus, Pholomis ve Sideritis tiirleri karakteristik maki ve
garig Uyeleridir. Genellikle acik habitatlara uyum saglamis tiirlerdir. Sadece birkag cins

(Gomphosttemma) tropikal yagmur ormanlarinda gortiliir.



2.4. Salvia Cinsi

Salvia cinsinin ismi, eski zamanlarda sifali bitki olarak tinlenen, Latince ‘“salvere”,
korumak, isminden tiiremistir (Grieve, 1984). Cogunlukla aromatik, otsu, yart ¢alimsi
veya calimsi, ¢cok yillik, nadiren iki ve tek yillik bitkilerdir. Govde dik veya yatik, salgi
tiiylii veya salgi tiiysliz ya da ciplaktir. Yapraklar tam parcalanmamis, ¢icek durumu
cesitli diziliste simoz olup vertisillastrumlar ¢icekli, uzak veya birbirine yakin gruplar

halindedir (Davis, 1982).

Diinyada bugiin Salvia’nin 900 den fazla tiirii vardir. Agirlikli olarak orta Amerika,
giiney Amerika ve Asya’da bulunmaktadir. Tiirkiye’de ise 94 taksonu vardir. Bunlardan
45’1 Tirkiye’ye endemiktir. Bitki kimyas1 arastirmalar1, Salvia tiirlerinin flavonoidler
(Topcu, 1995) ve diger fenolik bilesiklerin (Lu ve Foo, 2002) yani sira, diterpenler
(Ulubelen, 1995; Topcu, 2007) ve triterpenlerce de (Topcu, 2006; Arslan ve Celik,
2008) zengin oldugunu gostermistir (Kahraman ve ark., 2010). Salvia tiirleri eski
zamanlardan beri biitlin diinyada soguk alginlhigi, bronsit, tiiberkiiloz, menstiiral
bozukluklar ve sindirim bozukluklarindan korunmak i¢in kullanilmaktadir (Ayensu,
1981). Ayrica antioksidan, antibakteriyel, antitiimor, kardiyoaktif ve antidiyabetik
ozelliklere sahiptir (British, 1983).

2.5. Salvia Tiirlerinin Ekonomik ve Tibbi Onemi

Bitkilerdeki biyolojik aktif bilesenlerin belirlenmesi iizerine birgok farmakolojik
calisma mevcuttur. Incelenen tiirler biyolojik aktivite olarak antimikrobiyal, antiviral,
antitimor, antioksidan, antihidrotik aktiviteleri icermekte ve Ozellikle zihinsel, sinirsel
ve gastrointestenal kosullarin tedavisinde kullanilmaktadir. (Digrak, 1999; Parekh,
2005). Bitki orijinli antimikrobiyel ajanlar ¢ok biiyiik iyilestirici 6zellige sahiptir
(Verastequi, 1996).

Giliniimiizde ise antibiyotik kullaniminin artmasi antibiyotiklere kars1 bakterilerin direng
gelistirmesine neden olmustur. Bu durum, bilim adamlarim1 yeni antibiyotikler
gelistirmeye yoneltmistir  (Nostro, 2000). Antimikrobiyel kemoterapide ¢esitli
enfeksiyonlarin genelinin tedavisinde antimikrobiyel kemoterapi olarak sinerjik etkisi

olan Agumantin gibi ilaglar kullanilir.



Halk arasinda bircok bitki birbiri ile karistirilarak tedavi amacgli kullanilmaktadir.
Literatiirdeki  etnobotanik ¢alismalara bakildiginda Salvia tiirlerinin  ¢esitli
enfeksiyonlarin tedavisinde oldukga etkili oldugu goriilmiistiir (Kamatoua, 2006).
Afrika’nin giiney kesiminde Salvia stenopylla, Salvia runcinata ve Salvia repen mikrop
oldiiriicii ve temizleyici olarak kullanilmaktadir. Yapraklari da kaynatilarak terleme,
ates, bas agris1 ve hazim zorluguna karsi kullanilir. Bitki ekstraktlar1 viicutta meydana
gelen acik yaralara karsi da kullanilmaktadir. Halk arasindaki kullaniminin yayginligi
glinlimiizde bilim adamlarin1 bu bitkilerin aktif bilesenlerini ve biyolojik aktivitelerini
arastirmaya itmistir. Bu alanda yapilan ¢aligmalar, farkli Salvia tiirlerinin antibakteriyel,
antiinflammatuvar, antikolinesteraz ve antikanser aktiviteleri oldugunu gostermektedir.
Salvia tiirleri 6zellikle yemeklere tat vermek amagli kullanilirken, ekstraktlar ise
genellikle yiyeceklerin raf Omiirlerini uzatmak icin kullanilmaktadir. Antioksidan
aktivitesinin yaninda (Kabouchea, 2006; Tepe, 2007) antiseptik, antibakteriyel,
antifungal, antiviral, sitotoksik, (Ulubelen, 2009; Lin, 1989) diiiretik 06zellikler
sergilemekte ve hipoglisemi (Jimenez, 1986) tedavisinde kullanilmaktadir. Keller’in
olusturdugu listesine gore adacayr 60°dan farkli rahatsizhigin tedavisinde

kullanilmaktadir (Orhan, 2007).
2.6. Salvia Tiirleri ile Yapilan Fitokimyasal Arastirmalar ve Aktivite Calismalari

Salvia tiirleri iizerine birgok kimyasal arastirma ve aktivite ¢alismalari yapilmustir.
Diinyada 1000°e¢ yakin Salvia tiirii, gida, kozmetik, tip gibi bir¢ok alanda
kullanilmaktadir (Tabanca, 2008). Salvia tiirleri gida endiistrisinde énemli antioksidan
kaynagi olarak kullanilmaktadirlar ve dogal antioksidanlarin viicuda aliminda 6nemli
rol oynarlar (Tabanca, 2008). Antibakteriyel, mikostatik, viriitik, astingent ve

antihidrotik aktivite gibi ¢esitli biyolojik aktivite gdsterirler (Anonymus, 1994).

Salvia brachyantha’nin antioksidan enzim savunma sisteminin neden oldugu hiicre
tahribatina kars1 koruma sagladig goriilmiistiir. Bundan dolayi, bu bitkinin 6ziitii ilag¢ ve
gida endiistrisi i¢in onem arz etmektedir. Salvia tiirlerinden izole edilen rosmarinik
asidin, antitimor ve antihepatit aktiviteye sahip oldugu belirlenmistir. Ayrica, kan
pihtilasmasini Onleyici, iltthap Onleyici 6zellik sergiledigi, HIV-1’in inhibisyonunu

arttirdig1 tespit edilmistir (Esmaeili, 2010).
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Karnosik asit, karnosol ve rosmarinik asit gibi yiiksek antioksidan aktivite gésteren
bilesiklere sahip olan Salvia tiirleri, reaktif oksijenin etkisiz hale getirilmesi ve lipid
peroksidasyonunun inhibe edilmesinde etkili rol oynarken, giiglii antimikrobiyal aktivite

de sergilemektedirler (Bozin, 2007).

OH CHj OH
HO COOH
CH,
0 OH
o) ~ o
o) HO
H3C CH3 OH
Karnosol Rosmarinik asit

Sekil 2.6. Karnosol ve rosmarinik asit bilesiklerinin yapisi

Salvia albocaeruluea Lidl’den izole edilen sugiol bilesiginin (Sekil 2.7) ve Salvia
forskahlei bitkisinden izole edilen abietan diterpen forskalinonun antibakteriyel aktivite

gosterdigi belirlenmistir (Ulubelen, 2009).

OH

Sugiol Forskalinon

Sekil 2.7. Sugiol ve forskalinon bilesiklerinin yapilari



Salvia Dbarrelieri Dbitkisinden izole edilen taksodion, ferruginol, iguestol ve
demetilinorroyleanon bilesiklerinin antioksidan aktiviteleri incelenmis, taksodion
bilesiginin yiiksek antioksidan aktiviteye sahip oldugu tespit edilmistir. Bu bilesiklerden
yine yiiksek antioksidan aktivite gosteren iguestol’lin antioksidan standart olan BHT ve
a-TOC’dan daha yiiksek siiperoksit anyon radikal giderme aktivitesi gosterdigi
belirlenmistir (Kolak, 2009).

HO

Sekil 2.8. Taksodion bilesiginin yapist

Salvia multicaulis bitkisinden izole edilen multicaulin, 12-demetilmultikaulin
multiortokinon, 12-Dimetilmultiortokinon, 12-Metil-5-dehidrohorminon, 12-Metil-5-
Dehidroasetilhorminon, salvipimaron bilesiklerinin  anti-tliberkiiloz  aktiviteleri
incelenmis, Mycobacterium tuberculosis strain H37Rv’e kars1 yapilan anti- tiiberkiiloz

testinde izole edilen bu bilesiklerin oldukga aktif oldugu gézlenmistir (Ulubelen, 1997).
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Sekil 2.9. 12-Demetilmultikaulin, 2-demetilmultiortokinon ve 12-metil-5-

dehidroasetilhorminon bilesiklerinin yapisi

Salvia miltiorrhiza tiirlinin  karaciger hiicresinde anti-timor etki  gosterdigi
belirlenmistir. Bu amacla, S. miltiorrhiza’ nin insan karacigeri hiicresindeki molekiiler
mekanizmas1 incelenmis, bitkinin yiiksek sitotoksik aktivite gosterdigi ve HepG2

hiicrelerinin kuvvetli sekilde ¢ogalmasini inhibe ettigi ortaya konulmustur (Liu, 2000).
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Yine Salvia miltiorrhiza’dan izole edilen Salvianolik asit A’nin MPP+ {izerinde
koruyucu etkiye sahip oldugu, yani insan noéroblastom SH-SY5Y hiicrelerinde
sitotoksisiteye neden oldugu tespit edilmistir. Bu veriler 1s181nda, Salvianolik asit A’nin
norodejeneratif bir bozukluk olan parkinson hastaliginin tedavisine iyilestirici bir rol
oynayacagi ongoriilmektedir (Xin-Jian W, 2005). Salvia sclarea bitkisinden izole edilen
sclareoliin tiimore direkt enjeksiyonunda bagisiklik sistemini koruyucu etki gosterdigi
tespit edilmistir. Sclareol bilesiginin insandaki ¢esitli kanser hiicrelerine kars1 sitotoksik
aktivite gosterdigi ve inhibisyonu arttirdigi gozlenmistir. Biitiin bunlarin sonucunda,
sclareoliin canli viicudunda go6giis kanserine karsi tiimor biliylimesini azaltict etki

gosterdigi tespit edilmistir (Noori, 2010).

:ll/////
Sekil 2.10. Sclareol bilesiginin yapisi

Endemik bir tiir olan Salvia cryptantha’nin buhar ve su distilasyonu ile elde edilen
ucucu yaglarinin GC ve GC-MS analizleri sonucu temel bilesenleri 1,8-Cineole (%
15,69-% 37,12), camphor (% 5,95- 13,04), a-pinene (% 1,00-% 11,93) ve Camphene (%
0,89-7,71) olarak tespit edilmistir (Baser, 1995).

Erzincan bdlgesinden toplanan S. cryptantha Montbret & Aucher Ex Bentham,
Origanum acutidens (Hvez- Mazz.) letswart, Thymus sipyleus Boiss. subsp. sipyleus
bitkilerinin Pseudomonas aeruginosa, Escherichia coli, Enterobacter aerogenes,
Staphylococus aureus bakterilerine ve Candida albicans mayasina karsi antimikrobiyal
aktiviteleri arastirilmig, bitki ekstraktlarmin gram pozitif bakterilere ve Candida

albicans mayasina kars1 ayn1 etkiyi sergilemedigi belirlenmistir (Yigit, 2002).
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Salvia cryptantha ve Salvia pomifera’nin metanol, etanol ve ugucu yaglarinin
antimikrobiyal, antitiiberkiiloz aktiviteleri yoniiyle incelendigi ¢alismada, Salvia tiirleri
icin karakteristik olan 1,8-cineol bilesiginin Salvia cryptantha tiirinde % 16.7, Salvia
pomifera da ise % 40 oraninda bulundugu tespit edilmistir. Her iki bitkinin ugucu
yaglarinin metanol ve etanol ekstrelerine gore daha fazla antifungal aktivite gosterdigi
belirlenmistir. S. cryptantha’nin ugucu yaglarinin gram negatif bakterilere (K. pnemonia
ve E. coli) kars1 dikkate deger aktivite sergiledigi gozlenmistir. Salvia pomifera’nin
metanol ekstresinin antitiiberkiiloz aktiviteye sahip oldugu da yine ayni calismada

belirlenmistir (Kizilkegili, 2007).

Tiirkiye’ye endemik olan Salvia cryptatha Montbret & Aucher ex Bentham bitkisinin
cigek ve toprak iistli kistmlarindan hidrodestilasyon ile elde edilen ugucu yaglar GC-MS
ile analiz edilmistir. Ugucu yag igerigi ¢icekte % 0.4 ve toprak iistii aksaminda % 1.44
olarak belirlenmistir. Her iki kisimda da (toprak tstii ve ¢igek) 1,8- cineole (% 30.38 ve
% 36.28), valencene (%24.34 ve % 26.53) ve camphor (% 12.9 ve %14.72) baslica

bilesenler olmak tizere toplam 13 bilesen tanimlanmistir (Bing6l, 2009).
2.7. Ucucu Yaglarin Genel Ozellikleri

Ugucu yaglar kompleks dogal bilesenler olup bitkilerin sekonder iriinleridir. Su ile
karigmayan maddeler olup etanol, eter, benzen, petrol eteri gibi organik ¢oziiciilerde
¢oziinlirler. Oda sicakliginda sivi halde olup su buhart ile siiriiklenebilen ugucu 6zelikte

kokulu ve yagimsi karigimlardir (Berk, 1953; Baytop, 1986).

Ucgucu yaglar ya bitkinin belirli organlarinda (tag yaprak, yaprak, meyve, kabuk, meyve
vb.) ya da bitkinin tiim organlarinda bulunabilirler. Bu yaglar bitkilerin bagl bulundugu
familyalara gore salgi tliylinde, salgi ceplerinde, salgi kanallarinda veya salgi

hiicrelerinde bulunmaktadir (Celik, 2007).
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Bugiine kadar ucgucu yaglarda 2000°den fazla kimyasal bilesigin bulundugu tespit
edilmistir ve bunlarin biiyiik c¢ogunlugunun terpenik maddelerden olustugu
belirlenmistir. Az bir kismi, aromatik benzen tiirevlerinin terpenlerle karisimi halindedir
(Baytop, 1986). Ugucu yaglarin ana bilesenleri alkol, eter, keton, fenol, aldehit igeren
mono ve seskiterpenlerdir. Diger ugucu yaglar ise fenilpropenler ve spesifik siilfiir yada
nitrojen iceren maddeleri igerirler. Bu maddeler ugucu yaga aromatik ve tibbi bitki
Ozellik kazandirmaktadir. Bu 6zelliklerinden dolayi eski ¢aglardan beri ¢esitli baharatlar
yemeklere sadece tat vermesi i¢in degil ayn1 zamanda koruma amaglida eklenmistir
(Tepe, 2004). Cok uzun yillardan beri ugucu yaglar bitkilerin ¢ok ¢esitli kisimlarindan
elde edilmektedir. Ucucu yaglarin istenilen koku ve tadi oksijenli bilesenlerden ileri

gelmektedir. Oksijenli tiirevler ise terpenlerin oksitlenmesi ile meydana gelir.

Genel olarak yag bileseni gesitli bilesenlerin belli oranda bir araya gelmesi ile olusur.
Bir¢ok Salvia tiiri ugucu yaglar bakimindan az ya da ¢ok etkindir. Salvia tiirlerinden
elde edilen ugucu yag bilesenlerinde ana madde olarak 1,8-cineol (eukaliptol) ve
borneol tespit edilmistir. Bunun yaninda bu tiirlerin ugucu yaglarmin yararli bilesenleri

yiiksek miktarda icerdigi belirlenmistir (Delamare, 2007).

2.8. Antioksidanlar

Oldukg¢a aktif molekiiller olan radikallerin ¢ogalmasi canli sistemlerde kontrol
edilemeyen hasarlara yol agabilir. Antioksidanlar, serbest radikalleri notralize ederek
serbest radikallerin etkisini yavaslatan, durduran bilesiklerdir. ~Antioksidanlar,
peroksidasyon zincir reaksiyonunu engelleyerek ve/veya reaktif oksijen tiirlerini

toplayarak lipid oksidasyonunu inhibe ederler (Halliwell, 1992; Halliwell, 1994).

Antioksidanlar, endojen ve eksojen kaynakli antioksidanlar olmak tizere baglica 2 gruba
ayrilirlar. Dogal antioksidanlar etki mekanizmalarina gére enzimatik ve nonenzimatik

olarak da iki sinifa ayrilir. Sekil 2.11°de antioksidanlarin siniflandirilmasi verilmektedir.
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ANTIOKSIDANLAR

N

Dogal Antioksidanlar Yapa}'.Anﬁuksidanlar
/ \ BHT BHA . Troloks,SOD
Enzimatik Enzimatik olmavan
-SOD / \
- Katalellz . Endojen Eksojen
- Ghtativon peroksidaz . Vitavin E
. Ghatation ftavin
- Glutativon 5 transferaz . Vitamin A
- Sitokrom oksidaz Seruloplazmin - ©"
Rilirubin Vitamin C
Ferritin Flavanoller
Laktoferrin Polifenoller
Urik asit
Haptoglobmler

Sekil 2.11. Antioksidanlarin siniflandirilmasi (Ahiskalioglu, 2007)

Viicuttaki fizyolojik aktivitenin dogal iirlinii olan serbest radikalleri, organizma
dogustan kazandigi ¢ok hassas bir donanimla oksidan-antioksidan denge olarak
tanimlayabilecek bir ¢izgide tutmaya calisir. Oksidanlar ve antioksidanlar arasindaki bu
dengenin 6zellikle oksidanlar lehine bozulmasi membran lipitleri, proteinler ve DNA
gibi hiicrenin 6nemli yasamsal yapilarinda biitiinliigiin bozulmasina ve canlida patolojik

olaylarin gelismesine yol acar.

Antioksidan savunma; radikal metabolit iiretiminin 6nlenmesi, liretilmis radikallerin
temizlenmesi, olusan hiicre deformasyonunun onarilmasi, sekonder radikal {ireten zincir
reaksiyonlarinin durdurulmasi ve endojen antioksidan kapasitenin arttirilmasi olarak

tanimlanan bes degisik sekilde yiirtir (Akkus, 1995; Ahiskalioglu, 2007).
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3. MATERYAL VE YONTEM
3.1. Bitkisel Materyal

Salvia cryptantha bitkisi, Tokat iline bagli Artova ilgesinden Temmuz 2014 tarihinde
toplanmistir ve golgede kurutuldu. Bitkinin rakim degeri 1279 m koordinatlari K
40°06°37.68"" D 36°20°05.43"" dir. Bitki 6rnegi Gaziosmanpasa Universitesi Fen
Edebiyat Fakiiltesi Herbaryum’unda GOPU 6344 kodu ile muhafaza edilmektedir.

3.2. Kullanilan Kimyasallar ve Maddeler

Coziiciiler: Kloroform, diklorometan, etilasetat, metanol, etanol, hekzan (Tim
¢oziiciiler kullanilmadan once destile edilmistir)

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

Reaktifler: DPPH, FeCls, ferrozin (Sigma), KsFe(CN)s, TCA, KH,PO4, Na,COs3, Folin
Ciocalteu Reaktifi (Sigma-Aldrich), BHA, BHT, Gallik asit (Merck), Amonyum seryum
stilfat (Sigma).

Dolgu maddeleri; Silika jel (Merck 60-230 mesh), Alumina ince tabaka kromatografi
(ITK) tabakalar1 (20x20) (Merck).

Belirtecler: Serik siilfat ¢ozeltisi (Serik siiltat ¢ozeltisin yapilisi:12 g amonyum seryum
(IV) siilfat + 50 mL derisik stilflirik asit + 450 mL su ile birlikte hazirlandi).

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

3.3. Kullanilan Cihazlar

'"H-NMR (Bruker 400 MHz Spektrometre)

B3C-NMR (Bruker 100 MHz Spektrometre)

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

Manyetik karistirict (IKA)

Liyofilizator (ScanVac)
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3.4. Metot
3.4.1. Ucucu yaglarin hazirlamsi

Kurutulmus S. cryptantha bitkisi dncelikle sivi azot yardimiyla toprak stii kismi kiigiik
parcalara ayrildi ve 100 g bitki 6rnegi 1000 mL’lik balona alinarak, iizerine 500 mL su
eklendikten sonra clevenger aparati yardimi ile ugucu yaglar ¢ikarildi. Ugucu yaglar,

GC-MS ile ugucu yag bilesenleri analiz edildi.
3.4.2. Bitki ekstraksiyonu

Kurutulmus bitki (900 g) su ile (9 L) kaynatildiktan sonra siiziildii. Siiziilen kisim 6nce
etil asetat ile 3 kez ekstrakte edilerek ve sulu faz ile organik faz birbirinden ayrildi.
Organik fazdaki ¢Oziicii evaporatdr yardimi ile uzaklastirilarak etil asetat ekstrakti
(Ekstre 1) elde edildi. Kalan sulu faz ise ayni sekilde n-biitanol ile 1 kez ekstrakte
edilerek biitanol ekstrakti (Ekstre 2) elde edildi. En son kalan sulu fazin ise liyofilizator
yardimiyla suyu uzaklastirilarak su ekstresi (Ekstre 3) elde edildi. Daha sonra, elde
edilen ekstrelere total fenolik bilesik tayini, toplam flavonoid tayini, serbest radikal
(DPPHe) giderme aktivitesi, indirgeme giicii aktivitesi ve ABTS" radikali giderme
aktivitesi testleri uygulandi. Testler sonucunda en etkili ekstrakt EtOAcC (ekstre 1)

olarak belirlendiginden izolasyon islemlerine ekstre 1 iizerinden devam edildi.
3.5. Ekstrelerde % Verim Hesaplamasi

Ham ekstrelerin verim hesabi i¢in;

% verim = (W1*100) / W2 formiilii kullanildu.

W1: kuru ekstraktin agirligi (g),

W?2: ekstraksiyonda kullanilan kuru bitkisel materyalin agirligidir (g).
Biitanol fazi; % Verim = (25 *100) / 900 = 2.77 g

Etilasetat faz1; % Verim = (17 *100) / 900 = 1.88 ¢
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Cizelge 3.1. Ekstrakt Verimi (%)

Faz Kuru Bitki Miktari (g) Ekstrakt Verimi
Sudan Etilasetat Fazn = 17 2,77
Sudan Biitanol Fazi 25 1,88

3.6. Ayirma ve Saflastirma islemleri
3.6.1. Kolon kromatografisi

Kolon kromatografisinde dolgu maddesi olarak silika jel kullanildi. Kolonun (2,5 x 80
cm) alt kismina pamuk yerlestirildikten sonra 14 g EtOAc ham ekstresi 20 g silika jel ile
homojenize edilerek kolona tatbik edildi.

Kolon, %100 hekzan ile baslatilarak artan polaritelerde hekzan-EtOAc, EtOAc, EtOACc-
MeOH ve MeOH ¢oziicii sistemleri ile elue edildi. 25 mL’lik hacimler halinde toplanan
fraksiyonlar, TLC kontrolii yapilarak birlestirildi.
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Cizelge 3.2. Salvia crptantha i¢in kullanilan kolon ¢6ziicii sistemi, birlestirilen

fraksiyon araliklar1 ve izole edilen bilesikler

* Hem silika jel kolon uygulamasindan hem de P-HPLC uygulamasindan saflagtirildi.

** P-HPLC uygulamasi ile saflastirildi.

Fraksiyon
Coziicii Sistemi Bilesenler
Araliklan
Hekzan(%90) EtOAc(%10) 1-33 -
Hekzan(%85) — EtOAC(%15) 34-137 -
Hekzan (%85) — EtOAc (%15) 138-156 Ursolik asit
Hekzan (%75) — EtOAc (%25) 157-256 Cirsimaritin
Hekzan(%75) — EtOAc (%25) 257-401 -
Hekzan (%65) — EtOAC (%35) 402-425 -
** Luteolin,
Hekzan (%55) — EtOAC (%45) 426-502 ** Rosmarinik asitmetilesteri,
** 3,4 dihidroksibenzaldehit
Hekzan(%45) — EtOAC (%55) 503-546 ** Kafeik asit
Hekzan(%30) — EtOAc (%70) 547-634 ** Apigenin-7-O-g-glikozid
Hekzan (%20) — EtOAC (%80) 635-704 -
Hekzan(%20) — EtOAc (%80) 705-718 Luteolin-7-0--glukozit
Hekzan(%10) — EtOAc (%90) 719-780 -
EtOACc (%100) 781-794 -
EtOAcC (%100) 795-814 *Rosmarinik asit
EtOAC (%100) 815-850 -
EtOAc (%90) — MeOH (%10) 851-914 )
EtOAC(%80) — MeOH (%20) 915-962 i
MeOH (%100) 963-990 -
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3.6.2. Ince tabaka koromatografisi (ITK)

Ekstredeki bilesenlerin ayrilmasi i¢in kolon kromatografisinin sonucunda elde edilen
benzer fraksiyonlarin belirlenmesi amaciyla ince tabaka kromatografisi uygulandi.
Maddelere ait spotlar UV (254 ve 366 nm) 151k altinda incelendi. Spot renklerinin
belirgin olarak goriilmesi igin Silika jel plakalarimin (TLC silicagel 60 GFjs4 Merck)
lizerine seriksiilfat belirteci piiskiirtiiliip 1sitictida 110°C’de olusan spot renkleri
incelendi. Kolon kromatografisinden alinan fraksiyonlarin her birine bu islemler

uygulanarak benzer fraksiyonlar birlestirildi.

3.7. Antioksidan Kapasitelerinin Belirlenmesi

Antioksidan kapasitelerinin belirlenmesi igin; izole edilen molekiillerden 1 mg/mL
olacak sekilde stok ¢ozeltiler hazirlandi. Daha sonra hazirlanan her bir numunenin
serbest radikal (DPPHe¢) giderme aktivitesi (Blois, 1958), indirgeme giicli aktivitesi
(Oyaizu, 1986) ve ABTS " radikali giderme aktivitesi (Re. ve ark., 1999) in vitro olarak
belirlendi.

3.7.1. Total fenolik bilesik tayini

Numunelerin total fenolik bilesik tayini Folin-Ciocalteu reaktifi ile yapildi (Slinkard ve
Singleton, 1977). 100 mL numune iizerine 4,5 mL destile su ilave edildikten sonra 100
puL Folin-Ciocalteu reaktifi eklendi. 3 dk beklendikten sonra 9%2’lik 300 pL. sodyum
karbonat (Na,CQO3) ilave edildi. Bu karisim vortekslendikten sonra oda sartlarinda 2 saat
inkiibe edildi. Numuneler oda sicakligina getirildikten sonra 760 nm’deki absorbanslari
spektrofotometrede kaydedildi. Standart olarak kullanilan gallik asidin farkli derisimleri
ile elde edilen kalibrasyon egrisi olusturularak, sonuglar g gallik aside esdeger fenolik
bilesik/kg ekstrakt olarak verildi.
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3.7.2. Toplam flavonoid testi

Chang C. ve arkadaglarmin uygulamis oldugu metoda gore yapildi. (Chang, 2002)
Numune i¢in 100 pL bitki ekstraksiyonundan alindi. Hacim 4 mL oluncaya kadar

uzerine metanol ilave edildi.

0,1 mL %10’luk AI(NO3); ve 0,1 mL 1 M CH3COONH, ilave edildi. Vorteks
isleminden sonra karisim oda sicakliginda 40 dk inkiibe edildi. 415 nm’de absorbans
okundu ve kaydedildi. Standart olarak kullanilan quersetinin farkh derisimleri ile elde
edilen kalibrasyon egrisi olusturularak, sonuglar g quersetine esdeger flavonoid

bilesik/kg ekstrakt olarak verildi
3.7.3. Serbest radikal (DPPH’) giderme aktivitesi

Serbest radikal (DPPH") giderme aktivitesi Blois ve arkadaglarinin uyguladigi metoda
gore yapildi (Blois, 1958). 0,26 mM’lik DPPH" (2,2-difenil-1-pikril hidrazil) ¢6zeltisi
etanolde hazirland1. S. cryptantha numunelerinin stok ¢ozeltilerinden uygun miktarlarda
(10-200 pg/mL) alinarak tizerine 1mL DPPH (0,26 mM) ¢ozeltisi eklendikten sonra
tiiplin igindeki ¢ozeltinin hacmi 4 mL oluncaya kadar iizerine etanol ilave edildi. Daha
sonra vorteks yapilarak 30 dk inkiibasyona birakildi. Inkiibasyon islemi sona erdikten
sonra her bir numunenin absorbanst 517 nm de spekrofotometre ile 6lgiildii. Sonuclar

ICso (ng/ml) degeri hesaplanarak verildi.
3.7.4. Indirgeme giicii aktivitesi

Bu analiz Oyaizu metodunun (Oyaizu, 1986) baz1 modifikasyonlarina (Elmastas ve ark.,
2006) gore yapildi. 100 pL bitki ekstrakti alinarak fosfat tamponu (0,2 M, pH 6,6) ile
hacmi 1,25 mL’ye tamamlandi ve iizerine 1,25 mL potasyum ferrik siyaniir
[KsFe(CN)s] (%1) ilave edildi. Karistm 50°C’de 20 dakika inkiibe edildi.
Inkiibasyondan sonra, bu karisima TCA (1,25 mL, % 10) ve FeCls (0,25 mL, % 0,1)
ilave edildi. Elde edilen son karisimin absorbanslart 700 nm’de kaydedildi. Sonuglar

Troloxa Esdeger (TE) / g Ekstrakt olarak verildi.
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3.7.5. ABTS*" radikali giderme aktivitesi

Bu analiz Re ve ark. (1999), tarafindan uygulanan metoda gore yapildi. Bu yonteme
gore, 0,1M pH:7.,4 (PO4)* tamponu ¢ozeltisi hazirlandi. Daha sonra fosfat tamponu ile
hazirlanmis 2 mM ABTS (2,2'-Azino-bis 3-ethylbenzothiazoline-6-sulfonic acid)
coOzeltisi ile yine fosfat tamponu ile hazirlanmis 2,45 mM K,S,0g (potasyumpersiilfat)

¢Ozeltisi 1:2 oraninda karistirilarak, karanlik ortamda 6 saat bekletildi.

S. cryptanha bitki ekstrelerinin stok ¢ozeltilerinden uygun miktarlarda alinarak tizerine
hacmi 3 mL oluncaya degin fosfat tamponu eklendi. Daha sonra iizerine 1mL ABTS®**
¢ozeltisi eklenerek ¢ozeltinin karistirilmasi igin vorteks yapildi. Cozelti karsimi oda
sicakliginda 1 saat inkiibasyona birakildiktan sonra spektrofotometrede 734 nm de

absorbansi okundu. Sonuglar ICsq (ug/ml) degeri hesaplanarak verildi.
3.7.6. Metal selatlama aktivitesi

Metal selatlama aktivitesi Carter tarafindan belirlenen metotla yapildi (Dinis ve ark.,
1994). Her bir ekstrakt ve saf madde ¢6zeltilerinden 0,2 mL alindi ve bunun tizerine 0,1
ml, 2 mM demir (II) kloriir ¢6zeltisinden ve 0,9 mL metanol ilave edildi. Karisim
vortekslendikten sonra 5 dakika bekletildi ve sonra 0,4 mL ferrozin ilave edildi. 10
dakika sonra 562 nm’de absorbanslari 6l¢iildii. Kontrol olarak ekstrakt igermeyen

reaksiyon ortami kullanildi. Sonuglar ICsg degeri hesaplanarak verildi.
3.8. Preperatif HPLC (P-HPLC) Analizi

HPLC genelde ugucu olmayan organik maddelerin tespitinde kullanilan bir cihazdir.
Mobil faz olarak deiyonize su ve HPLC grade asetonitril kullanildi. P-HPLC ile kolon
kromatografisinden saf olarak elde edilmeyen bilesiklerin saflastirilmasi i¢in kullanilda.
Analizler Perkin Elmer Series 200 kuarterner pompa ve Perkin Elmer Series 200 UV-
VIS (190-800 nm) dedektdr ile yapildi.
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Sekil 3.1. Sudan etilasetat fazinin 426-502 fraksiyon araliginin P-HPLC kromatogrami

Kolon kromatografisinde Hekzan (%55) - EtOAc (%45) ¢oziicii sisteminde ITK
kontrollii birlestirilen 426-502 no’lu fraksiyon araliklarina P-HPLC uygulandi.
Kromatogramda (Sekil 3. 1) izole edilen bilesiklerin 'H ve B¥C NMR spektrumlari
alinarak yapilart aydinlatildi. P-HPLC kromatograminda da 2. pikin 3,4
dihidroksibenzaldehit, 3. pikin kafeik asit, 5. pikin luteolin, 6. pikin rosmarinik asit

metil esteri oldugu tespit edildi.
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Sekil 3.2. Sudan etilasetat fazinin 503-546 fraksiyon araliginin P-HPLC kromatogrami

Kolon kromatografinde ITK kontrollii Hekzan (%45) — EtOAc (%55) c¢oziicii
sisteminden elde edilen 503-546 no’lu fraksiyon araligina P-HPLC analizi yapildi.
Kromatogramda (Sekil 3.2) goriildiigii gibi 8. dakikada gelen 1. pik tiipe alinarak doner
buharlastiric1 ile ¢oziiciileri uzaklastirildi ve'H ve *C NMR ile desteklenerek Kafeik

asit olarak yapisi aydinlatildi.
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Sekil 3.3. Sudan etilasetat fazinin 547-634 fraksiyon araliginin P-HPLC kromatogrami

Sudan etilasetat kolon kromatografisinde hekzan (%30) — EtOAc (%70) ¢oziici
sisteminde ITK kontrollii birlestirilen 547-634 no’lu fraksiyon araliklarma uygulanan P-
HPLC (Sekil 3. 2) kromatogramindan saflastirdigimiz kafeik asit bilesigi Sekil 3. 3
kromatograminda tekrar izole edildi. Kromatogramda (Sekil 3. 3) 27. dakikada gelen 2.
pik olarak gelen madde deney tiipiinde toplandi. Evaporator yardimiyla igindeki ¢oziicii
uzaklastirildiktan sonra *H ve *C NMR spektrumlari incelenerek bilesigin apigenin-7-
O-p-glukozit oldugu belirlendi.
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4. BULGULAR VE TARTISMA
4.1. Ucucu Yaglarin GC-MS Analiz Sonuc¢lar:

Cizelge 4.1. Salvia cryptantha bitkisinin ugucu yag bilesenleri

RT % Bilesik ismi
RI

1 795 4.202 16.29 Alpha pinene
2 815 4.589 10.11 Camphene
3 907 5.187 1.61 B—Phellandrene
4 913 5.293 6.24 B- Pinene
5 919 5.429 1.44 Myrcene
6 967 6.49 0.17 a-Terpinen
7 980 6.807 3.48 D-(+)-Limonene
8 986 6.968 1.25 Sabinen
9 994 7.179 25.28 Eucalyptol
10 | 1022 7.853 0.36 y-Terpinen
11 | 1045 8.441 0.39 4 thujanol
12 | 1059 8.799 0.33 Terpinolene
13 | 1077 9.316 0.09 Linalool
14 | 1096 9.859 0.20 1-Octen-3-ol
15 | 1126 10.653 0.12 4 carene
16 | 1206 12.892 27.54 Borneol
17 | 1229 13.451 0.32 Norinone
18 | 1400 17.308 2.17 Bornyl acetate
19 | 1602 20.339 0.20 Terpineol acetate
20 | 1628 20.661 0.28 Copaene
21 | 1799 22.697 0.41 -Caryophyllen
22 | 1870 24.135 0.80 a-Humulene
23 | 1932 25.342 0.12 Germacrene D
24 | 1938 25.463 0.28 B-Selinene
25 | 1948 25.649 0.10 a-Selinene
26 | 1958 25.85 0.08 Gamma elemene
27 | 2109 28.687 0.33 Spathulenol




4.2. Ekstrelerin Antioksidan Aktivite Test Sonuclar:

Ekstrelerin antioksidan kapasiteleri, toplam fenolik bilesik, toplam flavonoid, DPPH®

radikal giderme aktivitesi, ABTS®" katyon radikali giderme aktivitesi ve indirgeme

giici (FRAP) aktiviteleri Olctilerek belirlendi.

Bitkiden elde edilen ekstrelerin

antioksidan kapasitelerini belirledikten sonra antioksidan kapasitesi yiiksek olan ekstre

aktif bilesiklerin izolasyonu icin kullanildi.

Cizelge 4.2°de de goriildiigii gibi etilasetat ekstresi diger ekstrelerden daha yiiksek
fenolik bilesik icermesi ve DPPH®, ABTS®", FRAP aktiviteleri daha yiiksek olmasindan

dolay1 bu ekstre izolasyon islemlerinde kullanildi. Biitanol ekstresi her ne kadar daha

fazla flavonoid icerse de antioksidan aktivitesi sudan etilasetat ekstresinden daha diisiik

oldugu i¢in izolasyon islemleri i¢in biitanol ekstresi tercih edilmedi.

Cizelge 4.2. Ekstrelerin antioksidan aktivite test sonuglari

Toplam DPPH’ ABTS™
NUmune ;:rf’(')?lr&‘( Flavanoid (§ | Radikal (Fn?r/:z Radikal
GAE/kgg guersetin /kg Giderme TE/qg Giderme
Ekstrakt) [1Cso [1Cso
ekstrakt Ekstrakt
) (ng/mD) ) | (ug/m)
St‘:s;;‘tat 228.55:16.80 |  2.66+0.15 | 6.00+0.74 | 4.63+0.05 | 2.30+0.18
Faz
Ez‘tj:;ol 136.22+13.94 | 3894022 |630+1.35|3.42+017 | 3.22+0.12
Fazn
SuFazm | 27.18+3.16 |  1.44+0.02 | 48.1242.07 | 0.66+£0.05 | 6.78+0.41
Test . .
BHT Test Edilmedi | 8.51 = 1.01 | 4.33+0.27 | 2.32+0.11
Edilmedi
Test . .
BHA Test Edilmedi | 3.30 = 0.28 | 7.27 £0.27 | 2.48+0.25
Edilmedi
Test . .
Trolox Test Edilmedi | 3.54+0.26 | 3.96 +0.26 | 4.84+0.08
Edilmedi
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4.3. izole Edilen Bilesiklerin Yap1 Analizi

4.3.1. Ursolik asit (1)

| g

[
(=]

29

S

HO

Sekil 4.1. Ursolik asit bilesiginin yapisi

Beyaz renkli toz halinde elde edildi ve erime noktas1 290 °C olarak bulundu. Ursolik
asit (1) bilesigi, (Sekil 4.1) kolon kromatografisinden hekzan (%90) - EtOAc (%15)
¢oziicti sisteminden 100-150 no’lu fraksiyonlardan izole edildi. (1) bilesigi, bilinen bir
bilesik olup elde edilen *H-NMR ve *C-NMR kimyasal kayma degerleri (¢izelge 4.3)

verildi.
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Cizelge 4. 3. Ursolik asit’in (1) *H-NMR ve *C-NMR kimyasal kayma degerleri

C/H DEPT oc (ppm) on (ppm) HMBC

2 CH; 27.45 1.48

4 C 38.84 -

-
w

6 CH; 18.46 151

8 C 40.8 -

10 C 36.99 -

12 CH 125.4 5.15 (1H,s)

14 C 42.10 - H-12, H-18

16 CH> 24.27 1.52

18 CH 53.00 2.13 (1H, d, J=11.2Hz)

20 CH 38.96 0.94 H-21

22 CH; 36.78 1.57

24 CHs 15.69 0.86 (3)

26 CHa 17.37 0.75 (s)

28 C 178.8 -

30 CHs 19.02 1.01
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Sekil 4.2. Ursolik asit’in (1) *H-NMR spektrumu (*H-NMR 400 MHz, DMSO-dg)

'H-NMR spektrumunda (Sekil 4.2), yukar1 alanda ¢ikan metil singletleri yapinin
triterpen iskeletine sahip oldugunu goriildii. 2.97 ppm’de izlenen genis singlet sinyali,
C3’teki hidroksile komsu proton varligini ortaya koyarken, 0.68-1.06 ppm’ler arasinda
gozlenen bes metil singleti ve 0.72 ile 1.01 ppm’de g6zlenen iki metil dubleti (Me-29 ve
Me-30) bilesigin ursan yapisinda bir triterpen olabilecegi ihtimalini ortaya ¢ikardi. B¢
NMR (APT) spektrumundan (Sekil 4.3 ve Sekil 4.4) belirlenen 7 CH, 9 CH,, 7 CH3 ve
biri asit karboniline ait toplam 7 kuaterner C sinyalinin izlenmesi bilesigin olean

yapisindan farklanarak ursan iskeletine sahip oldugunu kesinlestirildi.
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Sekil 4.3. Ursolik asit’in (1) *C-NMR spektrumu (**C-NMR 100 MHz DMSO-dg)

Ursolik asit bilesiginin BC-NMR spektrumu incelendiginde yapida 30 tane karbon
atomu oldugu gorildii (Sekil 4.3). 7 tanesi kuaterner karbon, 7 tanesi metin karbonu, 9
metilen karbonu ve 7 metil karbonu olmak iizere toplam 30 karbon igerir. Bilesigin
kapali formiili C3oHygO3’dir. 178.8 ppm’de gozlenen sinyal, 'H NMR spektrumu (Sekil
4.3) ile birlikte degerlendirildiginde yapida karboksilik asidin varligin1 dogruladi. 125.4
ppm ve 139.7 ppm’de rezonans olan sinyaller ¢ift bag karbonlarindan siras1 ile 12 ve 13

no’lu karbon atomlarmna aittir. 8.=77.8 ppm’deki sinyal ise 3 no’lu karbona ait olup,

hidroksil grubuna bagli oldugunu gdstermektedir. Spektruma ait diger pikler
incelendiginde literatiir ile kiyaslanarak bilesigin ursolik asit oldugu belirlendi (Durust

ve ark., 2001).
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Sekil 4.4. Ursolik asit’in (1) DEPT-90, DEPT-135, APT NMR (**C-NMR, 100 MHz
DMSO-dg) spektrumu

Ursolik asit’in (1) APT, DEPT-90 ve DEPT-135 spektrumlari (Sekil 4.4) incelendiginde
yapida 30 karbon atomu oldugu goriildii. 30 karbondan 7 tanesinin kuaterner karbon
atomu (DEPT-90 ve DEPT-135 spektrumlarinda sinyal vermeyen kisim), 7 tanesinin
metin karbonu (DEPT-90 ve DEPT-135 spektrumunda pozitif sinyal), 9 tanesinin
metilen karbonu (DEPT-135 spektrumunda negatif ve APT spektrumundaki pozitif
sinyaller) ve 7 tanesinin metil karbonu (APT spektrumunda negatif DEPT-135
spektrumunda pozitif sinyaller) oldugu tespit edildi.

32



4.3.2. Cirsimaritin (2)

Sekil 4.5. Cirsimaritin bilesiginin yapisi

Cirsimaritin (2) (Sekil 4.5) kolon kromatografisinden hekzan (%75) - EtOAc (%25)
¢oziicii sisteminden 157-256. fraksiyonlardan izole edildi. Bilinen bir bilesik olan
cirsimaritin (2) bilesigine ait 'H-NMR ve *C-NMR kimyasal kayma degerleri
(gizelgede 4.4) verildi.
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Cizelge 4.4. Cirsimaritin’in (2) "H-NMR ve *C-NMR kimyasal kayma degerleri

C/H DEPT  dc(ppm) on (ppm) HMBC

3 CH 103.13 6.87 (s)

5 C 152.52 5.91

7 C 159.07

9 C 153.09 H-8

I' C 122

3 CH 116.43 6.95 (d, J=8,8 Hz)

5' CH 116.43 6.95 (d, J=8,8 Hz)

6-OCH;  CHjs 60.50 3.73(s)
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Sekil 4.6. Cirsimaritin’in (2) *H-NMR spektrumu (*H-NMR 400 MHz, DMSO-ds)

Cirsimaritin (2) bilesiginin *H-NMR spektrumu (Sekil 4.6) incelendiginde &y = 12.9
ppm’de gozlenen sinyal 5-OH protonunu gosterdi. Bilesiginin (2) B halkasinda yer alan
H-2'ile H-6' ve H-3' ile H-5' 6zdes protonlar1 siras1 ile 8,,= 7.96 (d, J = 8.8 Hz) ve §,,=
6.95 (d, J = 8.8 Hz) ppm’de gozlendi. 5., = 3.73 ve §,,= 3.97 ppm’de singlet olarak

gozlenen sinyaller sirasi ile C-6 ve C-7 karbonlarina bagli —-OCHj3 grubunun varligina
isaret etti. Bilesige ait diger veriler literatiir ile kiyaslanarak bilesigin Cirsimaritin
oldugu belirlendi (Kolak, 2009).
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Sekil 4.7. Cirsimaritin’in (2) **C-NMR spektrumu (**C-NMR 100 MHz DMSO-ds)

Cirsimaritin (2) bilesigine ait “*C-NMR spektrumundan (Sekil 4.7), yapida 15 farkli
karbon atomu oldugu belirlendi. 128.99 (C2' ve C6') ve 116.43 ppm’de (C3' ve C5')
gozlenen sinyaller, diger sinyallerden daha yiiksek oldugundan simetrik karbon

atomlarinin varligimi gosterdi. d-.= 60.50 ve .= 56.91 ppm’deki karbon atomlar

metoksi (H3C-O) gruplarina aittir. Aromatik halkada OH grubu ile rezonans olan
karbonlar 152.52 (C5) ve 161.77 ppm’de (C4') gozlendi. 5.=182.69 ppm’de gozlenen

sinyal (C4), karbonil grubunun varligini gosterdi.
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Sekil 4. 8. Cirsimaritin’in (2) DEPT-90, DEPT-135, APT NMR (**C-NMR 100 MHz
DMSO-dg) spektrumu

Cirsimaritin’in  (2) APT, DEPT-90 ve DEPT-135 spektrumlart (Sekil 4.8)
incelendiginde yapida 15 karbon atomu oldugu gorildi. Bilesigin DEPT-90
spektrumundan yapida 6 CH (metin) grubunun oldugu belirlendi. APT spektrumundan
yapida —CH; grubunun bulunmadigi, bunun disinda 9 tane kuaterner karbon atomu
icerdigi tespit edildi. DEPT-135 spektrumunda ise 60.50 ve 56.91 ppm’de iki —CH3
grubunun (6-OCHg3 ve 7-OCHj3) yer aldig1 gézlendi.
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Sekil 4.9. Cirsimaritin’in (2) LC-TOF-MS kromatogrami

Cirsimaritin’in (2) LC-TOF-MS spektrumunda (Sekil 4.18) (-)-ESI MS: m/z 313,0708

g/mol ([M-H]') iyon pikleri gézlenmis ve molekiil formiilii C17H1406 olarak belirlendi.
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4.3.3. Luteolin-7-O-g-glukozit(3)

6
/%o
HO 2"
HO
3 (0]

' H 1"

Sekil 4.10. Luteolin-7-O-f-glukozit bilesiginin yapisi

Luteolin-7-O-p-glukozit (3) (Sekil 4.10), kolon kromatografisinde hekzan (%20) —
EtOAC (%80) ¢oziicii sisteminden gelen fraksiyonlardan izole edildi. Kati ve sar1 renkli
olan Luteolin-7-O-f-glukozit bilesiginin kapali formiilii C;H20011 olup molekiil agirlig:
448,10 g/mol’diir. Luteolin-7-O-B-glukozit (3) molekiilii bilinen bir bilesik olup elde
edilen 'H-NMR ve **C-NMR kimyasal kayma degerleri ¢izelgede (Cizelge 4.5) verildi.

39



Cizelge 4.5. Luteolin-7-O-4-glukozit’in (3) *H-NMR ve *C-NMR kimyasal kayma

degerleri

C/H DEPT dc (ppm) or (ppm) HMBC

3 CH 103.52 6.75 (5)

5 C 161.60 -

-
o

7 C 163.39 -

9 C 157.40 - H-8

1 C 121.62 - H-3

3 C 148.36 -

S CH 116.47 6.86 (d, J=7.9 Hz)

1" CH 100.35 5.08 (d, J = 7.3 Hz)

w

CH 77.62 3.44 (m)

a

CH 76.85 3.28(m)

h |
o
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Sekil 4. 11. Luteolin-7-O-A-glukozit’in (3) *H-NMR spektrumu (*H-NMR 400 MHz,
DMSO-dg)

Luteolin-7-O-g-glukozit’in (3) 'H-NMR spektrumu (Sekil 4.11) incelendiginde §,,=
7.46 (d, J = 10.2 Hz) ppm’de goriilen sinyaller B halkasinin C-2' ve C-6' protonlarina,
d,,= 6.86 (d, J = 7.9 Hz) ppm’de goriilen sinyaller B halkasinin C-5' protonuna ve J,,=
6.46 (d, J = 1.8 Hz) ve §,,= 6.81 (d, J = 2 Hz) ppm’de goriilen sinyal ise A halkasinin
C-6 ve C-8 protonuna ait oldugu tespit edildi. ,,= 6.75 ppm’de singlet olarak gézlenen
sinyal, H-3 protonuna ait olup molekiiliin flavon iskeletine sahip oldugunu gosterdi. 5,
=5.08 (H-1") ppm’de goriilen sinyal, anomerik protona isaret ettiginden yapidaki seker
grubu 'H-NMR ve ®C-NMR degerlerinin literatiir ile kiyaslanmasi sonucu glikoz
olarak belirlendi (Chiruvella ve ark., 2007). Anomerik protonun etkilesme sabiti (J =

7.3 Hz), glikozun S konfigiirasyonunda oldugunu gosterdi.
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Sekil 4.12. Luteolin-7-O-4-glukozit’in (3) **C-NMR spektrumu (**C-NMR 100 MHz
DMSO-de)

Luteolin-7-O-8-glukozit (3) bilesigine ait *3C-NMR spektrumu (Sekil 4.12)
incelendiginde 21 karbon sinyali goriildii. 3. = 113.98 ve 3= 119.62 ppm’de goriilen
sinyallerin sirastyla C-2' ve C-6', 6. = 116.47 ppm’de goriilen sinyalin C-5' konumlarma
ait oldugu literatiir degerleri ile de desteklendi (Chiruvella ve ark., 2007). 6.= 100.35

ppm’de gelen sinyalin anomerik karbon atomunu gosterdigi, glikoz molekiiliine ait

karbonlarin ise 61.07-77.62 ppm’ler arasinda rezonans oldugu gozlendi.
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Sekil 4.13. Luteolin-7-O-B-glukozit’in (3) DEPT-90, DEPT-135, APT NMR (:*C-

NMR, 100 MHz DMSO-ds) spektrumu

Luteolin-7-O-p-glukozit’in (3) APT, DEPT-90 ve DEPT-135 spektrumlart (Sekil 4.13)
incelendiginde yapida 22 karbon atomu oldugu goriilmektedir. 22 karbondan 9 tanesi
kuaterner karbonu (DEPT-90 ve DEPT-135 spektrumlarinda sinyal vermeyen kisim), 11
tanesi metin karbonu (DEPT-90 ve DEPT-135 spektrumunda pozitif sinyal), 2 metilen
karbonu (DEPT-135 spektrumunda negatif ve APT spektrumundaki pozitif sinyaller)

icerdigi tespit edilmistir.
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Sekil 4.14. Luteolin-7-O-g-glukozit’in (3) LC-TOF-MS kromatogrami

Luteolin-7-O-$-glukozit’in LC-TOF-MS spektrumunda (Sekil 4.14) (-)-ESI MS: m/z
447.1035 g/mol ([M-H]) ve m/z 895.2112 g/mol ([2M-H]’) iyon pikleri gozlenmis ve

molekiil formiilii Cy;H2001; olarak belirlenmistir.
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4.3.4. Rosmarinik asit (4)

Sekil 4.15. Rosmarinik asit’in bilesiginin yapisi

Rosmarinik asit (4) (Sekil 4.15) kolon kromatografisi ile silika jel dolgu maddesi
kullanilan kolondan % 100 EtOAc ¢oziicii sisteminde izole edildi. Molekiil, sar1 renkli
ve toz halinde elde edildi. Rosmarinik asit (4) bilinen bir bilesik olup elde edilen *H-
NMR ve *C-NMR kimyasal kayma degerleri (Cizelge 4.6) verildi.
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Cizelge 4.6. Rosmarinik asit’in (4)'H-NMR ve *C-NMR kimyasal kayma degerleri

C/H DEPT dc (pmm) or (pmm) HBMC

2 CH 7.06 (d, J=1.4 Hz) 115.27

4 C - 146.06

6 CH 7.02 (dd, J=8.1; 2.0 Hz)  122.08 H-7

8 CH 6.24 (d, J = 15.8 Hz) 113.70

1 C - 127.74

3 C - 144.47

S) CH 6.54 (d, J=7.92 Hz) 120.51

7a’ CH» 2.93 (dd, J = 14.1/10.0 Hz) 36.58 H-2’,H-5°,H-8’

g CH  5.08(dd ,J=10.0/2.8 Hz) 73.26
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Sekil 4.16. .Rosmarinik asit’in (4)"H-NMR spektrumu (*H-NMR 400 MHz, DMSO-ds)

Rosmarinik asit’in (4) *"H-NMR spektrumu (Sekil 4.16) incelendiginde, 5y = 7.06 (d, J =
1,4 Hz), 64 = 7.02 (dd, J = 8.1/2.0 Hz), 64 = 6.77 (d, J = 8.1 Hz) ve 54 =6.69 (d, J=1.4
Hz), 64 =6.54 (d, J = 7.9 Hz), 6y = 6.65 (dd, J = 7.9 Hz) ppm’de iki grup aromatik ABX
sistem protonlar1 (sirastyla H-2, H-6, H-5 ve H-2', H-5', H-6' numarali protonlar)
gozlenmistir. dy= 7.46 (d, J = 15.8) ve oy = 6.24 (d, J = 15.8 Hz) ppm’deki protonlar,
etkilesim sabitlerinden dolayr molekiilde birbirine gore trans konumda olan olefinik
protonlarin varligin1 gostermistir. oy = 5.08 (dd, J = 10.0; 2.8 Hz) ppm’de gozlenen
sinyalin oksijen atomuna komsu olan H-8' protonu oldugu ve éy = 2.93 ve (dd, J = 14.1;
10.0 Hz), oy = 2.94 (dd, J = 14.1; 3.7 Hz) ppm’de gozlenen sinyallerin C-7'
konumundaki metilene ait protonlar oldugu literatiir ile karsilastirilarak tespit edilmistir
(Aksit, 2014).
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Sekil 4.17. Rosmarinik asit’in (4) **C-NMR spektrumu (**C-NMR 100 MHz, DMSO-
ds)

4 bilesigine ait 3¢ NMR spektrumundan yapida 18 karbon atomu oldugu belirlenmistir
(Sekil 4.18). 8¢ =166.39 ve 8¢ =171.30 ppm’de karbonil karbonlar sinyal vermistir. Iki
fenil halkasinda bulunan OH gruplari 6c = 146.39 (C-3), 8¢ = 146.06 (C-4), 6c = 144.47
(C-3”) ve 6c =145.39 (C-4’) ppm’de rezonans olmustur. dc = 149.08 (C-7) ve 6c =
113.70 (C-8) ppm’de gbzlenen sinyaller olefinik karbonlara aittir. Estere komsu karbon
atomu oc = 73.26 ppm’de gozlenmistir. Molekiil i¢cin bulunan bu degerler literatiir

verileri ile kiyaslanarak bilesigin rosmarinik asit oldugu tespit edilmistir (Aksit, 2014).
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Sekil 4.18. Rosmarinik asit’in (4) DEPT-90, DEPT-135, APT NMR (**C-NMR 100
MHz DMSO-dg) spektrumu

Rosmarinik asit’in (4) APT, DEPT-90 ve DEPT-135 spektrumlart (Sekil 4.18)
incelendiginde yapida 18 karbon atomu oldugu goriilmektedir. 18 karbondan 8 tanesi
kuaterner karbon atomuna, 9 tanesi metin karbonuna, 1 tanesi de metilen karbonuna

aittir.
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Sekil 4. 19. Rosmarinik asit’in (4) LC-TOF-MS kromatogrami1

Rosmarinik asit’in (4) LC-TOF-MS spektrumunda (Sekil 4. 19) (-)-ESI MS: m/z
359.0873 g/mol ([M-H]), m/z 197.0521 g/mol ([M-Kafeik asit]) ve m/z 719.1768 g/mol

([2M-H]) iyon pikleri gbzlenmis ve molekiil formiilii C1gH160g olarak belirlenmistir.
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4.3.5. Kafeik asit (5)

Sekil 4.20. Kafeik asit bilesiginin yapisi

Kafeik asit (5) (Sekil 4.20) kolon kromatografisinden hekzan (%45) - EtOAc (%55)
¢oziicii sisteminden 503-546 nolu fraksiyonlardan izole edildi. Gri renkli toz seklinde
olan kafeik asit, bilinen bir bilesik olup elde edilen *H-NMR ve *C-NMR kimyasal

kayma degerleri Cizelge 4.7°de verilmistir.

Cizelge 4.7. Kafeik asit’in (5) "H-NMR ve *C-NMR kimyasal kayma degerleri

C/H DEPT oc (pmm) on (pmm)
1 C 126.13 -
2 CH 115.54 7.02 (d, J =1.7Hz)
3 C 148.59 -
4 C 145.05 -
5 CH 116.18 6.75 (d, J =8.1 Hz)
6 CH 121.61  6.96 (dd, J=8.3; 1.9 Hz)
7 CH 146.01 7.43 (d, J =15.8 Hz)
8 CH 115.08 6.17 (d, J = 15.8 Hz)
9 C 168.36 -
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Sekil 4.21. Kafeik asit’in (5) *H-NMR spektrumu (*H-NMR 400 MHz, DMSO-dg)

Kafeik aside (5) ait 'H-NMR spektrumu (Sekil 4.21) incelendiginde trisubstitue
aromatik yapmin varhigint gosteren ABX sisteminin oldugu goézlenmistir. ABX
sistemine ait protonlar (H-2, H-5 ve H-6) sirasi ile 6y =7.02 (d, J = 1.7 Hz), 64 = 6.75
(d, J = 8.1 Hz) vedy = 6.96 (dd, J = 8.3; 1.9 Hz) ppm’de rezonans olmustur. oy = 7.43
(d, J = 15.8) ve 6y = 6.17 (d, J = 15.8 Hz) ppm’deki kimyasal kayma degerleri
molekiilde birbirine goére trans konumda olan olefinik protonlarinin varligini

gostermistir (Durust ve ark., 2001).
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Sekil 4.22. Kafeik asit’in (5) **C-NMR spektrumu (**C-NMR 100 MHz, DMSO-dg)

Kafeik asit (5) bilesiginin *C-NMR spektrumuna (Sekil 4.22) bakildiginda, fenil
halkasia bagl iki OH grubu 6¢c = 148.59 ve 6c = 145.05 ppm’de rezonans vermistir.
Olefinik karbonlara ait sinyaller 6c =146.01 (C-7) ve 6c =115.08 (C-8) ppm’de

gozlenmistir. Karbonil karbonu, 6¢c =168.36 ppm’de rezonans olmustur.
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4.3.6. Luteolin (6)

Sekil 4.23. Luteolin bilesiginin yapisi

Luteolin (6) (Sekil 4.23) kolon kromatografisinden hekzan (%55) - EtOAc (%45)

¢oziicii sisteminden 426-502 no’lu fraksiyonlardan P-HPLC uygulamasi ile izole edildi.

Bilesik sar1 renk olup, *H-NMR ve *C-NMR kimyasal kayma degerleri Cizelge 4.8’da

verilmigtir.

Cizelge 4. 8. Luteolin’in (6) *H-NMR ve *C-NMR kimyasal kayma degerleri

C/H DEPT dc (pmm) oH (pmm) HMBC
2 C 164.60 -
3 CH 103.33 6.67
4 C 182.11 -
5 C 161.94 -
6 CH 99.30 6.18 H-8
7 C 164.37 -
8 CH 94.31 6.45 H6
9 C 157.15 -
10 C 104.16 - H-3, H-8, H-6
1 C 121.92 - H-2', H-5’, H-3
2! CH 113.84 7.41 H-6’
3 C 146.20 -
4 C 150.11 -
5! CH 116.49 6.89
6' CH 119.44 7.43
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Luteolin (6) bilesiginin "H-NMR spektrumu (Sekil 4.24) incelendiginde, &y = 12.98
ppm’de gozlenen sinyal 5-OH protonuna ait olup, diger protonlarin kimyasal kayma
degerleri incelendiginde molekiiliin bir flavon iskeletine sahip oldugu belirlenmistir.
on= 6.18 (H-6) ve dn = 6.45 (H-8) protonlarina ait sinyaller meta etkilesimine sahip 2
aromatik protonu gosterirken, oy = 6.67 ppm’de (H-3) gozlenen singlet proton ve 6.89;
7.41; 7.43 ppm’de gozlenen sinyallerin sirasi ile H-5'; H-2' ve H-6' protonlarina ait
oldugu gdzlenmistir. 'H-NMR spektrumunda gozlenen bu sinyaller karakteristik
5,7,3"4'-tetrasubstitue flavon yapisina ait olup, degerler literatiir ile karsilastirilarak

bilesigin luteolin oldugu tespit edilmistir (Ozcan, 2009).
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Sekil 4.25. Luteolin’in (6) **C-NMR spektrumu (**C-NMR 100 MHz, DMSO-dg)

Luteolin’in  (6) *C-NMR spektrumu (Sekil 4.25) incelendiginde, 15 karbon atomu
oldugu goriilmektedir. 15 karbondan 9 tanesi kuaterner karbonu, 6 tanesi metin
karbonunu gostermektedir. A halkasinda yer alan iki —OH grubuna bagl karbonlar
sirast ile 6c =161.94 (C-5) ve ¢ =164.37 (C-7) ppm’de rezonans olurken; B halkasina
ait hidroksil gruplarinin bagli oldugu karbonlar 6¢ =146.20 (C-3") ve 6c =150.11 (C-4")
ppm’de sinyal vermistir. C halkasinda yer alan karbonil karbonu 6¢c =182.11 ppm’de

gbzlenmistir.
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Sekil 4.26 . Luteolin’in (6) DEPT-90, DEPT-135, APT NMR (**C-NMR 100 MHz,
DMSO-dg) spektrumu

Luteolin’in (6) APT, DEPT-90 ve DEPT-135 spektrumlari (Sekil 4.26) incelendiginde
yapida 15 karbon atomu oldugu goriilmektedir. -CH gruplarinin belirlendigi DEPT-90
spektrumundan yapida 6 metin grubunun oldugu, DEPT-135 spektrumundan ise yapida
Bilesige ait APT

—CHz ve

spektrumundan ise yapida 9 kuaterner karbon atomunun oldugu belirlenerek, luteolinin

gruplarinin  bulunmadigi

yapist ile uyum sagladig: goriilmiistiir.
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4.3.7. Rosmarinik asit metil esteri (7)

Sekil 4.27. Rosmarinik asit metil esteri bilesiginin yapisi

Rosmarinik asit metil esteri (Sekil 4.27) kolon kromatografisinden hekzan (%55) —
EtOAC (%45) ¢oziicii sisteminden 426-502 no’lu fraksiyon araligindan P-HPLC ile
izole edilmistir. *H-NMR ve C-NMR kimyasal kayma degerleri Cizelge 4.9°da

verilmistir.
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Cizelge 4.9. Rosmarinik asit metil esteri (7) *H-NMR ve *C-NMR kimyasal kayma

degerleri

C/H DEPT dc (ppm) on (ppm)

2 CH 115.39 7.07 (d, J = 1.4 Hz)

4 C 146.15 -

6 CH 122.18 7.02 (d, J=8.1Hz)

8 CH 113.18 6.26 (d, J=15.9 Hz)

1 C 127.07 -

3 C 144.61 -

5 CH 120.51 6.64 (d, J =8.2 Hz)

7 CH;, 36.66 7a'; 2.91 (dd, J = 10.3;7.4 Hz)

8' CH 73.25 5.08 (dd, J=7.4;5.3)

10' CHa 52.45 3.63 ()




Sekil 4.28. Rosmarinik asit metil esteri’nin (7) *H-NMR spektrumu (*H-NMR 400
MHz, DMSO-ds)

Rosmarinik asit metil esteri’nin (7) *H-NMR spektrumu (Sekil 4.28) incelendiginde,
rosmarinik asidin *H-NMR spektrumuna benzer olarak oy = 7.07 (d, J = 1.4 Hz), 6y =
7.02 (d, J=8.1 Hz), 64 = 6.77 (d, J = 8.1 Hz) ve 64 = 6.71 (d, J = 1.5 Hz), oy = 6.64 (d,
J =8.2 Hz), 64 = 6.65 (dd, J = 8.2 Hz) ppm’de iki grup aromatik ABX sistem protonlari
(swrastyla H-2, H-6, H-5 ve H-2', H-5', H-6' numarali protonlar) gézlenmistir. oy = 7.48
(d, J=15.8) ve oy = 6.26 (d, J = 15.9 Hz) ppm’deki protonlar, etkilesim sabitlerinden
dolayr molekiilde birbirine gore trans konumda olan olefinik protonlarin varligini
gostermistir. oy = 5.08 (dd, J = 7.4; 5.3 Hz) ppm’de gozlenen sinyalin oksijen atomuna
komsu olan H-8' protonu oldugu ve dy = 2.91 ve (dd, J =10.3; 7.4 Hz), 64 = 2.96 (dd, J
= 7.4; 5.3 Hz) ppm’de gozlenen sinyallerin C-7' konumundaki metilene ait protonlar
gosterdigi belirlenmistir. Rosmarinik asitten farkli olarak 6y = 3.63 ppm’de singlet
sinyal gdézlenmistir. Bu da yapida C9’ karbonuna komsu metoksi grubunun varligini
gostermektedir. Bu veriler 1s1g8inda bilesigin yapisi rosmarinik asit metil esteri olarak

belirlenmistir (Abedini, 2013).
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Sekil 4.29. Rosmarinik asit metil esteri (7) **C-NMR spektrumu (*C-NMR 100 MHz
DMSO-dq)

Rosmarinik asit metil esteri (7) bilesiginin *C-NMR spektrumu (Sekil 4.29)
incelendiginde yapida 19 tane karbon oldugu goriilmektedir. 19 karbondan 8 tanesi
kuaterner karbonu, 9 tanesi metin karbonu,1 tanesi metilen karbonu, 1 tanesi de metil
karbonunu gostermektedir. d¢c =146.86 (C-3), d¢c =146.15 (C-4), dc =144.61 (C-3'), d¢c =
145.47 (C-4") ppm’de hidroksil grubuna bagli karbonlar, 6c =168.36 (C-9) ve 170.41 (C-
9") ppm’de karbonil karbonlari, 0c =52.45 ppm’de metoksi grubu, 6c =149.40 ppm’de

cift bag sinyalleri gozlenmistir.
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4.3.8. 3,4-dihidroksibenzaldehit (8)

Sekil 4.30. 3,4-Dihidroksibenzaldehit bilesiginin yapisi

3,4-dihidroksibenzaldehit (8) (Sekil 4.30) kolon kromatografisinden hekzan-EtOAc
(%45) ¢oziicii sisteminden 426-502 no’lu fraksiyonlardan P-HPLC uygulamasi ile izole
edildi. Bilesigin 'H-NMR ve *C-NMR kimyasal kayma degerleri Cizelge 4.10°de

verilmigtir.

Cizelge 4.10. 3,4-dihidroksibenzaldehit (8) bilesiginin *H-NMR ve *C-NMR kimyasal

kayma degerleri

C/H DEPT dc (pmm) oy (pmm)
1 C 129.78 -
2 CH 115.24 7.22 (d, J=1.4Hz)
3 C 146.77 -
4 C 153.03 -
5 CH 166.46 6.90 (d, J = 8.0 Hz)
6 CH 125.34 7.26 (dd, J=8.0; 1.4 Hz)
7 C 191.37 9.69 (s)
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Sekil 4.31. 3,4-dihidroksibenzaldehit (8) bilesiginin *H-NMR spektrumu (*H-NMR 400
MHz, DMSO-ds)

3,4-dihidroksibenzaldehit (8) bilesiginin 'H-NMR  spektrumu  (Sekil 4.31)
incelendiginde oy = 9.69 ppm’de aldehit protonunun (H-7) rezonans oldugu
goriilmektedir. Spektrumda 6.8-8.4 ppm arasinda goézlenen sinyaller aromatik halka
protonlarma ait olup, integrasyon degerinden 5 protonun varlig tespit edilmistir. oy
=8.25 ve 0y = 8.26 ppm’de gozlenen sinyaller -OH protonlarin1 gosterirken, oy =6.90
ppm (J = 8.0 Hz) ve oy =7.22 ppm’de (J = 8.0 Hz) gbzlenen dubletler siras1 ile H-5 ve
H-2 protonlarin1 gostermektedir. Aromatik halkada yer alan H-6 protonu ise 6y = 7.26
ppm’de dd olarak rezonans olmustur (J = 8.0; 1.4 Hz) (Alvarenga, 2012).
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Sekil 4.32. 3,4-dihidroksibenzaldehit (8) **C-NMR spektrumu (**C-NMR 100 MHz
DMSO-de)

3,4-dihidroksibenzaldehitin (8) **C NMR spektrumu incelendiginde (Sekil 4. 32) yapida
7 karbon atomunun oldugu goriilmiistiir. 6c = 146.77 ve dc =153.03 ppm’de hidroksil
grubuna bagl karbonlar, 6c = 191.37 ppm’de karbonil karbonu gézlenmistir. Aromatik

halkaya ait diger karbonlar ise 115-130 ppm arasinda rezonans olmuslardir.
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4.3.9. Apigenin-7-O-f—glukozit’in (9)

Sekil 4.33. Apigenin-7-O-p—glukozit bilesiginin yapisi

9 no’lu bilesik, (Sekil 4.33) kolon kromatografisinden hekzan — EtOAc (% 70) ¢oziicii
sisteminden 547-634 no’lu fraksiyonun P-HPLC uygulamast ile izole edildi. "H-NMR
ve *C-NMR kimyasal kayma degerleri Cizelge 4.11’de verilmistir.

Cizelge 4.11. Apigenin-7-O-f—glukozit’in (9) *H-NMR ve *C-NMR kimyasal kayma

degerleri

C/H DEPT  &c(pmm) oH (pmm) HMBC

2 C 164.75 H-3

3 CH 103.53 6.92 (5)

4 C 182.46 H-3

5 C 161.59

6 CH 99.97  6.46 (d,J=1.5Hz)

7 C 163.42

8 CH 95.29  6.86 (d, J=1.5Hz)

9 C 157.41

10 C 105.80 H-3
1 C 121.35 H-3";H-5'
2! CH 129.07  7.99 (d, J=8.5 Hz)

3' CH 116.50  6.93 (d, J=8.5 Hz)

4' C 162.02 H-2";H-6'
5" CH 116.50  6.93(d, J = 8.5 Hz)

6' CH 129.07  7.99(d, J=8.5Hz)

1" CH 100.35  5.06 (d, J = 7.3 Hz)

P CH 69.99 3.38 (m)

3" CH 73.55 3.31 (m)

4" CH 76.90 3.31 (m)

5" CH 77.64 3.46 (M)

6" CH, 61.04 3.13 (m)
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Sekil 4.34. Apigenin-7-O—3-glukozid’in (9) *H-NMR spektrumu (*H-NMR 400 MHz,
DMSO-ds)

Apigenin-7-O-f-glukozid’in (9)'H-NMR spektrumu (Sekil 4.34) incelendiginde 3,
=5.08 (H-1") ppm’de gozlenen sinyalin anomerik protonun varligini gosterdigi,
etkilesim sabiti degerinden (d, J = 7.3 Hz) aglikona f konfigiirasyonunda bagh seker
grubu oldugu belirlenmistir. Bilesik (9), Luteolin-7-O-B-glukozit (3) bilesiginden farkli
olarak C-3' karbonunda —OH grubu bulundurmamaktadir. Bu nedenle, Apigenin-7-O—f-
glikozid’in (9) B halkasinda yer alan H-2' ile H-6' ve H-3' ile H-5' 6zdes protonlar1 sirasi
ile 8,,= 7.99 (d, J = 8.5 Hz) ve 6, = 6.93 (d, J = 8.5 Hz) ppm’de rezonans olmustur

(Y1lmaz, 2012).
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Sekil 4. 35. Apigenin-7-O-p—glukozit’in (9) **C-NMR spektrumu (**C-NMR 100 MHz
DMSO-de)

9 Bilesigine ait BC-NMR spektrumundan (Sekil 4. 35) yapida 19 karbon atomu oldugu
belirlenmistir. Spektrumda d¢c= 129.07 ve dc= 116.50 ppm’de gdzlenen pik siddetlerinin
digerlerinden daha siddetli olmas1 yapida 6zdes iki karbon atomunun olma olasiliginm
disiindiirmistiir. Seker molekiiliine ait pikler (61-101 ppm arasi) disinda gozlenen
sinyaller bilesigin flavon iskeletine sahip oldugunu gostermistir. B halkasinda yer alan —

OH grubunun bagli oldugu C-4' karbonuna ait sinyal, 6c= 162.02 ppm’de gozlenmistir.
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Sekil 4.36. Apigenin-7-O-p—glukozit’in (9) DEPT-90, DEPT-135, APT NMR (**C-
NMR 100 MHz DMSO-dg) spektrumu

Luteolin-7-O-$-glukozit’in (9) APT, DEPT-90 ve DEPT-135 spektrumlar1 (Sekil 4.36)
incelendiginde yapida 19 farkli karbon atomu oldugu goriilmektedir. 8 tanesi kuaterner
karbonu, 12 tanesi metil karbonu (2 6zdes karbon), 1 metilen karbonu igerdigi tespit

edilmistir.
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4.4. Tzole Edilen Bilesiklerin Antioksidan Test Sonuclari

Cizelge.5.1. Izole edilen bilesiklerin antioksidan aktivite sonuglari

DPPH’ ABTS™ Metal
L Radikal FRAP Radikal Selatlama
Bilesikler Giderme | (mmol TE/ | Giderme [1Cso
[|C50 g madde) [|C5o
/mL
(ng/mL)] (ugmLy | (e/mUI
1 | Ursolik asit 15; jg = | 0284001 | 632058 | 25.475+1.705
2 | Cirsimaritin 11821002 | 276 £0.06 | 1.51 £0.01 | 17.257 £0.96
3 | Luteolin-7-0-f- 1036+ 078 | 1.57+0.05| 3.9+0.18 |203.1543.18
glukozit
2 | Rosmarinik asit 8551045 | 584+026 | 3.36£006 | 92.38:2.97
Aktivite
5 | Kafeik asit 1083025 | 382033 | 807 +038 | LSO
5 | Luteolin 1629+ 0.78 | 3.56 012 | 5.61=0.04 | 25439+ 5.62
2 | Rosmarinik asit 484007 | 586+050 | 205+0.15 | LAIE
metil esteri osterrmedi
g | 34 Dihidroksi 35344077 | 1.51+0.06 | 53.39+2.41 G..Ak“v'te .
benzaldehit osterrmedi
o | Apigenin-7-0-4- 91.90+5.18 | 1.30+0.01 | 15.48=0.14 G..Ak“v'te i
g|Uk02id osterrmedi
10 | BHT 851+1.01 | 4332023 | 2322011 Test
' ' ' ) ) ) Edilmedi
Test
11 | BHA 3304028 | 7.26+026 | 2.48+0.25 Test
Edilmedi
12 | Trolox 3544026 | 3.96+026 | 4.84+0.08 Test
' ' ' ) ) ) Edilmedi
Test Test Test
13 | EDTA Edilmedi | Edilmedi | Edilmedi | 22 *0-16




Ursolik asit (1): Salvia tiirlerinde yaygin olarak bulunan bir bilesiktir. Ursolik asit’in
DPPH’ radikal giderme, ABTS™ radikal giderme, metal selatlama ve FRAP aktiviteleri
standart olarak kullanilan BHT, BHA, Trolox bilesiklerinden daha diisiik aktiviteye
sahip oldugu goriilmiistiir (Cizelge 5.1). Ursolik asit ve tiirevlerinin antibakteriyel,
antifungal ve antimikotik aktivite gosterdigi tespit edilmistir (Babalola, 2013). Bunlarin
disinda, ursolik asit ve esterlerinin bir¢ok kanser hiicresine karsi antiproliferatif
aktivitesi incelenmis (Neto, 2007); ursolik asit esterlerinin akcigeri kolon, goégiis,
bobrek kanserlerini inhibe ettigi belirlenmistir (Baglin, 2003; Murphy, 2003; Kondo,
2006). Elma o6ziitinde bulunan ursolik asit gibi terpenoidlerin, elestaz enzimini inhibe
edip, kollajen aktivitesini uyararak kirigikliklar1 ve derideki yaslanmay1 geciktirdigi
tespit edilmistir (Kapoor, 2009).

Cirsimaritin (2): Dogal iriinlerde yaygin olmayan bir bilesiktir. DPPH" radikal
giderme aktivitesi BHA ve Trolox’dan diisiik iken BHT standardina olduk¢a yakindir.
FRAP aktivitesi ursolik asit (1), luteolin7-O-B-glukozit (3), 3,4-dihidroksi benzaldehit
(8) ve apigenin-7-O-B-glukozid (9) bilesiklerinden yiiksek, diger bilesiklerden daha
diisiik olarak gorilmistiir. Crismaritin (2) bilesiginin FRAP aktivitesi standart
bilesiklerden de diisiik bulunmustur. Ancak ABTS™ radikal giderme aktivitesi en
yiiksek olarak belirlenmis ve metal olusturma aktivitesi EDTA’ dan sonra en yiiksek
degere sahip oldugu bulunmustur (Cizelge 5.1). Dogal bir flavonoid olan cirsimaritin
bilesiginin antioksidan (Nyiligira, 2008; Ben Sghaier, 2011), antibakteriyel (Isobe,
2006), antispazmodik (Weimann, 2002) ve siklooksigenaz-1 inhibitorii oldugu
belirlenmistir (Kelm, 2000). Ayrica, yapilan ¢alismalarda cirsimaritin bilesiginin insan
safra kesesi kanser hiicresi GBC-SD ve bobrek borusu epitel hiicreleri LLC-PK1’e karsi
antikanser aktivite gosterdigi gozlenmistir (Yokozawa, 1999; Quan, 2010).

Luteolin-7-O-g-glukozit (3): Bilinen bir bilesiktir. Luteolin-7-O-glukozit bilesiginin
DPPH’ radikal giderme ve FRAP aktivitesi standart bilesiklere yakin olup daha diisiik
aktiviteye sahip iken, ABTS™" radikal giderme aktivitesinin standartlara oldukca yakin
oldugu gozlenmistir. Metal selat olusturma aktivitesi ¢ok diisiik olarak bulunmustur.
Luteolin-7-O-p-glukozit’i de icine alan 42 flavonoidin antioksidan ve antiradikal
aktivitelllerini inceleyen (Burda, 2011), B-karoten-linoleik asit sistemi yontemi ile
belirlenen toplam antioksidan aktivitesi diisiik (% 25.3) deger gosterirken, antiradikal

aktivitesi yiiksek (% 87.6) bulunmustur. Boldbaatar ve ark (2014) yaptiklar1 ¢aligmada
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Luteolin-7-O-B-glukozit’in yiiksek DPPH" aktiviteye sahip oldugunu belirlemislerdir
(ICso = 8,40 ug/mL).

Rosmarinik asit (4): Salvia tiirlerinde bilinen bir bilesiktir. DPPH" radikal giderme
aktivitesinde rosmarinik asit bilesigi BHA ve Trolox ’dan diisiik aktiviteye sahip iken,
BHT ile ayni1 degerlere sahiptir. FRAP aktive testinde BHA ve Rosmarinik asit metil
esterinden sonra en yiiksek aktiviteye sahiptir. ABTS™ radikal giderme aktivitesi
testinde Troloks’dan daha yiiksek aktiviteye sahip oldugu goriilmektedir. Metal
selatlama testinde diisiik aktivite gostermistir (Cizelge 5.1). Kanser olusumunu
engelleyici, oksidatif stress azaltici, antioksidan ve anti-inflammatuar aktivite gibi
bir¢cok biyolojik aktiviteye sahip ve viicudun savunma mekanizmasinda onemli rol
oynayan rosmarinik asit bilesiginin biyolojik ve farmakolojik 6nemi daha 6nce yapilan
bir ¢alisa ile rapor edilmistir (Al-Dhabi, 2014).

Kafeik asit (5): Bilinen bir bilesiktir. DPPH" radikal giderme aktivitesinde BHT
standardina yakin aktivite gostermistir. FRAP ve ABTS™ radikal giderme testinde
Trolox standardi ile ayni degerlere sahiptir. Metal selatlama testinde aktivite
gostermemistir (Cizelge 5.1). Kafeik asit ve oOzellikle kafeik asit esterleri anti-
inflammatuar 6zelliginden dolayr halk ilaci olarak yiizyillardir kullanilmaktadir
(Grunberger, 1988; Sud’ina, 1993). Kafeik asidin ve hidroksisinamik asit bilesiklerinin
antioksidan aktivitesini inceleyen Chen (1997), kafeik asidin lipit oksidasyonu ve DPPH
radikal giderme aktivitesi testlerinde a-tokoferol’den daha yiiksek aktivite gdsterdigini

belirlemistir.

Luteolin (6): DPPH" radikal giderme aktivitesinde standartlardan daha diisiik aktivite
gdstermesine ragmen FRAP ve ABTS™ radikal giderme aktivitesinde standartlarla
yakin aktivite gostermistir. Metal selatlama aktivitesi diisiik olarak bulunmustur
(Cizelge 5.1). Hertog ve arkadaslar1 (1993), yaptiklar1 calismada yaygin olarak tiiketilen
gidalardaki (sebze, meyve ve cay) flavonoidlerin (quercetin. kaernpferol, myricetin,
apifenin ve luteolin) kisilerde miyokardiyal infarktiis ve koroner kalp hastaliklarindan
oliim riskini azalttigin1 belirlemislerdir. Birgok bitkide yaygin olarak bulunan luteolin
bilesiginin antioksidan (Ko, 1998), anti-inflammatuar (Chen, 2007), antimikrobiyal
(McNally, 2003), antibakteriyel (Basile, 1999), antiviral (Tshikalange, 2005), antifungal
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(Zhu, 2004) ve antikanser (Lopez-Lazaro, 2009) gibi bir¢ok biyolojik aktiviteye sahip

oldugu rapor edilmistir.

Rosmarinik asit metil esteri (7): Cok yaygin olmayan bir bilesiktir. DPPH" radikal
giderme aktivitesinde BHT standardindan daha yiiksek aktivite gostermistir. FRAP
aktivitesinde standartlarla es degerde aktivite gostermistir. ABTS™ radikal giderme
aktivitesinde standartlardan daha yiiksek aktivite gostermistir. Metal selatlama testinde
aktivite gostermemistir (Cizelge 5.1). Origanum vulgare bitkisinden rosmarinik asit
metil esterinin antioksidan ve antimelanogenik ozellikleri incelenmis ve bu bilesigin
antioksidan ve depigmentasyon aktiviteye sahip oldugunu belirlemistir (Ding, 2010).
Rosmarinik asit, metil rozmarinat, izokuersetin ve hiperosid bilesiklerinin antibakteriyel
aktivitesinin incelendigi bagka bir ¢alismada en yiiksek inhibitor ve bakteriyel aktiviteyi
metil rozmarinat (0,3 mg/mL) bilesiginin gosterdigi gézlenmistir (Abedini, 2013).

3,4 Dihidroksibenzaldehit (8): DPPH’ radikal giderme, ABTS™ radikal giderme ve
FRAP aktiviteleri standartlardan daha diisiikk olarak bulunmustur. Metal selatlama
aktivitesi gostermemistir (Cizelge 5.1). 3,4-dihidroksibenzaldehit bilesiginin, CK-II
inhibitdr bilesiginin fosfotransferaz aktivitesini inhibe ettigi (ICsp = 783 uM)
belirlenmistir (Lee, 2008).

Apigenin-7-0O-g-glukozit (9): DPPH’ radikal giderme, ABTS™ radikal giderme ve
FRAP aktiviteleri standartlardan daha diisik olarak bulunmustur. Metal selatlama
testinde aktivite gostermemistir. Mentha longifolia (L.) Hudson subsp. longifolia
bitkisinden izole edilen 3 flavonoidin (apigenin-7-O-glukozit, apigenin-7-O-rutinozit ve
apigenin-7-O-glikoronit) mutajenik ve antimutajenik 6zelliklerini incelenmis ve tim
flavonoidlerin dikkate deger antimutajenik aktiviteye sahip oldugu belirlemislerdir

(Baris, 2011).
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5. SONUCLAR

Calisma kapsaminda Lamiaceae familyasina ait Salvia cryptantha bitkisi tizerinde
fitokimyasal ve biyolojik aktivite ¢alismalar1 yapildi. Oncelikle bitkinin ugucu yag
analizi yapilarak GC-MS ile belirlendi. Analiz sonucunda a-pinene, Camphene, p-
Phellandrene, S- Pinene, Myrcene, a-Terpinen, D-(+)-Limonene, Sabinen, Eucalyptol,y-
Terpinen, 4 thujanol, Terpinolene, Linalool,1-Octen-3-ol, 4 carene, Borneol, Norinone,
bornyl acetate, terpineol acetate, copaene, s-Caryophyllen, a-Humulene, Germacrene D,
S-Selinene, a-Selinene, gamma elemene ve spathulenol olmak tizere 27 bilesen tespit
edildi. S. cryptantha bitkisinin etilasetat, biitanol ve su ekstreleri hazirlanarak ekstrelerin
DPPH serbest radikal giderme aktivitesi, indirgeme giicii, metal selatlama kapasitesi ve
ABTS™ radikal katyon giderme aktiviteleri belirlendi. Antioksidan aktivite test
sonuclar1 dogrultusunda en yiiksek aktivite gosteren etilasetat ekstresinde kromatografik
ayirma teknikleri kullanildi. Ursolik asit, cirsimaritin, Luteolin-7-O-g-glukozit ve
rosmarinik asit bilesiklerinin izolasyonu kolon kromatografisi ile gergeklestirilirken,
kafeik asit, luteolin, rosmarinik asit metil esteri, 3,4-dihidroksibenzaldehit ve apigenin-
7-O-p-glukozit bilesikleri P-HPLC ile izole edildi (Cizelge 5.1). izole edilen bilesiklere
ABTS, DPPH’, FRAP ve metal selatlama testleri uygulandi. Metal selatlama testi
hari¢ antioksidan aktivite testleri bakimindan tiim bilesiklerin aktivite gosterdigi

gozlendi.

73



Cizelge 5.1. Salvia cryptantha bitkisinden izole edilen bilesikler

HO

[SUTID

Bilesik Yapisi Literatiir
30
29 20
Ursolik asit @
28
(1 Nolu Bilesik) cooH | (Culhaoglu, 2011)

Cirsimaritin

(2 Nolu Bilesik)

(Kolak, 2009)

Luteolin-7-O-p-
glukozit
(3 Nolu Bilesik)

(Chiruvella ve ark.,

2007)

Rosmarinik asit

(4 Nolu Bilesik)

(Aksit, 2014)
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Kafeik asit (Durust ve ark.,
(5 Nolu Bilesik) 2001)
Luteolin (Ozcan, 2009)
(6 Nolu Bilesik)

Rosmarinik asit
metil esteri
(7 Nolu Bilesik)

(Abedini, 2013)

3,4-dihidroksi
benzaldehit
(8 Nolu Bilesik)

(Alvarenga, 2012)

Apigenin-7-O-4-
glukozit
(9 Nolu Bilesik)

(Y1ilmaz, 2012)
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7. EKLER
EK-1 Antioksidan Aktivite Testlerinde Kullanilan Standartlarin Kalibrasyon
Grafikleri
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EK-2. izole Edilen Bilesiklerin 2D-NMR Spektrumlari

e PR B T Wl

F2.0

F25

F3.0

3.5

4.0

4.5

5.0

F5.5

T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T 6.0
135 130 125 120 115 110 105 100 95 90 8 80 75 70 65 60 55 50 45 40 35 30 25 20 15 10 5 ppm

Ursolik asit’in(1) HETCOR spektrumu (*H-NMR 400 MHz,*C-NMR 100 MHz
DMSO-dg)

NI O 7, O

T T T T T T T T T T T T T T T
7.5 7.0 6.5 6.0 5.5 5.0 4.5 4.0 3.5 3.0 2.5 2.0 1.5 1.0 0.5 ppm

Ursolik asit’in(1) COSY spektrumu (H-NMR 400 MHz DMSO-de)

84



Akl L IWTRTO ¥} n dal
kil ! u| i

T T T T T T T T T

135 130 125 120 115 110 105 100 95

Cirsimaritin’in(2) HETCOR spektrumu (*H-NMR 400 MHz,**C-NMR 100 MHz
DMSO-dg)

DU |V

- 60
L 80
i 100
1 120
3
PR
] 140
:‘ ~160
] 180
} I I I I I I I I I I I
80 75 70 65 60 55 50 45 40 35 30 ppm

Cirsimatin’in (2) HMBC spektrumu (**C-NMR100 MHz DMSO-ds)

85

F6.0



F3.0

3.5

Y

_

——
4.0
4.5
5.0
5.5
6.0
6.5
~7.0
7.5
8.0

| | |

T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
145 140 135 130 125 120 115 110 105 100 95 90 85 80 75 70 65 60 55 50 45 40 35 ppm

Luteolin-7-0-B-glukozit’in(3) HETCOR spektrumu (*H-NMR 400 MHz,**C-NMR 100

MHz DMSO-dg)
LJL ppm

— 60
— 80
—100
—120
—140
— 160
—180
8.

T T T T T T T T T T T
(0] 7.5 7.0 6.5 6.0 55 5.0 4.5 4.0 3.5 3.0 2.5 ppm

Luteolin-7-O-g-glukozit’in(3) HMBC spektrumu (**C-NMR100 MHz DMSO-ds)

86



C6/Hé
C5-HS C4-H4
C3-H3
C2-H2'
C6'-H6'

Luteolin’in(6) HETCOR spektrumu (*H-NMR 400 MHz,**C-NMR 100 MHz DMSOds)

2.5
3.0
3.5
—4.0

4.5

5.0

55

6.0

6.5

-7.0

7.5

7.5 7.0 6.5 6.0 5.5 5.0 4.5 4.0 3.5 3.0 2.5 ppm

Luteolin’in(6) COSY spektrumu (*H-NMR 400 MHz DMSO-ds)

87



SVUPORPSRUS RURPVON VTP APPSR ROVTOY PAPONOUDIO | 1 S Ao

ppm

25

_/
30
fas
4.0
fFas
Fso
fss
Feo
fes
F7.0
F7s
f8o0
T T T T T T T T T T T T T T T

135 130 125 120 115 110 105 100 95 90 85 80 75 70 65 ppm

Apigenin-7-0-4-glukozit(9) HETCOR spektrumu (*H-NMR 400 MHz,**C-NMR 100
MHz DMSO-ds)

A J J\h _J M M ppm

- 40

I

100

~120

140

160

180

T T T T T T T T T T 200
8.0 7.5 7.0 6.5 6.0 55 5.0 4.5 4.0 35 ppm

Apigenin-7-0-$-glukozid’in(9) HMBC spektrumu (**C-NMR100 MHz DMSO-dg)

88



MU‘. L ppm

2.5

.

3.0

3.5

4.0

4.5

5.0

5.5

6.0

6.5

-7.0

7.5

8.0

T T T T T T T T T T T T T
8.0 7.5 7.0 6.5 6.0 5.5 5.0 4.5 4.0 3.5 3.0 25 ppm

Apigenin-7-0O-4-glukozit’in(6) COSY spektrumu (*H-NMR 400 MHz DMSO-dg)

89



8. OZGECMIS

Kisisel Bilgiler Adi Soyadi  : Perihan KOYSU

Dogum Tarihi ve Yer : 26.03.1990- Baykan
Medeni Hali  : Bekar

Yabanci Dili  : Ingilizce

Telefon : 0507 431 95 40
Faks -
e-mail : perihan.kys@gmail.com
Egitim
Derece Egitim Birimi Mezuniyet Tarihi
Yiiksek Lisans Gaziosmanpaga 2015
Universitesi
Lisans Gaziosmanpaga 2013
Universitesi
Lise Ibni Sina Lisesi 2009

Katilim Belgeleri ve Sertifikalar:

ISO 9001:2008 Kalite Yénetim Sistemi Temel Egitim ve I¢ Tetkikci

Mikrodalga Yéntemiyle Kati Orneklerin Coziilmesi

90



mailto:perihan.kys@gmail.com

