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OZET

Y. Lisans Tezi

Origanum onites L. BITKISININ ANTIOKSIDAN AKTIVITESININ
BELIRLENMESI, BIYOAKTIF BILESIKLERININ iZOLASYONU VE
KARAKTERIZASYONU

Besir ISNAC

Gaziosmanpasa Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisii
Kimya Anabilim Dali

Danigman: Prof. Dr. Mahfuz ELMASTAS
Ikinci Danisman: Prof. Dr. Ramazan ERENLER

Izmir kekigi olarak bilinen Origanum onites L. bitkisi gida, kozmetik ve tip alanlarinda
kullanilmaktadir. Ayrica bu bitki ¢esitli rahatsizliklarin giderilmesinde geleneksel tip
ilact olarak da halk arasinda kullanildigi bilinmektedir. Bu bitki ile ilgili fonksiyonel
bilesiklerin saflastirilmasi ve saflastirilan bilesiklerin aktivite analizleri ile ilgili simdiye
kadar detayl bir arastirma yapilmamstir. Bu nedenle, bu ¢alismada Origanum onites L.
bitkisinin toprak istii kisimlari sirasiyla hekzan (Ekstre-1), etil asetat (Ekstre-II),
metanol (Ekstre-11I) ve son olarak da kalan bitki posasi suda kaynatildiktan sonra etil
asetat (Ekstre-1V) ile ekstrakte edildi. Elde edilen ekstraktlarin antioksidan aktivitesi;
toplam fenolik bilesik miktar;, ABTS™, DPPH" ve FRAP testleri uygulandi. Ekstre-
IV’in diger ekstrelere gore daha yiiksek aktiviteye sahip oldugu belirlendi. Bundan
dolayi, Ekstrakt-IV’iin icerdigi biyoaktif bilesikler kromatografik yontemlerle (kolon
kromatografisi, preperatif HPLC) izole edildi. Izole edilen bilesiklerin yapilari
spektroskopik tekniklerle (1D-NMR, 2D-NMR ve LC-TOF-MS) belirlendi. p-
Hidroksibenzaldehit (1), hidrokinon (2), kafeik asit(3), luteolin-7-O-B-glikozit (4),
luteolin-7-O-B-ksilozit (5), rozmarinik asit (6), bifenil-3,3,4,4’-tetraol (7), apigenin-7-
O-B-glukoronid (10), acacetin-7-O-B-glukoronid (11), litospermik asit-B (12) ve iki
yeni benzofuran tiirevi [ (Origanofuran A (8) ve Origanofuran B (9) ] bitkiden ilk
defa izole edildi. Bifenil-3,3',4,4"-tetraol (7) bilesiginin DPPH" (ICs0= 0,91 pg/mL),
FRAP ( 38,70 mmol TE/g saf bilesik) ve ABTS™ (ICso= 0,37 pg/mL) testlerinde en
yiiksek aktiviteye sahip oldugu belirlendi.

2014, 133 sayfa

Anahtar kelimeler: Kromatografi, Origanum onites L., izolasyon, antioksidan aktivite,
LC-TOF-MS
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Origanum onites L. (known as “Izmir kekigi” in Turkish) is used in food, cosmetic and
pharmaceutical industries. It is also used as a folk medicine in treatment of various
diseases. There isn’t any comprehensive study about purification of functional
compounds from this plant material and its activity analysis. Therefore, in this study:
the aerial parts of Origanum onites L. were extracted with hexane (Extract-1), ethyl
acetate (Extract-11), methanol (Extract-111) sequentially and finally the plant residue was
boiled in water then partitioned with ethyl acetate (Extract-1V). The antioxidant activity
of extracts were evaluated by total phenolic compound, ABTS™", DPPH and FRAP tests.
The extract-1V has a greater activity than the other extracts. So that, the bioactive
compounds of extract-1V were isolated using various chromatographic techniques
(column chromatography and preparative HPLC). The structure elucidation was done
using spectroscopic techniques (1D-NMR, 2D-NMR ve LC-TOF-MS). p-
hydroxybenzaldehyde (1), hydroquinone (2), caffeic acid (3), luteolin-7-B-glucoside (4),
luteolin-7-B-xyloside (5), rosmarinic acid (6), biphenyl-3,3',4,4'-tetraol (7), apigenin 7-
O-B-glucuronide (10), acacetin-7-O-B-glucuronide (11), lithospermic acid B (12) and
two new benzofuran derivatives [ (Origanofuran A (8) ve Origanofuran B (9) ]
were isolated for the first time from plant material. It was determinate bifenil-3,3',4,4'-
tetraol (7) has a great activity in DPPH" (ICso= 0,91 pg/mL), ABTS™ (ICso= 0,37
ng/mL) and FRAP (38,70 mmol TE/pure compound)

2015, 133 pages

Keywords: Chromatography, Origanum onites L., Isolation, Antioxidant Activity, LC-
TOF-MS
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1.GIRIS

Eski caglardan beri bitkiler, etkili ve giivenli tibbin zengin bir kaynagi olmustur. Tibbi
bitkiler cogu iilkede saglik alaninda en temel yapi tasi olmustur. Gelismekte olan
iilkelerde niifusun yaklasik ylizde 80’1 hala geleneksel tibbi ilaglari kullanmaktadir
(Schmincke, 2003). Bitkisel materyaller; nektar, recineler, lipitler, ugucu yaglar ve diger
maddeler i¢cermesine ragmen, bitkisel droglar, aktif maddelerle birlikte tatlandirici
igcermektedir (WHO, 1998). Epidemiyolojik calismalar, zengin besin degerine sahip
bitkilerin tliketilmesinin bazi kanser tiirlerine ve kardiovaskiiler hastaliklara karsi
koruyucu bir etkiye sahip oldugunu vurgulamaktadir (Surh, 2003; Neuhouser, 2004a;
Arts ve Hollman, 2005). Modern farmakopilerde hala en az %25 bitkisel kaynakli ilag
bulunmaktadir. Diger taraftan bir ¢ok sentetik ilag bitkilerden izole edilen biyoaktif
maddelerden yola ¢ikarak formiilize edildigi bilinmektedir (Lucy ve Edgar, 1999). Bu
nedenle, dogal iiriinlerden biyolojik aktif molekiillerin izolasyonu ve aktivitelerinin
belirlenmesi 6nemini hala korumaktadir. Son yillarda bu konu iizerinde bilimsel

calismalar ivme kazanmis durumdadir.

Izmir kekigi olarak bilinen Origanum onites Ege ve Akdeniz bolgelerinde taslik ve
yamagclik yerlerde yaygin, 40-50 cm boyunda ¢ok yillik bir bitkidir. Yapraklarinin her
iki yiizli sik Ortii ve salgi tiiyleri ile kaplhidir. Tohumdan, ¢elikle veya bitkiyi bolerek
iretimi yapilir. Kekikte antifungustik ve antiparazitik 6zelliklere sahip olan karvakroliin
yiiksek olmasi aranan bir 6zelliktir. Izmir kekigi gastrointestinal rahatsizliklarm
giderilmesinde ve antispazmotik etkisinin yani sira antiseptik ve ekspektoran etkiye de

sahip oldugu rapor edilmistir (Giil ve ark., 2002).

Her gecen giin baharat, bitkisel cay, gida ve kozmetik sanayi gibi genis alanlarda
kullanimi artan tibbi aromatik bitkilerin, biyolojik aktiviteleri ve kimyasal igeriklerinin
belirlenmesi arastirma konular1 igerisinde on plana g¢ikmaktadir. Etken maddelerin
izolasyonu, yapilarinin belirlenmesi, farmakolojik etkilerinin ortaya konulmasi bu

alandaki ¢calismalarin en 6nemli kismin1 teskil etmektedir.

Bitkilerde sentezlenen sekonder maddeler (ugucu yaglar, alkaloitler, glikozitler, fenolik

bilesikler) biyoaktif 6zelliklerinden dolay1 gida, kozmetik ve ilag¢ sektorlerinde genis



kullanim alanlarina sahiptir. Sekonder metabolitler grubunda yer alan fenolik bilesikler
(flavonoitler, fenolik asitler, antosiyaninler vb.) antioksidan, antiviral, antikanser etkileri
nedeniyle bunlarin degeri giderek artmaktadir. Antioksidan 6zelligi bakimindan zengin
olan bitkilerin belirlenmesi ve kimyasal yapilarinin aydinlatilmasi ayni zamanda
antioksidan 6zellik gosteren bilesiklerin izole edilmesi onemlidir. Zira her gecen giin
faydali oldugu sanilan, basta gida olmak iizere gesitli sektdrlerde kullanilan sentetik
kimyasallarin bir¢ok yan etkileri ortaya konulmus ve insan sagligi agisindan tehlike arz
ettikleri vurgulanmigtir. Sentetik antioksidanlar ve olusturduklar1 yan triinlerin gesitli
hastaliklara yol agabilecegini ortaya koyan ¢aligmalar rapor edilmistir. Bu nedenle dogal
kaynaklardan, sentetik antioksidanlarin yerini tutabilecek yeni antioksidan maddelerin
bulunmasina yonelik ¢caligmalar giderek 6nem kazanmis ve bu alanda yapilan ¢alismalar

artmistir.

Origanum onites bitkisi 6nemli kekik tiirlerinden biri olup, bu tiir {izerinde yapilan
caligmalar ugucu yag bilesenlerini belirleme ve bunun yaninda ham ekstrelerin ve ugucu
yaginin bazi biyolojik aktivitelerini belirlenmesiyle sinirh kalmistir. Yaptigimiz literatiir
arastirmasina gore bu bitki ile ilgili izolasyon caligsmalarina rastlanmamigtir. Bu
nedenle; bu calismada Origanum onites bitkisinin herba kisminin kimyasal igeriginin
belirlenmesi ve antioksidan aktiviteye sahip bilesiklerin saflastirilmasi amaciyla aktivite

kontrollii izolasyon yapilmas1 hedeflenmistir.



2. GENEL BILGILER VE KAYNAK OZETLERI

2.1. Origanum onites L. Bitkisinin Ozellikleri ve Yayilimi

Origanum onites L. bitkisinin yoresel isimleri izmir kekigi, Bilyali kekik, Tas kekigi,
Giive kekigi ve Peynir kekigidir (Sekil 2.1). Bitki; Herba-infiizyon olarak soguk
alginliklar1 ve karin agrisina karsi, ugucu yag seklinde analjezik, antioksidan, antifungal
olarak, yaprak—infiizyonu olarak gargara yapilarak dis eti nevraljisi ve bas agrisina karsi

ve aromatik su halinde dahilen veya gargara seklinde mide agrilari ve dis agrilarina

kars1 kullanilmaktadir (Hartwell, 1982; Baytop, 1999).

Sistematik

Alem
Boliim
Simif
Takim
Alt Takim
Familya
Cins

Tiir
Endemik

Omiir

Sekil 2. 1. Origanum onites L. bitkisi

Plantae

: Magnoliophyta
Magnoliopsida

: Lamiales

- Asteridae

: Lamiaceae
Origanum
Origanum onites L.
- Endemik degil

: Cok yillik



2.2. Serbest Radikaller ve Antioksidan Aktivite
2.2.1. Serbest Radikaller

Serbest radikaller, bir veya daha fazla ortaklanmamis elektron igeren atom veya
molekiillerdir. Bu tip maddeler, ortaklanmamis elektronlarindan dolayr oldukca

reaktiftir. Yar1 Omiirleri ¢ok kisadir (Barber ve Harris, 1994; Halliwell, 1994).

Serbest radikaller, hiicrenin normal metabolizmasi sirasinda olusabildikleri gibi,
antineoplastik ilaglar, anestezik maddeler ve aromatik hidrokarbonlarin hiicre igindeki
metabolizmas1 sirasinda ve dis etkenler (1s1, 151k, radyasyon, hava Kkirliligi, sigara)
etkisiyle de olusabilmektedirler. Yasam siireleri olduk¢a kisa olmasma karsin,
yapilarindaki dengesizlik nedeniyle diger molekiillerle kolaylikla elektron alisverisi

yaparak onlarin yapilarin1 bozarlar (Cadenas, 1998).

Serbest radikaller; reaktif oksijen tiirleri (ROT), reaktif nitrojen tiirleri (RNT) ve diger
reaktifler olmak tizere {i¢ gruba ayrilir (Song, 2004). Biyolojik sistemlerdeki en 6nemli
serbest radikaller oksijenden olusan radikallerdir (Mates, 2000). Molekiiler oksijenin
indirgenmesi, siiperoksit (O,") anyon radikali, hidrojen peroksit (H,O;) ve hidroksil
radikali (OH") gibi ROT lar1 (Sekil 2.2) olusturur. (Gill ve Tuteja, 2010).

Singlet Molekiiler Siiperoksit Peroksit
Oksijen Oksijen Radikali . Iyonu

e . e :
10, €—— 0, =——> 0;7 ———3> O/

H* 2H*
Fe?"
HO, H,0, > OH’
. . Fenton
Perhidroksil Hidrojen o\ i onu
Radikali Peroksit y

Sekil 2. 2. Enerji transferi araciligiyla ROT’larin tiretimi



» Serbest radikaller ii¢ yolla meydana gelmektedir:

1. Molekiiliin kovalent baginin homolitik kirilmasi sonucu bag yapisindaki iki

elektronun her birinin ayr1 atom {izerinde kalmasi

XY——> X°+Y°
2. Normal bir molekiilden bir elektronun kayb1
X——> X +¢

3. Normal bir molekiile bir elektron eklenmesi
X+e —> X

Biyolojik dneme sahip radikallerden bazilar gizelge 2.1 de verilmistir (Halliwell ve
Gutteridge, 2000).

Cizelge 2. 1. Biyolojik 6neme sahip bazi serbest radikaller

Radikaller Non- radikaller
Siiperoksit (O77) Hidrojen peroksit (H202
Hidroksil (OH") Hipokloroz asit (HOCI)
Peroksil (RO, Ozon (O3)
Alkoksil (RO") Singlet oksijen (*Oy)

Hidroperoksil (HO;") Peroksinitrit (ONOQ")
Nitrik oksit (NO") Lipid Hidroperoksit (LOOH)

Serbest radikaller, hiicre metabolizmas1 sirasinda meydana gelen enzimatik
reaksiyonlarda ara iirlinler olarak enzimlerin aktif bolgelerinde devamli olusmaktadir.
Ara driinler olarak bilinen reaktif oksijen tiirleri ve reaktif nitrojen tiirleri, bazen
enzimlerin aktif bolgelerinde sizarak molekiiler oksijenle kazara etkilesir ve serbest
oksijen radikallerini meydana getirirler (Altimisik, 2000; Pham-Huy ve ark., 2008).
Kararsiz yapidaki bu reaktif oksijen tiirleri, kararli hale gelmek i¢in hiicrelere
saldirmakta ve hiicre bilesenlerine zarar vermek suretiyle cesitli hastaliklara yol

acmaktadir (Janssen ve ark., 1993; Sardesai, 1995).



2.3. Antioksidan Aktivite

Serbest radikallerin olusumunu engelleyen, sSerbest radikallerin neden oldugu
oksidasyonlar1 dnleyen, serbest radikalleri yakalama ve stabilize etme yetenegine sahip

maddelere “antioksidan” ad1 verilir (Elliot, 1999).

Viicutta meydana gelen radikallerin oksidatif etkileri antioksidan sistem tarafindan
engellenmektedir. Oksidan ve antioksidanlar arasindaki dengenin bozulmasi oksidatif
strese neden olmaktadir (Cross ve ark., 1987). Oksidatif stres sonucunda protein, lipit,

niikleik asit ve enzimlerin yap1 ve fonksiyonlart bozulmaktadir (McCord, 1993).

ROT ve RNT basta kanser, diyabet, otoimmiin bozukluklar, nérodejeneratif ve
kardiyovaskiiler hastaliklar olmak tizere birgok hastaligin olugsmasini tetikler (Ratnam

ve ark., 2006; Cemeli ve ark., 2009; Pellegrini ve ark., 2009).

Gilintimiizde BHA (biitillenmis hidroksianisol), BHT (biitillenmis hidroksitoluen), PG
(propil gallat) ve TBHQ (t-biitil hidrokinon) en ¢ok kullanilan sentetik antioksidanlardir
(Sekil 2.3.).

OH OH OH
C(CH3)3  (H3C);C C(CH3)3 C(CHg3)3
OCH, CHs OH
BHA BHT TBHQ
(o]
(o]
HO
OH
PG

Sekil 2. 3. Bazi sentetik antioksidanlarin kimyasal yapilari



Ancak sentetik antioksidanlar ve olusturduklari yan firiinlerin ¢esitli hastaliklara yol
acabilecegini ortaya koyan calismalar vardir. Bu nedenle dogal kaynaklardan, sentetik
antioksidanlarin yerini tutabilecek yeni antioksidan maddelerin bulunmasia yonelik
calismalar giderek onem kazanmis (Yi ve ark., 2007; Kil ve ark., 2009) ve giivenilir
olmasi, istenmeyen yan etkileri olmamasi nedeniyle de sentetik antioksidanlara kiyasla

daha fazla tercih edilir duruma gelmislerdir (Pellegrini ve ark., 2009; Tozoglu, 2011).

Antioksidanlar genel olarak endojen ve ekzojen antioksidanlar olmak iizere iki grupta

incelenir (Yalgin, 1998).

Cizelge 2. 2. Antioksidanlarin siiflandirilmasi (Gulcin, 2002)

Antioksidanlar

Endojen antioksidanlar Ekzojen antioksidanlar

Enzimler Kiic¢iik molekiiller Sentetik Dogal
Katalaz Askorbik Asit BHA Tokoferoller
Peroksidaz Glutatyon BHT Karotenler
Siiperoksit dismutaz Urik asit TBHQ Fenoller
Glutatyon peroksidaz | Metal baglayicilar Flavonlar
Glutatyon rediiktaz (Hemoglobin, Propilgallat Katesinler

Miyoglobin vb.)

Antioksidanlar ¢esitli mekanizmalarla etkilerini gostermektedirler (Barber ve Harris,
1994).
Bu mekanizmalar sunlardir:
1. Radikal olusumunun simirlandirilmasi,
Tetiklenen biyokimyasal reaksiyonlarin durdurulmasi

2
3. Radikal reaksiyonlarinin sona erdirilmesi
4. Olusan radikallerin giderilmesi

5

. Hasarli molekillerin ortadan kaldirilmasi




2.4. Antioksidan Aktiviteye Sahip Fenolik Bilesenler

Fenolik bilesiklerin antioksidan aktiviteleri oldugu ve antioksidan ajan olarak
kullanilabilecegi konusu daha 6nce yapilan ¢alismalarda belirtilmistir (Rice-Evans ve
ark., 1995; Pekkarinan ve ark., 1999).

2.4.1. Flavonoidler

Flavonoidlerin karbon iskeletini, iki fenil halkasinin propan zinciri ile birlesmesinden
olusan ve 15 karbon atomu igeren, A, B, C halkasindan ibaret difenilpropan (C6-C3-C6)
yapist olusturur. Flavonoidler biiylik diizlemsel molekiillerdir ve yapilarinin gesitliligi
hidroksilasyon, metoksilasyon veya glikozilasyon gibi siibstitiisyon modellerinden
kaynaklanir. Flavonoid aglikonlar C—4 de bir karbonil grubu, C—3 de bir hidroksil grubu
ve C-2 ve C-3 arasinda doymus bir tekli bagin bulundugu ve bulunmadigi hallerinin
kombinasyonlarina bagli olarak flavon, flavonol, flavanon ve flavanol tipleri iginde alt
gruplara ayrilirlar (Sekil 2.5). Izoflavonoidler C halkasinin C-3 pozisyonuyla B
halkasina 4 bagl flavonoidlerdir. Tiim flavonoid yapilar1 ana flavon bilesigi olan 2-fenil
benzopiron (Sekil 2.4). ile iliskilidir (Prasain ve ark., 2004).

Sekil 2. 4. Genel flavon iskeleti (2-fenil benzopiron)

Flavonoidler (Sekil 2.5.), bitkilerdeki fenolik bilesiklerin en genis grubudur. Alt1 alt
gruba ayrilirlar: flavonoller, flavonlar, flavanonlar, izoflavonoidler (izoflavonlar),

flavanoller ve antosiyanidinlerdir (Aherne ve O'Brien, 2002; Manach ve ark., 2004).



Flavononlar
Flavonoller Flavonlar Izoflavonlar

R4

R, HO o
| HO
oo I J ®
oy ® »
Ri O OH

OH O
OH O OH O

R2 = OH; R1 = H : Kaemferol R1=H:R2=OH : Apigeni R1 = H: Daidzenin R1=H ; R2 = OH : Naringenin
R1=R2=OH; R3 = H : Kuarsetin ~ o e= 08 : Apigenin R1 = OH : Genistein R1=R2 = OH : Eriodiktol
R1=R2=R3=0H : Mirsetin R1=R2 =OH : Luteolin R1=OH ; R2 = OCH3: Hesperetin

Antosi idinl Trimerik prosiyanidin

ntoslyanidinier Flavonoller
Ry
Ry

OH

R,
HO. ot

% C
OH

OH
OH
R1=R2 =H : Pelargonidin .
R1 = OH ; R2 = H: Siyanidin R1=R2=O0OH;R3=H: Katesin
R1=R2 = OH : Delpinidin R1=R2=R3 = OH : Gallokatesin

R1=0CH3 ; R2 = OH : Petunidin
R1=R2 = OCHS3 : Malvidin

Sekil 2. 5. Flavonoidlerin kimyasal yapis1 (Manach ve ark., 2004)

Bugiine kadar en az 5000 tane fenolik madde tanimlanmis olup bunlarin 2000’den
fazlas1 dogal flavonoidlerdir. Genelde bitkilerin yaprak, cicek, meyve gibi canli
dokularinda glikozitler seklinde, odunsu dokularinda anglikanlar seklinde,
¢ekirdeklerinde ise her iki formda da bulunabilmektedirler (Shahidi ve Naczk, 1995).

Fenolik bilesikler bitkilerin temel bilesenlerinden olup bitkilerin ve onlardan tiiretilen
iirtinlerinin besinsel ve organoleptik (renk, koku ve tat) Ozelliklerinde Gnemli rol

oynarlar (Fabre ve ark., 2001; Borbalan ve ark., 2003; Fang ve ark., 2007).

Gida bileseni olarak fenolik bilesikler; insan sagligi agisindan islevleri, tat ve doku
olusumundaki etkileri, renk olusumu ve degisimine katilmalari, antimikrobiyal ve
antioksidatif etki gostermeleri, enzim inhibisyonuna neden olmalar1 gibi bircok agidan

onem tagirlar (Cam ve Hisil, 2004).

Flavonoidler genellikle insan beslenmesi lizerine direkt olarak etkili olmamakla birlikte,
insan sagligina olan yararlarindan dolayr giderek yiikselen bir ilgiye sahiptirler
Flavonoidlerin antioksidan, antimutajenik ve antikarsinojenik ozelliklerinden dolay1

insan sagligini destekleyici bilesikler oldugu belirtilmektedir (Hertog ve ark., 1993).



2.4.2. Fenolik Asitler

Fenolik asitler;

v" Hidroksisinamik asitler

v" Hidroksibenzoik asitler

Olmak tizere iki grupta incelenirler.

Cizelge 2. 3. Fenolik asitlerin kimyasal yapilar1 (Jackson, 2000; Fraga, 2010)

Hidroksibenzoik asit R. R, R3 R4
p-hidroksibenzoik asit H H OH H
Protokatesik asit H OH OH
Ry COOH | vanilik asit H OCH; | OH H
R; R, Gallik asit H OH OH OH
R, Siringic Asit H OCH3; OH OCHg3
Salisilik asit OH H H H
Gentisik asit OH H H OH
Hidroksisinamik asit R, R, R3
Rs ~COOH | p-kumarik asit H OH H
Ry Kafeik asit OH OH H
R, Ferulik asit OCH; OH H
Sinamik asit OCHjs OH OCHjs
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2.5. Literatiir Ozetleri

Tibbi bitkiler giiniimiizde bir¢ok hastaliga kars1 kullanilabilen bilesimlerin dogal
kaynagidir (Vital ve ark., 2010). Bitkiler, onlar1 faydali kilan protein, aminoasit,
karbonhidrat, lipit ve vitamin gibi cesitli bilesenleri icerse de son zamanlarda
aragtirmacilar, hastaliklart engellemede Onemli rol oynayan sekonder metabolitler

tizerinde yogunlagsmustir (Arts ve Hollman, 2005).

Bitkilerde bulunan polifenoller yapit ve genel siniflandirma bakimindan degisiklik
gosterebilir, fakat en azindan bir tane aromatik halkaya bagli bir veya daha fazla
hidroksil grubu igermeleri bakimindan ortak 6zellige sahiptirler. Bitkilerdeki polifenolik
bilesikler dogal antioksidan kaynaklaridir ve bu bilesiklerin radikal giderme
aktivitelerinin yani1 sira pek ¢ok kronik hastaligi engellemede de 6nemli rol aldigi
bildirilmistir (Rice-Evans ve ark., 1997; Gross, 2004; Neuhouser, 2004b). Ayrica
anjiyogenez, timor olusumu ve metastaz olusumunu engelledigi (Kohlmeier ve ark.,
1995; Stoner ve ark., 1997; Zhou, 2006) ve ¢ogunun antibakteriyel, antifungal ve anti-
enflamatuar 6zellige sahip oldugu bilinmektedir (Christensen ve Brandt, 2006).

Tiirkiye, Lamiaceae familyasinin énemli bir gen merkezi konumunda olup, bu familya
45 cinse ait toplam 731 takson ile temsil edilmektedir. Ulkemizdeki endemizm oram %
44,2 olan bu familya Tirkiye’nin en zengin ligiincii familyasi konumundadir (Baser,
1993; Kocabas ve Karaman, 2001). Origanum tiirleri, birden fazla dik gévdesi olan, ¢ok
yillik otsu veya yar1 ¢alimsi bitkiler olup ¢igekleri salkimsi veya gévde uclarinda toplu

halde bulunmaktadir (Davis, 1982).

Ulkemizde bes cinse (Origanum, Thymus, Thymbra, Satureja ve Coridotymus) ait 15
kadar bitki tlirii kekik olarak kullanilmaktadir. Kekik olarak ticareti yapilan 6nemli
tirler Origanum onites, Origanum vulgare ssp. hirtum, Origanum vulgare ssp. vulgare,
Origanum minutiflorum, Thymus capitatus, Thymbra spicata, Coridotymus capitatus,
Saturea hortensis, Saturea cuneifolia olarak sayilabilir. Lamiaceae familyasina ait
bitkilerden, timol/karvakrol tipi ugucu yag iceren tiirler kekik olarak kabul edilmektedir.
Genelde Origanum ve Thmybra tiirlerinin ugucu yaglar1 karvakrol, Thymus tiirlerinin
ucucu yaglari ise timol bakimindan zengindir (Ozhatay ve Koyuncu, 1998; Baydar,
2007).
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Origanum onites’in bitkisinin metanol ve aseton ekstrelerinin antioksidan aktivitelerinin

yiiksek oldugu belirlenmistir (Lagouri ve ark., 2010).

Origanum onites’in ugucu yaglari ilizerine yapilan bir caligmada, en yiiksek yag oraninin
ciceklenme donemine ait oldugu (Toncer ve ark., 2009), ucucu yag ana bileseninin de
kavrakrol oldugu belirtilmistir (Kutlular ve Ozel, 2009). Origanum onites u¢ucu yaginin
bitkilerde goriillen mantar (Verticillium dahliae mantar1) hastaligina karst etkili
oldugunu (Sokovic ve ark., 2002; Aslan ve Dervis, 2010) ve ugucu yag bilesenlerinden
timol ve karvakroliin, ¢am giivesi olan Thaumetopoea wilkinsoni’nin kontroliinde

alternatif bir insektisit olarak kullanilabilicegi (Cetin ve ark., 2007) rapor edilmistir.

Bagka bir Origanum’un tiiri olan Origanum majorana’ nin metanol ekstresine yapilan
izolasyon calismasinda, izole edilen bes adet 6-hidiroksiflavonoidlerin (Sekil 2.6.)
farelerde bagirsakta bulunan alfa-glikozidazi inhibe ettigi belirtilmistir (Kawabata ve
ark., 2003).

R1 R2 R3 R4
OH H H

OH H H OH
OH H OH | OH

OH | B-D-Glc H | OH
OH | BD-Glc | OH | OH

gl B~ W[ N

Sekil 2. 6. Origanum majorana’dan izole edilen flavonoidler
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Origanum vulgare bitkisinin petrol eteri, kloroform, etil asetat, n-biitanol ve su
ekstraklarini izolasyona hazirlamak icin oncelikle bu ekstraktalara antimutajenik testler
yaparak en etkili sonuglar1 goOsteren n-biitanol ekstresine kolon kromotografisi
uygulanarak Luteolin7-O-glukuronit ve Luteolin7-O-ksilosit gibi antimutajenik olarak

aktif molekiilleri izole etmislerdir (Gulluce ve ark., 2012) (Sekil 2.7.).

Luteolin 7-O-glukoronid Luteolin 7-O-ksilosit

Sekil 2. 7. Origanum vulgare’den izole edilen molekiiller (Gulluce ve ark, 2012)
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3. MATERYAL ve METOT

3.1. Kullanilan Kimyasal Maddeler

Coziiciiler: Metanol, etil asetat, hekzan, kloroform, etil asetat, asetonitril ve

diklormetan kullanilmistir. Biitiin ¢o6ziiciiler destilleme islemi yapildiktan sonra
kullanildi. NMR o6l¢timleri i¢in kullanilan déteryumlu ¢éziiler: CDCl3 DMSO-ds, D,O
(Merck).

Reaktifler: DPPH’, FeCls, ferrozin (Sigma), KsFe(CN)s, TCA, KH,PO,; Na,COs,
Folin-Ciocalteu Reaktifi (Sigma-Aldrich), BHA, BHT, Vitamin E, Gallik asit (Merck),
Amonyum seryum siilfat (Sigma).

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

Belirtecler: Serik siilfat (12 g amonyum seryum (IV) siilfat + 50 mL derisik Siilfiirik
Asit+ 450 mL Su seklinde hazirland).

3.2. Cihazlar

P-HPLC: Perkin Elmer Series200 pompa Series200 UV-Vis detektor
NMR: Bruker Avence I11 400 MHz "H ve 100 MHz **C
LC-TOF-MS: Agilent technologies 1260 infinity LC, 6210 TOF-MS
UV Spektrofotometre: Hitachi U-2900

Doéner buharlastirici: Heidolph

Manyetik karistiricr: IKA

Liyofilizator: ScanVac

3.3. Bitkisel Materyal

Origanum onites bitkisi Gaziosmanpasa Universitesi Ziraat Fakiiltesi Tarla bitkileri
arazisinden hasat edildi. Bitkinin tiir teshisi Artvin Coruh Universitesi Orman Fakiiltesi
Orman Miihendisligi Boliimii Orman Botanigi Anabilim Dali 6gretim {iyesi olan Prof.

Dr. Ozgir Emin AGAOGLU tarafindan belirlendi. Bitki 6rnegi Artvin Coruh



Universitesi Herbaryumu’nda ARTH 5255 numarastyla saklanmistir. Bitkinin ekstrakte
edilmesi, antioksidan aktivite i¢in test numunelerinin hazirlanmasi, fraksiyonlandirma,
ayirma, saflastirma, antioksidan aktivite testleri ve saflastirilan bilesiklerin yap1
karekterizasyonlar1 Gaziosmanpasa Universitesi, Kimya Boliimii Bitki Arastirma

Laboratuari’nda yapildt.

3.4. Ekstraksiyon Islemleri

Origanum onites bitkisi glines gérmeyen ortamda kurutulduktan sonra bitkiden 1,5 kg
alinarak sirasiyla hekzan, etil asetat, metanol ile ekstrakte edildi (Her bir ¢oziicii i¢in
3x5 L). Daha sonra kalan bitki posasi suda kaynatilarak etil asetat ile ekstrakte edildi.

Ayrintili ekstraksiyon semasi Sekil 3.1°de verilmistir.

. 5 Hekzan itki til asetat itki Metanol ile itki da kaynatip etil
Origanum onites L. M Bitki Posasi eiataon Bitki Posasi ekevelaiven Bitki Posasi | 3 o eke.

| Eotred

\

S

'E
lE

[ ANTIOKSIDAN AKTIVITE TESTLERI }
( Yiiksek Antioksidan Aktiviteye Sahip Olan Ekstre )

<

[ Kolon Kromatografi, Preperatif TLC, P-HPLC, 1D-NMR, 2-DNMR, LC-TOF-MS ]

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

Total fenolik tayini Folin-Ciocalteu metodu kullanilarak tayin edilmistir. Yontem, suda
ve organik ¢oziiclilerde ¢oziinmiis olan fenolik bilesiklerin Folin-Ciocalteu ile alkali
ortamda renkli kompleks olusturmasi esasina dayanir. Olusan mor—menekse renkli
kompleks 760 nm’de maksimum absorbans verir (Slinkard ve Singleton, 1979). Bitki
ekstraktt 100 pL (mg/mL) iizerine Folin-Ciocalteu reaktifi (100 pL) ve %2’lik Na,CO3
(300 pL) ve 4,5 mL saf su ilave edildi. Bu karisim vortekslendi ve oda sartlarinda iki
saat inkiibe edildikten sonra 760 nm’ de absorbans 6l¢ctimii yapildi. Her bir numune i¢in
ticer tekrarli yapilan test sonunda, gallik asit ile elde edilen kalibrasyon grafigi
kullanilarak toplam fenolik bilesik miktar1 hesaplanmistir. Sonuclar kg ekstrede g gallik
aside esdeger (g GAE/kg ekstre) olarak verilmistir.

3.5.2. Serbest Radikal Giderme Aktivitesi

Bitki ekstrelerinin ve izole edilen molekiillerin 2,2-difenil-1-pikrilhidrazil (DPPH")
serbest radikalini giderme aktiviteleri etkileri Blois metoduna gore yapildi (Blois,
1958). Reaksiyon karigiminin absorbansinin diismesi yiiksek serbest radikal giderme
aktivitesinin gostergesidir. DPPH" radikalin etkinliginin giderilmesi ¢alismalar gesitli
aragtirmacilarin ortaya koyduklart metodu takiben yapilmistir (Hatano ve ark., 1988).
Her bir numune i¢in (mg/mL derisimde) 10, 20, 40 ve 80 pug/mL dort farkli miktarda ve
ticer tekrarli olmak iizere &rnekler hazirlandi. Orneklerin hacmi 3 mL olacak sekilde
etanol ilave edildi. Daha sonra her numune {izerine 0,1 mM’lik DPPH" ¢6zeltisinden 1
mL eklendi. Vorteks isleminden sonra karanlik ortamda oda sicakliginda 20 dakika
inkiibe edilip, 517 nm’de absorbans olgiimii yapildi. DPPH’ giderme aktivite sonuglari

I1Csp seklinde verilmistir.
3.5.3. indirgeme Giicii Aktivitesi

Bu analiz Oyaizu metodunun (Oyaizu, 1986) bazi modifikasyonlarina (Elmastas ve ark.,
2006) gore yapildi. Ortamdaki indirgen madde Fe®* iyonlarim Fe®* iyonlarina indirger
ve FeCl; ilavesiyle olusan Prusya mavisi rengindeki kompleksin absorbansi dl¢iiliir.

Yiksek absorbans degeri yiiksek indirgeme kapasitesinin gostergesidir. Her bir numune
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icin (mg / mL derisimde) 10, 20, 40 ve 80 pg / mL dort farkli miktarda ve tiger tekrarli
olmak tizere 6rnekler alinarak fosfat tamponu ( 0,2 M, pH = 6,6) ile hacmi 1,25 mL’ye
tamamland1 ve tizerine 1,25 mL potasyum ferrik siyaniir [K3Fe(CN)g] ( % 1°1ik) ilave
edildi. 50 ‘C’de 20 dk inkiibasyona birakildiktan sonra reaksiyon karigimi oda
sicakligina getirilip tizerine 1 mL % 10’1luk TCA ve 250 uL % 0,1’lik FeCls eklendikten
sonra 700 nm’de absorbans degerleri 6lgiildii. Sonuglar troloksa esdeger (mmol TE / g

saf bilesik) seklinde verilmistir.
3.5.4. Metal Selatlama Aktivitesi

Orneklerin ve standartlarmn metal selatlama kapasitesi Dinis ve arkadaslarinin
gelistirdigi yontemler esas alinarak uyguland: (Dinis ve ark., 1994). Ornek ve standart
¢ozeltilerinin konsantrasyonlart (mg / mL derisimde) 10, 20, 40 ve 80 pg / mL dort
farkli miktarda ve tiger tekrarli olmak tizere 6rnekler hazirlanip toplam hacimleri etanol
ile 3,8 mL’ye tamamlandi. Daha sonra her bir numuneye 50 uL, 5 mM ferrozin ve 200
uL, 2 mM’lik FeCl; ¢ozeltisi ilave edildi. Vorteks yapildiktan sonra oda sartlarinda 10
dakika inkiibe edildi. Demir iyonlar1 ve ferrozinin olusturdugu kompleksin absorbansi
562 nm’de ol¢iildii. Pozitif kontrol olarak EDTA kullanildi. Sonuglar ICsy seklinde

verilmigtir.
3.5.5. ABTS™" Radikali Giderme Aktivitesi

ABTS™ radikali giderme aktivitesi Re ve arkadaslarinin yapti§i calismaya gore
belirlendi (Re ve ark., 1999). ABTS™ olusturulmasi, ABTS ’nin potasyum persiilfat
(K2S,08) oksidasyonuyla direk iiretildi. Bu islem igin 2 mM’lik ABTS™ cozeltisi
hazirlandi. Bu ¢ozeltiye 2,45 mM’lik potasyum persiilfat ¢ozeltisi eklenerek ABTS™
radikali elde edildi. Her bir numune ig¢in (mg/mL derisimde) 10, 20, 30 ve 40 uL dort
farkli miktarda ve tiger tekrarli olmak {izere ornekler hazirlandi. Hazirlanan 6rnekler,
hacimleri 3 mL olacak sekilde olan fosfat tamponu (0,1 M’lik, pH = 7,4) eklendi. Daha
sonra biitiin orneklere ABTS™ ¢ozeltisi (1 mL) ilave edildikten sonra 734 nm’de

absorbanslar1 6l¢iildii. Sonuglar ICsg seklinde verilmistir.
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3.6. Etkili Bilesiklerin Saflastirilmasi islemlerinde Kullamlan Teknikler
3.6.1. Kolon kromatografisi

Calismada; 20 g ekstreden (ekstre-IV) etkili bilesenlerin saflastirilmasi igin (2,5 x 80
cm) uzunlugunda cam kolon kullanildi. Dolgu maddesi olarak 600 g silika jel kullanildi.
Mobil faz, hekzandan baslayarak % 10’luk artislar seklinde etil asetat ve metanol ile
kademeli polarite artis1 yapilarak 250 mL’lik hacimlerde toplamda 840 adet fraksiyon
topland1. Fraksiyonlar ITK ile kontrollii birlestirildi.

3.6.2. Ince Tabaka Kromatografisi (ITK)

Kolon kromatografisi ile elde edilen fraksiyonlar iTK’ye tabi tutuldu. ITK icin mobil
faz belirlenirken, kolonda kullanilan mobil faz ile ayni polaritede ¢oziicii kullanildi. Saf
olan fraksiyonlarin ¢oziiciileri uzaklastirildiktan sonra NMR’lar1 alindi. Saf olmayan
fraksiyonlar i¢in R¢ degerleri ayni olanlar, UV 1s18inda bakilarak birlestirildi. UV
1s181inda goriinmeyen spotlar ise serik siilfat belirteci piiskiirtiilerek hafif 1sitildiktan

sonra goriinen renkler ve Ry degerlerine bakilarak benzer olan fraksiyonlar birlestirildi.
3.6.3. LC-TOF-MS (Ucus zamanh Sivi Kromotografisi Kiitle Spektroskopisi)

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

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

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

Kolon sicakhg: 35 °C

Kolon: ZORBAX SB-C18 4,6 x 100 mm, 3,5 um
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3.6.4. Preperatif HPLC (P-HPLC)

P-HPLC’nin Analitik HPLC’den temel farki akis hizinin, kolonun ve enjeksiyon yapilan
madde miktarinin yiiksek olmasidir. Tek bir enjeksiyon ile daha fazla madde ayrimini
saglar. Calismada kullanilan HPLC cihaz1 Perkin Elmer marka Series 200 model UV
detektorlii bir cihazdir. Calisma boyunca kolon firm1 35 °C’de sabit tutuldu.
Enjeksiyonlar; hacmi 200 pL olan loop kullanilarak maniiel olarak yapildi. Ayirma
islemlerinin tamaminda C18 ters faz dolgu maddesi iceren VYDAC marka (25 mm X

300 mm boyutlarda 10 um partikiil boyutlu) kolon kullanildi.
3.6.5. Preperatif HPLC (P-HPLC) Uygulamasi

Yaptigimiz P-HPLC c¢alismasinda; Ekstre-IV’e uygulanan kolon kromatografisinde elde
edilen fraksiyonlardan 327-355, 417-501, 570-584 ve 503-610 fraksiyon araliklar
madde miktar1 bakimindan yeterli olmasi nedeniyle bu fraksiyonlara P-HPLC
uygulamasi yapildi. Belirlenen fraksiyon araliklarina uygun metotlar olusturulduktan
sonra saflastirma islemleri yapildi. P-HPLC uygulamasi yapilan fraksiyon araliklarinin
kromatogramlar1 (Sekil 3.2, 3.3, 3.4 ve 3.5) ve P-HPLC de kullanilan mobil faz
programlar1 (Cizelge 3.1, 3.2, 3.3 ve 3.4) asagida verilmistir.

Cizelge 3. 1. 327-355 fraksiyon araligina uygulanan P-HPLC mobil faz programi

Cﬁz?ﬁiﬁé‘g Hizt | 2 aman (dk) | %2,5°lik Formik Asitli su | Asetonitril
1 5 0 % 95 % 5
2 5 60 % 70 % 30
3 5 3 % 0 % 100
4 5 2 % 95 %5
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E 4 Nolu Bilesik =">
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5 Nolu Bilesik
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Sekil 3. 2. Ekstre-IV’ten elde edilen 327-355 fraksiyonlarinin P-HPLC kromatogrami

Kolon kromatografisinde silika jel dolgu maddesi kullanilarak, Hekzan : EtOAc (2:8)

¢oziicli sisteminde toplanan ve ITK kontrollii olarak birlestirilen 327-355’nolu

fraksiyonlarina P-HPLC uygulandi. Kromatogramda (Sekil 3.2) gorildigi gibi 18-21,

ve 24-27. dakika araliklarinda gelen biiyiik pikler farkli tiiplere konularak evaparatorle

¢oziiciileri uzaklastirildi. NMR’lar1 alinarak maddelerin 18-21. dakikalar aras1 Luteolin-
7-O-B-glikozit (4) ve 24-27. dakikalar arasi Luteolin-7-O-p-ksilozit (5) oldugu

belirlendi.
Cizelge 3. 2. 417-501 fraksiyon araligi P-HPLC mobil faz programi
Cﬁz?r;“i_‘?';‘li)}l‘z‘ Zaman (dk) | % 2,5°lik Formik Asitlisu | Asetonitril
1 5 0 % 100 %0
2 5 60 % 65 % 35
3 5 3 % 0 % 100
4 5 2 % 100 %0
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Origanofuran B (9) => <= 6 Nolu Bilesik

= 4 ve 5 Nolu
Hasy Bilesiklerin
Karisim

N

3 7 Nolu Bilesik .
R Origanofuran A (8)

Sekil 3. 3. Ekstre-IV’ten elde edilen 417-501 fraksiyonlarinin HPLC kromatogrami

Ekstre-1V kolon kromatografisi ile silikajel dolgu maddesi kullanilarak, MeOH:EtOAc
(1:9) ¢oziicii sistemlerinde toplanan ve ITK kontrollii olarak birlestirilen 417-501 nolu
fraksiyonlari i¢in P-HPLC uygulamasi yapildi. Kromatogramda (Sekil 3.3) belirtilen 7-
9. dakikalar aras1 Bifenil-3,3',4,4'-tetraol (7), 13-16. dakikalar arasi Origanofuran A
(8), 27-31. dakikalar aras1 (4 ve 5 nolu bilesiklerin karisimi), 31-33. dakikalar arasi
Origanofuran B (9) ve son olarak 35-38. dakikalar arasi ise Rozmarinik asit (6) nolu

bilesikler oldugu belirlenmistir.
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Cizelge 3. 3. 570-584 fraksiyon araligi P-HPLC mobil faz programi

Cﬁl?r;ﬁi_‘?lé‘i)mz‘ Zaman (dk) | % 2,5’lik Formik Asitli su | Asetonitril
1 5 0 %0 95 % 5
) 5 60 % 60 % 40
3 c 3 0 % 100
4 5 2 % 95 %5
m,: N — <= 11 Nolu Bilesik

243905
143955
P

RARLN AR RAR LA LRI R RERy LRRR R LR LE IARIRRARRE AR
E E £ 34 E

LN LR LR L L LN R Oy LR LR L L LR R LR R LR LR E R LR RSN LRLy RO Ny LRLR I RRRR s LRRR L REs (AR
2 4 L3 5 10 1z 14 16 18 2 = 24 E

Sekil 3. 4. Ekstre-IV’ten elde edilen 570-584 fraksiyonlarinin HPLC kromatogrami

T
E 40 4z

T

Ekstre-1V kolon kromatografisi ile silikajel dolgu maddesi kullanilarak, MeOH : EtOAc

(2:8) ¢oziicii sisteminde 570-584 fraksiyon araliginda olusan sari renkli c¢okelegin

NMR’1 alindi. NMR yorumlandi ve iki maddenin karisimi oldugu belirlendi. Daha sonra

570-584 fraksiyon araligi i¢in preperatif HPLC uygulamasi yapildi. Kromatogramda
(Sekil 3.4) gorildiigi gibi 16-18 ve 24-26. dakikalar aras1 gelen biiylik pikler farkli

tiiplere konularak evaparatorle coziiciileri uzaklastirildi ve tekrar NMR lar1 alinarak

maddelerin 16-18. dakikalar aras1 Apigenin-7-O-p-glukoronid (10) ve 24-26. dakikalar

arast Acacetin-7-O-B-glukoronid (11) oldugu belirlendi.

22



Cizelge 3. 4. 503-610 fraksiyon araligi P-HPLC mobil faz programi

Coziicii Akis Hizi o oys . ore o
(mL/dK) Zaman (dk) %2,5’lik Formik Asitli su | Asetonitril
1 5 0 % 100 % 0
2 5 60 % 65 % 35
3 5 3 % 0 % 100
4 5 2 % 100 % 0
3 10 ve 11 Nolu
m <= 7NoluBilesik ~ Duesikler
S < 6 Nolu Bilesik
—§ Origanofuran A (8)
|143.§—g /
E Origanofuran B (9) ==
”"’j 4 ve 5 Nolu <=1 12 Nolu Bilesik
seoe ] Bilesikler

Sekil 3. 5. Ekstre-IV’ten elde edilen 503-610 fraksiyonlarinin HPLC kromatogrami

Ekstre-1V kolon kromatografisi ile silikajel dolgu maddesi kullanilarak, MeOH: EtOAc

(2:8) ¢oziicii sisteminde toplanan ve ITK kontrollii olarak bitlestirilen 503-610 nolu

fraksiyonlari i¢in P-HPLC uygulamasi yapildi. Kromatogramda (Sekil 3.5) belirtilen 7-
9. dakikalar aras1 Bifenil-3,3',4,4'-tetraol (7), 13-15. dakikalar aras1 Origanofuran A
(8), 27-30. dakikalar arasi (4 ve 5 nolu bilesiklerin karisimi), 31-33. dakikalar arasi
Origanofuran B (9) 33-35. dakikalar aras1 (10-11 nolu bilesiklerin karigimi), 35-37
dakikalar aras1 Rozmarinik asit (6) ve son olarak da 41-43. dakikalar aras1 Litospermik

asit B(12) nolu bilesikler oldugu belirlenmistir.
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3.7. Yap1 Tayininde Kullanilan Spektroskopik Teknikler
3.7.1. NMR Spektroskopisi

3.7.1.1. 1D NMR Teknikleri
'H-NMR: Molekiildeki kag degisik protonun bulundugu, farkli protonlarin goreceli

sayilari, protonlarin elektronik cevreleri ve bir protonun komsusundaki protonlarla

etkilesmeleri gibi bilgiler net bir sekilde elde edilebilir.

BC-NMR: Molekiilde bulunan farkli karbonlarin sayis1 belirlenir. Karbon sinyallerinin
kimyasal kayma degerlerinden her bir karbon atomunun elektronik ¢evresi hakkinda

bilgi edinilebilir.

DEPT-90: *C-DEPT90 NMR spektrumda sadece —CH tipi karbonlar spektrumda
pozitif olarak gozlenirken —CH,, —CH3 ve —C tipi karbonlar gézlenmez.

DEPT-135: *C-DEPT90 NMR spektrumda sadece —CH ve —CHj tipi karbon atomlari
pozitif pik verirken —CH, tipi karbonlar ise negatif olarak pik verir. Kuarterner

karbonlar ise bu spektrumlarda gézlenmez.

APT: C-APT NMR spektrumda biitin karbonlarin gozlenir. -C ve —CH2 tipi
karbonlar spektrumda pozitif olarak gozlenirken, -CH ve CH3 tipi karbonlar negatif
olarak gozlenir. Sonug olarak bu tir NMR teknikleri kullanilmasiyla dogal kaynakli

molekillerin yapilarinin karmagikliklarina ragmen aydinlatilmasini kolaylagtirir.

3.7.1.2. 2D-NMR Teknikleri
3.7.1.2.1. COSY (Correlation Spectroscopy)

2D-NMR tekniklerinden olan COSY;; spin-spin etkilesimlerini belirleyerek molekiildeki
baglanmalar1 tayin etmeye yarar. COSY’de ii¢c baga kadar etkilesmeler goriilebilir
(proton-protonun bagli oldugu karbon- bu karbona komsu karbon ve komsuya bagh

proton arasindaki etkilesmeler). COSY spektrumlarinda her iki eksende de proton
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spektrumu yer alir ve molekiildeki protonlarin hangi protonlarla etkilestigi agikca

goruliir.

3.7.1.2.2. HETCOR (Heteronuclear Correlation)

Yalniz karbon atomuna dogrudan bagli olan protonlar arasindaki etkilesmeyi ortaya
koyan bu teknik, molekiildeki protonlarin hangi karbon atomuna bagli olduklarini kesin
olarak belirlemeye yarar. HETCOR spektrumlarindan; proton karbon eslesmesi yok ise
bu karbona bagl proton yoktur, karbon atomu iki ¢apraz pik vermisse karbon atomuna
iki farkli proton baglidir, karbon atomu tek capraz pik vermisse -karbona bagli proton

sayist birdir ya da bagli olan protonlar 6zdestir yorumlar1 yapilabilir.

3.7.1.2.3. HMBC (Heteronuclear Multi Bond Correlation)

HETCOR spektrumlarinda sadece karbona bagli protonlarin korelasyonu verilirken
HMBC spektrumlarinda bir bag {izerinden olan korelasyonlarin elimine edilirken iki ve
{ic bag bazen de dort bag iizerinden korelasyonlar gozlenir. Iki ve {i¢ bag iizerinden
etkilesmelerin verildigi spektrumlar; yapinin daha kolay anlagilmasini1 saglamaktadir.
HMBC spektrumlar1 genelde yapilar1 ¢ok kompleks olan dogal kaynakli molekiillerin

C-C baglantilarinin belirlenmesinde ¢ok sik kullanilmaktadir.
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4. BULGULAR

4.1. Elde Edilen Ekstrelerin % Verimlerinin Hesaplanmasi

Calismada ekstraksiyon verimini hesaplamak i¢in biitiin ekstrelerin % verim hesabi
yapildi. Her bir ekstre i¢in ekstraksiyon verimi, % verim = (W1*100) / W2 formiilii ile
hesaplandi. Formiildeki W1: kuru ekstraktin agirligi, W2: ekstraksiyonda kullanilan

kuru bitkisel materyalin agirhigidir.

Ekstre-I i¢in; % Verim = (46 *100 ) / 1500 = 3,07 olarak hesaplandi.
Ekstre-II i¢in; % Verim = ( 78 *100 ) / 1500 = 5,2 olarak hesaplandi.
Ekstre-III i¢in; % Verim = (114 *100 ) / 1500 = 7,6 olarak hesaplandi.
Ekstre-1V i¢in; % Verim = (20 *100 ) / 1500 = 1,33 olarak hesaplandi.

Elde edilen dort farkli ekstrelerden ayri ayri 1 mg/mL’ lik stok ¢ozeltiler hazirlanarak
total fenolik bilesik tayini testi ve DPPH’-giderme aktivitesi, FRAP, ABTS™ giderme

aktivitesi ve metal selat olusturma testleri yapildi (Cizelge 4.1).

4.2. Ham Ekstrelere Uygulanan Antioksidan Aktive Testlerinin Sonuglari

Cizelge 4. 1. Ham ekstrelere uygulanan antioksidan aktivite test sonuglari.

Numune Toplam Fenolik | DPPH" Radikal FRAP ABTS™ Radikal Metal Selatlama
(g GAE /Kg Giderme (mmol TE/kg Giderme Aktivitesi [1Csq
ekstrakt) [1Cs, (ng/mL)] ekstre) [1Cso (ng/mL)] (ng/mL)]
Ekstre-1 106,1 £4,91 118,48 + 7,54 1,68 +0,02 10,9+ 1,40 185,20 £ 1,72
Ekstre-11 135,23 + 2,47 28,15+ 0,45 2,23+0,10 5,02 + 0,20 133,57 +4,87
Ekstre-111 146,37 + 6,88 14,33 +£0,73 3,20+0,10 5,80+ 0,12 86,09 +3,92
Ekstre-1V 362,15+ 1,51 3,53+1,15 6,15 + 0,64 1,60 + 0,08 130,91 +1,23
BHT Test edilmedi 6,34 + 0,83 5,86 + 0,47 3,10+ 0,04 Test edilmedi
BHA Test edilmedi 45,7+ 0,82 5,38 +£ 0,27 3,04 +£0,01 Test edilmedi
Trolox Test edilmedi 1,38+ 0,53 Test edilmedi 4,67 +0,17 Test edilmedi
EDTA Test edilmedi | Testedilmedi | Test edilmedi Test edilmedi 6,33 + 0,69




Cizelge 4.1 incelendiginde fenolik igerik bakimindan zengin olan ekstrenin (ekstre-1V),
biinyesinde 362,15 g gallik asite esdeger fenolik madde icerdigi, DPPH’ radikal giderme
(ICso= 3,63 pg/mL), indirgeme giicii (6,15 TE mmol/kg ekstre) ve ABTS™ radikal
giderme (ICso= 1,60 pg/mL) degerleriyle de diger ekstrelere oranla daha yiiksek
antioksidan aktiviteye sahip oldugu belirlendi. Elde edilen sonuglar dogrultusunda,
aktiviteden sorumlu olan biyoaktif bilesenlerin saflastirilmasi ve karakterizasyonu ig¢in

kromatografik ve spektroskopik yontemler uygulandi.

4.3. Fitokimyasal Calismalar
4.3.1. Izolasyon Islemi

Bitkiden aktif bilesenlerin ayrilmasi ve saflastirilmasinda 5 X 120 cm uzunlugunda cam
kolon kullanildi. Sabit faz olarak 120 g silika jel kullanildi. Kolonun sartlanmasi
basamaginda ise; kolondan 1 L hekzan normal akis ile (basingsiz ve vakumsuz)
gegirildi. Daha sonra 20 g ekstre (Ekstre-1V) az miktar ¢oziicii ile ¢oziip 40 g silika jel
ile homojenize hale gelene kadar karistirildi ve kolona tatbik edildi. Fraksiyonlar 250
mL hacimlerinde toplandi ve evaporasyonla ¢oziiclisii uzaklastirilan fraksiyonlar
etiketlenmis flakonlara uygun ¢oziicii ile ¢oziilerek aktarildi. Toplanan ¢dziiciiler ayni
polaritenin  kullanildigit  basamaklarda  tekrar  kolonda  kullanildi.  Kolon
kromatografisinde hekzandan baslayarak etil asetat ve metanol ile kademeli bir sekilde
polariteleri arttirilarak toplamda 839 adet fraksiyon toplandi. Fraksiyonlar ITK ile
kontrol edilerek birlestirildi. Kolon ¢6ziicii sistemi, birlestirilen fraksiyon araliklar1 ve

izole edilen bilesikler asagidaki cizelgede (Cizelge 4.2) belirtilmistir.
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Cizelge 4. 2. Origanum onites L. Kolon Coziicii Sistemi, Birlestirilen Fraksiyon
Araliklari ve izole Edilen Bilesikler

Fraksiyon
Coziicii Sistemi Bilesenler
Araliklan
% 10 EtOAc / % 90Hekzan 0-14 Karisim
p-hidroksibenzaldehit
% 20 EtOACc / %80 Hekzan 15-77 +
Hidrokinon
% 30 EtOAc / %70 Hekzan 78-126 Karisim
% 40 EtOACc / %60 Hekzan 127-148 o
Kafeik asit
% 50 EtOAC / %50 Hekzan 149-219
% 60 EtOACc / %40 Hekzan 220-275 Karisim
% 80 EtOAC / %20 Hekzan 276-355 Luteolin-7-O-B-glikozit**
% 90 EtOACc / %10 Hekzan 356-401 Luteolin-7-(;-[3-ksilozit**
% 100 EtOAC 402-468 Bifenil-3,3',4,4"-tetraol**
+
Rozmarinik asit*
% 10 MeOH / % 90 EtOAc 469-529 Origan O;l-JI’ an Ax
+
Origanofuran B**
Apigenin-7-O-glukoroneit**
+
1N-7-0)- 11**
% 20 MeOH / % 80 EtOAC 530-664 Acacetin-7-O-glukoroneit
Litospermik asit B**
% 30 MeOH / % 70 EtOAc 665-771
% 40 MeOH / % 60 EtOAc 772-801 Karisim
% 50 MeOH / % 50 EtOAc 802-839son

* Hem silikajel kolon uygulamasindan hem de P-HPLC uygulamasindan saflastirilan.

** P-HPLC uygulamasi ile saflastirilan.
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Cizelge 4. 3. Izole Edilen Bilesiklerin Yaygin Isimleri ve IUPAC Isimleri

Bilesiklerin Yaygin Isimleri Bilesiklerin TUPAC Isimleri
1 | p-Hidroksibenzaldehit 4-Hydroxybenzaldehyde
2 | Hidrokinon Benzene-1,4-diol
3 | Kafeik asit 3-(3,4-Dihydroxyphenyl)-2-propenoic acid

2-(3,4-dihydroxyphenyl)-5-hydroxy-7-
[(2S,3R,4S,5S,6R)-3,4,5-trihydroxy-6-

4 | Luteolin-7-O-p-glikozit (hydroxymethyl)oxan-2-ylJoxychromen-4-one

2-(3,4-dihydroxyphenyl)-5-hydroxy-7-[(3,4,5-
5 | Luteolin-7-O-B-ksilozit trihydroxyoxan-2-yl)oxy]-4H-chromen-4-one

(2"R")-2-[[(2"E")-3-(3,4-Dihydroxyphenyl)-1-
oxo-2-propenyl]]oxy]-3-(3,4-

6 | Rosmarinik asit dihydroxyphenyl)propanoic acid

7 Blfenl|'3,3',4,4"tetra0| blpheny|-3,3',4,4'-tetl’aO|

(2R,3R)-2-(3,4-dihydroxyphenyl)-7-hydroxy-2,3-
8 | Origanofuran A dihydrobenzofuran-3,4-dicarboxylic acid

(2R,35)-2-(3,4-dihydroxyphenyl)-7-hydroxy-6-
((4-((2S,3R,4S,5S,6R)-3,4,5-trihydroxy-6-
(hydroxymethyDtetrahydro-2H-pyran-2-
yloxy)benzyloxy)carbonyl)-2,3-
dihydrobenzofuran-3-carboxylic acid

9 | Origanofuran B

(2S,35,4S,5R,65)-3,4,5-trihydroxy-6-[5-hydroxy-
2-(4-hydroxyphenyl)-4-oxochromen-7-

10 | Apigenin-7-O--glukoronid yl]oxyoxane-2-carboxylic acid

(2S,3S,4S,5R,6S)-3,4,5-trihydroxy-6-(5-hydroxy-
2-(4-methoxyphenyl)-4-oxo-4H-chromen-7-

11| Acacetin-7-O--glukoronid yloxy)tetrahydro-2H-pyran-2-carboxylic acid

2-((2R,3R)-4-((E)-3-(1-carboxy-2-(3,4-
dihydroxyphenyl)ethoxy)-3-oxoprop-1-enyl)-2-
(3,4-dihydroxyphenyl)-7-hydroxy-2,3-
dihydrobenzofuran-3-carbonyloxy)-3-(3,4-
dihydroxyphenyl)propanoic acid

12 | Litospermik asit-B

29




RN = o
=

4

(€)] HO 5 12)

Sekil 4. 1. Origanum onites L. bitkisinden izole edilen bilesikler
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4.3.2. Origanum onites L. Bitkisinden izle Edilen Bilesikler

Origanum onites L. bitkisinden elde edilen Ekstre-IV’e uygulanan kromatografik
teknikler sonunda ikisi yeni (8 ve 9) olmak tizere toplamda on iki adet (1-7, 10-12) izole

edilmis ve yapilar1 aydinlatilmistir (Sekil 4.1).

4.3.2.1. p-Hidroksibenzaldehit’in (1) Fiziksel ve Spektral Ozellikleri

HO

Sekil 4. 2. p-Hidroksibenzaldehit (1)

p-Hidroksibenzaldehit (1) bilesigi (Sekil 4.2), kolon kromatografisinde % 20 Etil asetat
- %80 Hekzan ¢oziicii sisteminden 10 mg olarak izole edildi. Beyaz renkli p-
Hidroksibenzaldehit ¢okeleginin kapali formiilii C7HgO, olup molekiil agirhigi 122,04
g/mol’diir. p-Hidroksibenzaldehit molekiilii bilinen bir bilesik olup elde edilen *H-NMR
ve C-NMR kimyasal kayma degerleri (Cizelge 4.4) literatiir (Bao ve ark., 2009) ile
uyum i¢indedir.

Cizelge 4. 4. p-Hidroksibenzaldehit’in (1) *H-NMR ve *C-NMR kimyasal kayma

degerleri
Pozisyon p-Hidroksibenzaldehit (1)

Ou oc
1 - 129,93
2 7,00 (d, J = 8,64 Hz) 116,00
3 7,85 (d, J = 8,64 Hz) 132,50
4 - 161,50
5 7,85 (d, J = 8,64 Hz) 132,50
6 7,00 (d, J = 8,64 Hz) 116,00
7 - 191,17
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Sekil 4. 3. p-Hidroksibenzaldehit’in (1) *H-NMR spektrumu (*H-NMR 400 MHz,
DMSO-dg)
p-Hidroksibenzaldehit’in (1) *H-NMR spektrumundan (Sekil 4.3), bilesigin bir aromatik
halka icerdigi tespit edilmistir. 'H-NMR spektrumunda aromatik halkasina ait proton
rezonanslari, H-3 ve H-7 protonlar1 6y = 7,00 ppm’de (d, J = 8,64 Hz) dublet seklinde,
H-4, H-6 protonu &y = 7,85 ppm’de (d J = 8,64 Hz) dublet seklinde rezonans olmustur.
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Sekil 4. 4. p-Hidroksibenzaldehit’in (1) **C-NMR spektrumu (**C-NMR 100 MHz
DMSO-dg)
p-Hidroksibenzaldehit’in (1) *C-NMR spektrumu (Sekil 4.4) incelendiginde, 7 tane
karbon oldugu goriilmektedir. 7 karbondan 6¢ = 129,9 ve 6c = 161,5 ppm’ de ve 6¢c =
191,2 ppm olmak iizere 3 tanesi kuarterner karbonu, 4 tanesi metin karbonu (C-2, C-6
ve C-3, C-5 karbonlar1 simetrik olduklarinda ayni yerde rezonans olmustur)’dur. Bu

verilere gore bilesigin kapali formiili C;HgO; olarak belirlenmistir.
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Sekil 4. 5. p-Hidroksibenzaldehit’in (1) LC-TOF-MS kromatogrami

p-Hidroksibenzaldehit’in (1) C;HgO, kapali formiiliine karsilik gelen molekiiler iyon
pikini [M-H]" LC-TOF-MS kiitle spektrumunda (Sekil 4.5) m/z 121,0319 g/mol olarak

belirlenmistir.
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4.3.2.2. Hidrokinon (2) Bilesiginin Fiziksel ve Spektral Ozellikleri

3 2

HO OH

Sekil 4. 6. Hidrokinon (2)

Hidrokinon (2) bilesigi (Sekil 4.6) kolon kromatografisi ile silikajel dolgu maddesi
kullanilarak ile EtOAC: hekzan (2:8) ¢oziicii sisteminde 15-77 nolu fraksiyonlardan ITK
kontrollii birlestirildi ve P-HPLC uygulamasi yapilarak izole edildi (18 mg). Beyaz
renkli kati haldeki Hidrokinon’un (2) kapali formiilii C¢HgO, olup molekiil agirligi
110,0368 g/mol’diir. Hidrokinon bilinen bir bilesik olup elde edilen *H-NMR ve *3C-
NMR kimyasal kayma degerleri (Cizelge 4.5) literatiir degerleri (Hajdok ve ark., 2012)

ile uyum i¢indedir.

Cizelge 4. 5. Hidrokinon’un (2) *H-NMR ve **C-NMR kimyasal kayma degerleri

Pozisyon Hidrokinon (2)
C/H dc OH
Ci-H 150,2 -
Co-H 116,0 6,55 s
Cs-H 116,0 6,55 s
C4-H 150,21 -
Cs-H 116,0 6,55 s
Ce-H 116,0 6,55 s
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Sekil 4. 7. Hidrokinon’un (2) *H-NMR spektrumu (*H-NMR400 MHz DMSO-ds)

Hidrokinon bilesiginin *H-NMR spektrumundan (Sekil 4.7) yapisinda bir fenol iskeleti
bulundugu tespit edilmistir. Bilesigin 'H-NMR spektrumunda, H-2, H-3, H-5, H-6
protonlar1 simetrik olarak 6y = 6,55 ppm’ de singlet seklinde gozlenmistir. Benzen

halkasina bagli -OH gruplar ise simetrik sekilde &y = 8,61ppm’de rezonans olmaktadir.
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Sekil 4. 8. Hidrokinon’un (2) **C-NMR spektrumu (**C-NMR100 MHz DMSO-d¢)

Hidrokinon (2) bilesiginin **C-NMR spektrumu (Sekil 4.8) incelendiginde yapida 6 tane
karbon oldugu goriilmektedir. 6 Karbondan 2 tanesi kuaterner karbonu, 4 tanesi metin
karbonu bulunmasi bilesigin kaba formiiliiniin (CgHgO2) oldugunu goéstermektedir.
Bilesigin OH grubuna bagli karbonlar (C-1ve C-4) simetrik sekilde d¢c = 150.2 ppm ve
metin karbonlar1 ise (C-2, C-3, C-5, ve C-6) dc= 116.10 ppm’ de simetrik sekilde

rezonans olmustur.
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Sekil 4. 9. Hidrokinon (2) bilesiginin APT spektrumu (*C-NMR100 MHz DMSO-ds)

Hidrokinon (2) bilesiginin APT spektrumunda (Sekil 4.9) 2 adet kuarterner karbonu (C-
1 ve C-4) simetrik ve pozitif olarak gozlenirken, 4 adet metin (-CH) karbonlar1 (C-2, C-
3, C-5 ve C-6) simetrik ve negatif olarak gozlenmistir. Bilesige ait metil (-CHzg)

karbonuna rastlanmamustir.
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Sekil 4. 10. Hidrokinon (2) bilesigin LC-TOF-MS Kromatogrami

Hidrokinon (2) bilesiginin CgHgO, kapali formiiliine karsilik gelen molekiiler iyon
pikini [M-H]" LC-TOF-MS kiitle spektrumunda (Sekil 4.10) (-)-ESI MS: m/z 109,0309

g/mol olarak belirlenmistir.
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4.3.2.3. Kafeik asit’in (3) Fiziksel ve Spektral Ozellikleri

Sekil 4. 11. Kafeik asit (3)

Kafeik asit (3) ( Sekil 4.11) kolon kromatografisinde 127-219 nolu fraksiyonlarindan
izole edildi (36 mQ). Fiziksel goriiniimii gri renkli amorf toz seklinde olan kafeik asit’in
(3) kapal1 formiilii CgHgO4 olup molekiil agirligi 180,0423 g/mol’diir. molekiilii bilinen
bir bilesik olup elde edilen *H-NMR ve *C-NMR kimyasal kayma degerleri (Cizelge
4.6) literatiir (Durust ve ark., 2001) ile uyum igindedir.

Cizelge 4. 6. Kafeik asit’in *H-NMR ve *C-NMR kimyasal kayma degerleri

Pozisyon Kafeik asit (3)

C/H dc on
1 126,1 -
2 115,6 7,02 (d, J = 1,80 Hz)
3 148,6 -
4 145,1 -
5 116,2 6,75 (d, J = 8,20 Hz)
6 121,6 6,96 (dd, J = 8,20, 1,80 Hz)
o 146,0 7,43 (d, J = 15,8 Hz)
B 115,1 6,17 (d, J = 15,8 Hz)
7 168,4 -

40



W WO O <F O N N
mmmmmmmmmmmm
T O OO OO O = =

[~ [~ [~ [~ © © © WO W

NNV

T T T T T T T T T T T T T T T 1
8.5 8.0 7.5 7.0 6.5 6.0 55 5.0 4.5 4.0 3.5 3.0 2.5 2.0 1.5 ppm

Sekil 4. 12. Kafeik asit’in (3) "H-NMR spektrumu (*H-NMR 400 MHz DMSO-ds)

Kafeik asit’in (3) 'H-NMR spektrumunda (Sekil 4.12) flavon yapismin aromatik
halkasina ait proton rezonanslari, ABX sistem protonlari (sirasiyla H-2, 5, ve 6 numarali
protonlar) gozlenmistir. H-2 ve H-5 protonlar1 6= 7,02 (d, J = 1,80 Hz), 64 = 6,75 (d, J
= 8,20 Hz) dublet seklinde, H-6 protonu 6y = 6,96 (dd, J = 8,20, 1,80 Hz) rezonans
olmustur. éy = 7,43 (d, J = 15,8) ve oy = 6,17 (d, J = 15,8 Hz) ppm’deki kimyasal
kayma degerleri molekiilde birbirine gore trans konumda olan olefinik protonlarinin

varligin1 gostermistir.
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Sekil 4. 13. Kafeik asit’in (3) *C-NMR spektrumu (**C-NMR100 MHz DMSO-ds)

Kafeik asit’in (3) *C-NMR spektrumu (Sekil 4.13) incelendiginde, *C-NMR
spektrumu incelendiginde bir fenil halkasi lizerinde OH gruplari ile siibstitiie olmus iki
tane C atomu bulunmustur. Bu karbonlar 6¢c = 148,6 (C-3), 145,1 (C-4) ppm’de sinyaller
vermistir. Karbonil karbonu 6¢ = 168,4 (C-9), olefinik karbonlar 6¢c = 146,0 (C-7), 115,1
(C-8) ppm’ de gozlenmistir. Bulgular, literatiir ile (Durust ve ark., 2001) desteklenerek

maddenin kafeik asit oldugu bulunmustur.
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Sekil 4. 14. Kafeik asit’in (3) LC-TOF-MS kromatogrami

Kafeik asit’in (3) CoHgO4 kapali formiiline karsilik gelen molekiiler iyon pikini [M-H]
LC-TOF-MS kiitle spektrumunda (Sekil 4.14) (-)-ESI MS: m/z 179,0367 g/mol olarak

belirlenmistir.
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4.3.2.4. Luteolin-7-0O-B-glikozit’in (4) Fiziksel ve Spektral Ozellikleri

Sekil 4. 15. Luteolin-7-O-B-glikozit (4)

Luteolin-7-O-B-glikozit (4) (Sekil 4.15), kolon kromatografisinde %20 Hekzan-%80
EtOAcC ¢oziicii sisteminde gelen fraksiyonlardan, ITK ile birlestirilen 327-355 fraksiyon
araligina P-HPLC uygulamasi (Bkz. Sekil 3.2) ile 25 mg izole edildi. Luteolin-7-O-f-
glikozit’in kapali formiilii C21H20011 olup molekiil agirligr 448,10 g/mol’diir. Luteolin-
7-O-B-glikozit bilinen bir bilesik olup elde edilen *H-NMR ve **C-NMR kimyasal
kayma degerleri (Cizelge 4.7) literatiir (Chiruvella ve ark., 2007) ile uyum i¢indedir.

Cizelge 4. 7. Luteolin-7-O-B-glikozit’in (4) *H-NMR ve *C-NMR kimyasal kayma

degerleri
Pozisyon Luteolin-7-O-B-glikozit (4)
OoH oc

2 - 164,98
3 6,76 (5) 103,52
4 - 182,34
5 - 161,61
6 6,45 (d, J = 1,7 Hz) 99,99
7 163,40
8 6,79 (s) 95,17
9 - 157,41
10 - 105,79
1’ -- 121,62
2 7,45 (d, J = 10,1 Hz) 113,98
3’ - 146,37
4’ - 150,70
5/ 6,90 (d, J = 7,9 Hz) 116,47
6’ 7,45 (d, J=10,1 Hz) 119,93
17 5,08 (d, J = 7,3 Hz) 100,35
21 3,26 (M) 73,58
3 3,45 (m) 77,62
4" 3,17 (m) 70,02
5 3,30 (m) 76,85
6a’ 3,48 (m) 61,07
6b"’ 3,72 (d, J=9.9 Hz) 61,07
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Sekil 4. 16. Luteolin-7-O-B-glikozit’in (4) *H-NMR spektrumu (*H-NMR 400, DMSO-
de)

Luteolin-7-O-B-glikozit’in (4) 'H-NMR spektrumuna (Sekil 4.16) bakildiginda 6,,= 7,45
(d, J = 10,1 Hz) ppm’de gériilen sinyaller B halkasinin C-2’ ve C-6' protonlarina, 3, =
6,90 (d, J = 7,9 Hz) ppm’de gériilen sinyaller B halkasinin C-5' protonuna ve J,, = 6,45
(d, J = 1,7 Hz) ve 8, = 6,79 (s) ppm’de goriilen sinyal ise A halkasinin C-6 ve C-8
protonuna ait oldugu tespit edilmistir. H-3 (3, = 6,76) ppm’de singlet olarak goriilen bu
sinyal molekiiliimiiziin flavon olduguna isaret eder. §,, =5,08 (H-1") ppm’de goriilen
sinyal glikoz molekiillerinin anomerik protonuna aittir. Anomerik proton dublete
yarildig1 ve etkilesme sabitlerinin J = 7,3 Hz oldugu goriilmiistiir, buradan da glukozun
S konfigrasyonda olduguna karar verilmistir. Luteolin-7-O-B-glikozit’in (4) HETCOR
spektrumu incelendiginde (Ek-II’de verilmistir) 8,,= 3,17-3,73 ppm araliginda goriinen
karbon-proton etkilesimleri ile bilesikteki glikozun karbonlarina ait protonlar olduklar
ve proton spektrumundan da H-6b" protonunun etkilesme sabiti degeri belirlenmistir.
Fakat ¢oziiciiden (DMSO-dg’dan) gelen sinyalin perdelemesi nedeniyle seker

protonlarinin diger etkilesme sabiti degerleri belirlenememistir.
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Sekil 4. 17. Luteolin-7-O-p-glikozit’in (4) **C-NMR spektrumu (**C-NMR 100 MHz
DMSO-de)

Luteolin-7-O-B-glikozit’in (4) 13C-NMR spektrumunda (Sekil 4.17) 20 karbon sinyali
goriilmektedir. . = 113,9 ve 8= 119,6 ppm’de goriilen sinyallerin sirasiyla, C-2' ve C-
6' ile d; = 116,5 ppm’de goriilen sinyallerin C-5" konumlarina ait oldugunu literatiirler
degerleri de desteklemektedir. 6. = 61,1-77,6 ppm arasinda goriilen sinyaller glikoz
kismina aittir. 8. = 100,3 ppm’de goriilen sinyalin anomerik karbon atomuna ait oldugu

literatiir bilgileri ile karsilagtirilarak karar verilmistir.
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Sekil 4. 18. Luteolin-7-O-B-glikozit’in (4) LC-TOF-MS kromatogrami

Luteolin-7-O-B-glikozit’in (4) LC-TOF-MS spektrumunda (Sekil 4.18) (-)-ESI MS: m/z
447,1035 g/mol ([M-H]") ve m/z 895,2112 g/mol ([2M-H]) iyon pikleri gozlenmis ve

molekil formiili Cy1Hp001; olarak belirlenmistir.
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4.3.2.5. Luteolin-7-0O-B-ksilozit’in (5) Fiziksel ve Spektral Ozellikleri

Sekil 4. 19. Luteolin-7-O-B-ksilozit (5)

Luteolin-7-O-B-ksilozit’in (5) (Sekil 4.19), kolon kromatografisinde % 20 Hekzan -
%80 Etil asetat ¢oziicii sisteminde gelen fraksiyonlardan, ITK kontrollii olarak
birlestirilen 327-355 fraksiyon araligina preperatif HPLC uygulamasi (Bkz. Sekil 3.2)
ile 22 mg izole edildi. Kati ve sar1 renkli Luteolin-7-O-B-ksilozit’in kapali formiilii
Ca0H18019 olup molekiil agirligr 418,09 g/mol’diir. Luteolin-7-O-B-ksilozit (5) bilinen
bir bilesik olup elde edilen *H-NMR ve *C-NMR kimyasal kayma degerleri (Cizelge
4.8) literatiir (Gulluce ve ark., 2012) ile uyum i¢indedir.

Cizelge 4. 8. Luteolin-7-O-p-ksilozit’in (5) *H-NMR ve “*C-NMR kimyasal kayma
g Yy Y

degerleri
Pozisyon Luteolin-7-O-B-ksilozit (5)
OH dc
2 - 164,96
3 6,77 () 103,54
4 - 182,36
5 - 161,57
6 6,42 (d, J=2,0 Hz) 99,96
7 - 163,16
8 6,81 (s) 95,02
9 - 157,43
10 - 105,83
1’ - 121,72
2’ 7,44 (m) 114,06
3 - 146,31
4’ - 150,54
5 6,91 (d, J = 8,3 Hz) 116,50
6’ 7,44 (m) 119,66
1” 5,09 (d,J=7,3Hz) 100,71
2" 3,37 (M) 69,68
3" 3,23 (m) 73,36
4" 3,25 (m) 76,70
5" 3,75 (d, J=6.2 Hz) 66,27
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Sekil 4. 20. Luteolin-7-O-p-ksilozit’in (5) *H-NMR spektrumu (*H-NMR 400 MHz,
DMSO-dg)
Luteolin-7-O-B-ksilozit’in (5) "H-NMR spektrumuna (Sekil 4.20) bakildiginda 6, = 7,44
(2H, m) ppm’de goriilen sinyaller B halkasinin C-2’ ve C-6' protonlarina, 3,, = 6,91 (d,
J= 8,3 Hz) ppm’de goriilen sinyaller B halkasmin C-5' protonuna ve §,,= 6,42 (d, J = 2,0
Hz) ve §,,= 6,81 (s) ppm’de goriilen sinyal ise A halkasinin C-6 ve C-8 protonuna ait
oldugu tespit edilmistir. H-3 (5, = 6,77) ppm’de singlet olarak goriilen bu sinyal
molekiiliimiiziin flavon olduguna isaret eder. 6., = 5,08 (H-1") ppm’de goriilen sinyal
ksiloz molekiillerinin anomerik protonuna aittir. Anomerik proton dublete yarildig1 ve
etkilesme sabitlerinin J = 7,3 Hz oldugu goriilmiis ve buradan ksilozun f
konfigrasyonda olduguna karar verilmistir. Luteolin-7-O-B-ksilozit’in (5) HETCOR
spektrumu incelendiginde (Ek-II’de verilmistir) 6, = 3,23-3,75 ppm araliginda goriinen
karbon-proton etkilesimleri ile bilesikteki glikozun karbonlarina ait protonlar olduklar
ve proton spektrumundan da H-5" (8, = 3,75) protonunun etkilesme sabiti degeri
belirlenmistir. Fakat ¢oziiciden (DMSO-dg’dan) gelen sinyalin perdelemesi nedeniyle

seker protonlarinin diger etkilesme sabiti degerleri belirlenememistir.

49



mmmmmmmmmmmmmmmm
mmmmmmmmmmmmmmmm
............

w0
7ol
™
o~
<)
—

—76.698
—73.356
—69.677
—66.272

Wi ——

T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
190 180 170 160 150 140 130 120 110 100 90 80 70 60 50 40 30 20 10 ppm

Sekil 4. 21. Luteolin-7-O-B-ksilozit’in (5) **C-NMR spektrumu (**C-NMR 100 MHz
DMSO-de)

Luteolin-7-O-B-ksilozit’in (5) l?’C-NMR spektrumunda (Sekil 4.21) 20 karbon sinyali
goriilmektedir. 6. = 114,1 ve d. = 119,7 ppm’de goriilen sinyallerin sirasiyla, C-2' ve C-
6' ile d; = 116,5 ppm’de goriilen sinyallerin C-5" konumlarina ait oldugunu literatiirler
degerleri de desteklemektedir. .= 66,3-76,7 ppm’ler arasinda goriilen sinyaller ksiloz
molekiiliine aittir. 8, = 100,7 ppm’de goriilen sinyalin anomerik karbon atomuna ait

oldugu literatiir bilgileri ile karsilastirilarak karar verilmistir.
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Sekil 4. 22. Luteolin-7-O-B-ksilozit’in (5) LC-TOF-MS kromatogrami

Luteolin-7-O-B-ksilozit’in (5) LC-TOF-MS spektrumunda (Sekil 4.22) (-)-ESI MS: m/z
417,0935 g/mol ([M-H]’) ve m/z 835,1895 g/mol ([2M-H]) iyon pikleri gozlenmis ve

molekil formiilii CooH18019 Olarak belirlenmistir.
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4.3.2.6. Rozmarinik asit’in (6) Fiziksel ve Spektral Ozellikleri

Sekil 4. 23. Rozmarinik asit (6)

Rozmarinik asit (6) (Sekil 4.23) kolon kromatografisi ile silikajel dolgu maddesi
kullanilan kolonda % 90 EtOAc-%10 MeOH ¢oziicii sisteminde 469-529 nolu
fraksiyonlardan izole edildi (57 mg). izole edilen molekiiliin fiziksel goriiniimii ise sar1
renkli toz seklindedir. Bilesik C1gH160g kapali formiiliine sahip olup molekiil agirligi
m/z 360,0845 g/mol’diir. Rozmarinik asit (6) bilinen bir bilesik olup elde edilen ‘H-
NMR ve ®*C-NMR kimyasal kayma degerleri (Cizelge 4.9) literatiir (Aksit ve ark.,
2014) ile uyum i¢indedir.

Cizelge 4. 9. Rozmarinik asit’in (6) *H-NMR ve BC-NMR kimyasal kayma degerleri

Pozisyon Rozmarinik asit (6)
oc OH
1 - 125,82
2 7,06 (d, J = 1,4 Hz) 115,27
3 - 149,08
4 - 146,06
5 6,77 (d, J=8,1 Hz) 116,22
6 7,02 (dd, J=8,1,2,0Hz) | 122,07
7 7,46 (d, J = 15,8 Hz) 146,39
8 6,24 (d J = 15,8 Hz) 113,66
9 - 166,38
1' - 127,74
2' 6,69 (d, J=1,5Hz) 117,15
3 - 144,47
4' - 145,38
5' 6,54 (d J =7,92 Hz) 120,51
6' 6,65 (d J = 7,92 Hz) 115,85
7a' 2,93 (dd J = 14,1/10,0 Hz) | 36,58
7b' 2,94 (dd J=14,1/3,7 Hz) | 36,58
8' 5,08 (dd J=10,0/2,8Hz) | 73,26
9' - 171,30
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Sekil 4. 24. Rozmarinik asit’in (6) *H-NMR (*H-NMR 400 MHz, DMSO-d6)
spektrumu

Rozmarinik asit’in (6) "H-NMR spektrumu (Sekil 4.24) incelendiginde, = 7,02 (d, J =
2,2 Hz), 64 = 7,02 (dd, J = 8,1/2,0 Hz), dn = 6,79 (d, J = 8,1 Hz) ve 6= 6,74 (d, J= 2,2
Hz), 6y = 6,68 (d, J = 8,1 Hz), 6y = 6,62 (dd, J = 8,1/2,2 Hz) ppm’de iki grup aromatik
ABX sistem protonlar1 (sirastyla H-2, 6, 5 ve H-2', 5') 6' numarali protonlar)
gozlenmistir. oy = 7,46 (d, J = 15,8) ve oy = 6,24 (d, J = 15,8 Hz) ppm’deki kimyasal
kayma degerleri molekiilde birbirine gore trans konumda olan olefinik protonlarin
varligin1 géstermistir. oy = 5,08 (dd, J = 10,0/2,8 Hz) ppm’de gozlenen sinyalin oksijen
atomuna komsu olan H-8' protonu oldugu ve 6y = 2,93 ve (dd, J = 14,1/3,7 Hz), 64 =
2,94 (dd, J = 14,3/10,0 Hz) ppm’de gbzlenen sinyallerin C-7" konumundaki metilene ait

protonlar oldugu literatiirlerle karsilastirilarak tespit edilmistir.
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Sekil 4. 25. Rozmarinik asit’in (6) **C-NMR (**C-NMR 100 MHz, DMSO-d6)
spektrumu

Rozmarinik asit’in (6) *C-NMR spektrumu (Sekil 4.25) incelendiginde, **C-NMR
spektrumu incelendiginde iki fenil halkas1 izerinde OH gruplar ile siibstitiie olmus dort
tane C atomu bulunmustur. Bu karbonlar 6¢c = 146,1 (C-4), 149,1 (C-3), 144,5 (C-3') ve
145,4 (C-4") ppm’de sinyaller vermistir. iki tane karbonil karbonu &c = 171,3 (C-9"),
166,4 (C-9) ppm’de, olefinik karbonlar 6¢c = 146,4 (C-7), 113,7 (C-8) ppm’de, bir tane
de estere komsu karbon atomu oc = 73,3 (C-8') ppm’de goézlenmistir. Bulgular,

literatiirler ile desteklenerek bilesigin rozmarinik asit (6) oldugu belirlenmistir.
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Sekil 4. 26. Rozmarinik asit’in (6) DEPT-90, DEPT-135, APT NMR (**C-NMR100
MHz DMSO-dg) spektrumu

Rozmarinik asit’in (6) APT, DEPT-90 ve DEPT-135 spektrumlari (Sekil 4.26)
incelendiginde yapida 18 karbon atomu oldugu goriilmektedir. 18 karbondan 8 tanesi
kuaterner karbonu (DEPT-90 ve DEPT-135 spektrumlarinda sinyal vermeyen kisim), 9
tanesi metin karbonu (DEPT-90 ve DEPT-135 spektrumunda pozitif sinyal), 1 metilen
karbonu (DEPT-135 spektrumunda negatif ve APT spektrumundaki pozitif sinyaller)
icerdigi tespit edilmistir.
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Sekil 4. 27. Rozmarinik asit’in (6) LC-TOF-MS kromatogrami

Rozmarinik asit’in (6) LC-TOF-MS spektrumunda (Sekil 4.27) (-)-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 C;1gH;60g olarak belirlenmistir.
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4.3.2.7. Bifenil-3,3',4,4"-tetraol’iin (7) Fiziksel ve Spektral Ozellikleri

Sekil 4. 28. Bifenil-3,3',4,4'-tetraol (7)

Bifenil-3,3',4,4'-tetraol (7) bilesigi (Sekil 4.28) kolon kromatografisinde % 40 Hekzan -
%60 EtOAC ¢oziicii sisteminde karisik olarak elde edildi. %100 EtOAc ve %90 EtOAc-
%10 MeOH c¢oziicii sistemlerinde gelen fraksiyonlardan, ITK kontrollii olarak
birlestirilen 417-501 fraksiyon araligina preperatif HPLC uygulamasi (Bkz. Sekil 3.3)
ile 13 mg izole edildi. Beyaz renkli bifenil-3,3',4,4'-tetraol (7) kristalinin kapali formiilii
C12H1004 olup molekiil agirligi 218,0579 g/mol’diir. Bifenil-3,3',4,4'-tetraol (7) bilesigi
bilinen bir bilesik olup elde edilen *H-NMR ve *C-NMR kimyasal kayma degerleri
(Cizelge 4.10) literatiir (Bhutani ve ark., 2001) ile uyum i¢indedir.

Cizelge 4. 10. Bifenil-3,3'4,4"-tetraol’iin (7) *H-NMR ve *C-NMR kimyasal kayma

degerleri
Pozisyon Bifenil-3,3',4,4'-tetraol (7)

OH dc
1 - 129,92
2 6,63 (S) 117,37
3 - 145,16
4 - 143,95
5 6,60 (d, J=7,6 Hz) 115,65
6 6,45 (d, J=7,6 Hz) 120,50
1 - 129,92
2' 6,63 (S) 117,37
3 - 145,16
4' - 143,95
5' 6,60 (d, J=7,6 Hz) 115,65
6" 6,45 (d, J =7,6 Hz) 120,50
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Sekil 4. 29. Bifenil-3,3',4,4'-tetraol (7) *H-NMR spektrumu (*H-NMR 400 MHz,
DMSO-ds)

Bifenil-3,3',4,4'-tetraol (7) bilesiginin "H-NMR spektrumundan (Sekil 4.29), bilesigin
aromatik halka igerdigi tespit edilmistir. "H-NMR spektrumunda aromatik halkasina ait
proton rezonanslari, H-6 ve H-6" protonlar1 dy = 6,45 ppm’de (J = 7,6 Hz) dublet
seklinde, H-5, H-5' protonu éy = 6,60 ppm’de (J = 7,6 Hz) dublet seklinde, H-2 ve H-2'

protonlar1 84 = 6,63 ppm’de singlet seklinde rezonans olmustur.
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Sekil 4. 30. Bifenil-3,3',4,4"tetraol’iin (7) *C-NMR spektrumu (**C-NMR 100 MHz
DMSO-ds)

Bifenil-3,3',4,4'-tetraol’iin (7) **C-NMR spektrumu (Sekil 4.30) incelendiginde, 12 tane
karbon oldugu goriilmektedir. 12 karbondan o¢c = 129,9, dc = 143,9 ve dc = 145,2
ppm’de 6 tanesi kuaterner karbonu, 6 tanesi metin karbonu (C-2 / C-2', C-5/ C5' ve C-6
| C6' karbonlar1) simetrik olduklarinda ayni1 yerde rezonans olmustur. Bu verilere gore

bilesigin kapali formiilii C12H1904 olarak belirlenmistir

59



X105 |-ES| BPC Scan Frag=175.0v8.d Smooth

I EEEEEEEEEEEE
Couns vs. Acquisiion Tame i)

-
~
.
-
o
-
~
oo
]

x105 |-ESI Scan (2.038 min) Frag=175.0V 8.

197.0468

i 35,0984

179.0360
02 135.0458 l

04 — l J | L Ll R -
100 120 140 160 180 200 220 240 260 280 300 320 340 360 30 400 420 440 460 480 500 520 540 560 580 600 620 640 660 680 700 720 740 760 780 800 820 840 860 880 %00
Counts vs. Mass-to-Charge (miz)

Sekil 4. 31. Bifenil-3,3',4,4'-tetraol’tin (7) LC-TOF-MS kromatogrami

Bifenil-3,3',4,4'-tetraol’iin (7) LC-TOF-MS spektrumunda (Sekil 4.31) (-)-ESI MS: m/z
197,0468 g/mol ([M-H,0]) iyon piki gozlenmis ve molekiil formiilii C1gH160g Olarak

belirlenmistir.
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4.3.2.8. Origanofuran A’nin (8) Fiziksel ve Spektral Ozellikleri

Sekil 4. 32. Origanofuran A (8)

Origanofuran A (8) bilesigi (Sekil 4.32), kolon kromatografisinde %90 EtOAc-%10

MeOH c¢oziicii sisteminde toplanan fraksiyon araliklarinin P-HPLC uygulamasinda 14

mg izole edildi (Bkz. Sekil 3.3). Bilesik metanol iginde iki giin bekletilip amorf, beyaz
renkte kati olarak elde edilmistir. Origanofuran A’min (8) 'H-NMR ve *C-NMR

kimyasal kayma degerleri (Cizelge 4.11) verilmistir. Bilesigin LC-TOF-MS
spektrumunda (Sekil 4.33). (-)-ESI MS: m/z 287,0592 ([M-CO,]), m/z 331,0489 ([M-
H]) ve m/z 663,1043 ([2M-H]) iyon pikleri gézlenmis ve molekiil formiilii C16H1,0g

olarak belirlenmistir.
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Sekil 4. 33. Origanofuran A’nin (8) LC-TOF-MS kromatogrami
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Cizelge 4. 11. Origanofuran A’nin (8) *H-NMR ve *C-NMR kimyasal kayma degerleri

Pozisyon Origanofuran A (8)

6H 6C
2 6,17 (d, J=1,7 Hz) 85,21
3 4,13 (d, J=1,7 Hz) 57,63
3a - 132,97
4 - 126,83
5 7,23 (d, J=8,4 Hz) 124,51
6 6,71 (d, J = 8,4 Hz) 116,01
7 - 144,34
7a - 145,57
8 - 169,63
9 - 172,42
1 - 125,01
2' 6,56 (d, J=1,9 Hz) 112,76
3 - 146,01
4' - 145,73
5' 6,65 (d, J=8,1 Hz) 115,93
6' 6,49 (dd, J=8,1/1,9 Hz) | 116,68
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Sekil 4. 34. Origanofuran A’nin (8) *H-NMR spektrumu (*H-NMR 400 MHz, DMSO-
de)
Origanofuran A’nin (8) *H-NMR spektrumu (Sekil 4.34) incelendiginde, & = 6,49 (dd,
J=8,1,19 Hz), 64=6,65 (d, J = 8,1 Hz) ve 64 = 6,56 (d, J = 1,9 Hz) ppm’de aromatik
ABX sistem protonlari (sirastyla H-12, 13, 16 numarali protonlar) di-siibstitiie aromatik
halkanin varligint gostermektedir. HETCOR analizinde (Sekil 4.37) bu protonlarin
sirasiyla 6c = 116,6, 8¢ = 115,9 ve &¢c = 112,7 karbonlariyla korelasyonu goriilmiistiir ve
bu protonlarin 6c = 145,7 ve d¢c = 146,0 karbonlariyla gézlenen HMBC korelasyonu
halkanin 3,4-dihidroksi siibstitiie oldugunun kanitidir. 6¢c = 85,21 (C-2) karbonuna baglh
oy = 6,17 ppm’deki (d, J = 1,7 Hz) ve 6c = 57,63 (C-3) karbonuna bagli 4,13 ppm’deki
(d, J=1,7 Hz) protonlar1 benzofuran halkasinin varhigin1 gostermektedir ve bu iki
protonun etkilesme sabitlerinin kiigiik olmasindan dolayr birbirlerine gore trans
konumunda oldugu belirlenmistir. Bu protonlarin her ikisi de 6¢c = 172,4 (C-9) karbonu
ile HMBC korelasyonu (Sekil 4.39), 3 numarali karbonda karboksilik asit grubunun
bagl oldugunu gosterir. 6y = 7,23 (d, J = 8,4 Hz) ve o4 = 6,71 (d, J = 8,4 Hz) ppm’de
gbzlenen sinyaller orto siibstitiie aromatik halkanin varligin1 ortaya koymaktadir. Bu
protonlarin d¢c = 144,3 (C-7) karbonuyla HMBC korelasyonu, halkaya 7 konumundan
hidroksi grubunun bagl oldugunu ve oy = 7,23 protonunun 6c = 169,6 karbonuyla

etkilesmesi 4 konumuna karboksilik asit grubunun bagli oldugunu gostermektedir.
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Sekil 4. 35. Origanofuran A’nin (8) *C-NMR spektrumu (100 MHz DMSO-ds)

Origanofuran A’nin (8) *C-NMR spektrumu (Sekil 4.35) incelendiginde, *C-NMR
spektrumu incelendiginde iki fenil halkasi lizerinde -OH gruplari ile siibstitiie olmus {i¢
tane C atomu bulunmustur. Bu karbonlar &¢c = 144,3 (C-7), 145,7 (C- 4, 146,0 (C-
3)’de sinyaller vermistir. Iki tane karbonil karbonu ¢ = 172,4 (C-9), 169,6 (C-8)

ppm’de, bir tane de estere komsu karbon atomu 8¢ = 85,2 (C-2) ppm’de gozlenmistir.
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Sekil 4. 36. Origanofuran A’nin (8) APT ve DEPT135 (**C-NMR100 MHz DMSO-ds)
spektrumu

Origanofuran A’ya (8) ait APT ve DEPT-135 spektrumlar1 (Sekil 4.36) incelendiginde
yapida 16 karbon atomu oldugu gorilmektedir. 16 karbondan 9 tanesi kuaterner
karbonu (DEPT-135 spektrumlarinda sinyal vermeyen kisim), 7 tanesi metin karbonu
(DEPT-135 spektrumunda pozitif sinyal), igerdigi tespit edilmistir.
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Sekil 4. 37. Origanofuran A’nin (8) HETCOR spektrumu (*H-NMR 400 MHz,*C-NMR
100 MHz DMSO-dg)

HETCOR spektrumunda, bilesikteki proton karbon eslesmeleri tespit edilmektedir.
Origanofuran A’nin (8) HETCOR spektrumunda (Sekil 4.37), gorildugi gibi,
benzofuran halkasindaki C-3 (6¢c = 57,6) karbonunun &4 = 4,13 protonuyla, C-2 (6¢c =
85,2) karbonunun 6y = 6,17 protonuyla korele oldugu ve 3,4-dihidroksi siibstitiie olan
benzen halkasindaki C-2' (6¢c = 112,7) karbonunun &y = 6,56 ppm’deki protonla, C-6'
(8¢ = 116,6) karbonunun 8y = 6,49 ppm’deki protonla, C-5' (8¢ = 115,93) karbonunun 8y
= 6,65 ppm’deki protonla ve C-5 (d¢c = 124,51) karbonunun dy = 7,23 ppm’deki protonla

etkilestigi belirlenmistir.
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Sekil 4. 38. Origanofuran A’nin (8) COSY spektrumu (*H-NMR 400 MHz DMSO-dg)

Origanofuran A’nin (8) COSY (proton-proton etkilesmeleri) spektrumu (Sekil 4.38)
incelendiginde benzofuran halkasindaki H-2 (64 = 6,17) protonunun H-3 (64 = 4,13)
protonuyla, H-5' (64 = 6,65) protonunun H-6" protonuyla ve H-5 (84 = 7,23) protonuyla
etkilestigi goriilmektedir.

Origanofuran A’ya (8) ait HMBC spektrumu ve HMBC korelasyonlar1 (Sekil 4.39 ve
4.40) asagida verilmistir. Tim etkilesimler, molekiiliin yapisinin dogrulugunu
desteklemekte ve Ozellikle karbonil gruplarimin konumlarini, 3,4-dihidroksi stibstiitie
benzen halkasmnin benzofuran grubuna 2 konumundan baglandigimni goéstermesi gibi

onemli bilgiler saglamistir.

67



N

" H2/C3 0
=70
80
H2'/C2 # 1 H6'/C2
90
100
WHG'/C2' ¥ H2/C2 110
H5/C6 i) # H2/Ce' * H2/C6' o
H5/C4 Wi g Has " H2/C4 H3/C4 30
H3/C3a " !

140

H5/C7 W KL % H2/C7a H3/C7a ¥
ofgeE =
EE g EE 160
H5/C8 W » H2/C9 H3/C9 # 170
180

7.I4 ' 7.[2 7.I0 ' 618 ' 6?6 I 6!4 ' 612 ' 6TO I 518 ' 5!6 l 514 ' 512 ' 5:0 I 458 ' 4f6 ' 414 I 412 ' 4:0 '

ppm

Sekil 4. 39. Origanofuran A’nin (8) HMBC spektrumu (**C-NMR100 MHz DMSO-ds)
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Sekil 4. 40. Origanofuran A’nin (8) HMBC korelasyonlari
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Sekil 4. 41. Origanofuran A’nin (8) dc, oy ve etkilesme sabiti degerleri
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4.3.2.9. Origanofuran B’nin (9) Fiziksel ve Spektral Ozellikleri

Sekil 4. 42. Origanofuran B (9)

Origanofuran B (9) (Sekil 4.42), kolon kromatografisinde %90 Etil asetat-% 10 MeOH
¢oziicii sisteminde toplanan 417-501 fraksiyon araliklarinin P-HPLC uygulamasinda 17
mg izole edildi. (Bkz. Sekil 3.3). Bilesik metanol i¢inde iki giin bekletilip amorf, sariya
yakin renkte olan kat1 olarak elde edilmistir. Origanofuran B’nin (9) ‘H-NMR ve 3C-
NMR kimyasal kayma degerleri (Cizelge 4.12) verilmistir.
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Sekil 4. 43. Origanofuran B’nin (9) LC-TOF-MS kromatogrami

Origanofuran B’nin (9) LC-TOF-MS spektrumunda (Sekil 4.43) (-)-ESI MS: m/z
555,1581 ([M-COOQOH]’) ve m/z 635,1237 ([M+CI]’) iyon pikleri gézlenmis ve molekiil

formiilii CpgH28014 Olarak belirlenmistir.
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Cizelge 4. 12. Origanofuran B’nin (9) *H-NMR ve *C-NMR kimyasal kayma degerleri

Pozisyon Origanofuran B (9)
on dc
2 5,65 (d, J=5,3 Hz) 87,33
3 4,39 (d, J=5,3 Hz) 58,12
3a - 128,30
4 7,39 (d, J = 8,4 Hz) 124,27
5 6,81 (d, J = 8,4 H?) 116,57
6 - 118,19
7 - 146,64
7a - 148,25
8 - 165,44
9 - 173,18
10a 5,13 (d,J=12,2 Hz) 65,77
10b 5,19 (d,J=12,2 Hz) 65,77
1' - 132,49
2' 6,74 (d, J=2,2 Hz) 113,12
3 - 145,91
4 - 146,06
5' 6,72 (d, J=8,1 Hz) 115,97
6' 6,64 (d, J=8,1 Hz) 117,22
1" - 129,98
2" 7,33 (d, J=8,5Hz) 130,11
3" 7,03 (d, J=8,5Hz) 116,64
4" - 157,71
5" 7,03 (d, J=8,5Hz) 116,64
6" 7,33 (d, J=8,5 Hz) 130,11
1 4,87 (d,J=7,3H2z) 100,81
2" 3,23 (m) 73,70
3™ 3,27 (m) 77,09
4" 3,16 (m) 70,19
5 3,31 (m) 77,49
6'"'a 3,48 (m) 61,17
6'"'b 3,66 (m) 61,17
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Sekil 4. 44. Origanofuran B’nin (9) *H-NMR spektrumu (400 MHz, DMSO-ds)

Origanofuran B’nin (9) *H-NMR ve *C-NMR kimyasal kayma degerleri (Cizelge 4.12)
ve 'H-NMR spektrumu (Sekil 4.44) incelendiginde, 54 = 6,64 (dd, J = 8,1/2,2 Hz), &y =
6,72 (d, J = 8,1 Hz) ve 64 = 6,74 (d, J = 2,2 Hz) ppm’de aromatik ABX sistem
protonlart (sirasiyla H-6', 5', 2' numarali protonlar) di-siibstitiie aromatik halkanin
varhgimi gostermektedir. HETCOR analizinde (Sekil 4.47) bu protonlarin sirasiyla d¢ =
117,2 6¢c = 115,9 ve 6c = 113,1 karbonlariyla korelasyonu goriilmiistiir ve bu protonlarin
dc = 145,7 ve dc = 146,0 karbonlariyla gézlenen HMBC korelasyonu (Sekil 4.49)
halkanin 3,4-dihidroksi siibstitiie oldugunun kanitidir. ¢ = 87,3 (C-2) karbonuna bagl
o =6,17 (d, J = 1,7 Hz) ve 6c = 58,1 (C-3) karbonuna bagli 6y = 4,39 (d, J = 5,3 Hz)
protonlart benzofuran halkasinin varligim1 gostermektedir ve bu iki protonun etkilesme
sabitlerinin biiylik olmasindan dolayr birbirlerine goére cis konumunda oldugu
belirlenmis ve literatiirle desteklenmistir (Yan ve ark., 2004). Bu protonlarin her ikisinin
de HMBC korelasyonu, 3 numarali karbona (6c = 173,1 karbonu ile) karboksilik asit
grubunun bagli oldugunu dogrulamaktadir. 64 = 7,39 (d, J = 8,4 Hz) ve 64 = 6,81 (d, J =
8,4 Hz) ppm’de gozlenen sinyaller orto siibstitiie aromatik halkanin varligimi ortaya
koymaktadir. Bu protonlarin 6c = 146,6 karbonuyla HMBC korelasyonu, halkaya 7
konumundan hidroksi grubunun bagli oldugunu ve dy = 6,81 protonunun &¢c = 165,4

karbonuyla etkilesmesi 6 konumuna karboksil grubunun bagl oldugunu gostermektedir.
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Bilesigin *H spektrumunda goriilen 8= 7,33 (d, J = 8,5 Hz) ve &= 7,03 (d, J = 8,5 Hz)
proton sinyalleri, yapida baska bir aromatik halkanin varligimi géstermektedir. HMBC
spektrumunda 6y = 5,13 (d, J = 12,2 Hz) ve 64 = 5,19 (d, J = 12,2 Hz) protonlarinin ¢ =
165,4 (C-10 karbonunu), (C-8) ile etkilestigi belirlenmesiyle (-OH kismindan) bag
yaptigl ve yine bu protonlarin dc = 129,9 (C-1") karbonuyla etkilesmesiyle aromatik
halkaya C-1" konumundan bagli oldugu belirlenmistir. Bilesigin *H spektrumunda 3-5
ppm araliginda goriilen sinyaller yapida bir seker grubunun oldugunu gostermektedir.
HMBC spektrumuna bakildiginda sekerin anomerik protonunun 6y = 4,87 (d, J = 7,3
Hz), d¢c = 157,7 (C-4") karbonuyla korele oldugu belirlenmis ve aromatik halkaya C-4"
konumundan bagli oldugu belirlenmistir. Ayrica anomerik protonun J = 7,3 Hz’lik
etkilesimine sahip olmasi sekerin konfiigrasyonunun trans-diaksiyal (f-konfigrasyon)

oldugunu gosterir.

Sekil 4. 45. Origanofuran B’nin (9) *C-NMR spektrumu (100 MHz DMSO-ds)

Origanofuran B’nin (9) *C-NMR spektrumu (Sekil 4.45) incelendiginde, *C-NMR
spektrumu incelendiginde iki fenil halkasi lizerinde -OH gruplari ile siibstitiie olmus ti¢
tane C atomu bulunmustur. Bu karbonlar 6¢c = 146,6 (C-1), 145,9 (C-26), 146,1 (C-
26)’de sinyaller vermistir. Iki tane karbonil karbonu 8¢ = 165,4 (C-7), 173,2 (C-21)
ppm’de, bir tane de estere komsu karbon atomu o¢ = 87,3 (C-23) ppm’de gozlenmistir.

Bulgular, literatiirler ile desteklenmistir.
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Sekil 4. 46. Origanofuran B’nin (9) APT, DEPT-135 ve DEPT90 (**C-NMR100 MHz
DMSO-dg) spektrumu

Origanofuran B’ye (9) ait APT, DEPT-135 ve DEPT-90 spektrumlar1 (Sekil 4.46)
incelendiginde yapida 29 karbon atomu oldugu goriilmektedir. 29 karbondan 10 tanesi
kuaterner karbon (DEPT-135 spektrumlarinda sinyal vermeyen kisim), 17 adet —CH

(DEPT-135 spektrumunda pozitif sinyaller) (C-3", 5" ve C-2", C-6" simetrik karbonlar)
ve 2 adet -CH, (DEPT-135 spektrumunda negatif sinyaller) karbonu igerdigi tespit

edilmistir.
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Sekil 4. 47. Origanofuran B’nin (9) HETCOR spektrumu (*H-NMR 400 MHz,"*C-NMR
100 MHz DMSO-dg)

Origanofuran B’nin (9) HETCOR spektrumunda (Sekil 4.47) gorildigi gibi,
benzofuran halkasindaki C-5 (8¢ = 116,5) karbonunun éy = 6,81 protonuyla, C-4 (8¢ =
124,2) karbonunun &y = 7,39 protonuyla C-3 (8¢ = 58,1) karbonunun oy = 4,39
protonuyla, C-2 (6¢c = 87,3) karbonunun &y = 5,65 protonuyla korele oldugu ve 3.4-
dihidroksi siibstitiie olan benzen halkasindaki C-2' (6¢c = 113,1) karbonunun 6y = 6,7
protonuyla, C-6' (¢ = 117,2) karbonunun &y = 6,64 protonuyla, C-5' (6¢c = 115,9)
karbonunun 8y = 6,72 protonuyla korele oldugu, C-10 (8¢ = 65,7) karbonunun oy =
5,13/5,19 protonlariyla etkilestikleri, seker protonlarindan C-1" (8¢ = 100,8)
karbonunun oy = 4,87 protonuyla, 2" (d¢c = 73,7) karbonunun 6y = 3,23 protonuyla, 3™
(0c = 77,1) karbonunun oy = 3,27 protonuyla, 4" (6¢c = 70,2) karbonunun oy = 3,16
protonuyla, 5" (8¢ = 77,5) karbonunun &y = 3,31 protonuyla, 6" (3¢ = 61,1) karbonunun
on = 3,48/3,66 protonlariyla etkilestigi belirlenmistir.
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Sekil 4. 48. Origanofuran B’nin (9) COSY spektrumu (*C-NMR100 MHz DMSO-ds)

Origanofuran B’nin (9) COSY spektrumu (Sekil 4.48) (proton-proton etkilesmeleri)
incelendiginde benzofuran halkasindaki H-2 (34 = 5,65 ppm) protonunun H-3 (&4 = 4,39
ppm) protonuyla, H-4 (64 = 7,39 ppm) protonunun H-5 (&4 = 6,81 ppm) protonuyla, H-
5' (dy = 6,72 ppm) protonunun H-6' protonuyla (6 = 6,64 ppm) protonuyla korele
oldugu, sekerin bagli oldugu aromatik halkada bulunan H-2" (64 = 7,33 ppm)
protonunun H-3" ve H-5" protonlariyla (64 = 7,03 ppm) etkilestigi, seker protonlarindan
H-1" (6 = 4,87 ppm) protonunun H-2"" (84 = 3,23 ppm) protonuyla, H-4" (6 = 3,16
ppm) protonunun H-5" (64 = 3,31 ppm) protonuyla ve H-6"b (64 = 3,66 ppm)
protonunun H-4" ve H-5"' (6 = 3,16 /3,31 ppm) protonlariyla etkilestigi belirlenmistir.
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4.3.2.10. Apigenin-7-0O-B-glukoronid’in (10) Fiziksel ve Spektral Ozellikleri

OH 2 OH

Sekil 4. 52. Apigenin-7-O-B-glukoronid (10)

Apigenin-7-O-B-glukoronid (10) (Sekil 4.52), kolon kromatografisinde % 20 Hekzan -
%80 Etil asetat ¢oziicii sisteminde gelen fraksiyonlardan, ITK kontrollii olarak
birlestirilen 570-584 fraksiyon araligina preperatif HPLC uygulamasi (Bkz. Sekil 3.3)
ile 19 mg izole edildi. Kat1 ve agik sar1 renkli Apigenin-7-O-B-glukoronid’in (10) kapali
formiili Cy1H18011 olup molekiil agirligt 446,0849 g/mol’diir. Apigenin-7-O-f-
glukoronid (10) bilinen bir bilesik olup elde edilen *H-NMR ve *C-NMR kimyasal
kayma degerleri (Cizelge 4.13) literatiir (Iwashina, 2012) ile uyum igindedir.

Cizelge 4. 13. Apigenin-7-O-B-glukoronid’in (10) *H-NMR ve *C-NMR kimyasal
kayma degerleri

Pozisyon Apigenin-7-O-B-glukoronid (10)
Jc oy

2 164,77
3 6,86 (s) 103,56
4 182,45
5 161,87
6 6,46 (s) 99,85
7 163,66
8 6,86 (s) 95,12
9 157,41
10 105,90
r 121,44
2° 7,95 (d, J=8,5Hz) 129,07
3 6,95 (d, J=8,5Hz) 116,48
4° - 161,62
5° 6,95 (d, J = 8,5 Hz) 116,48
6’ 7,95 (d, J=8,5Hz) 129,07
1°° 5,26 (d, J=7,0 Hz) 99,65
2 3,38 (M) 71,78
3 3,29 (m) 73,24
4 4,02 (d, J =9,2 Hz) 75,72
5 3,33 (M) 76,18
6 - 170,80
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Sekil 4. 53. Apigenin-7-O-B-glukoronid’in (10) *H-NMR spektrumu (400 MHz,
DMSO-ds)

Apigenin-7-0O-B-glukoronid’in (10) 'H-NMR spektrumuna (Sekil 4.53) bakildiginda 3,
=7,95 (d, J = 8,5 Hz) ppm’de goriilen sinyaller B halkasinin C-2’ ve C-6' protonlarina,
6,95 (d, J = 8,5 Hz) ppm’de goriilen sinyaller B halkasinin C-3’ ve C-5' protonlarina, 3,
= 6,46 ile 6, = 6,86 ppm’de goriilen sinyaller ise A halkasinin C-6 ve C-8 protonlarina
ait oldugu tespit edilmistir. 8, = 6,86 ppm’de singlet olarak goriilen bu sinyal
molekiilimiiziin flavon olduguna isaret eder. 8, = 5,26 goriilen sinyal glikoz

molekiillerinin anomerik protona aittir. Anomerik proton dublete yarildig1 ve etkilesme
sabitlerinin J = 7,0 Hz oldugu goriilmistiir, buradan da glukozun g konfigrasyonda

olduguna karar verilmistir.
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Sekil 4. 54. Apigenin-7-O-B-glukoronid’in (10) **C-NMR spektrumu (**C-NMR 100
MHz DMSO-dg)

Apigenin-7-O-B-glukoronid’in (10) 13C-NMR spektrumu (Sekil 4.54) incelendiginde 20
karbon sinyali goriilmektedir. 6. = 129,1 ve 6. = 116,5 ppm’de goriilen sinyallerin
sirastyla, C-2' ve C-6" ile C-3' ve C-5" konumlarina ait oldugunu literatiirler degerleri de
desteklemektedir. 8. = 70-77 ppm’ler arasinda goriilen sinyaller glikoz molekiiliine
aittir. 6 = 99,65 ppm’de goriilen sinyalin anomerik karbon atomuna ait oldugu ve 170

ppm’ de ise glukoronidin karbonil sinyali literatiir bilgileri ile karsilastirilarak karar

verilmistir.
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Sekil 4. 55. Apigenin-7-O-B-glukoronid’in (10) LC-TOF-MS kromatogrami

Apigenin-7-O-B-glukoronid’in (10) LC-TOF-MS spektrumunda (Sekil 4.55) (-)-ESI
MS: m/z 445,0931 g/mol ([M-H]) ve m/z 891,1868 g/mol ([2M-H]) iyon pikleri

gozlenmis ve molekiil formiilii C21H18011 olarak belirlenmistir.
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4.3.2.11. Acacetin-7-O-B-glukoronid’in (11) Fiziksel ve Spektral Ozellikleri

Sekil 4. 56. Acacetin-7-O-B-glukoronid (11)

Acacetin-7-O-B-glukoronid (11) (Sekil 4.56), kolon kromatografisinde % 20 Hekzan -
%80 Etil asetat ¢oziicii sisteminde gelen fraksiyonlardan, ITK kontrollii olarak
birlestirilen 570-584 fraksiyon araligina preperatif HPLC uygulamasi1 (Bkz. Sekil 3.3)
ile 15 mg izole edildi. Kat1 ve agik sar1 renkli Acacetin-7-O-f-glukoronid (11) kapali
formiilii CH20011 olup molekill agirhigi 460,1006 g/mol’diir. Acacetin-7-O-p-
glukoronid (11) bilinen bir bilesik olup elde edilen *H-NMR ve *C-NMR kimyasal
kayma degerleri (Cizelge 4.14) literatiir (Porfirio ve ark., 2010) ile uyum igindedir.

Cizelge 4. 14. Acacetin-7-O-B-glukoronid’in (11) *H-NMR ve **C-NMR kimyasal

kayma degerleri

Pozisyon Acacetin-7-O-p-glukoronid

OH oc
2 - 164,31
3 6,96 () 104,27
4 - 182,52
5 - 162,94
6 6,45 (S) 100,05
7 - 163,39
8 6,86 (s) 95,12
9 - 157,46
10 - 105,87
1° - 123,16
2’ 8,08 (d, J = 6,9 Hz) 128,93
3’ 7,14 (d, J = 8,2 Hz) 115,12
4° - 161,56
5’ 7,14 (d, J = 8,2 H2) 115,12
6’ 8,08 (d, J = 6,9 Hz) 128,93
4#0CH; | 3,86 (s) 56,07
17 5,16 (d, J = 7,4 Hz) 99,8
2 3,28 (d,J =7,9 Hz) 73,34
3 3,31 (m) 76,62
4” 3,28 (d, J=7,9 Hz) 72,14
5 3,81 (m) 74,93
6 - 171,59
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Sekil 4. 57. Acacetin-7-O-B-glukoronid’in (11) **C-NMR spektrumu (400 MHz DMSO-
ds)
Acacetin-7-O-B-glukoronid’in (11) 'H-NMR spektrumuna (Sekil 4.57) bakildiginda 3,

= 8,08 (d, J = 6,9 Hz) ppm’de goriilen sinyaller B halkasinin C-2" ve C-6' protonlarina,
7,14 (d, J = 8,2 Hz) ppm’de goriilen sinyaller B halkasinin C-3’ ve C-5' protonlarina, J,,

= 6,46 ile 6, = 6,86 (s) ppm’de goriilen sinyaller ise A halkasinin C-6 ve C-8
protonlarma ait oldugu tespit edilmistir. 6, = 6,86 ppm’de singlet olarak goriilen bu
sinyal molekiiliimiiziin flavon olduguna isaret eder. 6, = 5,16 goriilen sinyal glikoz

molekiillerinin anomerik protonuna aittir. Anomerik proton dublete yarildigi ve
etkilesme sabitlerinin J = 7,4 Hz oldugu goriilmiistiir, buradan da glukozun /S

konfigrasyonda olduguna karar verilmistir.
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Sekil 4. 58. Acacetin-7-O-B-glukoronid’in (11) *C-NMR spektrumu (100 MHz DMSO-
de)

Acacetin-7-O-B-glukoronid’in (11) 13C-NMR spektrumunda (Sekil 4.58) 20 karbon
sinyali goriilmektedir. 6. = 128,9 ve . = 115,1 ppm’de goriilen sinyallerin sirasiyla, C-
2" ve C-6" ile C-3' ve C-5" konumlarma ait oldugunu literatiirler degerleri de
desteklemektedir. 8. = 70-77 ppm’ler arasinda goriilen sinyaller glukoz molekiiliine
aittir. 5. = 99,8 ppm’de goriilen sinyalin anomerik karbon atomuna ait oldugu ve . =

171,6 ppm’ de ise glukoronid karbonil sinyali literatiir bilgileri ile karsilastirilarak karar

verilmistir.
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Sekil 4. 59. Acacetin-7-O-B-glukoronid’in (11) LC-TOF-MS kromatogrami

Acacetin-7-O-B-glukoronid’in (11) LC-TOF-MS spektrumunda (Sekil 4.59) (-)-ESI
MS: m/z 459,1056 g/mol ([M-H]) ve m/z 283,0711 g/mol ([M-ksiloz]) iyon pikleri

gbzlenmis ve molekiil formiilii C2H20011 olarak belirlenmistir.
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4.3.2.12. Litospermik asit B nin (12) Fiziksel ve Spektral Ozellikleri

Sekil 4. 60. Litospermik asit B (12)

Litospermik asit B (12) (Sekil 4.60), kolon kromatografisinde %20 MeOH-%80 EtOAc
¢oziicii sisteminde gelen fraksiyonlardan, iTK kontrollii olarak birlestirilen 503-610
fraksiyon araligina preperatif HPLC uygulamasi (Bkz. Sekil 3.5) ile 33 mg izole edildi.
Beyaz toz seklindeki Litospermik asit B’nin (12) kapali formiilii C3sH30016 Olup
molekil agirligi 718,1534 g/mol’diir. Litospermik asit B (12) bilinen bir bilesik olup
elde edilen *H-NMR ve **C-NMR kimyasal kayma degerleri (Cizelge 4.15) literatiir
(Sun ve ark., 2009; Murata ve ark., 2013) ile uyum igindedir.

90



Cizelge 4. 15. Litospermik asit B’nin (12) *H-NMR ve *C-NMR kimyasal kayma

degerleri
Pozisyon Litospermik asit B

O oc

2 5,63 (d, J =4,52 Hz) 86,54

3 4,32 (d,J =4,61 Hz) 56,15
4 - 123,30
5 7,19 (d, J=8,51 Hz) 121,62
6 6,80 (d, J = 8,41 Hz) 117,59
7 - 147,70
8 - 146,09
9 - 125,36
a 6,22 (d, J = 15,90 Hz) 116,68
B 7,39 (d, J = 15,90 Hz) 141,74
1 - 128,46
2' 6,70 (m) 112,99
3 - 145,43
4' - 144,33
5' 6,59 (d, J = 8,28 Hz) 115,69
6' 6,71 (m) 115,98
1" - 128,77
2" 6,54 (m) 117,42
3" - 145,88
4" - 145,51
5" 6,57 (m) 116,83
6" 6,29 (d, J = 7,90 Hz) 120,24

7" 2,94 /2,80 (m) 37,03

8" 4,92 (dd, J = 9,5/5,3 Hz) 75,04
9" - 171,62
10" - 166,26
1" - 131,88
2" 6,76 (s) 117,30
3" - 144,26
4'" - 144,08
5 6,71 (m) 115,98
6" 6,47 (d, J =7,78 Hz) 120,15

7 2,75 (m) 36,76

g 4,97 (dd, J = 9,6/4,0 Hz) 75,78
9" - 170,79
10" - 172,01
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Sekil 4. 61. Litospermik asit B’nin (12) *H-NMR spektrumu (*H-NMR 400 MHz
DMSO-dg)

Litospermik asit B’nin (12) 'H-NMR spektrumuna (Sekil 4.61) incelendiginde,
aromatik protonlarin geldigi 6-8 ppm araliginda B halkasina ait oy = 6,54 (m), on = 6,29
(d, J=7,90 Hz) ve d4= 6,57 (m) ppm’de aromatik ABX sistem protonlar1 (sirasiyla H-
2", 6", 5" numarali protonlar) di-siibstitiie aromatik halkanin varligini, HETCOR
analizinde (EK-II’de verilmistir) bu protonlarin sirasiyla 6¢c = 117,4, 6¢c = 120,2 ve 6¢c =
116,8 karbonlariyla korelasyonu goriilmiistiir ve bu protonlarin 8c=145,9 ve 6c=145,5
karbonlariyla gozlenen HMBC korelasyonu halkanin 3" ,4"'-dihidroksi siibstitiie
oldugunun kanitidir. C halkasina ait 6y = 6,70 (d, J = 9,66 Hz), 4 = 6,70 (d, J = 9,66
Hz) ve oy = 6,59 (d J = 8,28 Hz) ppm’de aromatik ABX sistem protonlar1 (sirastyla H-
2', 6', 5" numarali protonlar) di-siibstitlie aromatik halkanin varligini, HETCOR
analizinde (Ek-1I’de verilmistir) bu protonlarin sirasiyla 6¢c = 113,0, 6¢c = 116,0 ve oc =
115,7 karbonlariyla korelasyonu goriilmiistiir ve bu protonlarin 6¢c = 145,4 ve oc = 144,3
karbonlartyla gozlenen HMBC korelasyonu halkanin 3',4'-dihidroksi siibstitiie
oldugunun kanitidir. D halkasina ait dy = 6,76 (m), oy = 6,47 (d, J = 7,78 Hz) ve oy =
6,70 (d J = 9,66 Hz) ppm’de aromatik ABX sistem protonlari (sirasiyla H-2""", 6™, 5"
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numarali protonlar) di-siibstitiie aromatik halkanin varligini, HETCOR analizinde (Ek-
I’de verilmistir) bu protonlarin sirasiyla 6¢c = 117,3, ¢ = 120,2 ve oc = 116,0
karbonlariyla korelasyonu goriilmiistiir ve bu protonlarin oc = 144,3 ve oc = 1441
karbonlartyla gozlenen HMBC korelasyonu halkanin 3''*,4""'-dihidroksi siibstitiie
oldugunun kanitidir. Son olarak da A halkasina ait 6y = 7,19 (d, J = 8,51 Hz), o4 = 6,80
(d, J = 8,41 Hz) sirasiyla H-5 ve H-6 protonlarinin HETCOR analizinde (Ek-II’de
verilmistir) bu protonlarin sirastyla 6c = 121,6 ve 6¢c = 117,6 karbonlariyla korelasyonu
gorilmistiir. Bu veriler goz oOniine alindiginda bilesigin dort adet aromatik halka
icerdigi literatiirlerle desteklenerek belirlenmistir. d¢c = 86,54 (C-2) karbonuna bagli oy =
5,63 ppm’deki (d, J = 4,5 Hz) ve ¢ = 56,15 (C-3) karbonuna bagli 4,32 ppm’deki (d, J
= 4,60 Hz) protonlar1 benzofuran halkasinin varligini géstermektedir ve bu iki protonun
etkilesme sabiti degerleri ile birbirlerine gore trans konumunda oldugu literatiirlerle
karsilastirilarak belirlenmistir. Bu protonlarin her ikisi de 6¢ = 172,0 (C-10"") karbonu
ile HMBC korelasyonu (Ek-II’de verilmistir), 3 numarali karbonda karboksilik asit
grubunun baglh oldugunu gésterir. oy = 7,19 (d, J = 8,50 Hz) ve 6y = 6,80 (d, J = 8,41
Hz) ppm’de gozlenen sinyaller orto siibstitiie aromatik halkanin (A halkas1) varligini
ortaya koymaktadir. Bu protonlarin d¢c = 147,7 (C-7) karbonuyla HMBC korelasyonu,
halkaya 7 konumundan hidroksi grubunun bagli oldugunu ve 6y = 7,19 protonunun d¢ =
141,7 karbonuyla etkilesmesi 4 konumundan konjuge o, p doymamus ¢ift bag sisteminin
bagli oldugunu gostermektedir. o, f doymamis sistem protonlarinin (6y = 6,22 ve oy =
7,39 ) J = 15,90 Hz’lik etkilesime sahip olmasi bu protonlarin birbirine gore trans

konumunda oldugunu gostermis ve literatiirlerle desteklenmistir.
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Sekil 4. 62. Litospermik asit B’nin (12) *C-NMR spektrumu (**C-NMR 100 MHz
DMSO-dg)
Litospermik asit B nin (12) BC-NMR spektrumu (Sekil 4.62) incelendiginde, BC-NMR
spektrumu incelendiginde d¢c = 147,7 (C-7), 144,3 (C-4"), 145,4 (C- 3", 145,5 (C-4"),
145,9 (C-3"), 144,1 (C-4™), 144,3 (C-3")’de sinyalleri fenil halkalar1 iizerinde -OH
gruplari ile siibstitiie olmus yedi tane C atomu oldugunu ve. dort adet karbonil karbonu
dc = 171,6 (C-9"), 166,3 (C-10"), 170,8 (C-9™) ve 172,0 (C-10") ppm’de, bir adet de

estere komsu karbon atomu &¢ = 86,5 (C-2) ppm’de gbzlenmistir.
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Sekil 4. 63. Litospermik asit B’nin (12) LC-TOF-MS kromatogrami

Litospermik asit B’nin (12) LC-TOF-MS spektrumunda (Sekil 4.63) (-)-ESI MS: m/z
717,1641 g/mol ([M-H]) iyon piki gozlenmis ve molekiil formiili C3sH30016 Olarak

belirlenmistir.
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4.3.3. Origanum onites L. Bitkisinden izole Edilen Bilesiklere Uygulanan

Antioksidan Aktivitesi Sonuclar

Cizelge 4. 16. Origanum onites L. bitkisinden Izole Edilen Bilesiklere Uygulanan
DPPH’, ABTS™", FRAP ve Metal Selatlama Aktivite testleri sonuglar

ores el [P | ATt | e
[1Cs (ng/mL)] saf bilesik) [1Cs0 (ng/mL)] [1Cs (ng/mL)]

1 | p-Hidroksibenzaldehit 3294, 45 + 708,88 1,64 +0,08 11,38 £0,32 44,36 + 3,32
2 | Hidrokinon 1,92 +0,07 25,07 £0,56 2,66 0,07 66,49 + 4,66
3 | Kafeik asit 35,35+0,33 28,33 +0,34 8,07 +£0,38 99,16 +£3,25
4 | Luteolin-7-0-p-glikozit 19,36 + 1,49 17,64 +1,01 1,88+0,10 54,83 +2,98
5 | Luteolin-7-O-p-ksilozit 12,52+0,27 2502+1.21 1,88 0,07 65,70 = 1,14
6 | Rosmarinik asit 8,58 +£0,13 33,30+1,85 3,36 £ 0,06 74,03 £2,97
7 | Bifenil-3.3 4 4'-tetraol 091+0,13 38,70 + 2,02 0,37 +0,02 66,63 + 3,82
8 | Origanofuran A 17,21 +1,18 19,44 £0,73 2,28 £ 0,27 91,63 £0,04
9 | Origanofuran B 19,98 £ 1,50 11,48 +0,97 3,49 +0,14 59,13 +£2,91
10 | Apigenin-7-O-p-glukoronid | 24437 %2121 2,64+0,09 2,75+0,30 50,23 2,74
11 | Acacetin-7-0-p-glukoronid 168,37 21,44 3,72+0,13 545+1,21 41,03 2,33
12 | Litospermik asit-B 15,95+ 1,94 22,77 + 0,46 2,64£0,11 56,22 +2.98
13 | BHT 18,52 £2,05 25,53 +1,02 1,4 +0,08 Test Edilmedi
14 | BHA 9,05 +0,23 33,44 +1,34 1,79 £0,11 Test Edilmedi
15 | Trolox 9,50 +£0,27 23,21 +1,19 3,05 +£0,15 Test Edilmedi
16 | EDTA Test Edilmedi Test Edilmedi Test Edilmedi 6,33 £ 0,68
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5. TARTISMA ve SONUC

Calisma kapsaminda, Origanum onites L. bitkisinden elde edilen bes farkli ekstrenin,
toplam fenolik bilesik miktar1 ve antioksidan aktiviteleri belirlenmistir. Fenolik madde
icerigi bakimmdan zengin ve DPPH" FRAP ABTS™ ve Metal Selat olusturma gibi
antioksidan aktivite testleri sonucuna gore yiiksek aktiviteye sahip olan ekstrenin
Ekstre-IV oldugu belirlenmistir. Ekstre-IV’e uygulanan kromatografik teknikler
sonunda ikisi yeni (8 ve 9) olmak iizere toplamda on iki (1-7, 10-12) adet bilesik
saflagtirtlip  yapilar1 aydmlatilmis ve antioksidan aktiviteleri (Cizelge 4.16)

incelenmistir.
Ekstre-IV’den izole edilen bilesiklerin aktiviteleri incelendiginde;

p-Hidroksibenzaldehit (1): Bilinen bir bilesik olup DPPH" (ICso = 3294,45 ug/mL),
FRAP (1,64 mmol TE/g saf bilesik), ABTS™ (ICso = 11,38 pg/mL), ve Metal Selat
olusturma (ICsp = 44,36 pg/mL), degerleriyle antioksidan aktivitesi standart
antioksidanlarla kiyaslandiginda c¢ok diisik oldugu gorilmistiir (Cizelge 4.16).
Khallouki ve ark., (2012) yaptig1 bir ¢alismada Prunus domestica L. bitkisinin fenolik
igerigi belirlenmis ve p-Hidroksibenzaldehit standardinin kullanildig: aktivite analizinde
DPPH" ve FRAP testlerinde inaktif oldugu rapor edilmistir. Yaptigimiz ¢alisma bu

calisma ile uyum i¢indedir.

Hidrokinon (2): Bilinen bir bilesik olup DPPH" (ICso = 1,92 pg/mL), FRAP (25,07
mmol TE/g saf bilesik), ABTS™ (ICso = 2,66 ng/mL), ve Metal Selat olusturma (1Csp =
66,49 pg/mL), degerleriyle DPPH testinde BHA, BHT ve Troloks standartlarindan
yiiksek aktivite gosterdigi, ABTS™ testinde Troloks’dan daha yiiksek aktivite gosterdigi
ve FRAP testinde de Troloks standardindan daha yiiksek aktivite gosterdigi
belirlenmistir (Cizelge 4.16). Yamaguchi ve ark. (2006) yaptiklari ¢alismada hidrokinon
(2) bilesiginin DPPH" aktivitesini ECsp = 1,20 uM olarak rapor etmis ve yiiksek
antioksidan aktiviteye sahip oldugunu belirlemislerdir. Bu bulgular bizim ¢alismadaki

sonuglarla uyum icindedir.
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Kafeik asit (3): Bilinen bir bilesik olup DPPH" (ICso = 35,35 pg/mL), ABTS™ (ICsp =
8,07 nug/mL) ve Metal Selat olusturma (ICsp = 99,16 pg/mL) degerleriyle aktivite
testlerinde standartlardan diisiik aktivite gosterdigi, FRAP (28,33 mmol TE/g saf
bilesik) testinde ise BHT ve Troloksdan 1 yiiksek aktivite gosterdigi belirlenmistir
(Cizelge 4.16). Erkan (2012) yaptig1 calismada Kafeik asit’in DPPH aktivitesini 12,4
png/mL olarak rapor etmislerdir. Bu aktivite degeri bizim buldugumuz degerden

yiiksektir.

Luteolin-7-O-B-glikozit (4): Bilinen bir bilesik olup DPPH" (ICso = 19,36 pg/mL),
FRAP (17,64 mmol TE/g saf bilesik), ABTS™ (ICso = 1,88 pg/mL), ve Metal Selat
olusturma (ICso = 54,83 ug/mL), degerleriyle DPPH" testinde BHA, BHT, ve Troloks
standartlarindan diisiik aktivite gosterdigi, ABTS™ testinde de Troloks standardindan
daha yiiksek olmakla beraber BHA ve BHT standartlarinin aktivitelerine yakin bir
aktivite gosterdigi ve FRAP testinde ise standartlardan daha diisiik aktivite gdsterdigi
belirlenmistir (Cizelge 4.16). Boldbaatar ve ark (2014) yaptiklar1 ¢aligmada Luteolin-7-
O-B-glikozit’in (4) DPPH" aktivitesini ICsop = 8,40 pg/mL ile yiiksek aktivite

gosterdigini belirlemislerdir.

Luteolin-7-O-B-ksilozit (5): Bilinen bir bilesik olup DPPH" (ICso = 12,52 pg/mL),
FRAP (25,02 mmol TE/g saf bilesik), ABTS™ (ICso = 1,88 pg/mL), ve Metal Selat
olusturma (ICsp = 65,70 pg/mL), degerleriyle DPPH" testinde BHT standardindan
yiiksek oldugu, ABTS™" testinde de Troloks standardindan daha yiiksek antioksidan
aktivite gosterdigi, FRAP testinde ise Troloks standardindan daha yiiksek aktivite
gosterdigi goriilmektedir (Cizelge 4.16). Literatiirde Luteolin-7-O-B-ksilozit (5) bilesigi
ile ilgili bir antioksidan aktivite ¢alismasi rapor edilmemis olup ilk defa bu caligmada

antioksidan aktivite calismas1 yapilmistir.

Rosmarinik asit (6): Bilinen bir bilesik olup DPPH’ (ICs = 8,58 pg/mL), FRAP (33,30
mmol TE/g saf bilesik), ABTS™ (ICso = 3,36 ng/mL), ve Metal Selat olusturma (ICsp =
74,03 ug/mL), degerleriyle DPPH" testinde aktivitesinin biitiin standartlardan yiiksek
oldugu, ABTS"™ testinde standartlarinin aktivitelerine yakin bir aktivite gosterdigi ve
FRAP testinde ise BHA ve Troloksdan daha yiiksek aktivite gosterdigi goriilmektedir
(Cizelge 4.16). Erkan’in (2012) yaptig1 ¢alismada DPPH" aktivitesi ICso = 12,4 pg/mL
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rapor edilmistir. Bu deger bizim buldugumuz antioksidan aktivite degerden yliksek

degerdedir.

Bifenil-3,3',4,4'-tetraol (7): Literatiirde yer almayan bir bilesik olup DPPH" (ICs =
0,91 ng/mL), FRAP (38,70 mmol TE/g saf bilesik), ABTS™ (ICso = 0,37 pg/mL), ve
Metal Selat olusturma (ICso = 66,63 pg/mL), degerleriyle DPPH’, ABTS™ ve FRAP
testlerinde biitiin bilesikler ve standartlardan yiiksek aktiviteye sahip oldugu
belirlenmistir (Cizelge 4.16). Literatiirde bifenil-3,3',4,4'-tetraol (7) bilesigi ile ilgili bir
antioksidan aktivite ¢alismasi rapor edilmemis olup ilk defa bu ¢alismada antioksidan

aktivite ¢alismasi yapilmistir.

Origanofuran A (8): Literatiirde yer almayan bir bilesik olup, DPPH" (ICso = 17,21
ug/mL), FRAP (19,44 mmol TE/g saf bilesik), ABTS™ (ICso = 2,28 ug/mL), ve Metal
Selat olusturma (ICsp = 91,63 pg/mL), degerleriyle DPPH" testinde BHT standardindan
yiiksek oldugu, ABTS™ testinde de Troloks standardindan daha yiiksek aktivite
gosterdigi belirlenmistir (Cizelge 4.16).

Origanofuran B (9): Literatiirde yer almayan bir bilesik olup, DPPH" (ICsp = 19,98
ng/mL), FRAP (11,48 mmol TE/g saf bilesik), ABTS™ (ICso = 3,49 ug/mL), ve Metal
Selat olusturma (ICsp = 59,13 ng/mL), degerleriyle aktivite testlerinde standardindan
daha diisiik aktivite gosterdigi belirlenmistir (Cizelge 4.16).

Apigenin-7-O-B-glukoronid (10): Bilinen bir bilesik olup, DPPH" (ICsp = 244,37
ug/mL), FRAP (2,64 mmol TE/g saf bilesik), ABTS™ (ICs = 2,75 pg/mL), ve Metal
Selat olusturma (ICso = 50,23 pg/mL), degerleriyle DPPH’ testinde standartlardan diisiik
aktiviteye sahip oldugu, ABTS™ testinde de Troloks standardindan daha yiiksek bir
aktivite gosterdigi belirlenmistir (Cizelge 4.16). Zaabat ve ark. (2011) yaptiklar
calismada Apigenin-7-O-B-glukoronid (10) bilesiginin DPPH" ve ABTS™ analizlerinde
standartlarin aktivitelerinden daha diisiikk aktivite gosterdigi rapor edilmistir. Bu

bulgular bizim buldugumuz aktivite degeriyle uyum igindedir.

Acacetin-7-O-B-glukoronid (11): Bilinen bir bilesik olup, DPPH" (ICsp = 168,37
ng/mL), FRAP (3,72 mmol TE/g saf bilesik), ABTS™ (ICso = 5,45 pg/mL), ve Metal
Selat olusturma (ICso = 41,03 pg/mL), degerleriyle aktivite testlerinde standartlardan
daha disiik aktivite gosterdigi belirlenmistir (Cizelge 4.16). Kim ve ark. (2007)
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yaptiklar1 ¢alismada, Acacetin-7-O-B-glukoronid’in (11) antioksidan aktivite analizinde
DPPH" aktivitesi ICso = 102,62 uM olarak rapor edilmistir. Bu aktivite degeri bizim

buldugumuz aktivite degeriyle uyum i¢indedir.

Litospermik asit-B (12): Bilinen bir bilesik olup, DPPH" (ICso = 15,95 ng/mL), FRAP
(22,77 mmol TE/g saf bilesik), ABTS™ (ICsp = 2,64 pg/mL), ve Metal Selat olusturma
(ICso = 50,23 pg/mL), degerleriyle DPPH’ testinde BHT standardindan yiiksek oldugu,
ABTS"™ testinde de Troloks standardindan daha yiiksek aktivite gosterdigi belirlenmistir
(Cizelge 4.16). Chen ve ark. (1999) yaptiklar1 ¢alismada litospermik asit B’nin (12)
DPPH’ testinde I1Cso = 3,87 uM ile yiiksek aktiviteye sahip oldugu belirlenmistir. Bu

aktivite degeri bizim buldugumuz aktivite degeriyle uyum i¢indedir.

Biitiin antioksidan testlerin sonuclari degerlendirildiginde saflastirilan bilesiklerden
bifenil-3,3',4,4'-tetraol (7) bilesiginin standartlar dahil en yiiksek antioksidan aktiviteye
sahip oldugu goriilmiistir. Hidrokinon (2) bilesiginin DPPH’ radikal giderme aktivitesi
bifenil-3,3',4,4'-tetraol (7) harig, diger saflastirilan bilesiklerden daha yiiksek aktivite
goOstermistir. Rosmarinik asit (6) bilesiginin DPPH" aktivitesi bifenil-3,3',4,4'-tetraol (7)
ve hidrokinon’dan (2) daha diisiik iken standartlar ve diger bilesiklerden daha yiiksek
aktiviteye sahip oldugu belirlenmistir.

Bu ¢alismada yapisi daha once bilinmeyen benzofuran tiirevi Origanofuran A’nin (8)
DPPH" aktivitesi; BHT, luteolin-7-O-B-glikozit (4), apigenin-7-O-B-glukoronid (10),
acacetin-7-O-B-glukoronid (11) ve kafeik asit (3) bilesiklerinin aktivitesinden daha
yiiksek oldugu goriilmistiir. Bu bilesigin DPPH" aktivitesi bifenil-3,3',4,4'-tetraol (7),
hidrokinon (2), rosmarinik asit (6), luteolin-7-O-B-ksilozit (5), BHA ve Troloksdan daha
diisiik radikal giderme aktivitesine sahip oldugu gériilmiistiir. Origanofuran A’nin (8)
FRAP aktivitesi luteolin-7-O-B-glikozit (4), Origanofuran B (9), apigenin-7-O-p-
glukoronid (10), acacetin-7-O-B-glukoronid’den (11) yiiksek iken; izole edilen diger
bilesiklerden ve standartlardan daha diisiik oldugu belirlenmistir. Origanofuran A’nin
(8) ABTS™ radikal giderme aktivitesi BHT, BHA, bifenil-3,3',4,4'-tetraol (7), luteolin-
7-O-p-glikozit  (4), luteolin-7-O-B-ksilozit’ten (5) daha diisiik iken, Troloks
Origanofuran B (9), rosmarinik asit (6), litospermik asit (12), apigenin-7-O-f-
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glukoronid (10), acacetin-7-O-B-glukoronid (11) ve kafeik asit (3) bilesiklerinden daha
yiiksek oldugu belirlenmistir.

Origanofuran B’nin (9) DPPH" aktivitesi; apigenin-7-O-B-glukoronid (10) ve acacetin-
7-O-B-glukoronid (11) bilesiklerinin aktivitesinden daha yiiksek iken standartlar ve
izole edilen diger bilesiklerden daha disik aktivite gosterdigi gorilmiistiir.
Origanofuran B’nin (9) FRAP aktivitesine bakildiginda; DPPH" aktivitesinde oldugu
gibi apigenin-7-O-B-glukoronid (10) ve acacetin-7-O-B-glukoronid (11) bilesiklerinin
aktivitesinden daha yiiksek iken; izole edilen diger bilesiklerden ve standartlardan daha
diisiik aktivite gosterdigi goriilmiistiir. Origanofuran B’nin (9) ABTS™ radikal giderme
aktivitesi; standartlardan, bifenil-3,3',4,4'-tetraol (7), hidrokinon (2), luteolin-7-O-f-
glikozit (4), luteolin-7-O-B-ksilozit (5), rosmarinik asit (6), apigenin-7-O-B-glukoronid
(10) ve litospermik asit-B’nin (12) aktivitesinden daha diisiik iken, acacetin-7-O-f-

glukoronid (11) ve kafeik asit (3) bilesiklerinden daha yiiksek oldugu belirlenmistir.

Sonuglar g6z oOniline alindiginda, izole edilen bilesiklerin aktiviteden sorumlu olan
biyoaktif bilesenler oldugu goriilmektedir. Tibbi ve aromatik bitkilerden olan ve ayni
zamanda kiiltiiri yapilan Origanum onites L. bitkisinin ugucu yagi ve farkli
ekstreleriyle ilgili literatiirde bir¢cok ¢alisma mevcuttur. Bu ¢alismalarda antioksidan,
antibakteriyel, antifungal ve insektisit gibi cesitli biyolojik aktivite ¢aligmalar1 rapor
edilmistir. Origanum onites L. bitkisinden bilesik saflastirilmasi ve yapi belirlenmesi ile
ilgili onceden yapilmis bir ¢aligma bulunmadigindan bu calisma, bitkinin kimyasal

icerigini ortaya koymasi acisindan biiyiik 6nem arz etmektedir.

Bu ¢alismada Origanum onites L. bitkiden izole edilen benzofuran tiirevi olan iki yeni
bilesigin (8 ve 9 Nolu bilesikler) saflastirilmasi ve bunlarin aktivitelerinin de yliksek
olmasi literatiire kazandirilmis bir degerdir. Bitkiden izole edilen yeni bilesiklerin
yiiksek antioksidan aktiviteye sahip olmasi, antioksidan ajan olarak kullanilan
sentetiklerin alternatifi olabilecegi diisiiniilmektedir. Bu c¢alismada elde edilen
sonuclarin ileriki donemlerde yapilacak olan in vivo ve in vitro ¢aligmalarina basamak

olma potansiyeline sahiptir.
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EKLER

EK-1 Antioksidan Aktivite Testlerinde Kullanilan Standartlarin Kalibrasyon
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EK-2. izole Edilen Bilesiklerin 2D-NMR Spektrumlari
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