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SIYAH CAYIN TRIiTERPENIK ASIT iCERIGI
OZET

Terpenler dogada yaygin olarak bulunmaktadir. Meyve, sebze, cicekler ve bitkilerde dogal
olarak bulunan bu maddelerin saglik {izerine olumlu etkileri vardir. Triterpenik asitler
terpenler igerisinde yer almaktadir. Bitkilerde en yaygin rastlanilan triterpenik asitlerin
basinda ursolik ve oleanolik asit gelmektedir. Bu ¢alisma siyah ¢ayin triterpenik  asit
miktarini belirlemek i¢in yapilmistir. Bunun i¢in tlilkemizde iiretilen siyah ¢aylarla ithal siyah
caylar analiz edilerek ithal yesil caylarla karsilastirilmistir. Ayrica, kampanya siiresince
triterpenik asitteki degisimi belirlemek icin belli araliklarla alinan siyah ¢ay O6rneklerinde de
analizler tekrar edilmistir. Calismada, 19 yerli siyah ¢ay, 19 yabanci menseili siyah ¢ay ve 19
yabanci menseili yesil ¢ay kullanilmis, sonuglar istatistiksel olarak incelenmistir. Ayrica, 1 ve
2. kampanya siiresince farkli zamanlarda siyah c¢aylarin triterpenik asit igerigi de
belirlenmistir. Triterpenik asitler metil alkol kullanilarak, ultrason destekli ekstraksiyon
teknigi ile 6ziitlenmis ve HPLC ile analiz edilmistir. Ekstraktlarda ursolik asitin yani sira bazi
orneklerde onun bir izomeri olan oleanolik asitin varlig1 da tespit edilmis ve sonuglar toplam
triterpenik asit olarak verilmistir.

Yapilan calisma sonunda 1. siirgiin doneminde elde edilen siyah caylarin toplam
triterpenik asit miktarlar1 %0.27-0.48, 2. siirgiin doéneminde % 0.01-0.37 arasinda
degismistir. Triterpenik asit varligi 1. kampanyada yliksekken 2. kampanya doneminde
onemli derecede (p<0.05) diigmiistiir. Triterpenik asit miktar1 {ilkemizde iiretilen siyah
caylarda % 0.38-0.67, ithal siyah c¢ay oOrneklerinde % 0.04-0.26, yabanci yesil cay
orneklerinde % 0.21-0.99 arasinda belirlenmistir.Ulkemizde iiretilen siyah caylarin triterpenik
asit icerigi yabanci menseili siyah ¢aylardan 6nemli derecede (p<0.05) yiiksekken yabanci
mengeili yesil ¢aylarla uyumlu bulunmustur.

Anahtar Kelimeler:Cay;Ursolik Asit; Oleanolik Asit; Triterpenik Asit.
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TRITERPENIC ACID CONTENT OFBLACK TEA

ABSTRACT

Terpenes are widely available in nature. These substances which naturally present in fruits,
vegetables, flowers and plants are positive effects on health. Triterpenic acids located in
terpenes. The most commonly encountered triterpenic acids in plants are ursolic and oleanolic
acids. This study was conducted on to determine the triterpenic acid amount of black tea. For
this purpose, imported black teas with black teas produced in our country were analyzed and
compared with imported green teas. Also, analyzes of taken black tea samples were repeated
to determine the change of triterpenic acid during the campaign period at regular intervals. In
the study, 19 local black tea, 19 foreign origin black tea and 19 foreign origin green tea were
used and the results were analyzed statistically. Further, triterpenic acid content of black tea
were determined at different times during the first and second campaign period. With using
methyl alcohol triterpenic acids were extracted by ultrasound-assisted extraction techniques
and were analyzed by HPLC. In addition, in some samples as well as ursolic acid, the
presence of its isomer oleanolic acid have also been identified and the results are given as
total triterpenic acid.

According to our findings, the total amount of triterpenic acid content in the first and
second exiles period of obtained black teas were found to range from %-0.48, % 0.01-0.13,
respectively. While the presence of triterpenic acid was found higher in the first campaign
period, it was found to fall significantly (p <0.05) in second campaign period. Triterpenic acid
content of the black tea produced in our country, in imported black tea and foreign origin
green tea were determied as % 0.38-0.67, % 0.04-0.26 and % 0.21-0.99, respectively. While
the triterpenic acid content of black tea produced in our country was found significantly
(p<0.05) higher than the foreign origin of black teas, it was found compatible with the foreign
origin of green tea.

Anahtar Kelimeler: Tea; Ursolic Acid; Oleanolic Acid; Triterpenic Acids.
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1.GIRIS

Diinya ¢apinda insan hastaliklarin1 6nleme ve iyilestirme amaci ile bitkisel kaynakli dogal
tiriinler yaygin sekilde kullanilmaktadir. Bunlar, igerdikleri degisik yapida biyoaktif bilesikler
ile insan beslenmesinde onemli bir yere sahiptir. Bitkilerdekibiyoaktif bilesikler genellikle
ikincil metabolitler olup, birincil metabolitlerden (proteinler, lipidler, karbonhidratlar gibi)
tirerler ve cok diisiik konsantrasyonlarda bulunurlar. Bitkilerde ve diger organizmalarda
bulunan besleyici olmayan bu organik bilesikler patojenler ve cevresel strese karsi koruma
saglarlar. Ikincil metabolitlermeyve, tohum, kok ve yapraklarda cesitli bitkisel kisimlarda
diisiik konsantrasyonlarda bulunur. ikincil metabolitlerin en yaygin bulunanlari; terpenler, yag
asitleri, alkaloidler ve polifenoller/ fenilpropanoidlerdir. Birinci sinif, terpenler; kauguk,
steroidler, esansiyel yaglar, pigmentler ve hormonlari; ikinci sinif malonil-CoA’dan tiiretilen
bilesikleri ve yag asitlerini; tigiincii sinif alkaloidler, tibbi ya da toksik 6zellikleri ile bilinen
azot iceren bilesikler icermektedir. Dordiincti sinif ise tanenler, ligninler, flavonoidler ve
kumarinleri kapsayan fenolik bilesikleri kapsar (Alqahtani ve dig., 2014).

Terpenler veya bunlarin kimyasal modifikasyonlar ile olusan terpenoidler izopren
birimlerinden olugsmustur (Paduch ve dig., 2007). Bunlar, hem bitki ve hem de hayvan
dokularinda bulunabilen genis bir gruptur. Dogada bitki kaynakli en az 40.000 terpenoid
(izoprenoid) oldugu tahmin edilmektedir. Birgok terpenoid bitki gelisimi, olgunlagmasi ve
genel metabolizmasi i¢in esansiyeldir (Bohlmann ve Keeling, 2008). Bitki terpenoidleri, dalli
bes karbonlu izopren birimlerinin tekrarlayan fiizyonu ile elde edilir. Terpenoidler molekiilde
bulunan izopren birimlerinin sayilarina gore hemiterpenler (Cs), monoterpenler (Cyp),
seskiterpenler (Cys), diterpenler (Cy), sesterpenler (Cys), triterpenler (Cgp), tetraterpenler
(Cyo), steroidler, poliprenoller ve politerpenler olarak siniflandirilabilir. Bitkilerde bulunan
terpenoidlerin basinda; ugucu yaglar (monoterpenler), gibberellinler (diterpenler), limonoidler
(triterpenler), karotenoidler (tetraterpenler), steroller, sapojeninler ve steroid hormonlar
(steroidler), fitoller (poliprenoller), kauguk, gutla ve sakiz (politerpenler) gelmektedir
(Hounsome ve dig., 2011).



Terpenlerin bir grubu olan pentasiklik triterpenoidler, son zamanlarda fazla ilgi
¢cekmektedir. Pentasiklik triterpenoidler, bitkilerde yaygin olarak olusan Cjz izoprenoid
bilesiklerin bir smifidir (Babalola ve Shode, 2013).Bugiine kadar damaran, ergostan, fridelan,
lupan, tarakastan ve ursan igeren yaklasik 20.000 triterpenoide, tibbi bitkilerin g¢esitli
kisimlarinda rastlanmigtir. Bunlarin  antimikrobiyal ajan, antikanser, antienflamatuar
ozellikleri konusunda yaygin ¢alismalar yapilmaktadir. Ursan tipi pentasiklik triterpenik asit
olan ursolik asit, sikloskualenoid ailesine ait olup bir¢ok sifali bitkinin meyve ve
yapraklarinda, elma, armut, erik ve diger meyvelerin dis kisimlarinda koruyucu tabaka olarak
yer almaktadir. Ursolik asit, serbest asit veya saponinlerin aglikonu seklinde
bulunabilmektedir. Son ¢alismalar, enflamasyon kaynakli kanserlerin gesitli tiplerini igeren
cesitli insan hastaliklarinda ursolik asidin yararli etkilerini ortaya koymustur (Shanmugam ve
dig., 2013). Baslangigta ursolik asit inaktif terpenoid bilesik olarak kabul edilmistir ancak
diistik toksititesi ve gesitli biyolojik islevleri ve farmakolojik 6zellikleri nedeniyle tizerinde
yaygin ¢aligma yapilmistir. Nispeten diisiik toksititesi nedeni ile hem oral hem de lokal olarak
uygulanabilen ilag formiilasyonlarinda yer almaktadir (Venugopal ve Liu, 2012). Oleanan tipi
pentasiklik triterpenik asit olan oleanolik asit, ursolik asidin bir izomeridir. Bu asit, 6kse otu,
Ginseng kokleri, seker pancari, zeytin yapraklarinda serbest haldeve yaygin olarak saponin
aglikonu seklinde bulunur (Breitmaier, 2006). Ursolik ve oleanolik asitin suda ¢oziintirliikleri
siirlidir. Kimyasal olarak modifiye tiirevleri ve suda ¢oziiniirliikklerini artirmak icin cesitli
caligmalar yapilmistir. Coziiniirliiglinii arttirmak i¢in nanosiispansiyonlarin kullanimi ve
hidrofilik siklodekstrinler ile kovalent olmayan kompleks olusturma tizerinde ¢alisilmaktadir
(Liu, 2005). Giiniimiize kadar cesitli bitkilerin pentasiklik triterpenoidlerin varligi ve saglik
iizerine etkileri ortaya konulmustur. Calismanin hareket noktast Ulkemizde bu konudaki

caligmalarin azligidir.

1.1. Tezin Amaci

Bu tez ¢aligmasi ile giincel bir 6neme sahip olan ursolik ve oleanolik asit bilesiklerinin yerli
ve yabanci menseili ¢cay Orneklerinde mevcudiyetlerini arastirarak literatiire kazandirmak
hedeflenmistir. Ozellikle ¢agimizin korkulan hastalig1 olan kanser ile ilgili saglik iizerinde
cok sayida faydasi bulunan pentasiklik terpenoid bilesiklerin yaygin tiikettigimiz ¢aylarda da

bulunup bulunmadigini saptamak i¢in bu c¢alisma planlanmistir. Ayrica, iilkemizde iiretilen



siyah caylarin triterpenik asit iceriginin silirglin donemine gore degisip degismedigini

belirlemek de amaclar arasindadir.



2.LITERATUR ARASTIRMASI

2.1. Cay Bitkisi ve Ozellikleri

Diinyada sudan sonra en yaygin tiiketilen igecek olan cayin tarihgesi ¢ok eski yillara
dayanmaktadir. Cayin Erken Paleolitik donemde (yaklasik 5000 y1l once) ilk kez tiiketildigi
arkeolojik kanitlarda mevcuttur (Cooper, 2012). Birgok efsaneye konu olan ¢ay bitkisi, her
tilkenin kiiltiiriinde farkli bir yere sahiptir. Bu bitki, angiosperma ¢i¢ek aganlar sinifindan ve
Camellia familyasindandir. Bitkinin latince ismi Camellia sinensis'tir. Morfolojik
ozelliklerine gore Cin ¢ay1 (Camellia thea sinensis), Assam ¢ay1 (Camellia thea assamica) ve
Kambogya cay1 (Camellia thea cambodiensis) olmak {izere 3 tiire ayrilmaktadir (Kacar,
2010).

Siyah, yesil, oolong, beyaz gibi ¢ay ¢esitlerinin tiimii Camellia sinensis bitkisinden
farkli tekniklerle tretilmektedir. Siyah g¢ay flretilirken fermentasyon uygulanir. Taze cay
yapraklari soldurulur, kivrilir ve dogal oksidasyona terkedelir. Fermentasyon sirasinda siyah
caya daha giiclii ve buruk tat veren yliksek molekiil agirlikli kondense polifenoller olusur.
Oolong c¢ay olarak bilinen Asya’nin bazi boélgelerinde popiiler olan ¢ay tipi daha az
fermentasyona ugradigindan siyah ¢aya gore daha hafif aromaya sahiptir (Sekil 2.1) (Cooper,
2012).



Katesinler Teaflavinler (TF) &
Tearubiginler (TH)

Beyaz cay EBuharla soklama Eurutma
{oksidaz inaktivasyonu)
Yesil cay So0ldurma ———» Buharla soklama ———— Kurutma
veya kuru sicak hava verme
{Jouru 1s1)

COolong cay Soldwrma— Ezme » Kismi — Kuru 15> Kurutma
fermentasyon

Siyah cay Soldurma—-skavirme— Tam — Kuru 15— Kurutma
fermentasyon

Sekil 2.1. Farkli caylarin iiretim asamalar1 (Cooper, 2012).

Cay bitkisinin bilesimi; iklim, mevsim, cay tiirli, yapragin yasina bagli olarak
degismektedir. Cay bitkisi, katesinler ve gallik asiti igine alan fenolik bilesikleri fazla
miktarda igerir. Cay bitkisinde bulunan diger bilesenler; alkaloidler, proteinler, lipitler,
aminoasitler, steroller, vitaminler, mineraller, lezzet ve aroma bilesenleri, triterpenoidler ve
digerleridir (Perva-Uzunalic ve dig., 2006). Cay bitkisi sudan sonra en fazla polifenolleri
icermektedir. Taze siirgiinler kuru maddede ortalama olarak % 36 polifenol, %15 protein, % 4
aminoasit, %25 karbonhidrat, % 6.5 lignin, %5 kiil, %2 lipid, %1.5 organik asit, % 0.5
klorofil ve % 0.1’den az karotenoidler ve ugucu bilesikler gibi maddeleri igermektedir
(Cizelge 2.1).

Polifenoller en fazla katesinleri kapsar. Katesinlerden epigallokatesin gallat (EGCG),
epigallokatesin (EGC), epikatesin gallat (ECG) ve epikatesin (EC) miktar olarak c¢ok,
gallokatesin, epigallokatesin digallat, 3-metil epikatesin gallat, katesin gallat (CG) ve
gallokatesin gallat (GCQG) ise daha az miktarda yer almaktadir (Koca ve Bostanci, 2014).
Yesil cay tretimi sirasinda fenolik bilesikler korunurken siyah ve oolong caya isleme
sirasinda degisime ugrar (Cizelge 2.2).

Glinlimiize kadar ¢ayin bilesimi konusunda bir¢ok calisma yapilmistir. Bu ¢aligmalarin
cogu cay fenolleri lizerinde yogunlagmistir. Oysa taze c¢ay yapraklari, seskiterpenler,

oksijenlenmis terpenler de igermektedir (Senanayake, 2015).



Cizelge2.1. Cay yapragindaki ana bilesenlerin kompozisyonu (Vuong ve dig., 2010).

Bilesenler % Kuru Agirhk
Polifenoller 36

Kafein 3

Teanin 1.5
Protein 15

Lignin 6.5
Karbonhidratlar 25
Klorofil 0.5
Organik asitler 1.5

Cizelge 2.2.Yesil ve siyah ¢ay yapraginin ortalama kompozisyonu (% kuru agirlik) (Cabrera
ve dig., 2000).

Bilesen Yesil cay Siyah cay
Proteinler 15 15
Aminoasitler 4 4
Lif 26 26
Diger karbonhidratlar 7 7
Lipidler 7 7
Pigmentler 2 2
Mineraller 5 )
Fenolik bilesikler (genellikle 30 5
flavonoidler)

Okside olmus fenolik

bilesikler (6zellikle 0 o5

teaflavinler ve tearubiginler)

2.1.1. Siyah cay ve ozellikleri

Siyah c¢ay, cay bitkisinin soldurma, kivirma, fermentasyon ve kurutma asamalari sonucunda
iiretilmektedir. Uretimdeki ilk asama olan soldurma ile taze yapraklarin orijinal nem igerigi
olan % 75-80’ler, % 50-60’a diisiiriiliir. Bu islem yaklasik 30 °C’de 10-12 saat siirer. Ikinci
asama olan kivirmada yaprak hiicreleri pargalanarak, polifenollerin oksidasyonunda rol alan
polifenol oksidaz hiicre disina cikarilir. Enzimatik oksidasyon asamasinda ise polifenol
oksidaz katalizorliigiiyle fenolik bilesikler oksitlenir. Son asamada yapraklar yaklasik 60
dakika siireyle sicak hava akimma (% 90-100) maruz birakilir. Son {iriin siniflandirilir,
paketlenir ve depolanir (Murugan ve Al-Sohaibani, 2013). Siyah cay iiretiminde yaygin olarak
kullanilan 2 yontem vardir. Bunlar: Ortodoks ve CTC (crush, tear, curl)’dir. Ortodoks
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tekniginde; soldurulmus cay yapraklar1 kivrilirken, CTC yonteminde ezme, par¢alama ve
kivirma teknigi uygulanir. Bu temel farkliik disinda soldurma, enzimatik oksidasyon,
kurutma ve siniflandirma her iki yontemde de ortaktir (Kumar ve dig., 2013).

Yesil cay bitkisinde bulunan katesinler 1s1, asit ve enzimle oksidasyona kars1 hassastir.
Siyah cay iiretiminde, fermentasyonda iki ana enzim polifenol oksidaz ve peroksidaz etkilidir.
Polifenol oksidaz, flavanollerin teaflavinlere (TF) ve tearubiginlere (TR) oksidasyonunda
anahtar rol oynar. Hidrojen peroksit gibi peroksit kullanarak o-difenollerin onlarin kinonlarina
oksitlenmesini katalizleyebilen peroksidazlar belirli flavanoller iizerinde etkilidir (Sang ve
dig., 2011). Fermentasyon sirasinda cay yapraklarimin monomerik katesinleri polifenol
oksidazin etkisine maruz kalir. Bu enzimin aktivitesiyle katesinler kuinonlara, bisflavanlara
ve daha kompleks yapili TF, TR ve yiiksek molekiil agirlikli komplekslere okside olur (Sekil
2.2). Fermentasyon sonucu, flavanol igerigi azalir. Cay fermentasyonunun derecesi % 0-85 (%
0-yesil, % 85-siyah) olarak kabul edilmektedir. Fermentasyon siirecinde katesin (EGCG,
EGC, EC, C ve GCGQG) seviyesinin kademeli (yavas yavas) olarak diistiigii, bununla birlikte
gallik asit seviyesinin yiikseldigi bildirilmektedir. Kafein miktar1 siyah cay iiretimi esnasinda
yiikselmektedir. Fermente olmus ¢ay yapraklarinda oksidatif enzimlerin aktivitesi taninler

(tanen) ve katesinlerin kahve-siyah iirlinlere dontistimiine yol acar (Gramza ve dig., 2005).

Katesinler Gallokatesinler
Hy Oy Polifenol oksidaz"O2
b
Katesinler/Gallolkatesin
kuinonlar
Tearubiginler Teaflavinler

Sekil2.2.Katesinlerden teaflavin ve tearubiginin olusumu (Gadkari ve Balaraman, 2015).



2.2 Terpenler ve Genel Ozellikleri

Bitkiler ve hayvanlar tarafindan sasilacak derecede farkli kimyasallar tiretilir. Bunlarin ¢gogu
karbon temellidir ve karbon kimyas1 olarak bilinen organik kimya yasayan organizmalarin
kimyasidir. Bitki ve hayvanlarin bu kimyasal iirtinleri birincil ve ikincil metabolitler olarak
smiflandirilabilir. Biitiin tiirlerde ortak olan birincil metabolitler; proteinler, karbonhidratlar,
lipidler ve niikleik asit alt gruplarina ayrilabilirler. Materyallerin bu dort grubu, iiyelerinin
kimyasal yapilarina gore tammlamir. Ikincil metabolitler ise terpenoidler, alkaloidler,
sikimatlar ve poliketidler alt gruplarina ayrilabilirler (Sell, 2003).

Terpen, terebentinde (Balsamum terebinthinae) bulunmustur ve terpen jenerik adi
baslangicta hidrokarbonlara uygulanmistir. Sonundaki —en eki olefinik baglarin varligim
gostermektedir (Sell, 2003). Baslangigta terpenler olarak anilan terebentin regine asitleri ve
baz1 hidrokarbonlar1 igerir. S6zde ¢am agaci reginesi olan terebentin viskoz hos kokulu bir
balsamdir (Breitmaier, 2006). Terpenler, izopren (2-metilbiita-1,3-dien) birimlerinden
tiremistir (Paduch ve dig., 2007). Turuncgiller, kisnis, okaliptiis, lavanta, limon, ¢im, zambak,
karanfil, kimyon, nane tiirleri, giiller, biberiye, adacay1, kekik, menekse ve diger bitki veya
onlarin kisimlar1 (kok, rizom, yaprak, ¢icek, meyve, tohum) hos kokulari, tatlar1 ve belirli
farmakolojik aktiviteleri ile bilinirler. Bu 6zelliklerin 6nemli kismi terpenler nedeniyledir
(Breitmaier, 2006). Bazen terpen kelimesi herhangi bir terpenoidi belirtmek i¢in de kullanilir
(Sell, 2003). Yapiya oksijen dahil olmasi oldugu gibi modifiye edilmis bir terpeni belirtirken
terpenoid denilir (Zwenger ve Basu, 2008). Benzer sekilde izoprenoid sik sik terpenoid yerine
kullanilir (Sell, 2003; Ikeda ve dig., 2008; Jain ve Ramawat, 2013). Tiim terpenlerin temel
formiilii (CsHg)n olup, n izopren iinitlerinin sayisini gdstermektedir. izopren {initeleri bas-
kuyruk bagiyla dogrusal (lineer) zincirle veya halka olusturacak sekilde baglanmaktadir.
Tetrasiklik triterpenlerin ve steroidlerin biyogenetik kokenleri Sekil 2.3’te 6zetlenmistir. 2-
metilbiitanin izopropil pargasi bas (h), etil kalintis1 kuyruk (t) olarak adlandirilir (Breitmaier,
2006). Mono, seski, di ve sesterpenler bastan kuyruga bagli izopren birimleri igerirken
triterpenler ve karotenoidler (tetraterpenler) bastan basa bagli sirasi ile C15 Ve Cyo birimlerini
igerir. Birgok terpen hidrokarbonlardir fakat alkoller, aldehitler veya ketonlar gibi oksijen
iceren bilesikler de terpenlerin siniflari i¢inde yer alir (Brahmkshatriya ve Brahmkshatriya,
2013).

Prensipte iki izopren birimi bas-bas, kuyruk-kuyruk veya bas-kuyruk seklinde
baglanabilir. Yaygin olan fiizyon bas-kuyruk birlesmesidir. Monoterpenoid iskeletini



olusturan bas-kuyruk birlesimi ile olusan iki izopren birimi Sekil 2.4’te gosterilmistir.
Steroidler ve karotenoidlerde siklikla kuyruk-kuyruk ¢ifti olugsmaktadir ve bu durum bunlarin
karakteristik Ozelligidir. Bunlarda iskeletin merkezinde kuyruk-kuyruk fiizyonu vardir.
Varsayimsal bag-bas’a fiizyon olugsmamaktadir. Temel Cs, iskeleti olustuktan sonra zincir
halka olusturmak ic¢in katlanabilir veya oksijen ya da bagka hetero atom sokulmasiyla

islevsellestirilebilir (Sell, 2003).

Politerpenler C (t)
(Polipirenler) [ T 51{: ) é:;}; )\/ kuyruk
diger doZal
hilesikler ekleme
Hemiterpenler ———» Hemiterpenleri iceren dogal
bhilesikler {ester allcaloidler,
+Cs ¢ fth-1 liserjik asit gibi)
diger dogal
hilegiklere ekleme L. A . .
MMonoterpenler = 4 Kannabinoidler, indol allcaleidler gibi
+Cs ¢ (h-t
2x%
Seskiterpenler . -
C
+Cs * (h-1 Triterpenler 24
Co4
2
Diterpenler x » C
C
+Cs * fth-1) 18
Tetraterpenler

Sesterpenler (Karotenoidler) Steroidler

©

Sekil 2.3. Izopren yapisi ve bas-kuyruk baglanma sekilleri (Breitmaier, 2006).
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Sekil 2.4. Monoterpen omurgasini liretmek i¢in iki izopren biriminin bas-kuyruk birlesiminin
sematik gosterimi (Sell, 2003).

Terpenler icerdikleri Cs birimlerinin sayisina gore siiflandirilir (Cizelge 2.3). Ornegin,
10 karbonlu terpenler iki adet Cs birimi icerir ve monoterpenler olarak adlandirilir. 15
karbonlu terpenler (ii¢ adet Cs birimi) seskiterpenler ve 20 karbonlu terpenler (dort adet Cs)
diterpenlerdir. Daha biiyiik terpenler triterpenler (30 C), tetraterpenler (40 C) ve
politerpenoidlerdir ([C5], karbon atomu, n>8) (Taiz ve dig., 2015).

Cizelge 2.3. Terpenlerin siniflandirilmasi (Brahmkshatriya ve Brahmkshatriya) 2013).

Terpenler izopren Birimleri Karbon Atomlar:
Hemiterpenler 1 5
Monoterpenler 2 10
Seskiterpenler 3 15
Diterpenler 4 20
Sesterpenler 5 25
Triterpenler 6 30
Karotenoidler 8 40
Kauguk >100 >500

Bugiine kadar terpen grubu i¢inde yaklasik 30 bin {izerinde bilesik tanimlanmistir.
Gegtigimiz 10 yil i¢inde simdiye dek 4 binden farkli tespit edilen bilesikler (serbest
triterpenoidler, triterpenik glikozitler (saponinler), fitosteroller ve/veya onlarin Onciileri)
cesitli biyolojik etkileri nedeni ile 6n plana ¢ikan siklik triterpenoid benzeri bilesiklerin genis
bir grubudur. Bundan bagka, hormonal etkileri olmayan ancak yapisal olarak kolesterol ve

steroid hormonlar1 ile ilgili bitki steroid saponinlerinin baska bir grubu daha vardir. Biyolojik
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acidan bakildiginda, en Onemli triterpenoid yapilar1 oleanan, ursan, lupan ve damaran-
euphane triterpenoidleridir. Triterpenoidlerin antienflamatuar, karacigeri koruyucu, analjezik,
antimikrobiyal, antimikotik, virostatik, bagisiklik sistemini diizenleyici ve tonik etkileri
bildirilmistir. Hepatit, parazit, protozoal enfeksiyonlarin tedavisinde ve 6nlenmesinde ve her
seyden Once sitostatik etkileri i¢in kullanilir. Kullanilan triterpenoidlerin dezavantaji aslina

bakilirsa hemolitik ve sitostatik 6zellikleri ile iliskili toksisitedir (Dzubak ve dig., 2006).

2.2.1. Hemiterpenler (2-metilbiitan)

Bes karbon izopren iinitesi (=2-metilbiitadien) igeren hemiterpenler, terpenoidlerin en basit
tipidir. Olusumlar1 seyrektir ve biyolojik olarak &nemli degildir. Izopentenil pirofosfat
hemiterpenlerin 6ncii maddesi olarak kabul edilebilir (Chizzola, 2013; Sharma ve dig., 2013).
Bilinen hemiterpen sayisi 100’den azdir. Tiglik, anjelik ve izovalerik asitler (Sekil 2.5)
bitkilerde bulunan, dogal olusan hemiterpenlerin en bilinen o6rnekleridir (Zhang ve dig.,
2016).

HOOC f"Lm«_,f’ HOOC /L}] ,/Lx_f COOH
tiglik asit anjelik asit izovalerik asit

Sekil 2.5.Hemiterpenlerin bazi temsilcileri (Zhang ve dig., 2016).
2.2.2. Monoterpenler (2,6-dimetiloktan)

Monoterpenler, renksiz, lipofilik ve ugucu bilesiklerdir. Bunlar, ¢ogunlukla bircok bitki
tiriinde ucucu yaglarin bileseni olarak bulunur ve ciceklere karakteristik kokularini,
meyvelere karakteristik tatlarini verir. Ayrica herbisit, bocek ilaglari, antimikrobiyal maddeler
ve diyet antikarsinojenleri olarak da 6nem tasirlar. Cesitli biyolojik 6zellikleri nedeni ile
monoterpenler kapsamli endiistriyel uygulamalarda ve gida, kozmetik, topikal ila¢lar, parfiim,
bocek ilaci gibi alanlarda ve iiriinlerde aroma maddeleri olarak kullanilirlar (Bonfill ve dig.,
2013). Yaklasik 1.500 monoterpen bildirilmistir. Bunlarin ¢ogu kafadan kuyruga bir sekilde
baglantilidir ve 2,6-dimetiloktan’dan tiiretilir (Breitmaier, 2006). Monoterpenler (Sekil 2.6)

iki izopren (=2-metilbiitadien) biriminden olusur (Chizzola, 2013). Farkli kanserlerin
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onlenmesi ve tedavisinde faydalar1 oldugu bildirilmektedir. Monosiklik monoterpenler, D-
limonen ve peril alkoliin doza bagh bir sekilde, karaciger, deri, meme, kolon, akciger, prostat,
mide ve pankreas karsinomalarinin gelisimini inhibe ettigi kaydetilmistir. Karveol,
uroterpenol ve sobrerol gibi monoterpenler, insan meme karsinomlarina karsi aktivite

gostermistir (Brahmkshatriya ve Brahmkshatriya, 2013).

Agillikk monoterpenler Monosiklik monoterpenler

Lk, A L oL
T QO

sitral geraniol mirsen alfa-terpineol mentol d-limonen karvon

Sekil 2.6.Baz1 monoterpenlerin kimyasal yapilar1 (Brahmkshatriya ve Brahmkshatriya, 2013).

HO \

Yo
/

A
karveol sobrerol uroterpenol peril alkol

Sekil 2.7. Peril alkol, karveol, sobrerol ve uroterpenoliin kimyasal yapisi (Brahmkshatriya ve
Brahmkshatriya, 2013).

2.2.3. Seskiterpenler (2,6,10-trimetildodekan=farnesen)

6.500’den fazla tanimlanan bilesiklere sahip seskiterpenler terpenoidlerin en biiyiikk ve en
cesitli siniflandir. Seskiterpenlerin ¢ogu ugucu sivilardir ve sik sik monoterpenlerle birlikte
bitki esansiyel yaglarimi igerir. Molekiiler yapilar1 asiklik olabilir veya monoterpenler gibi
halkalar igerebilir (Holopainen ve dig., 2013). Farnesanlar, monosiklik farnesan seskiterpenler
(siklofarnesanlar, bizabolanslar, germakranlar, elemanlar, humulanlar), polisiklik farnesan
seskiterpenler (karyofilanlar, O0desmanlar, furanddasmanlar, eremofilanlar,
furanoeremofilanlar, valeranlar, kadinanlar, drimanlar, vb.) ve diger polisiklik seskiterpenler
seskiterpenler sinifinda yer alan bilesiklerdir (Breitmaier, 2006). Seskiterpenoidlerin

antienflamatuvar, anti-HIV, antibakteriyel ve antitiimor aktivite gibi biyolojik aktiviteleri
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vardir. Farnezol (Sekil 2.8) ve nerolidoliin (hidrofilik seskiterpen) Staphylococcus aureus ve
Escherichia coli bakterilerinin antibiyotiklere duyarliligini arttirdigi bildirilmistir. Bakteriyel
hiicre membraninin normal bariyer fonksiyonunu bozarak antibiyotikler gibi eksojen

cozlinenlerin hiicreye niifuz etmesini saglarlar (Fernandez-Marin ve dig., 2013).

,/J‘Hm;_ﬂ"m

e,
|
i\ L‘DH
farmezol

Sekil 2.8. Seskiterpenler sinifinda yer alan farnezoliin kimyasal yapis1 (Fernandez-Marin ve
dig., 2013).

2.2.4. Diterpenler (2,6,10,14-tetrametilhekzadekan=fitan)

Biyolojik ve farmakolojik 6zellikleri nedeni ile diterpenler ilgi ¢ekmektedir. Dogada, kara ve
deniz organizmalarinda binlerce diterpen bilesigi tanimlanmasina ragmen bunlardan birkac1
klinik olarak etkili bulunmustur. Genel olarak, sentetik, suda ¢dziiniir, benzer taksoterleri ile
antikanser ila¢ taksol yumurtalik, meme ve akciger kanserine karsi tedavide kullanilirlar.
Gingkgolidler olan diterpenler sok, yaniklar, iilser, enflamasyon ve cilt hastaliklari
durumunda trombosit aktive edici faktér artisina karsi giigliit ve segici antagonistik etki
gosterirler. Diterpenler; dogrusal (lineer), bisiklik, trisiklik veya tetrasiklik, pentasiklik ve
makrosiklik diterpenler olarak iskelet ¢ekirdeklerine gore siniflandirilabilir (Lanzotti, 2013).
Basit diterpenler cogunlukla ugucu olmayan bilesiklerdir ve bitki reginelerinde bulunurlar
(Holopainen ve dig., 2013). Dogada genellikle kiigiik 6l¢ekli bir alifatik ya da aromatik asitler
ile esterlesmis keton ve hidroksil gruplara sahip poli oksijenli formda yaygin olarak
bulunurlar (Lanzotti, 2013). Fitanlar, siklofitanlar, bisiklofitanlar (labdanlar, yeniden
diizenlenmis labdanlar), trisiklofitanlar (pimaranlar, izopimaranlar vb) ve tetrasiklofitanlar
(gibberellinler, grayanotoksinler), sembranlar ve siklosembranlar (dolastanlar, dolabellanlar,
briaranlar vb), pirenilseskiterpenler (zenikanlar, zeniafilanlar, pireniledesmanlar, bifloranlar,
pirenildrimanlar vb) ve ginkolidler diterpenler sinifinda yer alan bilesiklerdir (Breitmaier,
2006).
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2.2.5. Sesterpenler (2,6,10,14,18-pentametilikozan)

150°den fazla sesterpen bugiine kadar bilinmektedir. Sesterpenler nadiren yiiksek bitkilerde
meydana gelir. Asiklik sesterpenler, monosiklik sesterpenler, polisiklik sesterpenler (bisiklik
sesterpenler, trisiklik sesterpenler, tetra ve pentasiklik sesterpenler sesterpenler sinifinda yer
alan bilesiklerdir (Breitmaier, 2006).

2.2.6. Triterpenler (2,6,10,15,19,23-hekzametiltetrakozan=skualen)

Ozellikle bitkilerde ve biitiin organizmalarda bulunan triterpenler dogal iiriinlerin bir siifidir.
Triterpen asitler, anti-enflamatuar, antimikrobiyal, antiviral, sitotoksik ve kardiyovaskiiler
etkileri igeren essiz ve onemli biyolojik ve farmakolojik 6zellikteki maddelerdir (Silva ve
dig., 2012).Lineer triterpenler, tetrasiklik triterpenler gonan tipi (protostanlar, fusidanlar,
damaranlar, lanostanlar, sikloartanlar, kukurbitanlar vb.), pentasiklik triterpenler bakaran tipi
(Sekil 2.9) (lupanlar, oleananlar, ursanlar vb.), pentasiklik triterpenler hopan tipi (hopanlar,
neohopanlar, fernanlar, filkanlar, vb.), diger pentasiklik triterpenler (stiktanlar, arborinanlar,
serratanlar), iridallar triterpenler smifinda yer alan bilesiklerdir  (Breitmaier,
2006).Limonoidler (tetranortriterpenler), Rutaceae (turunggil meyveler vb.) ve Meliaceae
ailesine ait bitkilerde bulunur. Bunlar kemoterapotik aktiviteye sahiptir ve akciger dokusunu

koruma 6zellikleri vardir (Jain ve Ramawat, 2013).

HyG  GCHy HaC  GHy H3(:' (:H3

lupan oleanan ursan

Sekil 2.9. Lupan, oleanan ve ursan triterpenlerinin molekiiler yapilar1 (Jager ve dig., 2009).
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Kimyasal olarak lupanlar (Cizelge 2.4) ve hopanlar bazen steroidtriterpenler olarak

ifade edilmektedir (Patocka, 2003).

Cizelge 2.4. Bazi triterpenlerin karakterizasyonu (Jager ve dig., 2009).

Triterpen Ailesi Triterpen R1 R2 M (g/mL)
lupeol CH; 426.70
lupan betulin CH,OH 442.72
betulinik asit COOH 456.71
B-amirin CH; H 426.70
oleanan eritrodiol CH,0OH H 442.72
oleanolik asit COOH H 456.71
maslinik asit COOH OH 472.70
a-amirin CH; 426.70
ursan uvaol CH,0OH 442.72
ursolik asit COOH 456.71

Triterpenler biiylik 6lciide sebze yaglari, vejetaryen yiyecekler, sifali otlar, tahillar ve
meyvelerden elde edilirler. Insan diyetinin dogal bilesenleri olarak kabul edilen triterpenlerin
gelismis llkelerde insan tiiketiminin yaklasik olarak giinde 250 mg oldugu tahmin
edilmektedir. Agirlikli olarak zeytinyagi diyetine dayanan Akdeniz iilkelerinde ortalama
triterpen tiiketimi kisi bagi glinde 400 mg/kg’a ulasabilmektedir (Babalola ve Shode, 2013).

Triterpen glikozitler saponinler olarak bilinir. Yapisal olarak saponinler kendisine bagh
bir triterpen veya sapojenin denen steroidaglikon ve bir veya daha fazla seker igerirler.
Saponinler, dogal olarak aktif bilesiklerin bir grubudur, yaygin bigimde bitkiler aleminde
olusur ve deniz kokenli ve karasal endofitik mantarlar1 iceren 100’{in iizerinde familyanin
aktif bilesenleridir. Triterpenoidsaponinler, dikotiledonlarda bulunurken steroidalsaponinler
ozellikle monokotiledonlar da bulunurlar. Yapilarinda yer alan hidrofilik seker zincir (leri) ve
hidrofobikaglikona bagli olarak saponinler emiilsiyon yapma, kopiik olusturma ve deterjan
ozelliklerine sahiptir. Aglikona bagli seker zinciri sayisina gore saponinler mono, di ve
tridesmosidik olarak kategorize edilir (Netala ve dig., 2015). iki grup saponin vardir; biri
steroidalaglikon igerirken digeri triterpenoidaglikon icerir. Hem steroid hem de triterpenoid

sistemlerin biyosentezi i¢in skualen ortak 6n madde olarak kabul edilir. Steroidler gibi
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triterpenoidler de bircok biyolojik etkiye sahiptir ve triterpenoidlere olan ilgi artmaktadir (Liu,
1995).

2.2.6.1. Pentasiklik triterpenler

Ikincil metabolitler, bitkiler ve onlarin ¢evresi arasindaki etkilesimlerin diizenlenmesinde,
ekolojik bir role sahip dogal iiriinlerdir. Dogal iirlinlerin 6nde gelen bir grubu da terpenler ve
bunlarin tiirevleridir. Terpenlerin bir grubu olan pentasiklik triterpenoidler (PST), son
zamanlarda ¢ok fazla ilgi ¢ekmektedir. PST, bitkilerde yaygin olarak olusan C3g izoprenoid
bilesiklerin bir smifidir (Babalola ve Shode, 2013). Pentasiklik triterpenlerden betulin
(betulinol), dogada en bol bulunan bilesiktir (Patocka, 2003). Biiyiik sterollerden gelen halka
yapist ve biraz daha farkli bir stereokimyasi olan bu bilesikler, damarenil halka sistemine (I)
(Sekil 2.10) yol agan skualenin siklizasyonu ve katlanmasiyla biyosentetik olarak
uretilmektedir. Biyosentetik olarak damarenil (I), lupeol (1), a-amirin (2) ve B-amirinde (3)
(Sekil 2.11) bulunan karakteristik 5. halkayr olusturmak igin ilave siklizasyon ve halka
genislemesine ugrar. Ursolik asit (4), a-amirin iskeleti i¢erir ve bunun Csp izomeri B-amirin,
oleanolik asitte (5) bulunur. UA (4), triterpen saponinlerin bir aglikonu veya bir serbest asit
biciminde ¢esitli bitkilerde bulunur. Kimyasal olarak UA (4), merotain olarak bilinir. Ayrica
kaynagina bagli olarak beyaz, acgik yesil, sar1 ve bazen de kremsi sar1 renkte olusan urson,

prunol, mikromerol ve malol olarak da bilinir (Babalola ve Shode, 2013).
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Sekil 2.10. Lupeol (1), lupenil katyon, oleanil katyon ve damarenil katyonunun (I) biyosentezi
(Babalola ve Shode, 2013).

Sekil 2.11. Oleanil katyonundan ursolik asit (4) ve oleanolik asidin (5) biyosentezi (Babalola
ve Shode, 2013).
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2.2.6.1.1.Ursolik asit ve genel ozellikleri

Ursolik asit (3-B-hidroksitire-12-en-28-oik asit), bir pentasiklik triterpen ve bir fitosteroldiir.
Kimyasal formiilii C3oHss03 (Sekil 2.12) olan ursolik asidin erime noktasi 283-285 °C’dir.
Ursolik asidin yapisindan 456.7 g/mol molekiil agirligina sahiptir. UV spektrumu; 474, 442
ve 422 nm dalga boyunda ve IR (ATR, cm™) spektrumu; 3562 (OH alkol), 2937 (OH asit),
2865 (C=C) ve 1698 (C=0)’de giiglii absorbans gosterir (Babalola ve Shode, 2013). Ursolik
asit, ilk olarak turna yemisi ve meyve suyuna isleme sirasinda agiga ¢ikan atiklarinda tespit
edilmistir. Elma kabuklarinda, yaban mersini ve birgcok meyvenin mum tabakalarinda
bulundugu bildirilmistir. Bu nedenle ursolik asit miktarin1 kullanilan igleme yontemleri ve
meyve kabugu varhigi etkiler. Lavanta, kekik, kuru erik gibi gida iirlinleri, sifali otlar ve

bitkiler de ursolik asit igeren dogal iirlinlerdir (Venugopal ve Liu, 2012).

HO

Sekil 2.12. Ursolik asidin yapis1 (Liu, 1995).

Baslangicta ursolik asit biyolojik olarak inaktif terpenoid bilesik olarak kabul edilmistir,
ancak diisiik toksititesi ve ¢esitli biyolojik islevleri ile birlikte farmakolojik etkilerine bagl
olarak wursolik asidin daha bagka vyararli Ozelliklerini belirlemek i¢in ¢alismalar
yapilmaktadir.Akut toksisite agisindan LDso degeri agizdan ilag aliminda 8330 mg/kg ve
farede periton bosluguna (karin zarma) uygulamada 637 mg/kg’dir (Venugopal ve Liu, 2012).

2.2.6.1.2. Oleanolik asit ve genel 6zellikleri

Oleanolik asit, 6kse (Viscum album, Viscaceae), Ginseng kokleri, seker pancari, zeytin agaci
yapraklarinda serbest halde bulunurken yaygin olarak saponin aglikonu seklinde bulunur
(Breitmaier, 2006). Dogal iiriin oleanolik asit (3p-hidroksiolean-12-en-28-oik asit) (Sekil
2.13) biyolojik olarak aktif bir pentasiklik triterpenoid bilesik olup bir¢ok gida ve sifal
bitkileri iceren 1620’den fazla bitki tiiriinden izole edilmistir. Oleaceae familyasina ait

bitkilerde 6zellikle yaygin olan bu bilesik ¢cogu zaman ursolik asit (3p-hidroksiurs-12-en-28-
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oik asit) izomeri ile birlikte bulunur ve bir¢ok farmakolojik ozellikleri birlikte paylasirlar
(Pollier ve Goossens, 2012). Oleanolik asit gibi konjuge olmayan triterpenoidler bitkilerin
epikutikular mumlarinda bulunurlar ve su kaybmin onlenmesi ve patojenlere karsi ilk
savunma bariyeri olarak gorev alirlar. Ornegin, zeytin yapraklarinda oleanolik asit hemen
hemen saf kristaller halinde bulunarak mantar saldirisina kars1 fiziksel bir bariyer olusturur.
Oleanolik asit sadece bir serbest asit olarak ortaya ¢ikmaz ayni zamanda triterpenoid
saponinler i¢in bir aglikon 6n maddesi olarak da gorev alirlar. Bitkilerde ¢esitli glikokonjiige
oleanolik asit molekiilleri allelopatik ajanlar olarak veya patojenler veya otoburlara karsi

savunma bilesikleri olarak da islev gorebilir (Taiz ve dig., 2015).

COOH

Sekil 2.13. Oleanolik asidin yapisi1 (Liu, 1995).
2.2.6.1.3 Ursolik ve oleanolik asitlerin saghk iizerine etkileri

Bugiline kadar damaran, ergostan, fridelan, lupan, tarakastan ve ursan igeren yaklasik 20 bin
triterpenoid tibbi bitkilerin ¢esitli yerlerinden tanimlanmigtir. Antimikrobiyal ajan, antikanser,
antienflamatuar olarak kullanilmak tizere ¢esitli bitki tiirevli sikloskualenoid molekiillerin
potansiyeli izerinde durulmustur. Cesitli terpenoidler arasinda
pentasikliktriterpenoidlerinantienflamatuar, kemoprevantif ve kanser oOnleyici Ozelliklere
sahip oldugu cesitli calismalarda (Neto, 2010; Khoo, 2011; Machado ve dig., 2012; Jesus ve
dig., 2015) gosterilmistir.

Ursan tipi pentasikliktriterpenik asit olan ursolik asit, sikloskualenoid ailesine aittir
veArctostaphylosuva-ursi (L) Spreng,
VacciniummacrocarponAir.,RhododendronhymenanthesMakino, Rosemarinusofficinalis,
Eriobotryajaponica, Callunavulgaris, Ocimumsanctum ve Eugeniajambolana gibi dogal sifali
bitkilerin meyveleri ve yapraklarinda ve elma, armut, erik ve diger meyvelerin balmumuna

benzer koruyucu tabakalarinda bulunur. Son caligsmalar, enflamasyon kaynakli kanserlerin
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cesitli tiplerini igeren ¢esitli insan hastaliklarinda wursolik asidin yararli etkilerini
desteklemistir. Ursolik asidin, antienflamatuar, antiproliferatif, proapoptotik, antimetastatik,
antianjiyojenik potansiyeli kanserin in vitro (Cizelge 2.5) ve in vivo (Cizelge 2.6)
modellerinde rapor edilmistir (Shanmugam ve dig., 2013).

En biiylik etkiye sahip paraziter hastalik sitmadir. Diinya niifusunun yaklasik % 40’n1
etkiler ve 100’den fazla iilkeye yayilmustir. Etiyolojik ajan1 Plasmodiumcinsine ait bir
protozoadir. Farkli ilaglar bu paraziti ortadan kaldirabilir ancak baziPlasmodium tiirleri direng
gosterebilmektedir. Bu nedenle yeni bilesiklere ihtiyag duyulmaktadir. Uapacanitida kok
kabuklarindan saflastirilan ursolik asidin etanol ekstrakti, 36.5 pg/mL ICsq ve 28 pg/mL ICsg
ile sirast ile klorokin-direngli ve klorokin-duyarli suslara karsi antimalaryal etki gosterirken
oleanolik asit etanol ekstrakti i¢in 88.8 pg/mL ICso ve 70.6 pg/mL ICso degerleri etkili
olmustur (Jesus ve dig., 2015).

Tsai ve Yin (2008) calismalarinda PC12 hiicrelerinde oksidatif ve enflamatuvar hasari
uyarmak icin hidrojen peroksit ve MPP" kullanarak enzimatik antioksidan sistemlerde ursolik
ve oleanolik asitlerin etkilerini arastirmislardir. Ursolik asit ve oleanolik asit ©n
uygulamasinin PC12 hiicrelerinde hidrojen peroksit ve MPP" ile uyarilmis hasara karsi
oksidatif ve enflamatuvar streste azalmaya ve hiicre canliliginda 6nemli derecede bir artisa
neden oldugunu bildirmislerdir.

Ursolik ve oleanolik asidin 6zellikle hepatit ve HIV viriislerine kars1 antiviral 6zellikleri
1990’lardan beri calisilmistir. Karakteristik olarak yavas ve ilerici enfeksiyon iireten HIV,
Retroviridae familyasina ve Lentivirus cinsine aittir. Cynomoriumsongaricum 'dan saflastirilan
ursolik asit doza bagh bir sekilde (ICso, 8 pg/mL), HIV-1 proteaziinhibe etmistir. Oleanolik
asit ve tiirevleri de 4-20 pg/mL ICsq ile HIV-1 proteaziinhibe etme yetenegine sahip
bulunmustur. Ursolik ve oleanolik asidin potansiyeli Hepatit B ve C viriislerine karsi da
belirlenmistir (Jesus ve dig., 2015).

Ursolik ve oleanolik asit normal ve alloksana bagli diyabetik farelerde kan seker
seviyelerini diigiirmiistiir. Bu asitlerin 6nemli derecede antienflamatuvar 6zelliklere sahip
olduklari bilinmektedir. Her iki asit de laboratuvar hayvanlarinda kimyasal olarak uyarilmig
karaciger hasarmi korumada etkili bulunmustur. Oleanolik asit, Cin’de insan karaciger
bozukluklari i¢in bir ilag olarak pazarlanmistir (Leela, 2002).

Oksidatif stres, Parkinson hastaligi gibi bazi nérolojik bozukluklarin olusumunda

etkendir. Bu nedenle noéronol hiicreler i¢in antioksidatif koruma saglayici ajanlarin kesfi 6nem
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kazanmaktadir. Ursolik ve oleanolik asidin norokoruyucu etkilerine dikkat ¢ekilmistir. Bu iki
bilesigin sinir bliytime faktorii kuvvetlendirici aktivitisine sahip oldugu ve oksidatif hasari
indiikleyen amiloid beta proteini azaltabildigi rapor edilmistir. PC12 hiicre dizileri, sican
bobrekiistii bezi feokromositom hiicre dizileridir ve antioksidan koruma veya sinir
hiicrelerinin hayatta kalma ¢alismalari i¢in bir model olarak yaygin sekilde kullanilmaktadir.
Hidrojen peroksit (H,0,) veya MPTP’nin aktif metabolitiMPP néronal hiicreler ve hayvan
beyninde reaktif oksijen veya serbest radikallerin olusumunu diizenleyebilir bu nedenle bu
ajanlar oksidatifve/veya hasar1 uyarmak i¢in ndrolojik ¢alismalarda yaygin sekilde kullanilir
(Tsai ve Yin, 2008).

Ursolik asit ve oleanolik asit tiirevlerinin antiproliferatif (¢cogalmaya kars1) aktiviteleri
ti¢ tlimor hiicre dizilerinde (HepG2 karaciger, MCF-7 meme ve Caco-2 bagirsak) dl¢lilmiistiir.
2-a-hidroksiursolik asit ve maslinik asidin kumaril esterleri (2-a-hidroksioleanolik asit) en
etkili inhibitorler olarak tespit edilmistir. Ursolik asidin birgok farkli hiicre tipinde apoptozu
indiikleme (hiicrenin kendi kendini yok etmesini uyarmasi) yeteneginde antiproliferatif
(cogalmaya kars1) aktivitesinin 6nemli bir rol oynadigi muhtemeldir. Ursolik asit, HT-29
kolon hiicrelerinde kaspaz-3, 8 ve 9 aktivasyonu ile birlikte apoptozun indiiksiyonu ile
cogalmasini azaltir (Neto, 2010).

Dis ciirlimesine yol agan Streptococcusmutanstarafindan ham glikosiltransferaz ile
katalizlenen ¢ozlinmeyen glukanin sentezini her iki triterpen de inhibe etmistir. Boylece bu
bilesiklerin dislerde ¢iiriik onleyebilecegi ortaya konulmustur. Insan niifusunun iigte birini
etkileyen ve diinya c¢apinda en c¢ok oOlime neden olan enfeksiyon etmeni
Mycobacteriumtuberculosis bakterisine kars1 kullanildigindaLantana hispida’dan izole edilen
oleanolik asidin 25 pg/mL MIC degerinin etkili oldugu agiklanmistir. Oleanolik aside benzer
sekilde Chamaedoreatepejiloteyapraklarindan saflastirilan ursolik asidin de 100 pg/mL’deM.
tuberculosis’i ortadan kaldirma yetenegine sahip oldugu bulunmustur. Her iki bilesigin de bu

patojeni 6ldiirme potansiyelinde oldugu bildirilmistir (Jesus ve dig., 2015).

2.2.7 Tetraterpenler (y,y-karoten)

Tetraterpenler siifini olusturan  bilesikler; karotenoidler, apokarotenoidler,
diapokarotenoidler, megastigmanlardir (Breitmaier, 2006). Fotooksidasyondan fotosentetik
dokular1 koruyan ve fotosentezde yardimer pigment olarak islevi olan kirmizi, turuncu ve sar1

karotenoidler, tetraterpenlerdir. Absisik asit hormonu (C15 terpen), karotenoid 6n maddesinin
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pargalanmasi ile tretilir (Taiz ve dig., 2015). Karotenler (tetraterpenler) fotosentez yapan
bitkilerde bulunan yogun kirmizi ve sar1 pigmentlerin biiylik bir grubudur. Karotenoidler
(oksijen icermeyen karotenler) antioksidan aktivite gosteren ve bitki ve hayvanlarda yaygin
sekilde dagilim gosteren yagda ¢oziinen pigmentlerdir. Bagisiklik sistemini giiclendirerek,
goz hastaliklar, kalp hastaliklari, felg, 6zellikle bazi kanserler ve hastaliklarin riskini
azaltarak saglik ilizerine fayda saglarlar. Karoten ve ksantofiller karotenoitleri olusturan iki tip
molekiildiir. Vitamin A Onciisii olarak esansiyel bir besin gibi rol alirlar. Sebze suyundaki
karotenoidler diisiik-karotenoid tiiketen kisilerde bagisiklik sistemini iyilestirebilmektedir. y-
karoten, likopen ve lutein sindirim yolu, rahim, prostat, meme, kolorektal, akciger
kanserlerine kars1 koruma saglar (Jain ve Ramawat, 2013).

Yaklasik 200 kadar dogal olarak yaygin tetraterpen bugiine kadar bilinmektedir ve
karotenoidler olarak ifade edilmektedir. Genel olarak yaygin bulunan karotenler Sekil 2.14’de
gosterilmistir. Asiklik tetraterpen likopen, domateste ve kusburnu gibi diger meyvelerde
olusur. Karotenoidler tiim yiiksek bitkilerin (kurutulmus bitki materyalinin % 0.1’1 kadar)
yapraklari, siirgiin ve koklerinde olusur. Terminal parcalarinin ayrilmasi ile karotenoidlerden
ayrilan terpenoidler apokarotenoidlerdir. B-iyonon gibi megastigmanlar, birgok bitkinin
ciceklerinde PB-karotenin en Gnemli hos kokulu pargalanma iriinlerine aittir (Breitmaier,
2006).
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Sekil 2.14. Karoten olarak tanimlanan ve bilinen yedi son grup (Breitmaier, 2006).
2.2.8 Politerpenler (tiim trans poli izopren) ve prenilkuinonlar

Insanlar tarafindan yaygin olarak tanman ve kullanilan terpen kauguktur. Kauguk, izoprenin
tekrarlayan alt birimlerinden olusan bir politerpendir. Diger 6nemli terpenler; kamfor, mentol,
piretroidler (bocek oldiiriicii), temizleyiciler, anti-alerjik ajanlar ve ¢oziiciileri igerir. Regine
(diterpen), limonen, karvon, nepetalakton (katnipte), hekojenin (deterjan), dijitoksijenin de
onemli terpenlerdir (Zwenger ve Basu, 2008). Fenilalanin ve tirozin aminoasitlerinden

biyogenetik olarak tiiretilen gesitli yagda ¢oziiniir prenilbenzokuinonlar, hemen hemen tiim
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aerobik organizmalarin (bakteri, bitki hayvan) hiicrelerinde olusur ve bu nedenle ubikinonlar
seklinde ifade edilirler (Breitmaier, 2006).

Cizelge 2.5.Ursolik asit ve tiirevlerinin in vitro kosullarda kanser onleyici etkileri
(Shanmugam ve dig., 2013).

Biyolojik Etkiler

Plazma hiicre kanseri (Multiplmiyelom)

STAT3 aktivasyonunu ortadan kaldirma.

c¢SRC ve JAK1/2 kinazlarin yukar1 yonde aktivasyonunu ortadan kaldirma.

Prostat kanseri

LnCaP hiicrelerinde STAT3 aktivasyonu ile uyarilmig IL-6 ve NF-kB aktivasyonu ile uyarilmis TNF’yi ortadan
kaldirma.

Doz ve zamana bagli bir sekilde HER2’nin durumu ne olursa olsun CXCR4 islevini asag1 dogru regiile etme.
PC3 hiicrelerinde otofajiyi uyarma ve LC3-II"nin islevini (ekspresyonunu) iyilestirme.

Beclin-1 ve Akt/mTOR yolu ile apoptosisi (programli hiicre 6liimii) uyarma.

Meme kanseri

Apoptoz indiiksiyonu ile cogalmasini engelleme.

Fas reseptoril, kaspaz 3 ve PARP ve mitokondriyal yolla MDA-MB-231’de apoptosisi uyarma.
Rapamisinsinyallemesinin memeli hedefi, Akt ve c-Jun N-terminal kinaz modiilasyonu ile gé¢ ve isgali ortadan
kaldirir.

MCEF-7 hiicrelerinde FoxM1’in ekspresyonunu (iglevini) engelleme.

Karaciger (Hepatoselliiler ) kanseri

HIF-10, BFGF, VEGF, IL-8, uPA, ROS ve NO’inhibe ederek anjiyogenezi ortadan kaldirma.

Hepatom biiylimeyi engelleme (inhibe etme).

S fazinda hiicre dongii durmasini ve kaspaz 3’{in aktivasyonu ile apoptosisi uyarma.

Mesane kanseri

IREL-TRAF2-ASK1 sinyal kompleksini uyarma ve Apoptotik ASK1-JNK sinyalini aktive etme.

AMPK kinazi uyarma ve hiicre ¢ogalmasini engelleme.

G1 fazinda hiicrelerin gogalmasini (proliferasyonunu) engelleme ve ROS {iiretiminde artigla apoptosisi uyarma.
Kolorektal kanser (karsinom)

Apoptisi uyararak TRAIL’e karsi kolon kanser hiicrelerini duyarlt hale getirme.

Hiicre 6liimiinii indiitkleme ve JNK yolu ile otofajiyi diizenleme.

NF-xB ile diizenlenen (regiile edilen) siklin D1, MMP-9, ICAM-1, VEGF, c-FLIP survivin, Bcl-2, Bcl-xL gen
uriinlerini asag1 dogru regiile etme (diizenleme).

Piirinerjik alic1 (reseptor) P2Y (2) / Src / p38 / Cox 2 yolu ile diizenleyerek apoptosisi uyarma.

SW480 and SW620°de ¢oklu ila¢ direncini ters ¢evirme.
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Cizelge 2.5.Ursolik asit ve tiirevlerinin in vitro kosullarda kanser onleyici etkileri devami
(Shanmugam ve dig., 2013).

Biyolojik Etkiler

Yumurtahk kanseri

Hiicre ¢ogalmasini ortadan kaldirma, ERK’ninfosforilasyonunu yukari dogru diizenleme ve etkin bir sekilde
ikiye ayrilmig PARP ve 9 ve 3 kaspazi uyarma.

Survivin, c-Myc ve astrosit yiiksek genin islevini asagi dogru diizenleme.

Pankreas kanseri

P13 K/AKT/NF-kB ve JNK yolu ile MIA-PaCa-2, PANC-1 ve Capan-1’in ¢ogalmasini engelleme.

Sitotoksiteyi ve AsPC-1 hiicrelerinde NOXA, p53, p21 ve wafl’i uyarma.

HL60 monositler ve kronik miyeloid (iliksel) 16semi hiicreleri

K562 hiicrelerinde mitokondriyal yol ile aktive ederek, PTEN’ninyukar1 ve Akt’nin asag1 dogru diizenlenmesi
ile apoptosisi uyarma.

ERK aktivasyonu ile C/EBPb’yi yukar1 dogru diizenleme ve HL60 monosit farklilasmasini uyarma.

HL60/ADR ve K562/ADR’degoklu ilag direncini ters gevirme.

Akciger karsinomu

Doz ve zamana bagl bir sekildeA549, H3255 ve Calu-6’da apoptosisi uyarma.

Beyinsel habis (Noronikgliyoblastom) (astrositom)

TGF-betal/miR-21/PDCD4 yolunu ortadan kaldirarak U251 insan glioblastoma hiicre hatlarinda apoptozisi
uyarma ve ¢ogalmay1 engelleme.
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Cizelge 2.6.Ursolik asit ve tiirevlerinin in vivoantikanser etkileri (Shanmugam ve dig., 2013).

Etkiler

Prostat karsinom (hayvan modeli: erkek Balb/c ¢iplak fare) - intraperitoneal enjeksiyon

200 mg/kg viicut agirligi dozda erkek Balb/c ¢iplak farelerde deri altindan implante neoplaziyi durdurma.
VEGF'nin ekspresyonunu azaltma ve tiimor dokularinda kaspaz-3'in ekspresyonunu artirma.

Fare prostatinin transgenik adenokarsinomu (hayvan modeli, TRAMP)-diyet doz (%01, w/w)
Ursolik asit, TRAMP sicanlarinda prostatik epitel i¢i neoplazi olusumunu geciktirir ve PIN'nin
adenokarsinoma ilerlemesini inhibe etme. Uzun siireli genel sagkalim ve toplam viicut agirlig1 tizerinde
herhangi bir 6nemli etkisi olmadan tiimor gelisimini belirgin bir sekilde azaltma.

COX-2, siklin D1 ekspresyonunu asagi yonde kaspaz-3'iin ekspresyonunu yukari yonde diizenleme.

36 haftalik yasli TRAMP farelerin tiimor dokularinda CXCR4 ekspresyonunu azaltma.
Hepatoselliiler karsinom (hayvan modeli: Kunming fareler) - intraperitoneal enjeksiyon

Doza bagli bir sekilde deri altindan implante tiimor biiyiimesini inhibe etme.

Hepatoselliiler karsinom (hayvan modeli: Wistar sican) - agizdan beslenme

Fenobarbital destekli ve dietilnitrozamin ile uyarilmig karaciger kanserini inhibe etme.

Wistar siganlarinin karacigerinde serbest radikaller ve oksidatif stresi azaltma.

Kolorektal karsinom (hayvan modeli: erkek ¢iplak fareler) - intraperitoneal

Ort.ot.opik fare modelinde kolon adenokarsinomasini inhibe etme. Bu etki, kapesitabin mevcudiyetinde
ﬁelil—il]g, STAT3 ve B-kateninin baski kontaminasyonu ile CD31 mikrodamar yogunlugu ve proliferasyon
belirleyicisi Ki67'yi inhibe etme.

Asag1 yonde diizenlenmis hiicre sagkalim proteinleri, DR5 ve DR4 6liim reseptorlerini uyarma.

Kolon anormal kript odagi (hayvan modeli: Sprague-Davvley si¢can) - diyet dozu (% 0.11 w / w)
Kolon anormal kript odag1 kaynakli azoksimetanin gelisimini azaltma.

Losemi (hayvan modeli: NOD / SCID fareleri) - intraperitoneal enjeksiyon

Doza ve zamana bagl bir sekilde insan 16semi hiicrelerinde apoptozu (programli hiicre 6liimii) uyarma.
PKB/JNK yolunu asag1 yonde diizenleme, apoptoz ve kaspaz aktivasyonuna neden olma.

Meme karsinomasi (hayvan modeli: ovariektomi disi C57BL / 6 fareleri) - diyet doz

Meme yag tabanina enjeksiyonu singeneik MMTV Wntl meme tiimérlerini inhibe etme.

AKT / mTOR sinyal yolunu inhibe etme ve tiimérlerde apoptozu uyarma.
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2.3. Konu Ile ilgili Yapilan Cahsmalar

Janicsak ve dig. (2003), Lamiaceae familyasina ait 5 medikal bitkinin ursolik ve oleanolik asit
icerigini belirlemislerdir. Sokselet teknigiyle elde ettikleri ekstraktlar1 GC ile analiz
etmislerdir. Bitkilerden Salvia officinalis L. en yiiksek ursolik asit (% 1.861) ve oleanolik asit
icerirken (% 0.653) onu Melissa officinalis L. (%0.612 ve %0.170), Satureja montana L.
(%0.507 ve %0.138), Hyssopus officinalis L. (%0.407 ve %0.143) ve Marrubium vulgare L.
(%0.032 ve %0.016) izlemistir. Calismalarinda metanol, aseton, benzen, etil asetat ve %70’°lik
etil alkol arasinda en etkili ¢6ziicliniin metanol oldugunu; sokselet, ultrason destekli ve
karistirict yardimiyla klasik ekstraksiyon teknikleri arasinda en etkilisinin sokselet oldugunu
saptamislardir.

Vagi ve dig. (2005), mercankosk (Origanum majorana L.) bitkisinden sokselet ve
stiperkritik akiskan CO, (SCF- CO,) ile antioksidan bilesikleri, ursolik asit, karnosik asit ve
karnosolu ekstrakte edip HPLC ile miktarlarin1 belirlemislerdir. Sokselet ekstraksiyonda iki
farkli ¢6ziicti (etanol ve n-hekzan), SCF-CO,’de 50 °C ve 450 bar kosullarini kullanmislardir.
Macaristan ve Misir orjinli 2 bitkide yaptiklar1 calismada, en yiiksek ursolik asit verimini
Macaristan orjinlide etanolle (% 4.304), Misir orjinlide n-hekzanla (% 4.043) elde etmislerdir.
Her iki ornekte de SCF- CO; degerleri diger tekniklerle elde edilenden daha diisiik
bulunmustur.

Janicsék ve dig. (2006), Lamiaceae familyas1 88 taksona (19 cins, 66 tiir, 8 alt tiir, 9
varyete ve 5 hibrit) ait bitkinin ursolik ve oleanolik asit igerigini belirlemistir. Ursolik asit
icerigi iz miktardan kuru maddede %4.019’a kadar degismistir. En yiiksek icerik Salvia
lavandulifolia Vahl. (%4.019), Salvia officinalis L. (%3.825) ve Nepeta x faassenii Berg.
(%2.923) bitkilerinde bulmuslardir. Oleanolik asit icerigi ise iz miktardan kuru maddede
%1.840’a kadar degismistir. En yiiksek igerik Salvia lavandulifolia Vahl. (%1.840), Salvia
officinalis L. (%1.559) ve Nepeta x faassenii Berg. (%1.416) bitkilerinde bulunmustur. En
diisiik oleanolik asit igerigi Marrubium alysson (%0.009) ve Marrubium thessalum
(%0.009)’da kaydedilmistir.

Lacikova ve dig. (2006), Cin’de yetisen bir bitki olan Staphylea L.’¢ ait 4 farkl tiirde
(Staphylea pinnata L., S. holocarpa, S.colchica, S.elegans) ursolik asit tayini yapmislardir.
Kurutulmus Staphylea L. bitki yapraklarin1 48 saat kloroformda oda sicakliginda ekstrakte
etmigler, 6l¢iimleri tandem kiitle spektroskopisinde (MS-MS) gergeklestirmislerdir. Sonug
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olarak Staphylea pinnata L., S. holocarpa, S.colchica ve S.elegans tiirlerinde ursolik asidi
sirastyla ortalama % 0.16, % 0.08, % 0.12 ve % 0.1 olarak tespit etmislerdir.

Kowalski (2007), 3 Silphium tiiriniin (Silphium perfoliatum, Silphium trifoliatum ve
Silphium integrifolium) farkli vejetatif ve generatif organinlarindaki ursolik ve oleanolik asit
icerigini, Panax quinquefolium kokleri ve Calendula officinalis c¢igeklerindeki ile
karsilastirmiglardir. Ursolik asit miktarmin Silphium trifoliatum ve Silphium integrifolium’de
yiksek miktarda bulundugunu ¢igeklenmeden oOnce yapraklarda 14.98 mg/g k.m’de,
ciceklenme donemindeki yapraklarda ise 15.50 mg/g k.m’de oldugunu saptamislardir.
Silphium trifoliatum ve Silphium integrifolium’in gigek salkimlarinda kuru maddede oleanolik
asit sirasiyla 22.05 mg/g ve 17.95 mg/g, Calendula officinalis ¢igeklerinde ise 20.53 mg/g
olarak bulunmustur. Silphium yapraklarinda en yliksek oleanolik asit icerigine (17.03 mg/g,
k.m) Mayis ayinda rastlanmistir. Amerikan Ginsenginin (Panax quinquefolium) koklerinde
ursolik asit bulunmadigini rapor etmislerdir.

Razborsek ve dig. (2007), GC-MS ile biberiyenin (Rosmarinus officinalis L.)
terpenoik asit igerigini arastirmiglar, sonuglar1 adagayina ait tiirlerin (Salvia officinalis L.,
Salvia sclarea, Salvia glutinosa) ve geyik otunun (Satureja montana) bulgulariyla
karsilastirmiglardir. Oleanolik asidi biberiyede 2.42 mg/g, geyik otunda 10.68 mg/g, Salvia
officinalis L., Salvia sclarea ve Salvia glutinosa sirayla 10.91, 4.31 ve 3.71 mg/g olarak
belirlemislerdir. Ursolik asidi ise biberiyede 1.89 mg/g, geyik otunda 6.67 mg/g, Salvia
officinalis L., Salvia sclarea ve Salvia glutinosa sirayla 4.15, 1.01 ve 2.39 mg/g olarak tespit
etmislerdir. Coziicii olarak tetrahidrofuran, diklorometan, etil asetat, aseton, metanol, etanol,
toluen, hekzan ve pridini kullanmiglar ve en iyi sonucun tetrahidrofuran:etanol (1:1)
karisimiyla elde edildigini bildirmislerdir.

Zhou ve dig. (2007), Cin’de medikal amagli kullanilan yeni diinya (Eriobotrya
japonica Lindl.) meyvesinin g¢igeklerinin amigdalin, oleanolik ve ursolik asit igeriklerini
HPLC ile belirlemislerdir. 5 yenidiinya ¢esidinde ursolik asidi 2.15-2.68 mg/g, oleanolik asidi
0.38-0.51 mg/g ve amigdalini 1.23-1.56 mg/g araliginda belirlemislerdir. Farkli gelisme
zamanlarinda ve cicegin farkli dokularinda (ta¢ yapragi, ¢anak yapragi, disilik organit+erkek
organi ve sap¢ik) bu ii¢ bilesenin 6nemli derecede degistigini kaydetmislerdir. Ursolik asidi
en diisiik cicegin ta¢ yapraginda (0.60 mg/g) en yiiksek canak yapraginda (3.65 mg/g)

belirlemislerdir.
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Frighetto ve dig. (2008), farkli elma c¢esitlerinin kabuklarindan kloroform, etil asetat
ve/veya etanol ile ursolik asit Oziitlemislerdir. Ham ekstraktlar1 yliksek hizli ters akim
kromatografisiyle (HSCCC) saflastirmislardir. Saflik kontrollerini GC-MS, 13C niikleer
manyetik rezonans (13C NMR), infrared, ince tabaka kromatografi ve GC-FID ile
yapmiglardir. HSCCC tekniginin bitkisel kaynaklardan ursolik asitin saflastirilmasi i¢in uygun
oldugunu bildirmislerdir.

Gnoatto ve dig. (2008), Yerba mate (llex paraguariensis), mate ¢ay1 olarak bilinen ve
Paraguay c¢ayinda bulunan saponinlerden olan ana triterpen olan ursolik asitin timor
hiicreleri iizerine baskilayici etkilerini incelemislerdir. Kurutulmus mate ¢aylarini etil alkolle
ekstrakte etmisler ve yaklasik % 0.26 ursolik asit belirlemislerdir.

Razborsek ve dig. (2008), GC-MS ile Lamiaceae familyasina ait bazi bitkilerin
(Rosmarinus officinalis L., Salvia officinalis L., Satureja montana L., Salvia sclarea L. ve
Salvia glutinosa L.), oleanolik, betulinik ve ursolik asit i¢eriklerini arastirmislardir. Oleanolik
ve ursolik asit igeriklerini ¢oktan aza dogru Rosmarinus officinalis L. (%0.909 ve %1.580),
Salvia officinalis L. (%0.756 ve %1.516), Satureja montana L. (%0.536 ve %0.094), Salvia
sclarea L. (%0.095 ve %0.091) ve Salvia glutinosa L. (%0.090 ve %0.191) olarak
kaydetmislerdir.

Silva ve dig. (2008), Brazilya’da yetisen 8 Ocimum ¢esidinin (O. americanum L., O.
basilicum L., O. basilicum var purpurascens Benth, O. basilicum var. minimum L., O.
gratissimum L., O. micranthum Willd, O. selloi Benth. ve O. tenuiflorum L.) ursolik asit
icerigini HPLC ile belirlemistir. Ursolik asit igerigini en yiiksek O. tenuiflorum’da (%2.02),
en diisiik O. basilicum var. minimum L. (% 0.27)’de belirlemislerdir.

Wang ve dig. (2008), Macrocarpium officinale (Sieb. et Zucc.) Nakai’nin ursolik asit
ve oleanolik asit icerigini belirlemislerdir. Halk hekimliginde 6nemli yer tutan bu meyvenin
terpenoik asit icerigini belirlemede HPLC ve TLCS teknikleri kullanilmistir. Oleanolik
icerigini HPLC ile %0.050 ile %0.082 arasinda saptamiglardir. Ursolik asit igerigini TLCS ile
% 0.155-0.294, HPLC ile %0.107-0.170 arasinda belirlemisler, TLCS sonuglarinin daha
yiiksek oldugunu vurgulamislardir. Meyve etine gore dis kismin daha fazla ursolik asit
icerdigini, saponinlerin dis kisimda (ekzokarp) ve paransima hiicrelerinin disinda yerlestigini
bildirmislerdir. Aylara gore terpenoik asitlerin degistigini tespit etmislerdir.

Jager ve dig. (2009), 39 bitkinin triterpen igerigini arastirmislardir. Arastiricilar,
ursolik asit icerigini ay1 lizimii yapraklarinda 1.24 g/100g, kahve yapraklarinda 1.80 g/100g,
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kizileik yapraklarinda 0.15 g/100g, ali¢ yaprak ve ¢iceklerinde 0.52 g/100g, okaliiptiis
yapraklarinda 1.17 g/100g, lavanta ¢igeklerinde 1.05 g/100g ve yapraklarinda 1.59 g/100g,
elma kabuklarinda 1.43 g/100g, elma pulpunda 0.86 g/100g, melisa otu yapraklarinda 0.67
g/100g, zakkum yapraklarinda 1.27 g/100g, zeytin yapraklarinda 0.18 g/100g, mercankdsk
yapraklarinda 0.66 g/100g, kekik yapraklarinda 0.8 g/100g, armut kabuklarinda 0.20 g/100g,
biberiye yapraklarinda 2.95 g/100g, adagay1 yapraklarinda 1.80 g/100g, miirver yemisi
yapraklarinda 0.58 g/100g, geyik otu yapraklarinda 0.49 g/100g ve kekik yapraklarinda 0.94
2/100g olarak bildirmislerdir.

Kim ve Wampler (2009), HPLC ile degisik caylarin saponin igerigini belirlemisler,
sonu¢ hesaplamada saf ursolik asit kullanmislardir. Yesil cayda 75.09 mg/L, siyah ¢ayda
77.32 mg/L saponin belirlemislerdir.

Lee ve dig. (2009), medikal 6zellik tasiyan Kore ve Cin menseili 15 farkli Prunella
spica bitkisinin terpenik asit igerigini aragtirmislardir. Yaptiklari ¢calismada, en yiiksek verimi
%090 etil alkol ve ultrason destekli ekstraksiyon tekniginde belirlemislerdir. Ursolik asidi
Kore’de yetisenlerde 58-177 ng/g, Cin’de yetisenlerde ise 140-206 pg/g araliginda
bulmuslardir.

Schneider ve dig. (2009), ¢esitli solventlerde ursolik ve oleanolik asidin eriyebilirligini
karsilastirmiglardir. Ursolik asidin ¢oziiniirliiglinii coktan aza dogru; dioksan (18.8 mg/ml), n-
biitanol (16.3 mg/ml), n-hekzan (13 mg/ml), metanol (7.6 mg/ml), etanol (5.1 mg/ml), aseton
(4.7 mg/ml), siklohekzan (4.2 mg/ml) ve etil asetat (3.71 mg/ml) seklinde literatiirde yer
aldigini bildirmistir.

Zacchigna ve dig. (2009), Plantaginaceae familyasina aitsinir otu (Plantago major L.)
bitkisinin ursolik ve oleanolik asit icerigini arastirmislardir. Calismada, ¢oziici olarak
metanol, ekstraksiyon teknigi olarak sokselet kullanmiglar, analizi HPLC ile
gerceklestirmiglerdir. Bu bitkinin yapraklarinda % 0.8 ursolik asit ve % 0.2 oleanolik asit
belirlemislerdir.

Fang ve dig. (2010), Cin’de halk hekimliginde kullanilan Chaenomeles sinensis
meyvesinden ursolik ve oleanolik asitin mikrodalga yardimiyla ekstraksiyonunu optimize
etmislerdir. Optimum ekstraksiyon kosullarin1 mikrodalga giicii 600 W, sicaklik 52 °C,
coziicii:kat1 oran1 32 ml/g ve ekstraksiyon siiresi 7 dakika olarak belirlemislerdir. Mikrodalga
destekli ekstraksiyonda optimum noktada bulduklar1 terpenoik asit igerigini ultrason destekli

ekstraksiyon, sokselet ekstraksiyon ve geri sogutucu yardimiyla ekstraksiyon teknikleriyle
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karsilagtirmiglardir. Optimum noktada ursolik asiti mikrodalga destekli ekstraksiyonda
%1.126 olarak belirlemisler, diger tekniklere gére daha az ¢oziicii ve siirede en yiiksek verim
elde etmislerdir.

Li ve dig. (2010), farkli yerlerden alinan Ilex kudingcha C.J. Tseng, I. latifohia Thunb,
I. pentagona S.K Chen, Y. X. Feng et C.F. Liang, I. cornuta Lindl, I. huoshanesis Y.H. He ve
I. entrochinesis X.Y. Hu’nin infiizyonu olan Kuding ¢aymin HPLC ile ursolik ve oleanolik
asit icerigini belirlemislerdir. Farkli tiir ve orjinden saglanan orneklerden en yiiksek ursolik
asit i¢erigini |. cornuta Lindl. (%1.93)’te, en diisiik llex kudingcha C.J. Tseng’in filizlerinde
(<% 0.28) belirlemislerdir.

Tarvainen ve dig. (2010), sinir otunun (Plantago major) tohum ve yapraklarindan
sokselet ve siiperkritik akiskan- CO, ile ursolik asit ve oleanolik asit ekstrakte etmis, kat1 faz
ekstraksiyonla saflastirmig, LC-(UV)-APCI-MS ve LC-MS ile miktarlarini tespit etmislerdir.
Sokseletle ekstraksiyonda ¢oziicli olarak yaprakta dietil eter, metanol, etanol ve %70’lik
etanol; tohumda dietil eter, metanol ve etanol kullanmislardir. Yapraklarda en yiiksek ursolik
asit verimini metanol ve dietil eterle, tohumlarda ise dietil eterle elde etmislerdir. Tohumlarda
stiperkritik akigkan- CO; ile ursolik asit verimi diisiikk olmustur. Yapraklarda %0.22 ursolik
asit ve %0.07 oleanolik asit, tohumlarda ise %0.007 ursolik asit ve %0.005 oleanolik asit
belirlemislerdir. Arastiricilar, bitki materyallerinin ekstraksiyonunda saf metil alkolun hem
yiiksek penetrasyonu hem de c¢ok polar bilesenleri daha iyi ¢ozebilme yetenegi nedeniyle
yaygin kullanildigin1 ancak pentasiklik triterpen asitler i¢in uygun olmadigini bildirmislerdir.
Sokselet ekstraksiyonda, siireyi uzatmanin verimi fazla etkilemedigini 6 saatin yeterli
oldugunu rapor etmislerdir. Siiperkritik akiskan- CO; tekniginin yapraklar i¢in uygun
olmadigin1 tohumlarda ise kullanilabilecegini; solvent ekstraksiyon metotlarinda kullanilan
toksik hidrokarbonlarin tersine karbondioksitin toksik olmadigi, kolayca ekstraktan
uzaklastirilabildigi, ekstraksiyon siiresince yagin oksidasyonunu onledigi bildirilmistir.

Tian ve dig. (2010), Cin, Mogolistan, Tiirkiye, Kazakistan ve Kirgizistan’da dogal
olarak yetisen bir bitki olan Ziziphora clinopodioides Lam’in ursolik ve oleanolik asit
icerigini aragtirmislardir. Coziicii olarak metanol, ekstraksiyon teknigi olarak ultrason destekli
ekstraksiyon, ayirmada HPLC kullanmiglardir. Calisma sonucunda, bu bitkinin 1.176 mg/g
ursolik asit ve 0.76 mg/g oleanolik asit icerdigini belirlemislerdir.

Zhou ve dig. (2010), 23 buruk, 9 buruk olmayan Trabzon hurmasi gesitlerinin ursolik

ve oleanolik asit igeriklerini HPLC ile belirlemislerdir. Buruk c¢esitlerde ursolik asidin iz
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miktardan 27.64 ng/g’a, buruk olmayan g¢esitlerde ise iz miktardan 12.23 ng/g’a kadar
degistigini saptamiglardir.

Gotti  (2011), sifali bitkiler iginde fitokimyasal —maddelerin analizinde
elektromigrasyon yontemlerin uygulamalarini incelemistir. Rabdosia japonica ve Piper
kadsura (Japon biber tiirii) bitkilerinde kimyasal ekstraksiyon islemi ile ursolik asiti ekstrakte
etmislerdir. Kizilcikta yaptiklari ¢alismada, en uygun ekstraksiyonun misel elektrokinetik
kromatografi tekniginin oldugunu ortaya koymuslardir. Kizilciktaki ursolik asit igerigini 0.3
mg/g olarak tespit etmistir.

Kondo ve dig. (2011), gesitli Vaccinium tiirleri ve tiriinlerinin ursolik asit igeriklerini
belirlemislerdir. En yiiksek ursolik asidi (0.460-1.090 g/kg) ve esterlerini (0.040-0.160 g/kg)
turna yemisi (V.macrocarpon) cesitlerinde bulmuslardir. Ursolik asidi kekreyemisde(V. vitis-
ideae L.) 0.260 g/kg ve algcak boylu maviyemisde (V. angustifolium) 0.230 g/kg olarak
belirmisler, ancak bunlarda ursolik asit esterlerini saptamamiglardir.V. oxycoccus’da en diisiik
ursolik asit ve esterlerini (0.129 g/kg) belirlemislerdir. Turna yemisinden elde edilen {iriinler
arasinda ozellikle tiim meyvenin dahil edilenlerde ursolik asit iceriginin yiiksek oldugunu
kaydetmislerdir. Ayrica, DU145 prostat tiimdr hiicreleri lizerinde yaptiklari incelemede,
ursolik asit ve esterlerinin ¢ok diisilk, mikromolarkonsantrasyonda tiimor hiicrelerinin
gelisimini inhibe ettiklerini saptamislardir.

Li ve dig. (2011), baz1 meyvelerde bulunan 5 triterpenik asidi (betulinik asit, betulonik
asit, maslinik asit, ursolik asit ve oleanolik asit) akridon-9-etil-p-toluensiilfonat (AETS)
etiketleme (labeling) tiirevlendirme reaktifi kullanarak HPLC-flouresan dedektorle
belirlemislerdir. Ayrica ¢alismada, yanit yilizey yontemi ve 3 degiskenli Box-Behnken
tasarimi kullanarak akridon-9-etil-p-toluensiilfonat ile tiirevlendirme reaksiyonunu optimize
etmislerdir. Degisken olarak triterpenik asitle AETS molar orani, tiirevlendirme sicakligl ve
tirevlendirme stiresini almiglardir. Ursolik asit igerigini nar meyve, kabuk ve ¢ekirdeginde
1.09, 58.88 ve 0.78 pg/g; limon meyve etinde 0.91 pg/g ve kabugunda 3.27 pg/g; mandalina
kabugunda 0.62 pg/g; Cin aliginin meyve etinde 930.75 pg/g, ¢cekirdeginde 2.98 pg/g; hiinnap
meyve etinde 25.48 ng/g ve kivide7.67 pg/g olarak belirlemislerdir.

Xia ve dig. (2011), Cin’de halk hekimliginde kullanilan Ligustrum lucidum
meyvesinin ana bilesenlerinden olan ursolik ve oleanolik asidin mikrodalga destekli
ekstraksiyonunda optimizasyon kosullarin1  belirlemislerdir. Optimum  ekstraksiyon

kosullarini: etil alkol konsantrasyonu %80, kati:sivi oran1 1:15, siire 30 dakika, sicaklik 70°C
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olarak belirlemislerdir. Bu kosullarda, oleanolik asiti 4.4 mg/g ve ursolik asit 5.8 mg/g olarak
saptamiglardir.

Zhou ve dig. (2011), 2 farkli yeni diinya (Eriobotrya japonica Lindl.) kiltiiriiniin
farkli dokularinda ursolik ve oleanolik asit icerigini HPLC ile arastirmislardir. Calisma
sonunda, meyvenin kabuklarmin (4.45-7.50 mg/g k.m) meyve eti (0.12-0.13 mg/g k.m) ve
cekirdeginden (0.18-0.19 mg/g k.m) daha yiiksek ursolik asit icerdigini belirlemislerdir.
Meyvenin gelisimi sirasinda ursolik ve oleanolik asit igeriginde 6énemli degisimler oldugunu
kaydetmislerdir. En yiiksek terpenik asit birikiminin Mayis ayinin ilk haftasinda oldugunu
saptamislardir. Renge gore terpenik asit miktarinin degisip degismedigini de aragtirmislar.
Meyve eti kirmizi olanlarla beyaz olan c¢esitlerin kabuklarindaki ursolik ve oleanolik asit
icerigi bakimindan farklilik olmadigini saptamislardir. Tam olgunlasmis 24 yeni diinya
cesidinin kabuk kisminda ursolik asit icerigi 2.82 ile 8.20 mg/g k.m arasinda bulunmustur.

Li ve dig. (2012), 8 farkli armut ¢esidinin anti-inflamatuvar ve antioksidan aktivitesini
incelemislerdir. Bireysel fenolik bilesik ve triterpenoidleri belirledikleri calismada, ursolik
asidi 37.8 ile 168.2 pg/g olarak saptamislardir. Armutta bulunan flavanoid bilesiklerden
arbutin ile ursolik ve oleanolik asidin antioksidan ve anti-inflamatuar etkisi oldugunu tespit
etmislerdir.

Szakiel ve dig. (2012), Finlandiya ve Polanya’da yetisen kekreyemis (Vaccinium vitis-
ideae L.) meyve ve yapraklarimin GC-MS/FID ile triterpenoid kompozisyonunu
belirlemislerdir. Ursolik asit igerigini,agustos ayinda Finlandiya’da yetisen meyve, geng
yaprak ve yash yapraklarda sirasiyla 6763.7, 1585.7 ve 3048.2 nug/g, Polonya’da yetisenlerde
ayn1 sirayla 6040.3, 1878.8 ve 3158.2 pg/g olarak bulmuslardir. Aralik ayinda geng ve yash
yapraklarda triterpenoid profilinin degistigini kaydederek, ursolik asit iceriginin Finlandiya
orjinli geng yapraklarda 2330.6 ng/g ve yash yapraklarda 2982.0 pg/g; Polonya orjinlilerde
ise ayni sirayla 2728.2 ve 2970.2 pug/g olarak saptamislardir. Ursolik asidin kekreyemis
meyvesinin baskin terpenik asidi oldugunu kaydetmislerdir.

Xia ve dig. (2012), Ligustrum lucidum Ait meyvesinden ursolik ve oleanolik asit
eldesinde ultrason destekli ekstraksiyonunun optimizasyon kosullarin1 belirlemislerdir.
Optimum ekstraksiyon kosullarini: etil alkol konsantrasyonu %95, kati:sivi oran1 1:20, siire
10 dakika, sicaklik 40 °C olarak kaydetmislerdir. Bu kosullarda, oleanolik asiti 6.3 mg/g ve
ursolik asit 9.3 mg/g olarak saptamislardir. Calismalarinda ¢oziiclinlin etkisini belirlemek

i¢in; Su, etanol, metanol ve biitanol kullanmiglardir. Etanol ve metanolle yaklasik ayni1 verimi
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almislar, biitanoldeki verim bu ¢oziiciilerin yaris1 kadar, suyla olan verim ise dortte biri kadar
olmustur. Ursolik ve oleanolik asidin nispeten diisiik polariteye sahip olup ekstraksiyon i¢in
su ve biitanole gore metanol ve etanoliin daha uygun oldugunu, ancak metanolun toksik ve
cevreye zararli olmasi nedeniyle etanolu kullandiklarini bildirmislerdir.

Taralkar ve Chattopadhyay (2012), Hindistan’da yetisen medikal ozellikler tasiyan
Verbenaceae familyasinin  bir iiyesi olanVitexnegundoLinn bitkisinin yapraklarindan
metanolleursolik ve betulinik asit ekstrakte etmis ve ters faz-HPLC ile analiz etmislerdir.
Calismada VitexnegundoLinn bitkisinin yapraklarindan ursolik asit ve betulinikasitin
belirlenmesi i¢in kullandiklar1 metodun dogru, duyarl ve tekrarlanabilirliginin iyi oldugunu
bildirmislerdir.

Vetal ve dig. (2012), Ocimum sanctum yapraklarindan ursolik asit ekstraksiyon
kinetigi ve optimizasyonu iizerine ¢calismislardir. Coziicli olarak metanol, aseton, asetonitril ve
etil asetat kullanmislar, analizi HPLC ile gergeklestirmislerdir. Ursolik asit i¢erigini, metil
alkolle 11.21 mg/g, asetonitrille 9.86 mg/g, asetonla 9.23 mg/g ve asetonla 5.13 mg/g olarak
tespit etmislerdir. Ekstraksiyonda 4 farkli sicaklik derecesi (30, 40, 50 ve 60 °C)
kullanmiglardir. 40 dakikaya kadar tiim sicakliklarda verimde artis belirlemisler, bu siireden
sonra 60 °C hari¢ diger sicakliklarda sabitlenme egilimi goriiliirken, 60 °C’de hizla diislis
kaydetmislerdir.Optimum ekstraksiyon kosullarini; siire 40 dakika, calkalama hizi 1000 rpm
sicaklik 50°C, kati:stvi orani 1:120 olarak belirlemislerdir. Bu kosullarda ursolik asidi
verimini 11.21 mg/g, aktivasyon enerjisini 10.45 kJ/mol olarak saptamislardir.

Xu ve dig. (2012) yeni diinya (Eriobotrya japonica Lindl) yapraklarmin ursolik ve
oleanolik asit igerigini HPLC ile arastirmiglardir. Yapraklarda ursolik asidi 5.6 mg/g,
oleanolik asidi 1.4 mg/g olarak belirlemislerdir.

Gambhava ve dig. (2013), Plumeria obtusa bitkisinin ursolik asit igerigini tespit
etmislerdir. Once petrol eterle 70 °C’de su banyosunda 2 saat ekstrakte edilen drnekler daha
sonra ¢oziicliciisii buharlastirilip metanolle ¢6ziilmiis ve HPTLC ile analiz edilmistir. Bu
bitkide ortalama % 0.197 ursolik asit tespit edilmistir.

Silva ve dig. (2013), Plumeria rubra’nin yapraklarinda ursolik asit igerigindeki
degisimini 12 ay boyunca izlemislerdir. Aylara gore ursolik asitin oldukca degistigini
belirlemislerdir. Ursolik asit igerigini en yliksek Mayis (% 16.40) ve Haziran (% 15.78), en
diisiik Aralik (% 8.57), Ocak (% 5.22), Subat (% 8.74) ve Mart (% 0.27) aylarinda oldugunu
kaydetmislerdir.
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Vetal ve dig. (2013),0cimum sanctum yapraklarindan ultrason destekli ekstraksiyonla
ursolik asitin eldesini optimize etmistir. Calismada farkli siire, kati sivi orani, sicaklik,
ultrason giicli ve frekansini denemislerdir. Maksimum verimi (16.47 mg/g) 12 dakika, 1:30
kati:s1v1 orani, 45 “C sicaklik ve 25 kHz frekans kosullarinda elde etmislerdir. Bu ekstraksiyon
yontemini klasik yontemlerle karsilagtirildiginda daha iyi sonug¢ verdigini ve siirenin de ¢ok
kisa oldugunu bildirmislerdir.

Wojciak-Kosior ve dig. (2013), Lamii albi flos bitkisinden triterpenik asitleri
ekstraksiyonda Klasik tekniklerle (maserasyon, sokselet, geri sogutucu yardimiyla
ekstraksiyon) modern teknikleri (hizlandirilmis solvent ekstraksiyon, ultrason destekli
ekstraksiyon ve mikrodalga destekli ekstraksiyon) karsilastirmislardir. En diisiik verimi
maserasyon (39.1 pg/g), en yiiksek mikrodalga destekli ekstraksiyonla (110.4 pg/g)
belirlemislerdir. Calismalarinda metanol, aseton ve ctil asetat arasinda en etkili ¢Oziiciiniin
metil alkol oldugunu saptamislardir.

Zhang ve dig. (2013), Japonya marketlerinde satilan kurutulmus 8 farkli meyve
cesidinin ursolik ve oleanolik asit icerigini belirlemislerdir. Kuru iiziim cesitlerinde
ursolikasite rastlamamislardir. Yabanmersini, kayisi, kiraz ve Trabzon hurmasinda ise baskin
terpenik asit olarak ursolikasiti belirlemislerdir. Kuru meyvelerden en yiiksek ursolik igerigi
turna yemisinde (65.9 mg/100g), en diisikk ise trabzon hurmasinda (1.03 mg/100g)
saptamislardir. Trabzonhurmasinda belirledikleri degerin literatiire gore diisiik oldugunu,
bunun nedenini de kabuklarinin olmamasina baglamislardir.

Yang ve dig. (2013), Scutellaria barbata D. Don bitkisinde ursolik asit ve oleanolik
asit ekstraksiyonunu bir ultrason destekli siiperkritik akiskan karbondioksit ve geri sogutuculu
bir ekstraksiyon sistemi kullanarak gergeklestirmislerdir. Farkli degiskenlerin ekstraksiyon
verimi iizerindeki etkilerini aragtirmislar, analizi UV dedektorle kombine edilmis bir ters fazli
HPLC sistemi ile yapmuglardir. 55 °C’de ultrason destekli siiperkritik karbondioksit akiskan
kullanarak etanol su karisimli sivida yapilan analiz sonucunda oleanolik asit verimini
kurumaddede 14.14 pg/g ve ursolik asit verimini kurumaddede 59.27 pg/g olarak
bulmuglardir. Bu sonuglar, % 80 etanolle 3 kez tekrarlanan geri sogutuculu ekstraksiyon
teknigi ile karsilastirildiginda ise, geri sogutuculu ekstraksiyonda oleanolik asit verimini
kurumaddede 13.81 pg/g ve ursolik asit verimini kurumaddede 57.95 pg/g olarak

bulmuslardir. Sonug olarak zaman ve harcanan kimyasal agidan ultrason destekli siiperkritik
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akiskan karbondioksit kullanarak yapilan ekstraksiyon tekniginin daha verimli oldugunu
ortaya koymuslardir.

Bravo (2014), Yerba mate (llex paraguariensis) Paraguay ¢ayinda bulunan ursolik asit
ve diger bilesiklerin siganlar {izerinde serum lipitlerinde ve antioksidan Ozelliklerini
incelemislerdir. Paraguay caymdan saponin grubu bilesik olan ursolik asiti metanolle
ekstrakte etmisler DAD dedektorlii HPLC cihazi kullanmiglardir. Toplam saponin miktarini
5.5 mg/g bulmuslardir. Toplam saponin igeriginin % 64 {inii ursolik asit olusturdugunu
bildirmistir.

Fu ve dig. (2014), 4 farkli teknikle (maserasyon, calkalamali ekstraksiyon, geri
sogutucuyla ekstraksiyon ve ultrason destekli ekstraksiyon) nar ¢igeklerinden ursolik asit
ekstrakte etmislerdir. Calismada farkli ¢Oziiciilerin ursolik asit verimi iizerine etkisini
karsilastirmislar. Bu amagla ethanol, n-biitanol, aseton, kloroform, etil asetat ve suyu ¢oziicii
olarak kullanmislardir. Kullandiklari ¢6ziiciilere gore verim biiyiikten kiigige kloroform (9.21
mg/qg), etil alkol (9.11 mg/g), aseton (8.56 mg/g), etil asetat (8.05 mg/g) ve su (0.07 mg/Q)
seklinde degismistir. En yiiksek verimi kloroformla ekstrakte ettiklerinde belirlemisler, ancak
toksisitesi nedeniyle etil alkolle ¢alismislardir. Etil alkolu %50-100 konsantrasyonunda
denemisler, en yiiksek verimi %90’lik etil alkolle elde etmislerdir. Ekstraksiyon
tekniklerinden en etkilisinin ultrason destekli ekstraksiyon oldugunu (12.59 mg/g), onu 24
saat karigtirarak ekstraksiyon (8.60 mg/g), 6 saat geri sogutucuyla (8.03 mg/g) ve 24 saat
siireyle maserasyon (3.33 mg/g) tekniginin oldugunu saptamislardir. Optimum ekstraksiyon
kosullar1 olarak %90 etil alkolle, sivi:kat1 oran1 20:1 ve 40 °C’de 50 dakika 150 W’da ultrason
destekli ekstraksiyon oldugunu bildirmislerdir.

Geana ve dig. (2014), 4 elma ¢esidinden etanol kullanarak 2 farkli yontemle ursolik ve
oleanolik asit elde etmislerdir. Ceside bagl olarak elma kabuklarinin ursolik asit igerigini
398.50 mg/g ile 541.91 mg/g arasinda degistigini belirlemislerdir. EIma pulplarindan ursolik
asit eldesinde sokselet ve subkritik akigkan yontemlerini kullanmiglardir. Sokselet
ekstraksiyonla daha yiiksek verim elde etmislerdir.

Vetal ve dig. (2014), Ocimum sanctum yapraklarindan ursolik ve oleanolik asiti
ayirmada ultrason ile birlikte li¢ faz ayirma teknigini kullanmislardir. Optimum terpenik asit
ekstraksiyonu i¢in siireyi 120 dakika, pH’y1 7, amonyum siilfat doygunlugunu %350, ham
ekstrakt:t-biitanol oranmmi 1:1, besleme yiikiini %7.5 kosullarinda elde etmislerdir. Bu

kosullarda verimi ursolik asit i¢in % 79.48, oleanolik asit verimi i¢in % 80.67 olarak
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hesaplamislardir. Bu teknigi ultrason ile birlestirip stireyi 120 dakika yerine 14 dakika olarak
aldiklarinda verim, ursolik asit i¢in % 83.36, oleanolik asit i¢cin % 85.58 olmustur. Klasik
solvent ekstraksiyonda ursolik ve oleanolik asit i¢in verimi sirasiyla % 56.1 ve % 60.32 olarak
belirlemislerdir.

Wei ve Yang (2014), hepatit, tonsilit, bogaz agrisi, apendisit gibi hastaliklar ile
karaciger, akciger ve mide tiimorlerine karsi halk hekimliginde kullanilan Hedyotis diffusa
Willd. (sinonimi, Oldenlandia diffusa Willd.; familyas1 Rubiaceae) bitkisinden oleanolik ve
ursolik asit ekstraksiyonunda ultrason destekli ekstraksiyon ile geri sogutucuyla ekstraksiyon
modifikasyonunu kullanmislardir. Bu modifiye teknigin daha diisiik sicaklikta daha az
solventle calisma imkan1 sagladigi ve hizli ekstraksiyonun miimkiin oldugunu bildirmislerdir.
Arastirnicilar, bu teknigi tek tek ultrason destekli ekstraksiyon ve geri sogutucuyla
ekstraksiyonla karsilastirdiginda %12 daha fazla verim elde ettiklerini rapor etmislerdir. Bu
teknik kullanarak yaptiklari ekstraksiyonda ursolik asit igerigini en yiiksek %90 etanol (3.030
mg/g) ve kloroform (3.006 mg/g) ile ekstrakte ettiklerinde elde etmislerdir. Ultrason destekli
ekstraksiyonda en yiliksek ursolik asit verimini % 80’lik etanolle (2.966 mg/g)
gerceklestirmiglerdir.

Zhang ve dig. (2014), baz1 meyvelerin kabuk ve meyve etinde terpenik asitleri
belirlemislerdir. Ursolik asidi, elma kabuklarinda 60.3 mg/kg, armut kabugunda 358.4 mg/kg,
Trabzon hurmasi kabugunda 879.7 mg/kg, meyve etinde 25.8 mg/kg olarak saptamislardir.
Trabzon hurmasi kabugunun yiiksek tannik asit iceriginden dolay1 tiiketiminin zor oldugunu
bu nedenle terpenoik asitlerin ekstrakte edilip sonra tiiketilmesi gerektigini bildirmislerdir.

Hedayati ve dig. (2015), HPLC ile Salvia sahendica Boiss. Buhse (Lamiaceae)
bitkisininde ursolik asit ve oleanolik asit miktarlarmi sirastyla 112.92 mg/100 g ve 645.93
mg/100 g olarak bulmuslardir.

Wei ve Yang (2015), Cin’de saglik amaciyla tiikketilen ¢aylarin basinda gelen Hedyotis
diffusa ve Hedyotis corymbosa’dan ultrason destekli siiperkritik akiskan CO, (USC-CO,)
yardimiyla ursolik ve oleanolik asit ekstrakte etmislerdir. USC-CO; tekniginin alisilmig SC-
CO, ve solvent ekstraksiyon metotlarina gére daha az solvent ve siire gerektirdigini ve
verimin daha yiiksek oldugunu rapor etmislerdir. USC-CO; ekstraksiyon kinetiginin 2.
dereceden reaksiyon oldugunu saptamislardir. Oleanolik ve ursolik asidin aktivasyon
enerjisini sirastyla 6.784 ve 4.981 kJ/mol olarak hesaplamiglardir. H. diffusa’dan bu iki

terpenik asidi ekstrakte etmede kloroform, diklorometan, etil asetat, metanol, metil isobiitil
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keton, n-hekzan, su, etanol (%10, 20, 30, 40, 50, 60, 70, 80, 90 ve 95 konsantrasyonunda) ve
saf stiperkritik akiskan-CO, kullanmiglardir. Bu ¢6ziiciilerden n-hekzan, su, % 10, 20, 30, 40
ve 50 konsantrasyonlarinda etanol ve saf siiperkritik akiskan-CO, kullanarak elde ettikleri
ekstraktlarda ursolik ve oleanolik asit belirleyememislerdir. En yiiksek ursolik asit igerigini,
kloroform ve % 90’lik etanol konsantrasyonuyla 6ziitlediklerinde saptamislardir.

Yang ve Wei (2015), Cin’de saglik iizerine yararl etkilerinden dolay1 bitkisel cay
olarak kullanilan Rabdosia rubescens’dan farkli ekstraksiyon teknikleriyle (geri sogutucuyla
ve ultrason destekli ekstraksiyon) oleanolik asit, ursolik asit ve oridonin elde etmislerdir.
Ekstraksiyon etkinligine etki eden faktorler ve aktivasyon enerjisi belirledikleri ¢aligmada, en
yikksek verim 5 dakika 300 rpm calkalamadan sonra uygulanan ultrason destekli
ekstraksiyonla saptamislardir. Optimum sartlarda ultrason destekli ekstraksiyonla 2.05 mg/g
ursolik asit, 0.54 mg/g oleanolik asit ve 7.95 mg/g oridonin elde etmislerdir.

Zheng ve dig. (2015), yenidiinya ¢icegi ¢ayinda yaptiklari ¢caligmada, farkli kurutma
teknikleri ile yenidiinya c¢aymin icerdigi toplam polifenol, toplam flavanoid, serbest amino
asitler ve saponin grubu olan triterpenlerin miktarlarin1 hesaplamislardir. Yeni diinya
ciceklerinde ana iki triterpenoit ursolik asit ve oleanolik asit oldugunu bildirmis analizi HPLC
cihazi ile yapmustir. Bu ¢igeklerde toplam ursolik asit miktarini % 0.35 civarinda bulmustur

Bernatoniene ve dig. (2016), biberiye yapraklarindan farkli ekstraksiyon teknikleri
(maserasyon, perkolasyon, ultrason destekli ekstraksiyon, iki sulu faz ekstraksiyon) ile
ursolik, oleanolik ve rosmarinik asit eldesi i¢in optimum kosullar1 arastirmiglardir. Ursolik ve
oleanolik asidin organik coziiciilerde eriyebilirliginin yiiksek oldugunu belirleyerek %90
etanol konsantrasyonunda en yiiksek verime ulagmiglardir. Ozellikle ekstraksiyon sicakligmin
artis1 solventin hiicrelere difiizyonunu artirdigini, hiicrelerdeki bilesiklerin eriyebilirligi ve
desorbsiyonunu zenginlestirdigini bildirmislerdir. En yiiksek ursolik asit verimini kati/sivi
orani 1:15, ekstraksiyon sicakligi 60°C, ekstraksiyon siiresi 10 dakika %90 etanolle ultrason
destekli ekstraksiyondan elde edilen oziitlerde belirlemislerdir. Optimum kosullarda ursolik
asidi 15.8 mg/g olarak saptamislardir.

Cardozo ve dig. (2016), mate ¢ayinda (llex paraguariensis A. St.-Hil) farkli tiretim
tekniklerine maruz birakilmisg {riindeki ortalama ursolik asit igerigini belirlemislerdir.
Ortalama 100 g kurutulmus mate caymmda 0.003 ila 0.234 g ursolik asit oldugunu
belirtmisglerdir.
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Morrison ve dig. (2016), Kanadali yerliler tarafindan bir ¢ok hastaligin tedavisinde
kullanilan mor siirahi bitkisinde yaptiklar1 ¢alismada, metanol su karisimi ile Orneklerini
ekstrakte etmigler ve LC-MS cihazinda bir saponin tlirevi olan ursolik asit miktarin1 kuru
maddede ortalama % 0.02 olarak tespit etmislerdir.

Pai ve Joshi (-), Ocimum basilicum, O. gratissimum, O. kilimandscharicum, O.
tenuiflorum’un yaprak, govde ve ciceklerinin ursolik asit, betulinik asit ve oleanolik asit
iceriklerini HPLC ve ince tabaka kromatografiyle belirlemislerdir. En yiiksek ursolik asit
icerigi; O. gratissimum’un yapraklarinda (% 0.296) bulunmus, onu O.kilimandscharicum’un
cicekleri (%0.170), O. gratissimum’un ¢igekleri (%0.152), O.gratissimum’un govdesi (%
0.137) ve O.basilicum’un ¢icekleri (% 0.086) izlemistir.
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3. MATERYAL VE YONTEMLER

3.1. Materyal

Calismanin materyalini yerli ve yabanci menseili siyah ¢ay, yabanci menseili yesil cay ve 1.
ve 2. siirglin doneminde Cay Fabrikasi'nda (Dogus, Rize) iiretilen siyah caylar
olusturmaktadir. Calismada, 19 yerli ve yabanci siyah ¢ayla 19 adet yesil ¢ay (Sekil 3.1, Sekil
3.2 ve Sekil 3.3) analiz edilmistir.

Sekil 3.2. Calismada kullanilan ithal siyah ¢ay numuneleri
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Sekil 3.3. Calismada kullanilan ithal yesil ¢ay numuneleri

Sekil 3.4. Kampanya siiresince alinan siyah ¢ay numuneleri

3.2. Yontemler

3.2.1. Kuru madde tayini

Daras1 alinmig nikel kaplara 5 g ¢ay Ornekleri tartilarak etiivde 103+£2 °C’de sabit agirliga
ulagincaya kadar tutulmus ve olusan agirlik kaybindan % kuru madde miktar1 hesaplanmistir

(AOAC, 2000).

Coziicii secimi
Triterpenik asit ekstraksiyonu calismalarinda, en verimli ¢oziiciilerden biri metanoldur. Bu

nedenle, calismada toksisitesi bilinmesine ragmen ¢oziicii olarak metanol ve bunun yani1 sira
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etanol ve su kullanilmistir. On deneme sonucunda verimin yiiksek oldugu ¢oziiciiyle asil

caligma gerceklestirilmistir.

3.2.2.Triterpenik asitlerin ekstraksiyonu

Calismada, yiiksek verim saglamasi ve ekstraksiyon siiresinin kisa olmasi nedeniyle ultrason
destekli ekstraksiyon teknigi kullanilmistir. Terpenik asitlerden ursolik ve oleanolik asit
eldesinde bu teknik yaygin sekilde kullanilmaktadir (Lee ve dig., 2009; Tian ve dig., 2010;
Xia ve dig., 2012; Vatel ve dig., 2013; Fu ve dig., 2014; Wei ve Yang, 2014; Yang ve Wei,
2015; Bernatoniene ve dig., 2016).

Ultrason destekli ekstraksiyon laboratuvar oOlgekli ultrasonik banyoda (WUCAO6H
WiseClean Ultrasonic Cleaner, DAIHAN Sciencetific Co., Ltd. Sungbuk-Gu, Korea, 6 L. 340
W )gergeklestirilmistir.

5 g cay ornegi kapakli cam kaplara tartilmis, iizerine 100 mL metanol eklenip ultrasonik

banyoda 48+2°C’de 120 dakika bekletilip sogutulup filtre edilmistir.

3.2.3. Triterpenik asit tayini

Triterpenik asit igeriginin belirlenmesinde Perkin Elmer firmasi tarafindan iiretilmis Yiiksek
performansli sivi kromatografi (HPLC) cihaz1 kullanilmistir (Sekil 3.5). Bu cihaz; Series 200
pompa, Series 200 autosampler, Series 200 kolon firmni, Series 200 UV-VIS detektor ve NCI
Interface iinitesinden olusmaktadir. Kolon olarak, Intersil ODS-4 5um C18 (150 x 4.6 mm)
kullanilmistir. HPLC ile ursolik asidin saptanmasinda Taralkar ve Chattopadhyay (2012)’in
bildirdigi yontem kullanilmistir. Calismada mobil faz olarak, asetonitril:metanol karigimi
(80:20) kullanilmis, analiz sartlar1 0.5 ml/dak akis hizi, 35 °C kolon sicakligi olarak
ayarlanmistir. Olgiimler 210 nm dalga boyunda yapilmustir. Ursolik asit ve oleanolik asitin

alikonma siiresi ortalama 9.32 dakikada tespit edilmistir.
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Sekil 3.5. Calismada kullanilan yiiksek basingli sivi kromatografi cihazi

3.2.3.1. Ursolik asit ¢ozeltilerinin hazirlanmasi

1000 ppm’lik ursolik asit stok ¢ozeltisi metanolle hazirlanmig, bundan 5, 10, 25, 50, 75, 100
ve 125 ppm’lik standart ursolik asit ¢ozeltileri elde edilmistir. Standart ¢ozeltiler, 0.45 p
teflon filtreden gecirilip HPLC’ye enjekte edilmistir. Standart konsantrasyonuna kargsilik
gelen alikonma siiresi ve pik alan1 kaydedilmistir. Her bir standart ¢ozelti icin kaydedilen alan
degerleri grafige gegirilerek kalibrasyon egrisi hazirlanmistir (Sekil 3.6).Ursolik asitin

ortalama alikonma zamani 8.72 dakika olarak tespit edilmistir (Sekil 3.7).

Ursolik asit
1.000.000
800.000
600.000
400.000 v =6233,4x + 1350,2
2 _
200.000 R’ =0,9999
& 0
<
0 20 40 100 120 140

Kon6s%ntrasyon r%]og/ kg

Sekil 3.6. Ursolik asite ait kalibrasyon grafigi
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Sekil 3.7. Ursolik asit standardina ait kromatogram

3.2.3.2. Oleanolik asit cozeltilerinin hazirlanmasi

1000 ppm’lik oleanolik asit stok ¢ozeltisi metanolle hazirlanmig, bundan 5, 10, 25, 50, 75,
100 ve 125 ppm’lik standart ursolik asit ¢ozeltileri elde edilmistir. Standart ¢ozeltiler, 0.45 p
teflon filtreden gegirilip HPLC’ye enjekte edilmistir. Standart konsantrasyonuna karsilik
gelen alikonma stiresi ve pik alani kaydedilmistir. Her bir standart ¢ozelti icin kaydedilen alan
degerleri grafige gecirilerek kalibrasyon egrisi hazirlanmistir (Sekil 3.8).Oleanolik asitin

ortalama alikonma zamani 9.30 dakika olarak tespit edilmistir.

Oleanolik asit
1.000.000
800.000
600.000
400.000 y = 6220,4x + 1279,7
200.000 R%=0,9982
§ 0
< 0 20 40 100 120 140

60 80
Konsantrasyon mg/kg

Sekil 3.8. Oleanolik asite ait kalibrasyon grafigi
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Sekil 3.10. Oleanolik asit ve ursolik asit standardina ait kromatogram

Calismada baz1 orneklerde ursolik ve oleanolik asitler ayr1 ayri tantmlanamadig: i¢in

sonug ursolik aside gore toplam triterpenik asit olarak verimistir.

3.3.istatiksel Analizler

Verinin varyans analizine uygunlugunu degerlendirmek i¢in 6ncelikle Kolmogorov-Smirnov
tek Ornek testi ile normal dagilis gdsterip gostermedigi incelenmis olup verinin dagilisinin
normal sayilabilecegi (P=0.101) anlasilmistir. Varyanslarin homojenligini degerlendirmek
icin Levene testi yapilmis olup varyanslarin homojen olmadigi (P<0.001) belirlenmistir. Elde
edilen bulgular ursolik asit verilerinin varyans analizi ile degerlendirilemeyecegini ortaya
koymustur. Bu durumda nonparametrik yontemlerden en giivenilirlerinden biri olan
permiitasyon testleri (Onder, 2007) kullanilarak veriler analiz edilmistir. Ortalamalarin
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karsilagtirilmas1 i¢in ikili permiiyaston testleri yapilmis olup, verilerin analizinde

NPMANOVA (Anderson, 2000) yazilimi kullanilmistir.
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4. BULGULAR VE TARTISMA

4.1 Coziicii Secimi

Giliniimiize kadar, bitkisel kaynaklardan terpenik asitlerin ekstraksiyonunda yaygin olarak
metanol, etanol ve bunlarin suyla karigimlari kullanilmistir. Bu ¢alismada, 3 ¢oziiciiyle 6n
caligma yapilmistir. Sonuglar Sekil 4.1°de goriilmektedir.
06 -
0,5
04 -
0,3
02 -

0,1 +

0_

Metanol Etanol Su

Sekil 4.1. Farkl ¢oziiciilerle ekstrakte edilen 6rneklerin triterpenik asit igerigi

Sekilden de goriildiigii gibi, calisma sonucunda siyah ¢aydan triterpenik asit eldesinde en
1yi ¢Oziicii metanoldur. Farkli ¢oziiciilerle yapilan ekstraksiyon isleminde ¢oziiciilerin etkisi
istatistiksel olarak birbirinden farkli bulunmustur (p<0.05). Bu sonuglar, literatiirde bazi
arastiricilarin (Janicsak ve dig., 2003; Tarvainen ve dig., 2010; Xia ve dig., 2012; Vetal ve
dig., 2012) bildirdiklerine paraleldir. Lamiaceae familyasina ait bazi bitkilerin ursolik ve
oleanolik asit icerigini arastiran Janicsdk ve dig. (2003) calismalarinda, metanol, aseton,
benzen, etil asetat ve %70’lik etil alkol kullanmislar ve en etkili ¢oziiciinlin metanol oldugunu
saptamiglardir. Tarvainen ve dig. (2010), Sinir otunun yapraklarindan ursolik asit ve oleanolik
asit ekstraksiyonunda ¢6ziicli olarak dietil eter, metanol, etanol ve %70’lik etanol kullanmiglar

ve en yiiksek verimi metanol ve dietil eterle bulmuslardir. Lamii albi flosbitkisinden farkli
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tekniklerle ursolik asit ekstrakte eden Wojciak-Kosior ve dig. (2013), ¢oziicii olarak metanol,
aseton ve etil asetat kullanmis, en etkili ¢oziicliniin metil alkol oldugunu saptamislardir.
Ocimum sanctum yapraklarindan ursolik asit ekstraksiyon kinetigi ve optimizasyonu iizerine
calisan Vetal ve dig. (2012),¢0ziicii olarak metanol, aseton, asetonitril ve etil asetati
denemisler, en yliksek verimi metil alkolle elde etmiglerdir.

Bu calismada, ¢aydaki terpenik asitlerin suya ge¢medigi gozlenmistir. Bu durum daha
once farkli ekstraksiyon teknikleriyle Hedyotis diffusa Willd.’dan ursolik ve oleanolik asit
ekstrakte eden Wei ve Yang (2014) ile Hedyotis diffusa ve Hedyotis corymbosa’dan ultrason
destekli stiperkritik akigkan CO,(USC-CO,) yardimiyla ursolik ve oleanolik asit ekstrakte
eden Weive Yang (2015) tarafindan da bildirilmistir.

4.2. Siyah Caymn Triterpenik Asit Icerigi

Bu calismada, iilkemizde {iretilen siyah c¢aylarin triterpenik asit icerigi belirlenmistir. Bunun
icin 2014 yilinda Rize’de iiretim yapan 6zel ve ¢aykur’a ait siyah caylar satis noktalarindan
saglanmistir. Yerli siyah g¢aylarin genel profilini ithal caylarla karsilastirmak i¢in glimriik
yoluyla gelen siyah g¢aylardan numune alinmistir. Ayrica, siyah ¢ayla yesil ¢ay arasinda
farklilik olup olmadigini belirlemek i¢in ithal yesil caylarin triterpenik asit igerikleri
incelenmistir. Ulkemizde yesil cay iireten fabrikalarin sayismin az olmasi nedeniyle analiz
edilmesine ragmen istatistiksel olarak karsilastirmada kullanilamadig i¢in yerli yesil ¢aylarin
sonuglarina yer verilmemistir. Yerli ve ithal siyah caylarla yesil caylara ait HPLC
kromatogramlar1 EKLER’de, analiz sonuclari ise Cizelge 4.1, 4.2 ve 4.3’te goriilmektedir.
Ulkemizde iiretilen siyah caylarm triterpenik asit igerigi kuru maddede % 0.38 ile % 0.67
arasinda degismistir. Ithal siyah gaylarmm %0.11 ile %0.26 arasinda degismistir. Bu degerler
yerli siyah gaylarda bulduklarimizdan daha diisiiktiir. ithal yesil ¢aylarm %0.21 ile %0.99
(ortalama % 0.51) arasinda degismistir. Yerli siyah ¢aylar ithal yesil ¢aylarin triterpenik asit

icerigine yakindir.
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Cizelge 4.1.Yerli siyah caylarin triterpenik asit icerigi

Ornek No Kuru madde ( %) Triterpenik asit (%)
1 95.21 0.67
2 96.72 0.39
3 94.13 0.40
4 95.75 0.44
5 95.00 0.52
6 97.12 0.54
7 96.15 0.55
8 98.70 0.62
9 98.42 0.38
10 96.15 0.56
11 98.00 0.42
12 96.51 057
13 93.50 0.61
14 97.91 0.65
15 94.71 0.54
16 95.03 0.55
17 96.11 0.52
18 95.18 0.61
19 98.88 0.67
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Cizelge 4.2.1thal siyah ¢aylarm triterpenik asit igerigi

Mensei Kuru madde, % Triterpenik asit, %
Ornek No

Endonezya 93.56 0.24

1
Endonezya 92.12 0.25

2
Endonezya 96.23 0.26

3
Endonezya 94.00 0.19

4
Endonezya 95.23 0.16

5
Sri Lanka

6 93.70 0.21
Sri Lanka

7 95.60 0.16
Sri Lanka

8 97.10 0.21
Sri Lanka

9 93.60 0.22
Sri Lanka

10 95.23 0.11
Sri Lanka

11 98.13 0.13
Sri Lanka

12 93.24 0.19
Sri Lanka

13 96.23 0.15
Sri Lanka

14 95.60 0.12
Sri Lanka

15 97.50 0.18
Sri Lanka

16 94.40 0.18
Hindistan

17 93.12 0.12
Kenya

18 95.13 0.11
Kenya

19 94.70 0.14
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Cizelge 4.3.1thal yesil ¢aylarin triterpenik asit icerigi

Ornek No Ithal edilen iilke Kuru madde, % Triterpenik asit, %

1 Cin 95.14 0.38
2 Cin 94.37 0.67
3 Cin 96.81 0.46
4 Cin 95.4 0.55
5 Cin 96.13 0.51
6 Endonezya 97.21 0.25
7 Endonezya 98.01 0.25
8 Endonezya 96.51 0.7
9 Endonezya 98.01 0.43
10 Endonezya 97.1 0.45
11 Hindistan 95.81 0.76
12 Hindistan 96.15 0.21
13 Hindistan 98.1 0.48
14 Hindistan 93.38 0.53
15 Hindistan 97.51 0.71
16 Japonya 98.01 0.67
17 Japonya 94.15 0.24
18 Japonya 96.81 0.48
19 Japonya 97.88 0.99
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Sekil 4.2. Analizi yapilan ¢aylarin triterpenik asit igeriginin karsilastirilmasi

Sekilden de goriildiigii gibi yerli siyah g¢aylarin triterpenik asit icerigi ithal caylardan
oldukca yiiksek ve istatistiksel olarak dnemli derecede farklidir (p<0.05). Ancak yerli siyah
caylarla yabanci menseili yesil ¢aylarin triterpenik asit degerleri arasinda fark yoktur
(p>0.05).

Bu ¢alismada, farmakolojik agidan faydali bir bilesik olan triterpenik asitlerden ursolik
asit ve oleanolik asitin {ilkemizde fazlaca tliketilen Camellia sinensis (L.) O.Kuntze bitkisinin
taze siirgiin yapraklarindan farkli tekniklerle iiretilen siyah ve yesil ¢aylardaki miktarlar
incelenmistir. Yerli siyah c¢aylarla ithal siyah caylarin toplam ursolik asit ve triterpenik asit
miktarlar karsilastirildiginda; yerli siyah ¢aylarda % 0.53 gibi bir deger bulunurken ithal
siyah ¢aylarin toplam ursolik asit ve oleanolik asit icerikleri % 0.15 olarak tespit edilmistir.
Bu sonuglardaki farkliligin iklim ve yetistirilme kosullarina, ¢ay yapraklarindan siyah c¢ay
iiriinlerini elde etmek i¢in kullanilan proseslere, kiiltiirel etmenlere bagli olarak degistigi
diistiniilmektedir.

Rize iline ithal yollarla gelen yesil ¢aylarin triterpenik asit icerikleri ortalama % 0.51
olarak tespit edilmistir. Bu sonug¢ degerlendirildiginde, yesil caylardaki triterpenik asit miktar1
yerli siyah c¢aylarin toplam ursolik asit ve oleanolik asit miktarmna yakin, ithal ve siirgiin
donemi siyah caylarda bulunan triterpenik asit miktarina gore oldukca yliksek oldugu
gorlilmektedir. Sonug olarak yesil ¢aydaki triterpenik asitlerden olan ursolik asit ve oleanolik
asit miktarinin yiikksek olmasi yesil cayin iretim teknigi ve prosesindeki farkliliklar ayrica
iklim, yetistirilme ve hasat etkenlerine bagli oldugu disiiniilmektedir.Genel olarak cay
bitksinin toplam triterpenik asit igeriklerinin ursolik asit ve oleanolik asit cinsinden tespiti ile
ilgili literatiirde 0rnek bulunmamaktadir, ancak bu konu ile ilgili bircok bitki ve meyvede
yapilan ¢alismalar mevcuttur. Bu nedenle elde edilen sonuglar, ¢esitli bitki ve meyvelerdeki
bulgularla karsilastirilmistir.

Bu calismada elde edilen sonuglar,Lamiaceae familyasina ait 5 medikal bitkinin ursolik
ve oleanolik asit icerigi iizerinde calisan Janicsdk ve dig. (2003)’in bulgulariyla
karsilastirildiginda, Salvia officinalis L., Melissa officinalis L. tiirlerinin ursolik asit ve
oleanolik asit iceriklerinin bizim c¢ayda buldugumuz degerlerden oldukca fazla, Satureja
montana L., Hyssopus officinalis L. tiirlerinin sonuglartyla uyumlu, Marrubium vulgare L.
tirlinlin  sonuglarindan ise daha yiiksek oldugu goriilmiistiir. Lamiaceae familyasina ait

bitkilerde ¢alisan Janicsak ve dig. (2006)’nin Salvia lavandulifolia Vahl. (% 4.019), Salvia
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officinalis L. (%3.825) ve Nepeta x faassenii Berg. (%2.923) bitkilerinde bulduklar1 degerler
ise bizim sonuglarimizdan yiiksektir. Kowalski ve dig. (2007)’nin Silphium integrifolium ve
Silphium trifoliatum tiirlerinde belirledigi toplam triterpenik asit miktarindan (ortalama %
1.49 ve %1.55) analizi yapilan tiim siyah ve yesil ¢ay 6rneklerinin sonuglar1 ¢ok daha diisiik
oldugu goriilmiistiir. Farkli gelisme zamanlarinda yeni diinya meyvesinin ¢i¢eklerinde ¢alisan
Zhou ve dig. (2007) ursolik asiti %0.215-0.268 ve oleanolik asidi % 0.038-0.051 araliginda
belirlemislerdir. Bu degerler, farkli siirgiin doneminde {liretilen caylarla ithal siyah ¢aylarin
triterpenik asit igeriklerinden yiiksek, fakat yerli siyah caylar ve ithal yesil ¢cay 6rneklerinin
tritererpenik asit iceriklerinden daha diisiiktiir. Bizim tiim ¢aylarda buldugumuz degerler ay1
iizlimii, kahve, okaliiptiis, melisa otu, zakkum, mercankdsk, kekik, biberiye, adacayi,
miirver yemisi, geyik otu ve kekik yapraklar1 ile ali¢ ¢icek ve yapraklari, lavanta ¢igcek ve
yapraklari, elma kabuklar1 ve elma pulpu gibi bitkisel ¢aylarda calisan Jager ve dig. (2009)’in
bulgularindan daha digiiktiir. Ayni arastiricilarin kizileik, zeytin yapraklart ile armut
kabuklarinda bulduklar1 degerlerden daha yiiksektir. Fang ve dig. (2010), Chaenomeles
sinensis meyvesinin triterpenik asit miktarni %1.126 olarak belirlemislerdir. Bu miktar,
caligmada tespit edilen tiim ¢ay drneklerinin degerlerinden oldukga fazladir. Tarvainen ve dig.
(2010), sinir otunun yapraklarinda elde ettikleri triterpenik asit miktari, bu ¢aligmada tespit
edilen kampanya donemi ve ithal siyah ¢aylarinin sonuglarina yakin, ancak yerli siyah gaylar
ve ithal yesil caylarina ait degerlerden daha diisiiktiir. Bu bitkinin tohumlarda bulduklar
ursolik asit ve oleanolik asit miktarlar1 ise ¢cay drneklerinin degerlerinden oldukca diisiiktiir.
Baska bir ¢alismada, Yang ve dig. (2010), tarafindan farkh tiir ve orijinli Kuding caylarinda
ursolik asit ve oleanolik asit igerigi tespit edilmistir. Arastircilarin bulgular1 bu ¢alismada elde
edilen sonuglarla kiyasladiginda c¢ay Orneklerinin daha diisiik triterpenik asit icerdigi
gorilmiistiir.

Trabzon hurmasi ¢esitlerinin ursolik ve oleanolik asit igerikleri iizerine ¢alisan Zhou ve
dig. (2010)’nin sonuglari, bizim ¢ay Orneklerimizde bulunduklarmizin oldukg¢a altindadir.
Gotti (2011), kizilcigin ursolik asit icerigini % 0.03, oleanolik asit icerigini ise % 0.01 olarak
tespit etmistir. Bu degerler, bizim sonuglarimiza gore genel olarak daha diisiiktiir. Vaccinium
tiir ve tirtinlerinde c¢alisan Kondo ve dig. (2011)’in bu meyvelerde tespit ettikleri ursolik asit
miktarlar1 bizim yaptigimiz ¢calismada elde edilenlerden diisiiktiir.

Tiim ¢ay orneklerinin triterpenik asit igerigi, Li ve dig. (2011)’nin narin meyve, kabuk ve

cekirdeginde, limonun meyve et ve kabugunda, mandalinanin kabugunda, Cin alicinin meyve
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eti ve c¢ekirdeginde; hiinnapin meyve eti ve kivide belirledikleri ursolik asit miktarinin ¢ok
tizerindedir. Cay Orneklerinin triterpenik asit icerigi Xia ve dig. (2011) tarafindan ligustrum
lucidum meyvesinde belirlenen degerden daha fazladir. Farkli armut gesitlerinin fenolik
bilesik ve triterponoidlerini arastiran Li ve dig. (2012), c¢alismalarinda belirledikleri
triterpenik asit miktar1 bizim ¢ay drneklerinde tespit ettigimiz miktarlardan daha diisiik oldugu
goriilmektedir. Ligustrum lucidum Ait meyvesinde ursolik asit ve oleanolik asit belirleyen Xia
ve dig. (2012)’inelde ettikleri sonuglarin ¢ayda siirgiin donemi, ithal siyah ¢ay 6rnekleri, yerli
siyah ¢ay onekleri ve ithal yesil ¢ay orneklerinden elde edilen ursolik asit ve oleanolik asit
miktarlarindan oldukg¢a diisiik oldugu goriilmiistiir. Baska bir ¢alismada Xu ve dig.
(2012)’nin yeni diinya yapraklarinda belirledikleri ursolik asit ve oleanolik asit igerikleri tiim
cay Orneklerinden daha disiiktiir. Plumeria obtusabitkisinde g¢alisan Gambhava ve dig.
(2013)’in triterpenik asitler olan ursolik asit ve oleanolik asit sonuglariyla (ortalama % 0.197)
karsilastirildiginda, 2. kampanya doneminde ve ithal siyah ¢ay numunelerinde buldugumuz
degerlere yakindir.

Yang ve dig. (2013), Scutellaria barbata D. Don bitkisinde ursolik asit ve oleanolik asit
miktarlarimi farkli ekstraksiyon teknikler kullanarak tespit etmisler ve sirsiyla birinci grup
calismada oleanolik asit verimini kurumaddede % 0.0014 ve ursolik asit verimini
kurumaddede % 0.0059 olarak bulmuslardir. Ikinci grup ekstraksiyonda oleanolik asit
verimini kurumaddede %0.0013 ve ursolik asit verimini kurumaddede % 0.0057 olarak
bulunmustur. Yine bu veriler ile cay oOrneklerinin toplam ursolik asit ve oleanolik asit
miktarlar1 karsilastirildiginda, ¢ay oOrneklerinin oldukg¢a zengin triterpenik asit kaynaklari
oldugu ortaya c¢ikmaktadir. Farkli kurutulmus meyvelerde ¢alisan Zhang ve dig. (2013)’nin
belirledigi ursolik ve oleanolik asit icerigi bizim sonuglarla karsilastirildiginda; cayin turna
yemisi ve trabzon hurmasindan daha zengin bir triterpenik asit kaynagi oldugu goriilmektedir.
Yerba mate (llex paraguariensis) Paraguay cayinda ¢alisan Bravo ve dig. (2014) ile
yenidiinya ¢icegi ¢ayinda ¢alisan Zheng ve dig. (2015)’in sonuglar1 (toplam ursolik asit ve
oleanolik asit olarak) 1. ve 2. kampanya donemi siyah c¢aylarla ve ithal siyah ¢aylarin
degerlerinden yiiksek, ancak yerli siyah ¢ay ve ithal yesil cay 6rneklerinin degerlerinden daha
disiiktiir. Geana ve dig. (2014), 4 farkli elma ¢esidinden ursolik ve oleanolik asit miktarlarini
belirlemislerdir. Arastiricilarin bulgulariyla bizim sonuglar karsilastirildiginda; cay 6rneklerin

triterpenik asit iceriginin daha yiiksek oldugu tespit edilmistir. Yine, ¢ay Orneklerinin
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triterpenik asit icerigi Hedyotis diffusa Willd. bitkisinde ¢alisan Wei ve Yang (2014)’in
belirlediklerinin daha iizerindedir.

Triterpenik asit olan ursolik asit ve oleanolik asitin bitkilerin farkli kisimlarinda farkli
miktarlarda bulundugunu gdsteren bir¢ok calisma mevcuttur. Zhang ve dig. (2014), bazi
meyvelerin kabuk ve meyve etinde bu terpenik asitleri belirlemislerdir. Caligmalarinda elma,
armut, Trabzon hurmasi kabugu kullanmiglar ve tespit ettikleri sonuglarin analizi yapilan
stirglin donemi, ithal,yerli siyah ve ithal yesil ¢aylarin sahip oldugu ursolik asit ve oleanolik
asit degerlerinden diisiik oldugu goriilmiistiir. Sonug olarak bu ¢alismada analiz edilen caylar
elma, armut, Trabzon hurmasi kabugundan daha zengin bir triterpenik asit igerigine sahiptir.

Yang ve Wei (2015), bitkisel ¢ay olarak kullanilan Rabdosia rubescens’dan oleanolik
asit ve ursolik asit elde etmislerdir. Elde ettikleri sonuglarin ursolik asit ve oleanolik asit
icerikleri ¢ay orneklerinden oldukga diisiik ¢ikmistir. Biberiyede ¢alisan Bernatoniene ve dig.
(2016)’in tespit ettikleri ursolik asit icerigi bizim bulgularimizdan daha yiiksektir. Mate
cayinda (llex paraguariensis A. St.-Hil) calisan Cardozo ve dig. (2016) ursolik asiti 0.003
g/100g ile 0.234 g/100g olarak belirlemislerdir. Bu calismanin sonuglari, bizim
bulgularimizdan daha ytiksektir.

4.3. Farkh Kampanya Déneminde Islenen Siyah Caylarin Triterpenik Asit Icerigi

Bu calismada, siyah cayin triterpenik asit iceriginin belirlenmesi disinda isleme siiresince
degisimini de incelemek hedeflenmistir. Bunun i¢in siyah c¢ay isleyen bir ¢ay fabrikasindan
farkli kampanya donemi igerisinde siyah ¢aylar alinip analiz edilmistir. Analizler 1. ve 2.
kampanya déneminde bas, orta ve son dénem olacak sekilde tekrar edilmistir. Ornek alman
fabrikada caylar 3 sinifa ayrilmaktadir. Bunlar kalitesiz, orta kalite ve kaliteli ¢aylar olmak
iizere. Caligmada her 3 ¢ay tipinin esit miktar1 pagallanip analiz edilmistir. Bu caylara ait

HPLC kromatogramlar1 EK D’de verilmistir. Sonuglar ise Sekil 4.3‘te goriilmektedir.

54



0,6
0,5 1 a a
0,4 1
0,3 A
0,2 1 b

0,1 + b

Sekil 4.3.Farkl1 Siirglin doneminde siyah ¢aylarin triterpenoik asit igerigi (A, B, C: 1. siirgiin
donemi; D, E,F: 2. siirgiin donemi).

Farkl1 siirgiin doneminde belli araliklarla ¢ay fabrikasindan alinan 6rneklerde yapilan
analizler sonunda, caylarin triterpenik asit iceriginin birbirinden oldukc¢a farkli oldugu, bu
farkliligin istatistiki agidan 6nemli (p<0.05) oldugu goriilmiistiir. Siyah caylarin triterpenik
asit igerigi, 1.siirglin doneminde % 0.27 ile % 0.48 arasinda (ortalama % 0.356+0.084), 2.
stirgin doneminde ise % 0.01 ile % 0.13 (ortalama % 0.05+£0.047) arasinda degismistir.
Stirgiin donemi ilerledik¢e ¢ay orneklerinin triterpenik asit miktarinda belirgin bir diisiis
kaydedilmistir. Bu sonuglar, taze siirglinlerden elde edilen ilk {riinlerin ursolik asit ve
oleanolik asit bakimindan daha zengin oldugunu, ¢ay sezonunun sonuna dogru elde edilen
iriinlerde ise kademeli olarak diistiigiinii gostermektedir. Bu azalma egiliminin, ilk siirgiin
donemlerinden elde edilen caylarin kar altinda kalmasi yani kis aymi goéren numuneler
olmasinin yaninda iklim degistik¢e diger siirgiin doneminden elde edilen caylarin ise gece
giindiiz sicaklik farki ve strese bagli oldugu diislintilmektedir.

Cay hasat1 iilkemizde mayis ayinda baglayip eyliil sonuna kadar devam etmektedir, fakat
iklimsel baz1 degisiklikler tarimsal sorunlar ve bolgelerin cografik konumu dolayisiyla bazi
yillarda bu siire¢ uzayip kisalma egilimi gosterir. Bazi isletmeler ise iriin kalitesi ve
pazarlama planlar1 dogrultusunda farkli hasat zamanlarmin kaliteli siirgiinlerini islemeyi
tercih etmekte ve bu diisiince dogrultusunda iirlin alimi yapmaktadir. 1. siirgiin dénemi iklim
ve sicakliga bagli olarak genellikle Mayis-Haziran aylarina, 2. siirglin donemi ise temmuz

aylarma denk gelmektedir. Gece-giindiiz sicaklik farki, iklim, genetik, ¢ay cesidi, kiiltiirel
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faktorler, toprak ozellikleri gibi bircok etmen cay yapraginin bilesimine etki etmektedir
(Kacar, 2010). Triterpenik asitlerin miktar1 da yetisme kosullarindan etkilenmektedir.

3 Silphium tiiriiniin farkli vejetatif ve generatif organlarindaki ursolik ve oleanolik asit
icerigini arastiran Kowalski (2007) en yiiksek triterpenik asit igerigini Mayis ayinda
belirlemiglerdir. 2 farkli yeni diinya cesidininin farkli dokularinda ¢alisan Zhou ve dig.
(2011), meyvenin gelisimi sirasinda ursolik ve oleanolik asit igeriginde 6nemli degisimler
oldugunu kaydetmislerdir. En yiiksek terpenoik asit birikiminin Mayis ayimin ilk haftasinda
oldugunu saptamislardir.Szakiel ve dig. (2012), Finlandiya ve Polanya’da yetisen kekreyemis
(Vaccinium vitis-ideae L.) meyve ve yapraklarinin triterpenoid kompozisyonun iklim ve
zamana bagli degisimini incelemislerdir. Triterpenik asit igeriginin Agustos ayinda
Finlandiya’da yetisen meyve, geng yaprak ve yash yapraklarda tespit ettikleri miktarlarla
Polonya’da yetisen kekreyemis meyve, geng yaprak ve yash yapraktaki degerlerle benzer
oldugunu, ancak Aralik ayinda geng ve yaslh yapraklarda triterpenoid profilinin degistigini ve
miktarinin nerdeyse yariya indigini rapor etmislerdir. iklim ve zamana bagl bitkilerdeki bu
degisimi onaylayan bu tiir 6rnekler bizim calismanin sonuglarina paralellik gostermektedir.
Plumeria rubra’nin yapraklariin ursolik asit igerigini 12 ay boyunca izleyen Silva ve dig.
(2013) de, en yiiksek degerin Mayis ve Haziran, en digiik Aralik, Ocak, Subat ve Mart

aylarinda oldugunu kaydetmislerdir.
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5. SONUCLAR

Bu caligmada, saglik agisindan énemli bir bilesik olan ursolik asit ve izomerini kapsayan
triterpenik asitlerin Ulkemizde fazla tiiketilen Camellia sinensis (L.) bitkisinin taze siirgiin
yapraklarindan farkli tekniklerle iiretilen siyah caylardaki varhig arastirilmustir. Ulkemizde
iretilen siyah ¢aylarin triterpenik asit igerigi kuru maddede % 0.38-0.67, yabanci menseili
siyah ¢aylarda %0.11-0.26 arasinda bulunmustur. Yabanci menseili yesil ¢aylarda ise %0.21
ile %0.99 arasinda saptanmistir. Yerli siyah caylarin triterpenik asit icerigi yabanct menseili
siyah ¢aylardan oldukg¢a yliksek ve istatistiksel olarak énemli derecede farklidir (p<<0.05). Bu
farkliliklarin ¢aylarin iiretim teknikleri ve yetistirilme kosullar ile farkli iklim kosullarinda
yetismelerinden kaynakli oldugu diistintilmektedir.

Caligmada ayrica 2 farkl: slirgiin doneminde iiretilen siyah ¢aylarin triterpenik asit igerigi
de belirlenmistir. 1. Siirglin doneminde triterpenik asit iceriinin 2. Siirgiin doneminde
uretilenlere gore oldukca yiiksek (p<0.05) oldugu kaydedilmistir. Siirglin doneminin
sonlarina dogru cay Orneklerinin triterpenik asit i¢eriklerinde dnemli diisiis kaydedilmistir.

Farkl1 siirgiin doneminde iiretilen siyah caylarla yerli siyah ¢ay ve yabanci menseili siyah
caylarin triterpenik asit icerikleri karsilastirildiginda; iki siirgiin doneminde de triterpenik asit
iceriginin daha diigiikk oldugu goriilmiistiir. Yine, farkli siirgiin dénemi siyah caylarla ithal
yesil caylarin triterpenik asit igerikleri karsilastirildiginda; iki siirglin donemi ¢aylarinda

triterpenik asit iceriginin yabanci yesil ¢aylara gore daha diisiik oldugu goriilmiistiir.
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7. EKLER

EK A:Yerli siyah caylarin triterpenik asit kromatogrami
EK B:ithal siyah caylarn triterpenikasit kKromatogrami
EK C:Ithal yesil ¢aylarib triterpenik asit kromatogrami

EK D:Farkl siirglin donemine ait siyah ¢aylarin triterpenik asitkromatogramlari
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Sekil Al: Yerli siyah ¢aylarin triterpenik asit kromatogrami
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Sekil B1:ithal siyah caylarin triterpenik asit kromatogrami
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EKC
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Sekil C1: ithal yesil caylarin triterpenik asit kromatogrami
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Sekil D1: 1. siirglin donemine ait siyah gaylarin triterpenik asit kromatogrami
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Sekil D2: 2. siirglin donemine ait siyah caylarin triterpenik asit kromatogrami

kromatogram
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