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OZET

Yiiksek Lisans Tezi

TRAKYA BOLGESINDE YETISEN CIRSIUM CRETICUM (LAM.) D’URV. SUBSP.
CRETICUM (ASTERACEAE) BITKISININ FITOKIMYASAL INCELENMESI VE
ANTIOKSIDAN AKTIVITESININ TAYINIi

Merve OZER

Tekirdag Namik Kemal Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisii
Kimya Anabilim Dal1

Danigsman: Prof. Dr. Temine SABUDAK

Bu ¢alismanin amaci, daha 6nce kimyasal icerigi ve biyolojik aktivitesi arastirilmamis olan,
Trakya bolgesinde yetisen, Cirsium creticum (Lam.) d’Urv. subsp. creticum (Asteraceae) bitkisinin
fitokimyasal bakimdan incelenmesi yapilarak 6zellikle yeni fenolik/flavonoid bilesiklerinin izolasyonu
ve bu bilesiklerin kimyasal yapilarinin tayinidir. Bu amagla bitkide metanol, dietil eter, n-hekzan,
etilasetat ¢oziiciileri ile ekstraksiyonlar yapilmis ve elde edilen ham ekstrelerde toplam fenolik/flavonoid
madde miktar: ile DPPH radikali giderim aktivitesi, ABTSe+ katyon radikali giderim aktivitesi, FRAP,
B-karoten renk giderim aktivitesi, KUPRAK aktivitesi, siiperoksit anyon radikali giderim aktivitesi
yontemleri kullanilarak antioksidan aktiviteleri belirlenmistir. Arastirma sonuglarmma gore; ham
ekstrelerde en yiiksek fenolik ve flavonoid madde miktarinin MeOH ekstresinde oldugu belirlenmistir.
Antioksidan aktivite testlerine gore de metanol ekstresinin siiperoksit anyon giderme kapasitesi ve
KUPRAK aktivitesi diginda en yiiksek aktiviteye sahip oldugu bulunmustur. Bu nedenle izolasyon
calismasi1 icin MeOH ekstresi secilerek, maddeler birbirinden kromatografik yontemlerle ayrilmis ve
kimyasal yapilari 1D, 2D NMR ve MS teknikleriyle tayin edilmistir. Calismanin sonucunda, C.
creticum bitkisinden 5 alkil fenol (alkil katesol), 1 ftalik ester ve 1 fenolik asit tiirevi olan 7
bilesik izole edilmistir. Izole edilen 7 bilesik de C. creticum bitkisinden ilk defa izole edilmistir.
Izole edilen, miktari fazla olan 2,3 ve 4 numarali alkil fenol tiirevlerine iic yontemle antioksidan
aktivite testi uygulanmigtir. 2 numaral bilesigin ABTS™" radikali giderme kapasitesi, KUPRAK
ve FRAP aktivitesi bakimindan diger iki bilesikten daha yiiksek aktiviteye sahip oldugu
belirlenmistir.

Anahtar Kelimeler: Cirsium creticum, Asteraceae, alkil fenoller, antioksidan aktivite, toplam fenolik
madde miktari, fenolik asit, alkil katesol

2018, 181 Sayfa



ABSTRACT

MSc. Thesis

PHYTOCHEMICAL INVESTIGATION OF CIRSIUM CRETICUM (LAM.) D’URV.
SUBSP. CRETICUM (ASTERACEAE) PLANT WHICH GROWING IN TRAKYA REGION
AND DETERMINATION OF ITS ANTIOXIDANT ACTIVITY

Merve OZER

Namik Kemal University in Tekirdag
Graduate School of Natural and Applied Sciences
Department of Chemistry

Supervisor: Prof.Dr. Temine SABUDAK

The aim of this study is to examination the phytochemical analysis of Cirsium creticum Lam.)
d’Urv. subsp. creticum (Asteraceae) plant, which was grown in the Trakya region, whose chemical
content and biological activity have not been investigated before, especially isolation of new phenolic /
flavonoid compounds and determination of chemical structures of these compounds. For this purpose,
plants were extracted by using methanol, diethyl ether, n-hexane, ethylacetate as solvent. Total phenolic
/ flavonoid content was determined in crude extracts and DPPH radical scavenging activitiy, ABTS™
cation radical scavenging activitiy, FRAP capacity, B-carotene bleachingactivitiy, CUPRAC and
superoxide anion radical scavange activitiy methods applied for determination of antioxidant activity in
crude extracts. As a result of this study; MeOH extract was revealed higher total phenolic/flavonoid
content than the other extracts. According to antioxidant activity assays MeOH extract had highest
antioxidant activity except superoxide anion radical scavange activitiy and CUPRAC activity. In the
determination of antioxidant activity (except Superoxide and CUPRAC methods) MeOH extract was
gave the best result. Therefore meOH extract was chosen for the isolation study and substances were
separated by chromatographic methods and chemical structures were determined by 1D, 2D NMR and
MS techniques. As a result of the work, 7 compounds including 5 alkyl phenol, 1 phthalic ester and 1
phenolic acid derivative were isolated from C. creticum plant. ABTS™ scavenging activity and ferric-
reducing antioxidant power (FRAP) applied to isolated compounds which are identified as 2,3 and 4
alkyl phenol derivates. The seven isolated compounds were first isolated from C. creticum plant.
Antioxidant activity tests were applied to 2,3 and 4 alkyl phenol derivates which are isolated. ABTS™
scavenging activity, CUPRAC and ferric-reducing antioxidant power (FRAP) of 2 numbered compound
was found highest antioxidant activity.

Keywords: Cirsium creticum, Asteraceae, alkyl phenols, antioxidant activity, total phenolic content,
phenolic acid, alkyl catechol
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ICINDEKILER

Sayfa
OZET ..ot i
A B S T R A T et e e e e e e e e aaa e e e e e a i rraaaeaaaans i
L (08 10 0] 01 36 1 35 D) 2 TR iii
Y 0 SQ 1 1) /2 1. TR vi
TABLO DIZI.......cooiiiiiiiie s X
SIMGELER ve KISALTMALAR DIZINT ..o Xi
ONSOZ ve TESEKKUR .........cocooieiiiiieeeeeeee et n sttt nen s Xiv
1. GIRIS VE CALISMANIN AMAC T..........cccoooiiiiiiiroriieeeeeeeeeeee st 1
2. KURAMSAL TEMELLER ...ttt 3
2.1 BOtaniK BIlGIIET ... 3
2.1.1. Asteraceae familyasinin tanimi ve genel 0zellikleri ............ccveviiviiiiiiiiiicic e, 3
2.1.2. Cirsium Mill. cinsinin tanimi ve genel 6zelliKIeri.........ccovviviiiiiiiiiiiiiic e 6
2.1.3. Cirsium creticum (Lam.) d’Urv. subsp. creticum (Asteraceae) tiiriiniin tanimi1 ve genel
(o)1 114 1S & D TP OO P PP P PPPPPPPRPPPN 7
2.2. Cirsium Tiirleri Ile Ilgili Yapilan Kimyasal Calismalar.............c.ccoeveeviveiveerinsieenseenenennn, 8
2.3. Cirsium Tiirleri Ile Ilgili Yapilan Biyolojik Aktivite Calismalart .............c.ceeveveververennnn. 12
2.4, ANTIOKSTOANIAN ..ot 13
2.2.3. FENOIIK MAAUEIET ...t 15
2.4.1. 1 FENOTK ASITIET ...ttt 17
2.4.1.2. FIAVONOTUIEE ...ttt 18
2.4.1.3. FENOIK LIPIAIET ....eeeeeecee ettt e e e e 20
2.4.1.3.1. AIKIIrESOISINOL...cc.iviiiieiiiie ittt 20
2.4.1.3.2. AlKilresorsinollerin BiyOSENTEZI.......c..cciueeeiieeeiiie e 21
2.4.1.4. Fenolik Polimerler (TanneNIEr) ........cocuveeiiie e 21
2.4.1.4.1. Katesoller (PiroKateSO1) .....uiiiiiiiiiiiiiiiiiei ittt 23
2.4.1.5. FENOIIK GHKOZILIEN .....c.vviieiieieie et 25
2.4.1.6. Fenolik Bilesiklerin izolasyonu ve Yapt Tayinleri .........ccc.ccevevevivieeereiecinerereenane, 25
3. MATERYAL VE YONTEM .......ccoovitiiiitiiieeee ettt 31
3.1. Kullanilan Kimyasal Maddeler, Belirtecler ve Cihazlar ............cccccooviiiiiiiiiinn 31
3.2, DeneySel BOIIM .....coouuiiiiiiiiii e 36
3.2.1. BitKinin TOPIANmMAST ......oviiiiiiiiiiiiiiiic e 36
3.2.2. BItKinin EKSEraKSTYONU ......ovviiiiiiiiee ettt et e e sraaa e e 36



3.2.3. C. creticum Ham Ekstrelerinde Biyolojik AKtiVite Tayini........ccccooveiieiiieiiieiiieiiene 37

3.2.3.1. Toplam Fenolik Madde Miktart TaQYini ........c.coceriireiiiiieiiiiiiieciee e 37
3.2.3.2. Toplam Flavonoid Madde Miktart Tayini ..........ccuevvvieiieiiiieniieiiecee e 37
3.2.3.3. Antioksidan AKEIVITEE TAYINT ....eeiuviiieeiiieiiee ettt 38
3.2.3.3.1. DPPH Radikali Giderim AKEIVItEST TaYINT ....c.cvveiiiiiiiiiieiiierieeeee e 38
3.2.3.3.2. ABTS"" Katyon Radikali Giderim AKEIVITESI ........c.coerrrriieieieieeieie e 39
3.2.3.3.3. Ferrik iyon indirgeme Kapasitesi (FRAP).......ccccovirvrveverererereeieeeeeee e, 40
3.2.3.3.4. B-Karoten Renk Giderim AKEIVITEST ........ooiviiiiiiiieie e 41
3.2.3.3.5. Bakir (II) Indirgeme Giicli (KUPRAC) ........coiiviririiciereeeieeeee e 41
3.2.3.3.6. Siiperoksit Anyon Radikali Giderim Aktivitesi Tayini .........ccccovvvvvviiiiiieennnininnne. 42
3.2.4. Kromatografik Yontemler Kullanilarak Yapilan izolasyon Calismalari....................... 42
3.2.4.1. C. creticum Bitkisinin MeOH Ekstresindeki Bilesiklerin izolasyonu ve Saflastirilmasi
............................................................................................................................................ 42
4. ARASTIRMA BULGULARI ........oooiiiiiiiiii ettt e et e e anee e 45
4.1. C. creticum Bitkisinin Ham Ekstrelerinde Biyolojik Aktivite Tayini Sonuglari.............. 45
4.1.1. C. creticum Ekstrelerinde Toplam Fenolik Madde MiKtart...........ccccccoveevveeeiiveeesinnnnn 45
4.1.2. C. creticum Ekstrelerinde Toplam Flavonoid Madde Miktart............ccceevivveeiiineeiinnnnnn 46
4.1.3. C. creticum Ekstrelerinde Antioksidan Aktivite Tayini Sonuglart ...........ccceevivrerinnnnnn 48
4.1.3.1. C. creticum Ekstrelerinde DPPH" Radikali Giderim AKEIVItesi...........ccccovviiiinnn 48
4.1.3.2. C. creticum Ekstrelerinde ABTS+" Katyon Radikali Giderim Aktivitesi................... 50
4.1.3.3. C. creticum Ekstrelerinde Ferrik Iyon Indirgeme Kapasitesi (FRAP) .........c..ccva.... 52
4.1.3.4. C. creticum Ekstrelerinde p-Karoten Renk Giderim AKLIVIteSI........ccccccevveeviieeiinnnnn, 54
4.1.3.5. C. creticum Ekstrelerinde Bakir (I1) Indirgeme Giicii (KUPRAQC).........c.ccoevevevnee. 55
4.1.3.6. C. creticum Ekstrelerinde Siiperoksit Anyon Radikali Giderim Aktivitesi................ 58
4.1.4. C. creticum Bitkisinin Ham Ekstrelerinde Biyolojik Aktivite Tayini Sonug¢larinin

DeGerlendirilMeESsi. ... .veeeeeiiiii e 59
4.2. C. creticum Bitkisinin Metanol Ekstresinden Izole Edilen Bilesikler ..............cccevunee... 60
4.2.1. Alkil Fenoller (Alkil Katesoller) ve TUrevIeri.......ccovvuviiiieiiiiiiiiiiiiiie e 60

4.2.1.1. 1 Numarali Bilesik (CM-13-1-1-2): 4-(4',4'-dimetil-2'-vinil-desil) benzen-1,2-diol .. 60
4.2.1.2. 2 Numarali Bilesik (CM-12-2-1): 2-O-a-D-glukopiranozil-4-(4',4'-dimetil-2'-vinil-
AESHI) TENON ... .o 81
4.2.1.3. 3 Numarali Bilesik (CM-12-4-1): 2-O-a-D-arabinofuranosil-4-(4',4'-dimetil-2'-vinil-
AESHI) TENON ... .o 96
4.2.1.4. 4 Numaral Bilesik (CM-13-4-1): 2-hidroksi-4-(4',4'-dimetil-2'-vinil-desil)- fenil-

A R A 5 ] e 10 ) <) B 018121 00 T: | AR 106



4.2.1.5. 5 Numaral Bilesik (CM-15-2-2): 2-hidroksi-4-(4',4'-dimetil-2"-vinil-desil)fenil-3"-

NIATOKST DENZOAL..........eiiiiiee ettt 118
4.2.2. FLAIIK ESTEIIET ... 132
4.2.2.1. 6 Numarali Bilesik (CM-9-1): Ftalik asit (2"-metil-pentil)-(2',2'-dimetil-nonil) esteri
.......................................................................................................................................... 132
4.2.3. Fenolik Asit Esterleri (Resorsinolik ASit ESErleri) ........cccccovoviiiiiiiiiieiiienecie 150
4.2.3.1. 7 Numarali Bilesik (CM-3-1): (2'-3'-dihidroksipropil)-2,6-dihidroksi-3,5-dimetil
DBNZOAL ...ttt 150
4.3. Elde Edilen Bilesiklerin Spektral OzelliKIEr ...........c.ceevevivereierireeieierceeeeeieee s 159
4.3.1. 1 Numaralt Bilegik CM-13-1-1-2......ccoiiiiiiiiiiiiie et 159
4.3.2. 2 Numaralt Bilegik CM-12-2-1.......cooiiiiiiiiiiiiie et 160
4.3.3. 3 Numaralt Bilegik CM-12-4-1.......ooooiiiiiiiiiiie et 161
4.3.4. 4 Numaralt Bilegik CM-13-4-1.......ooiiiiiiiiiiiiiiie et 162
4.3.5. 5 Numaralt Bilegik CM-15-2-2.......ooiiiiiiiiiiiiiiie et 163
4.3.6. 6 Numaralt Bilegik CM-9-1 ..ot 165
4.3.7. 7 Numaralt BileSik CM-3-1.....ccoiiiiiiiiiiiiiie et 166
4.4, C. creticum Bitkisinden izole Edilen ve Miktar1 Yeterli Olan Bilesiklerin Antioksidan

F A7 (I I Y/ PSSR 167
4.4.1. C. creticum Bitkisinden Izole Edilen ve Miktar1 Yeterli Olan Bilesiklerin ABTSe*
Katyon Radikali Giderim AKUIVITEIEN.........covieiiiee e 167
4.4.2. C. creticum Bitkisinden Izole Edilen ve Miktar1 Yeterli Olan Bilesiklerin Ferik Iyon
Indirgeme Kapasiteleri (FRAP) .......oooiiiiiiiii e 167
4.4.3. C. creticum Bitkisinden Izole Edilen ve Miktar1 Yeterli Olan Bilesiklerin Kuprik {yon
Indirgeme Kapasiteleri (KUPRAK)........cocuiiiiiiiiiiiiiiiiiee it 168
5. TARTISMA VE SONUC ......cooiiiiiiiiiiiiii ettt anee e 169
6. KAYNAKLAR ..ottt ettt e e 172
OZGECMIS ...ttt ettt ettt ettt ettt 179



SEKIL DIiZiNi

Sekil 2.
Sekil 2.

Sekil 2.

Sekil 2.
Sekil 2.
Sekil 2.
Sekil 2.
Sekil 2.

Sekil 2.

Sekil 2.
Sekil 2.
Sekil 2.
Sekil 2.
Sekil 2.
Sekil 2.
Sekil 2.
Sekil 2.
Sekil 2.
Sekil 2.
Sekil 2.
Sekil 2.
Sekil 2.
Sekil 3.
Sekil 3.
Sekil 3.
Sekil 4.
Sekil 4.
Sekil 4.
Sekil 4.
Sekil 4.
Sekil 4.

Sekil 4.
Sekil 4.
Sekil 4.
Sekil 4.
Sekil 4.

1. Asteraceae familyasinin genel 6zellikleri (Anonim 2012).........ccoveiiiiiiiiieiniinnene, 5
2. Cirsium tiirii bitki 6rnekleri (Sol bastan) C. arvense, C. vulgare, C. japonicum, C.
eriophorum, C. palustre, C. oligophyllum, C. arizonicum, C. polycephalum, C.

BSCUIBNTUM. L. 6
3. C. creticum subsp. creticum (e), C. creticum subsp. gaillardotii (o)’un
Tiirkiye’deki yayilis haritast (KOstekci 2010). ...ovviiiiiiiiiiiiiiieiiec e 7
4. C. creticum (Lam.) d’Urv. subsp. creticum (Asteraceae) bitkisi..............ccceervernnne. 8
5. hispidulin 7-neohesperidoSit YaAPISI.......ciiuveieierieiiiesie e 9
6. 3,4-dihidroksibenzoik asit (Protokatesuik asit)..........ccoooeiiiimieiiniiie 9
7. Phomachalasins A-D bilesikleri (Sirayla 1-4) .......cccceiiiiiiiniiiiieiiecee e 10
8. (7E, 9R)-9-hidroksi-5, 7-megastigmadien-4-one-9-O-a-L-arabinopiranosil-(1—6)-
B-D-gluKOpIranoSIt YAPIST.....ueeeiirrreeeiiiniiee e e e e e 10
9. quersetin-3-O-rutinosit (13), quersetin-3-O-neohesperidozit (14), apigenin-7-O-
rutinosit (15), quersetin-3-O-glukopiranozit (16)...........ccovveriveenieiiieiiieiiesen, 11
10. (7S,8S)-Prebalanophonin (1), (7S,8S,7'R,8'S)-Prepikrasmalignan (2) ............... 11
11. En yaygin fenolik bilesiKIer ...........ccoooiiiiiiiiii e 17
12. Fenolik asitlerin siiflandirilmast..............oeeeiiiiiiiiiiiii e 18
13. Flavonoidlerin enel YaPIST......uuuiieiiiiiiiiiiiiiiiee e sttt e e e 18
14. Flavonoidlerin iskelet yapilar1 (Kahraman 2002). .........ccccooeviiiiiiiiiiiiiineeniiiiine, 19
15. Flavonoidlerin smiflandirtlmast ... 20
16. 1,3-dihidroksi-5-alkilbenzen (5-alkilresorsinol) yapist .......ccceevcvveeivveesiveeeiiinnns 20
17. Alkilresorsinollerin biyoSentez YOIU........uuuuviiiiiiiiiiiiiiiiiiiieee e 22
18. Katesoliin Kimyasal Yap1ST .....uuuiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieeee s 23
19. Katesoliin biyosentezi (Sun ve ark. 2013). .....ooooviiiiiiiiiiiiiiie e 24
20. Onemli fenolik glikozitlerin Bazilart ..........cocvevevviveeeieeeieeseee e, 25
21. Bitki 6rneklerinden segici ekstraksiyon yontemiyle izolasyon islemi semast...... 26
22. Bitki 6rneklerinden diger ekstraksiyon yontemiyle izolasyon islemi semasi....... 27
1. Kurutulmus C. creticum (Lam.) d’Urv. subsp. creticum (Asteraceae) bitkisi........ 36
2. Silika jel ile karistirilan metanol ekstresinin kolona eklenmeden onceki hali........ 43
3. Karisimin kolona tatbik edildikten sonraki hali..............cccccoovvvviiiiiiiiiiiiiiiiiiiee, 43
1. C. creticum igin toplam fenolik madde tayini katesin standart egrisi .................... 45
2. Toplam flavonoid madde katesin standart €grisi .........ccuevvveireriieeereenieesiee e 46
3. Toplam flavonoid madde rutin standart €Zrisi........ccecvvereeriieeniienreeiiiesiee e 47
4. C. creticum ekstrelerinin DPPH" radikal giderim aktivitesi ..............cccceevvveevinnnn, 48
5. C. creticum ekstrelerinin DPPH" radikal giderme aktivitesi (%) ...........ccccevveennne. 49
6. C. creticum ekstrelerinin DPPH" radikal giderim aktivitesine iliskin ECso degerleri
........................................................................................................................ 50
7. Troloks i¢gin ABTS™ (TEAC) standart ¢alisma grafigi ..........ccccoovevvevereininaiennns 51
8. C. creticum ekstrelerinin ABTS" radikali giderme aktivitesi .............c.cccoceveenee.n. 51
9. Ferrik iyon indirgeme kapasitesi (FRAP), FeSO4.7H.0 standart egrisi ................ 52
10. C. creticum ekstrelerinin Ferrik iyon indirgeme kapasitesi (FRAP).................... 53
11. C. creticum ekstrelerinin FRAP aktivitesi ECsodegerleri..........cccoevvveeiiienninnen, 54

Vi



Sekil 4.

Sekil 4.
Sekil 4.

Sekil 4.
Sekil 4.
Sekil 4.
Sekil 4.
Sekil 4.
Sekil 4.
Sekil 4.
Sekil 4.
Sekil 4.
Sekil 4.
Sekil 4.
Sekil 4.
Sekil 4.
Sekil 4.
Sekil 4.
Sekil 4.
Sekil 4.
Sekil 4.
Sekil 4.
Sekil 4.
Sekil 4.
Sekil 4.
Sekil 4.
Sekil 4.
Sekil 4.
Sekil 4.
Sekil 4.
Sekil 4.
Sekil 4.
Sekil 4.
Sekil 4.
Sekil 4.
Sekil 4.
Sekil 4.
Sekil 4.
Sekil 4.
Sekil 4.
Sekil 4.
Sekil 4.

12.

13.
14.

15.
16.
17.
18.
19.
20.
21.
22.
23.
24.
25.
26.
27.
28.
29.
30.
31.
32.
33.
34.
35.
36.
37.
38.
39.
40.
41.
42.
43.
44.
45.
46.
47.
48.
49.
50.
51.
52.
53.

C. creticum ekstrelerinin -karoten linoleik asit emiilsiyon sisteminde, linoleik
asit asit oksidasyonuna inhibisSyon etkiSi...........ccccvivieriieniiiiiccce e 55
Troloks icin KUPRAK standart ¢alisma grafigi .........cccccevviiviiiniiiiiieniiiiieenee, 56
C. creticum ekstrelerinin konsantrasyona bagli Kuprik iyon indirgeme kapasiteleri
........................................................................................................................ 57
C. creticum ekstrelerinin Siiperoksit anyon radikali giderim aktivitesi ............... 58
(4',4'-dimetil-2"-vinil-desil) benzen-1,2-diol yapisi.......c.cccceivieniieeiieiiieiiieninenn 60
1 Numaral1 bilegigin HMBC etkile$imleri.........ccccoeriiiiiiiiiiiiiieniiiiic e 61
1 numarali bilesigin kiitle spektrumunda gézlenen bolinmeler .................c...... 62
1 Numaral: bilesigin *H NMR SPEKLIUMU ........covoviviriiiririiiciece e, 63
1 Numarali bilesigin *H NMR SPeKtrumu ...........cccccveveveiviiieiiciceccceeee e 64
1 Numarali bilesigin APT spektrumu (CDCI3) ........ccceviviiiiiiiieiiieiiieie e 65
1 Numarali bilesigin APT spektrumu (CDCI3) ........cccoviviiiiiiiiiiiieiieie e 66
1 Numarali bilesigin APT spektrumu (CDCI3) ........cccoviviiiiiiiiiiiieiieeiie e 67
1 Numarali bilesigin HSQC SPeKtrUMU ........cccuviiiiiiiiiiieiiee e 68
1 Numarali bilesigin HSQC SPeKtrUMU ........cccuveiiiiiiiiiieiieece e 69
1 Numarali bilesigin HSQC SPeKtrUMU ........cccuvviiiiiiiiiieiieee e 70
1 Numarali bilesigin HSQC SPeKtrUMU ........ccovviiiiiiiiiiieie e 71
1 Numarali bilesigin HSQC SPeKtrUMU ........cccuviiiiiiiiiiieiiee e 72
1 Numarali bilesigin *H-YH COSY SPEKLrUMU ......cccveveveerireeiereerereeeere e 73
1 Numarali bilesigin HMBC SPeKtrUmMU..........ccovvveiiireiiiie e cee e 74
1 Numarali bilesigin HMBC SPeKtrUMU..........ccovvreiiireiiiie e 75
1 Numarali bilesigin HMBC SPeKtrUMU..........ccoivveiiireiiiie e 76
1 Numarali bilesigin HMBC SPeKtrUMU..........ccovvieiiireiiiie e 77
1 Numarali bilesigin HMBC SPeKtrUMU..........cciivieiiireiiiie s 78
1 Numarali bilesigin ESI-MS spektrumlart ..........ccccoooviiiiiiiiiiiiiiiieees 79
1 Numarali bilesigin LC-QTOF SPEKIrUMU .........ceoviireiiiie e 80
2-0-a-D-glukopiranozil-4-(4',4'-dimetil-2'-vinil-desil) fenol yapist.................... 81
2 numarali bilesigin kiitle spektrumunda gézlenen boliinmeler ...............cceee... 83
2 Numarali bilesigin *H NMR SPEKLIUMU .......ccvovveveererieeiereeeeee e 84
2 Numarali bilesigin *H NMR SPeKtrUmU ............cocoveviviiiiiieiiieceeeeere e 85
2 Numarali bilesigin APT spektrumu (CDCI3) ........cccoovveiiiiiniiiiiieiieenie e, 86
2 Numarali bilesigin APT spektrumu (CDCI3) ........cccovviiiiiiiniiiiieiieeiie e 87
2 Numarali bilesigin APT spektrumu (CDCI3) ........cccovvieiiiiiniiiiiieiiceiie e, 88
2 Numarali bilesigin HSQC SPeKtrUMU ........coovviiiiiiiiiieiie e 89
2 Numarali bilesigin *H-H COSY Spektrumu.............cccoevveveeivreieceieieeeeeenne, 90
2 Numarali bilesigin *H-H COSY Spektrumu...........c.cccovvveveervreieeineieeeeeenne, 91
2 Numarali bilesigin HMBC SPEKtrUMU. .......ccveiiiiiiiiiieiii e 92
2 Numarali bilesigin HMBC SPEKtrUMU.........cceiiiiiiiiiieiiieciesee e 93
2 Numarali bilesigin HMBC SPeKtrUMU........ccveiiiiiiiiiieiii e 94
2 Numarali bilesigin ESI-MS Spektrumu ..........cccooveiiiiiiiiiiie e, 95
2-0O-a-D-arabinofuranosil-4-(4',4'-dimetil-2'-vinil-desil) fenol........................... 96
3 numarali bilesigin kiitle spektrumunda gozlenen boliinmeler .......................... 98
3 Numaral1 bilesigin *H NMR SPEKIrUMU ..........cccvoveiieriieiieeeeeceeeeeeee e 99

Vii



Sekil 4.
Sekil 4.
Sekil 4.
Sekil 4.
Sekil 4.
Sekil 4.
Sekil 4.

Sekil 4.
Sekil 4.
Sekil 4.
Sekil 4.
Sekil 4.
Sekil 4.
Sekil 4.
Sekil 4.
Sekil 4.
Sekil 4.
Sekil 4.
Sekil 4.
Sekil 4.
Sekil 4.
Sekil 4.
Sekil 4.
Sekil 4.
Sekil 4.
Sekil 4.
Sekil 4.
Sekil 4.
Sekil 4.
Sekil 4.
Sekil 4.
Sekil 4.
Sekil 4.
Sekil 4.
Sekil 4.
Sekil 4.
Sekil 4.
Sekil 4.
Sekil 4.
Sekil 4.
Sekil 4.
Sekil 4.
Sekil 4.

54.
55.
56.
57.
58.
59.
60.

61.
62.
63.
64.
65.
66.
67.
68.
69.
70.
71.
72.
73.
74.
75.
76.
77.
78.
79.
80.
81.
82.
83.
84.
85.
86.
87.
88.
89.
90.
91.
92.
93.
94.
95.
96.

3 Numarali bilesigin APT spektrumu (CD30D) .........ccoveiiiieiiiiiieiienieee 100
3 Numarali bilesigin APT spektrumu (CD30D) .........ccoveiiiiniiiiieiiieniie e 101
3 Numarali bilesigin *H-H COSY SPeKtrUMU .......ccccovvveveriririrereieicceee e 102
3 Numarali bilesigin *H-H COSY SPeKtrUMU ......ccccvevvvvevererirereieiccceee e 103
3 Numarali bilesigin HMBC SPektrumu...........cccceviiiiiiiiiiniicecee 104
3 Numarali bilesigin ESI-MS spektrumlart ...........c.ccoooeiiiiniiiniiie 105
2-hidroksi-4-(4',4'-dimetil-2'-vinil-desil)- fenil-2",3",4"-trihidroksi biitanoat yapisi

...................................................................................................................... 106
4 Numarali bilesigin HMBC etkilesimleri............cccovveviiiiiieiiiiiiieeiiice e, 107
4 numarali bilesigin kiitle spektrumunda gézlenen boliinmeler ........................ 108
4 Numarali bilesigin *H NMR SPeKtrumu .............ccocoveviviirieiiiiicicceeeeeeens 109
4 Numarali bilesigin APT spektrumu (CDCI3) .........ccovivieiiiiiiiiiiiiiiiec, 110
4 Numarali bilegigin HSQC SPEKIrUMU ........coovviiiiiiiiiiiiei e 111
4 Numarali bilesigin *H-H COSY SPeKtrumu .........ccccveveevirriierieeicreeeieevenens 112
4 Numarali bilesigin *H-H COSY SpeKtrumu .........ccccveveevirriviiieiereeeieeveneans 113
4 Numarali bilegigin HMBC SPeKIrUMU..........cceoiiiiiiiiiieiie e 114
4 Numarali bilegigin HMBC SPEKIrUMU..........cceeiiiiiiiiiieiie e 115
4 Numarali bilesigin ESI-MS spektrumlart ...........ccccveviiiiiiiiiiiiiicc e, 116
4 Numarali bilegigin LC-QTOF SPektrumu..........cccocvveiiiiniiiiieiiecieee i 117
2-hidroksi-4-(4',4'-dimetil-2'-vinil-desil) fenil-3-hidroksi benzoat yapisi.......... 118
5 Numarali bilesigin HMBC etkilesimleri.........ccccccvveeiiiiiiiiiiiiiieiiiieeenn 120
5 numarali bilesigin kiitle spektrumunda gézlenen boliinmeler ........................ 120
5 Numarali bilesigin *H NIMR SPEKIIUMU .........coovivieviririee e, 121
5 Numarali bilesigin *H NIMR SPEKIIUMU ........c.coovevieriiirieeseeeeseeeeees e, 122
5 Numarali bilesigin APT spektrumu (CDCI3) ......cccvvevviveiiiieeiiee e 123
5 Numarali bilesigin APT spektrumu (CDCI3) ......cccvevvvveiiiieiiiee e, 124
5 Numaral1 bilesigin *H-H COSY SPektrumu ..........c.ccevveveviervvieineeeneeeneienn, 125
5 Numaral1 bilesigin *H-H COSY SPektrumu .........ccccceeveeevieeerieeeeeeeeeneienn, 126
5 Numarali bilesigin HSQC Spektrumul...........eevviieiiiiiiiiiiiiiieeeeisiiiiiiriiieeeee s 127
5 Numarali bilesigin HSQC Spektrumul...........eevvivviiiiiiiiiiiiiiieeeiiiiiiiiniiieeeeennns 128
5 Numarali bilesigin HMBC spektrumui..........ccooeoviiiiiiiiiiiie e 129
5 Numarali bilesigin HMBC spektrumMu.............ooooiiiiiiiiiiiiie e 130
5 Numarali bilegigin EST-MS SPEKIrUMU ........ccovviiieiiieiiiiiie e 131
Ftalik asit (2"-metil-pentil)-(2',2'-dimetil-nonil) esteri yapisi.........ccevvvrrvrerinenn 132
6 Numarali bilesigin HMBC etkilesimleri..........cccooviiiieeiiiiiiieiiiiec e 133
6 numarali bilesigin kiitle spektrumunda gdzlenen bolinmeler ........................ 134
Ftalik esterlerin ana kiitle bOINMESI..........cvvveiiiiiiiiiiii e 134
6 Numarali bilesigin *H NMR SPeKIrUMU ..........c.cocoevivviviiiiiiiieceereeeeee e 135
6 Numarali bilesigin *H NMR SPeKIrUMU ...........c.c.ccovivveviiiiiiireeeeieeeeeeeeans 136
6 Numarali bilesigin *H NMR SPeKIrUMU ..........c.c.ccovivviviiiiieieeeeieeeee e 137
6 Numarali bilesigin *H NMR SPeKIrUMU ...........c.cocoevivviviiiiiireieereeeeee e 138
6 Numarali bilesigin APT spektrumu (CDCI3) .......cceeviiiiiiiiiiiiieeeiee, 139
6 Numarali bilesigin APT spektrumu (CDClI3) .......cccoevviiiiiiiiiiiiieee, 140
6 Numarali bilesigin APT spektrumu (CDClI3) .......cccoevviiiiiiiiiiiiiiee, 141

viii



Sekil 4. 97. 6 Numarali bilesigin HSQC Spektrumul...........coocuiiieiiiiiiiieiiiiiiee i 142
Sekil 4. 98. 6 Numarali bilesigin *H-H COSYSPEKIrUMU .........ccovevevererereieceere e 143
Sekil 4. 99. 6 Numarali bilesigin *H-H COSYSPEKIrUMU .........ccoveveverereriieceeieceereie e 144
Sekil 4. 100. 6 Numarali bilesigin H-TH COSYSPeKtrUMU..........ccoeverierirrrrereiererereeececeeees 145
Sekil 4. 101. 6 Numarali bilesigin HMBC spektrumu............cccooviviiiiiiiiiiecniie e 146
Sekil 4. 102. 6 Numarali bilesigin HMBC Spektrumu............cccooiiveiiiiiiiiieeniiceee e 147
Sekil 4. 103. 6 Numarali bilesigin HMBC spektrumu............cccooviviiiiiiiiiieeniiccee e 148
Sekil 4. 104. 6 Numarali bilesigin LC-QTOF/MS Spektrumu ............ccccoeviiiiiiiniieiieiinnn 149
Sekil 4. 105. (2'-3'-dihidroksipropil)-2,6-dihidroksi-3,5-dimetil benzoat................ccceoneeee. 150
Sekil 4. 106. 7 Numarali bilesigin HMBC etkilesimleri.............cccccviiiiiniiiiiiiiiiee, 151
Sekil 4. 107. 7 numaral1 bilesigin kiitle spektrumunda gézlenen boliinmeler ..................... 151
Sekil 4. 108. 7 Numarali bilesigin *H NMR SPeKtrumu ............cccovvviviiririiieiiicieceecvevens 152
Sekil 4. 109. 7 Numarali bilesigin *H NMR SPeKtrumu ............ccccovvviveerirriieiiiircceecveens 153
Sekil 4. 110. 7 Numarali bilesigin APT spektrumu (CD3O0D) ........ccoveiviiiieiiieiieenee e, 154
Sekil 4. 111. 7 Numarali bilesigin HSQC spektrumu.............occuviiiiiiiiiiiiiiiiiiie i 155
Sekil 4. 112. 7 Numarali bilesigin HMBC spektrumu...........ccccceiiiiiiiiiniiecc e 156
Sekil 4. 113. 7 Numarali bilesigin HMBC spektrumlari...........ccccoooviiiiiies 157
Sekil 4. 114. 7 Numarali bilesigin LC-QTOF spektrumlart............ccccoovviiiveininieninienineenn, 158
Sekil 4. 115. Izole edilen bilesiklerin ABTSe+ radikali giderme aktiviteleri ....................... 167
Sekil 4. 116. izole edilen bilesiklerin Ferik Iyon Indirgeme Kapasiteleri (umol Fe?*/g ekstrat)

...................................................................................................................... 168
Sekil 4. 117. Izole edilen bilesiklerin Kuprik Iyon Indirgeme Kapasiteleri (KUPRAC) ...... 168



TABLO DiZiNi

Tablo 2.

Tablo 2.
Tablo 2.

Tablo 3.
Tablo 4.
Tablo 4.
Tablo 4.
Tablo 4.
Tablo 4.

Tablo 4.
Tablo 4.

Tablo 4.

Tablo 4.

Tablo 4.

Tablo 4.

1. Cirsium creticum (Lam.) d’Urv. subsp. creticum (Asteraceae) tiiriiniin
SISTEMALIKEEKT YETT ...ttt 3
2. antioksidanlarin smiflandirilmast (Kasun 2017) ......cccccoveiiiieiiiiciniicece 15
3. Fenolik bilesiklerin kagit kromatografisi ile ayrilmasinda kullanilan ¢oziicti
SISEEIMI L. 28
1. Ekstrakt ¢ozeltilerinin farkli diliisyonlarinin tiiplerde hazirlanisi........................ 39
1. C. creticum ekstrelerinin toplam fenolik madde iGerigi...........ocovvvvviiviniernnnnnn. 46
2. C. creticum ekstrelerinin toplam flavonoid madde igerikleri ..............cccvvvernnnne. 47
3. C. creticum ekstrelerinin DPPHe giderim aktivitesi (% Inhibisyon) ................... 49
4. C. creticum ekstrelerinin ABTSe+ radikali giderme aktivitesi............ccccceevrnnne. 51
5. C. creticum ekstresinde ferrik iyon indirgeme kapasitesi FRAP (umol Fe2+ g-1
BKSTIAL) .. 52
6. C. creticum ekstrelerinin ferrik iyon indirgeme Kapasitesi...........ccccooeevrierinneninn, 53
7. C. creticum ekstrelerinin B-karoten linoleik asit reaksiyon ortaminda, inkiibasyon
stiresince 470 nm’de absorbans degerleri..........ccoovvvieiiiiiiii i 54
8. C. creticum ekstrelerinin B-karoten linoleik asit emiilsiyon sisteminde, oksidasyon
h1zina % 1NhibiSYOn €tKIST.......ceviiiiiiiiiiiiiii e 55
9. Standart egri igin Troloksun hacim-konsantrasyon-absorbans degerleri ve dogru
AENKIBMI ..o 56
10. C. creticum ekstrelerinin konsantrasyona bagli Kuprik iyon indirgeme
kapasiteleri (MM Troloks g eKStrat-1)........ccccivveiiieeiiireiiie e 57
11. C. creticum ekstrelerinin % siiperoksit inhibisyon kapasiteleri.............cccceeennnns 58



SIMGELER ve KISALTMALAR DiZiNi

ABTS
APT

BHT
BHA
CAT
CDCl3
CDs0OD
CHCls
CM

COSY

dd

ddd

dk
DEPT
DPPH
ECso
EDTA
FCR
FRAP
GC
HMBC

HPLC

: 2,2’-azinobis(3-etilbenzotiazolin-6-sulfonat)
. Proton saldir1 testi

. Biitil hidroksi toliien
: Biitil hidroksi anisol
: Katesin
. Dotero kloroform
. Dotero metanol
. Kloroform
. Creticum metanol ekstresi
. Correlation Spektroskopisi
. Kimyasal kayma
: Dublet
: Duble dublet
: Triple dublet
: Dakika
: Polarizasyon transferi tarafindan distorsiyonsuz gelistirme
: 2,2’-azinobis (3-etilbenzotiazolin-6-sulfonat)
. Bir kimyasalin en etkili oldugu konsantrasyonun yarisi
. Etilendiamin tetraasetik asit
. Folin&Ciocalteu reaktifi
. Ferrik iyon indirgeme kapasitesi
: Gaz kromatografisi
: Heteronuclear Multi Bond Coherence

. Yiiksek performansl sivi kromatografisi

Xi



HSQC

Hz

MeOH
MHz

MS

NA
NaAc
NADH
NaOH
nm
NMR

PMS

ppm
QER

RP-HPLC

TEAC

TLC

TMS

: Heteroniikleer single quantum coherence spectroscopy
: Hertz
: Infrared (Kizil 6tesi)
: Yarilma sabiti
: Dalga boyu
: Multiplet
: Metanol
: Megahertz
: Kiitle spektroskopisi
: Frekans
: Naturstoffreagenz reaktifi
: Sodyum asetat
. Nikotinamid adenin diniikleotid
: Sodyum hidroksit
: Nanometre
: Niikleer Manyetik Rezonans
. fenozin metosiilfat
: Per part million
: Kuersetin
: Ters faz kromatografisi
. singlet
: Triplet
. Trolox esdegeri
: Ince tabaka kromatografisi

. Tetrametilsilan

Xii


https://en.wikipedia.org/wiki/Heteronuclear_single_quantum_coherence_spectroscopy

TPTZ : 2,4,6-tris(2-pyridil)-s-triazine
Tween -40 : Polioksi etilen sorbitan monopalmitat

uv : Ultraviyole (Mor 0Otesi)

xiii



ONSOZ ve TESEKKUR

Bu ¢alisma, Nanmik Kemal Universitesi Kimya Boliimii Organik Kimya Ana Bilim Dals,
Organik Kimya Arastirma Laboratuarinda ve Teknik Bilimler Meslek Yiiksek Okulu, Gida
Teknolojisi Boliimii, Gida Analiz Laboratuarinda gergeklesmistir.

Bu arastirmanin planlanmasinda ve yiiriitiilmesinde, ¢alismalarim siiresince benden
bilgisini, dneri ve yardimlarini esirgemeyerek, akademik oldugu kadar giinliik iliskilerde de
engin fikirleriyle yetisme ve gelismeme katkida bulunan, insani ve ahlaki degerleri ile de 6rnek
edindigim, yaninda c¢aligmaktan onur duydugum ve ayrica tecriibelerinden yararlanirken
gostermis oldugu hosgorii ve sabirdan dolayr degerli hocam Sayin Prof. Dr. Temine
SABUDAK’a,

Antioksidan aktivite ve miktar tayini ¢caligmalar1 sirasinda yardimlarmi esirgemeyen,
her tiirlii bilgi ve laboratuar imkan1 saglayan hocam Sayin Dog. Dr. H. Hiilya ORAK’a sonsuz
sayg1, tesekkiir ve siikranlarimi sunarim.

Lisans ve yiiksek lisans egitimim boyunca bilgi birikimlerini ve deneyimlerini benimle
paylasan hocam Sayin Dog. Dr. Yelda YALCIN GURKAN'a,

Deneylerim esnasinda yardimlarini benden higbir zaman esirgemeyen yiiksek lisans
arkadaslarim Hilmican CALISKAN’a ve Ilayda BAHRISEFIT e,

Ayrica tiim hayatim boyunca oldugu gibi yiiksek lisans ¢alismalarim siiresince de
benden desteklerini esirgemeyen, bugiinlere gelmemde biiylik pay sahibi olan aileme ve
dostlarima tesekkiirlerimi sunarim.

TUBITAK tarafindan 116Z450 numarali proje kapsaminda saglanan maddi destek i¢in
tesekkiir ederim.

Temmuz, 2018 Merve OZER

Xiv



1. GIRIS VE CALISMANIN AMACI

Insanoglu ilk ¢aglardan bu yana basta besin gereksimini karsilamak icin gesitli
amaglarla bitkisel trtinlere ilgi gostermistir. Daha sonra onlar1 planli bir sekilde kullanmaya,
faydali oldugunu disiindiiglinii iiretmeye ve gelistirmeye c¢alismistir. Bitkileri tanimaya

caligmis, deneme yanilma yontemiyle, onlar1 zararli-zararsiz olarak siniflandirmistir.

Topluluklar gelistikce insan Omrii uzamaya ve yeni hastaliklar ortaya c¢ikmaya
baslamistir. Hastaliklar ortaya ciktik¢a, tedavi bulmak amaciyla dogaya basvurmus ve
bitkilerden yararlanmak istemistir. Onlar1 karistirarak, kurutarak, kaynatarak, macun haline

getirerek kullanmustir, bu yolla hastaliklara ¢are aramislardir.

Bu nedenle; tibbi bitkilerin tarihgesi; insanlik tarihi kadar eskiye dayanmaktadir
(Karuncula 2013). Tibbi bitkilerin hastaliklarin tedavisinde bir kaynak olarak kullanilmasinin
ilk bilimsel izleri ve yazili delilleri; binlerce yi1l 6nceki Cin, Hint ve Yakindogu medeniyetlerine
kadar uzanmaktadir. Bugiinkii Cin tibbi;; 2000 yil 6nceki geleneksel halk hekimligine
dayandirilmaktadir. Cin hekimliginde kullanilan ilaglarin; genellikle kan, nefes ve su

dolagimlari i¢in gerekli bilesikleri igeren regeteler seklinde oldugu bilinmektedir (Siitlipinar

1994).

Bitkisel tibba ait ilk yazili belge, M.O. 3000 yillarmna ait Ninova Tabletleri’dir. Bu
belgeler, Mezapotamya’da, bitkisel ve hayvansal ilaglarla tedavilerin yapilabildigini
kanitlamistir (Siitlipmar 1994). Dioscoridis '[laglar Bilgisi' adl1 kitab1 yazmis, bu kitapta
Anadolu ve Dogu Ulkelerinin tibbi bitkileri hakkinda bilgilere yer vermistir. Adana
yakinlarindaki Anavarza’da dogan Dioscoridis’in; MS. 1 yy.’da yazdig1 bu kitapta 500°den
fazla tibbi bitki kayithdir. Selguklu ve Osmanli doneminde de bir¢ok tibbi bitkinin kiiltiiri,
ticareti yapilmis ve bunlar tedavi amagli kullanilmistir (Atag ve Yildirim 2015).

Teknolojiyle birlikte ila¢ sanayisi de hizla geligmistir. Saglikli ve uzun yasama istegi
ilaclara olan talebi arttirmistir. Sentetik yolla ilag {iretimi bir donem ivme kazansa da bitki gibi
dogal kaynaklardan yapilan ilaglar kadar zararsiz, daha az yan etkili ve ekonomik degillerdir.

Bu sebeplerden dolayi ilag sanayisinin yonii tekrar dogaya ¢evrilmistir (Karuncula 2013).

Fenolik bilesikler; bitkiler aleminde en g¢ok bulunan bilesik smifidir. Bitki

metabolizmalarinin hepsinde sekonder metabolit olarak bulunurlar. Ancak hepsinin tam olarak



gorevleri belirlenememistir. Dolayisiyla bitkisel kokenli biitiin gidalarda bulunurlar. Bazi
bitkilerin koku salgilamasini saglar. Meyve ve sebzeler ile bunlardan elde edilen tiriinler igin
de oldukc¢a Onemlidirler. Onlarmn lezzetinin olusmasmi ve sari, sari-esmer, Kirmizi-mavi
tonlardaki renklerinin olusmasimni da saglamaktadirlar. Ozellikle meyveler, icerdikleri fenolik
bilesiklerin antioksidatif ve antimikrobiyal etkilerinden dolayr saglik {izerine olumlu katki
sagladiklar1 icin, fonksiyonel gida olarak nitelendirilirler. Ayrica gidalarda, enzim
inhibisyonuna neden olmalar1 ve degisik gidalarda kalite kontrol kriteri olmalarindan dolay1
biliylik 6nem tasirlar. Bunlarin yanisira endiistride; patlayict madde, ilag, farmasotik, boya,
plastik, kagit, pestisit ve antioksidanlarin iiretimi gibi bircok alanda kullanilmaktadirlar

(Anonim 2013).

Asteraceae familyasi1 dogada kutuplar disinda hemen hemen her yerde bulunmaktadir.
Cirsium Mill. Cinsi Avrasya, Kuzey Amerika ve Afrika’da yayilis gosteren 250 tiir ile temsil
edilmektedir (Kadereit ve Jeffrey 2007). Ulkemizde de oldukga yaygimdir.

Cirsium Mill. (Koygdgiiren) cinsine ait olan bir¢ok taksonun halk arasinda degisik
amaglar i¢cin yaygm olarak kullanildig1 bilinmektedir. Genellikle kok, tohum, govde ve
ciceklerin kaynatilmasi ile hazirlanan ekstraksiyonlar, peptik tilser, hemoroid, varis, oksiiriik ve
bronsit gibi baslica rahatsizliklarin tedavisinde kullanilmaktadir (Loizzo ve ark. 2004, Orhan
ve ark. 2007). Geng ve Ozhatay (2006), Catalca’da (istanbul) yapmis olduklar1 etnobotanik
calismalarinda C. creticum subsp. creticum (esekgalis1) taksonunun meyvelerinin ise halk
arasinda mantar zehirlenmelerine karsi kullanildigini tespit etmislerdir. Yine baska bir
caligmada ise C. creticum subsp. creticum taksonunun gévdelerinin kabuklarinin soyulup ¢ig

olarak yenildigi yada yemeginin yapildig1 bildirilmistir (Kizilarslan ve Ozhatay 2012).

Bu ¢alismanin amaci, daha dnce kimyasal igerigi ve biyolojik aktivitesi arastirilmamis
olan, Trakya bolgesinde yetisen, Cirsium creticum (Lam.) d’Urv. subsp. creticum (Asteraceae)
bitkisinin fitokimyasal bakimdan incelenmesi yapilarak ozellikle yeni fenolik/flavonoid
bilesiklerinin izolasyonu ve bu bilesiklerin kimyasal yapilarinin tayinidir. Caliymanin diger
adiminda, bitkiden elde edilen 4 ekstrede (n-hekzan, eter, etilasetat ve metanol), toplam
fenolik/flavonoid madde miktar1 ve antioksidan aktivitelerinin belirlenmesi, bunun yaninda da
izole edilen ve miktar1 fazla olan saf maddelerde antioksidan aktivitenin tayini

gerceklestirilmistir.



2. KURAMSAL TEMELLER
2.1. Botanik Bilgiler

Cirsium creticum (Lam.) Daurv. subsp. creticum; Asteraceae familyasina ait Cirsium
Mill. cinsine aittir. Halk arasinda ‘‘esek ¢alis1’” olarak da bilinir. Diger bilinen adlar1 ““Bull

Thistle’’ ve “‘Cardo Cretese’’ ’dir.

Tablo 2. 1. Cirsium creticum (Lam.) d’Urv. subsp. creticum (Asteraceae) tiiriiniin
sistematikteki yeri

ALEM Plantae
ALT ALEM | Tracheobionta

BOLUM Magnaliophyta

SINIF Magnoliopsida

ALT SINIF Asteridae

TAKIM Asterales

FAMILYA Asteraceae

CiNS Cirsium

TUR Cirsium creticum (Lam.) d’Urv

2.1.1. Asteraceae familyasinin tanim ve genel 6zellikleri

Ailenin ad1 yildiz seklinde ¢icekleri olan “Aster” cinsinden gelir. Cigekleri, bir basta
birden ¢ok ¢icek vermesi (kompozit yapisi) nedeniyle bu aile “Compositae” olarak da
adlandirilmistir. Genellikle otsu, ¢ok az1 ¢ali aga¢ ya da odunsu sarilict bitkilerdir. Kurakliga
uyumlu ve ¢ok giines isteyen bitkilerdir. Yapraklari ¢cok cesitlidir. Basit ya da birlesik, stipulsuz,
alternat, rozet seklindedir. Marul, yildiz ¢igegi, karahindiba, kasimpat1 en bilinen Asteraceae
familyas liyeleridir.

Diinyanin en kalabalik bitki ailelerindendir. Kutuplar hari¢ diinyanin hemen her yerinde

bulunan bu familya 6zellikle Amerika’'nin giineybatis1 ve Meksika, Brezilya’nin giineyi, And



Daglar1 boyunca, Akdeniz Bolgesi, Giineybati Asya, Orta Asya, Gliney Afrika ve
Avustralya’da yogun olarak bulunmaktadir (Bremer 1994).

Asteraceae ailesi; Tiirkiye florasinda toplam 1209 tiir olarak kaydedilmistir. Tiir sayisi
bakimindan ilk sirada yer alir. Bu tiirlerin 447’°si endemiktir ve 134 cinsi vardir (Davis ve ark.
1988, Ozhatay ve Kiiltiir 2006, Dogan 2007).

Iki genekliler smifindan bir bitki familyasidir. Cigekler genellikle ¢ok sayidadir; ama
nadiren tek ve sapsiz olabilmektedir. Cigek halkalar1 pul veya tiiysii ¢anak yapraklardan olusur.
Tlysii ise papus ad1 verilir. Bitki; olgunlukta agilmayan tohum tasimaktadir. Yani meyveleri
hem meyve hem de tohumdur. Buna 6rnek olarak ayciceginin tohumu olan ay cekirdegi
verilebilir.

Asteraceae familyasi iki gruptan olugmaktadir. Birincisi tek oymakli Giiney Amerika’da
yayilis gosteren Barnadesioideae alt familyasidir. Ikincisi ise geri kalan oymaklarin
Olusturdugu gruptur. Bu oymaklar Mutisioideae, Carduoideae, Cichorioideae ve Asteroideae
alt familyalar1 altinda toplanmiglardir. Cirsium cinsinin i¢inde yer aldig1 Carduinae alt oymak
Cynareae oymagidir. Cynareae oymagi da da Carduoideae alt familyasinda yer almaktadir.
Carduoideae alt familyasinda yaklasik 241 cinse ait yaklasik 2.600 tiir bulunmaktadir (Kadereit
ve Jeffrey 2007).
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Sekil 2. 1. Asteraceae familyasimin genel 6zellikleri (Anonim 2012).



2.1.2. Cirsium Mill. cinsinin tamim ve genel 6zellikleri

Cirsium kelimesi; eskiden damar hastaliklar1 i¢in tedavi amaciyla kullanildigindan,
damar hastaligi anlamma gelen Yunan kokenli ‘kirsos’ kelimesinden gelmektedir. Philip
Miller’in 1754’te yaymladig1 ‘The Gardens Dictionary’ adli eserinde ilk kez detayl1 olarak yer
verilmistir. Halk arasinda ‘Kdygogiiren’ olarak da bilinmekedir.

Cirsium cinsi; ¢cok yilliktir. Iki yillik ya da nadiren tek yillik otsu bitkiler olarak da
bulunan Cirsium cinsi bitkiler nadiren disi ve erkek bitkiler farkli bitki tizerindedir (dioik);
govdeler dikenli-kanathi ya da dikensiz, dallanmis ya da dallanmamistir. Cirsium cinsinin,
cogunlugu Avrasya, Kuzey ve Dogu Afrika ile Kuzey Amerika’da olmak iizere gliniimiizde
yaklagik 250 tiirii bulunmaktadir. Tiirler genellikle kuzey yarimkiirede yogunlasmis ve nemli
alanlarda yayilis gostermektedir. Ulkemizde; 23’ endemik 63 tiir belirlenmistir (Kostekgi
2010).

Cirsium; yapraklarmin salgi kanalli olmasi ve koklerinin siirtiniicii kok olmamasi ile
diger seksiyonlardan ayrilmaktadir.

Cirsium tiirti antik ¢aglardan bu yana tibbi bir bitki olarak kabul edilir. Cirsum Mill.
(Koygogiiren) cinsine ait olan bir¢ok taksonun halk arasinda farkli amaglar i¢in yaygm bir
sekilde kullanildig: bilinmektedir. Genellikle tohum, kok, govde ve ¢iceklerin kaynatilmasi ile
hazirlanan ekstraksiyonlar, varis, hemoroid, peptik {iilser, Oksiiriik ve bronsit gibi baslica
rahatsizliklarmn tedavisinde kullanilmaktadir (Loizzo ve ark. 2004, Orhan ve ark. 2007). Ayrica

karaciger ve safra kesesi hastaliklarinin tedavisinde kullanilmaktadir. Halk arasinda ¢icekli

dallari, ¢ig olarak tiiketilerek; istah agmak ve kuvvet vermek amaciyla da kullanilir.

Sekil 2. 2. Cirsium tiirii bitki 6rnekleri (Sol bastan) C. arvense, C. vulgare, C. japonicum, C.
eriophorum, C. palustre, C. oligophyllum, C. arizonicum, C. polycephalum, C. esculentum.
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2.1.3. Cirsium creticum (Lam.) d’Urv. subsp. creticum (Asteraceae) tiiriiniin tanim ve
genel ozellikleri
Cirsium creticum (Lam.) d’Urv. subsp. creticum (Asteraceae) halk arasinda ‘‘Esek

calist’’ olarak da bilinmektedir. Diger ad1 ‘‘Cardo Cretese’’dir.

Seritsi, alt yiizli beyaz ya da grimsi tiiylii ve loblu yapraklari, yaprak u¢ lobunun yanal
loblardan ¢ok uzun olmasi ve fillarilerin ucunun, diken hari¢ yuvarlak olmasi tipik
ozellikleridir.

Cok dikenli, iki yillik otsu bir bitkidir. 0-1300 metre aras1 yiiksekliklerde yasarlar.
Endemik degildir. Bataklik ve nemli olan alanlarda yasamaktadir. Boylar1 60-100 cm
arasindadir. Cigek tablalar1 iri, sarg1 yapraklar1 uzun dikenlidir. Yapraklar1 tiiysi kesik, kisa
saply, iistteki gdvdeye bitisik haldedir. Iri dikenli ve dislidir (Kostekei 2010).

C. vulgare 'ye oldukga fazla benzemektedir. C. creticum’da yapraklar, 6zellikle de bazal
ve medyan pargalar, bolinmez bir orta kisma sahiptir ve yapraklar1 C. vulgare’den daha
gelismis ve bu karakterin tanimlanmasi i¢in ilk ve O6nemli bir unsurdur. C. creticum
tohumlarinin diizgiin gri rengi vardir ve yaklasik 2-3 mm uzunlugundadir; C. vulgare'nin
aksine, renkleri ve boylar1 daha biiyiiktiir (Montanari ve ark. 2012).

Dogu Akdeniz iilkeleri ve italya’da yaygmdir. Tiirkiye’de; Kuzeybati Tiirkiye (Trakya),
Bat1 Anadolu’da yetigsmektedir.
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Sekil 2. 3. C. creticum subsp. creticum (e), C. creticum subsp. gaillardotii (o)’un Tiirkiye’deki
yayilis haritas1 (Kostekgi 2010).

C. creticum; halk arasinda taze yapraklar1 6ksiiriik, deri sivilceleri, nefes darligi, ¢iban
ve kotii huylu yaralar i¢in kullanilmaktadir. Tohum ve yapraklarin bobrek agrilarinda
kullanildig1 bilinmektedir. Geng ve Ozhatay (2006), Catalca’da (Istanbul) yapmus olduklar:
etnobotanik ¢aligmasinda C. creticum subsp. creticum (esekgalis1) taksonunun meyvelerinin ise

halk arasinda mantar zehirlenmelerine karst kullanildigini tespit etmislerdir. Bagka bir



caligmada ise C. creticum subsp. creticum taksonunun gévdelerinin kabuklarinin soyulup ¢ig

olarak yenildigi veya yemeginin yapildig1 bildirilmistir (Kizilarslan ve Ozhatay 2012).

Sekil 2. 4. C. creticum (Lam.) d’Urv. subsp. creticum (Asteraceae) bitkisi

2.2. Cirsium Tiirleri ile Ilgili Yapilan Kimyasal Cahsmalar

Kaneta ve arkadaglar1 (1978), Composite familyasmma ait 16 farkli bitki tiriini
incelemiglerdir. Cirsium tiirtinden, C. nipponicum (Maxim.) Makino ve C. purpuratum
(Maxim.) Matsum bitkileri ile ¢aligilmistir. Bu bitkilerin metanol ekstresinden yapilan ayirma
ve yap1 tayininde; kagit kromatografisi, 2D kagit kromatografisi ve UV yOntemleri
kullanilmistir. C. nipponicum (Maxim.) Makino bitkisinden Apigenin 7-O-glukozit; C.
purpuratum (Maxim.) Matsum bitkisinden Luteolin 7-0-glukozit ve Apigenin bilesikleri elde

edilmistir.



Park ve arkadaslar1 (1994), C. japonicum var. ussuriense bitkisinin metanol ekstreleriyle
yapmis olduklar1 ¢alismada, cirsimaritin 4'-glukosit ve asetatin 7-rutinoside bilesiklerini ve ilk
defa hispidulin 7-neohesperidosit flavonoid bilesigini izole etmislerdir. Bilesiklerin yapilarinin
belirlenmesinde UV, IR, *H ve 1*C NMR gibi spektroskopik yontemler kullanilmustir.

Sekil 2. 5. hispidulin 7-neohesperidosit yapisi

Iwashina ve arkadaglar1 (1999) C. oligophyllum yapraklariyla yaptiklar: ¢alismada iki
flavon glikoziti (hispidulin 4'-O- B-D-glukopiranosit ve nepetin 4'-O-§-D-glukopiranosit) izole
etmislerdir. Bilesiklerinin yapilarmin belirlenmesinde, *H ve 3C NMR, FAB-MS, UV gibi

spektroskopik yontemler kullanilmistir.

Kozyra ve arkadaslar1 (2010), C. oleraceumm (L.) Scop. bitkisinin metanol ekstresi ile
yapmis olduklar1 ¢alismada klorogenik, gallik, ellagik, rosmarinik, kafeik, protokatesuik,
gentisik, hidroksi benzoik, p-kumarik, vanilik, ferrulik ve siringik asit fenolik asitleri elde
edilmistir. Ayirma ve saflastirmada 1D ve 2D TLC kullanilmig, RP-HPLC ile izole edilen bu
bilesiklerin spektroskopik incelemeleri UV kullanilarak gerceklestirilmistir.

COI0H

OH

oH

Sekil 2. 6. 3,4-dihidroksibenzoik asit (Protokatesuik asit)

Evidente ve arkadaslar1 (2011) C. arvense bitkisi ile yaptiklar1 ¢alisma sonucunda UV,
'H ve ¥C NMR, DEPT, HMBC, HSQC, *H-'H COSY, NOESY, HR-ESIMS yontemlerini

kullanilarak 4 yeni sitoshalasins (phomashalasins A-D) bilesiklerini izole etmislerdir.



1 R'=OCH;, R2=R*=R*=H, R'=R°=OH
3R =0CH, R*=R'=RO=H, R*=R*=0H
4 R'=0CH, R”*=R*=R®=H, R*=R*=OH

Sekil 2. 7. Phomachalasins A-D bilesikleri (sirayla 1-4)

Boldizsar ve arkadaglar1 (2012) C. vulgare bitkisinin meyve duvarinda 2 farkli
neolignan tiirli olan balanophonin ve butirolakton oldugunu kanitlamislardir. Bilesiklerinin
yapilariin belirlenmesinde de NMR, GC-MS, LC-MS/MS, LC-TOFMS gibi spektroskopik

yontemleri kullanmiglardir.

Hai ve arkadaslar1 (2013) yapmis olduklar1 ¢alismada, C. setosum (Willd.) MB.
(Compositae) bitkisinden daha 6nce de izole edilmis olan 6 farkli megastigmane bilesiginin
yani sira ilk defa glikozitli megastigmane olan (7E, 9R)-9-hidroksi-5, 7-megastigmadien-4-one-
9-O-a-L-arabinopiranosil-(1—6)-p-D-glukopiranosit izole edilmistir. Izole edilen bu
bilesiklerin spektroskopik incelemeleri UV, IR, *H ve *C NMR, HMBC, HMQC, *H-'H COSY
ve HR-ESI-MS yontemleri kullanilarak gergeklestirilmistir.
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OH |

H
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Sekil 2. 8. (7E, 9R)-9-hidroksi-5, 7-megastigmadien-4-one-9-O-a-L-arabinopiranosil-(1—6)-
B-D-glukopiranosit yapisi

Abbet ve arkadaslar1 (2014), C. spinosissimum Scop. bitkisinin toprak {istii kisminda

yaptiklar1 ¢aligma sonucunda ¢esitli fenolik glikozitler, bir monoterpen lakton ve yag asitleri
dahil olmak iizere yirmi bilesik tanimlanmistir. 'H ve 2D NMR, BC NMR, ESI-MS
spektroskopik yontemler kullanilarak bilesiklerin yapilar1 aydmlatilmastir.
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Sekil 2. 9. quersetin-3-O-rutinosit (13), quersetin-3-O-neohesperidozit (14), apigenin-7-0O-
rutinosit (15), quersetin-3-O-glukopiranozit (16).
Solyomvary ve arkadaslar1 (2015), C. eriophorum (L.) Scop. bitkisi ile yaptiklari
calisma sonucunda, yeni bir balanophonin ve pikrasmalignan bilesikleri elde etmislerdir. izole
edilen bu bilesiklerin spektroskopik incelemeleri H ve *C NMR, HPLC-MS, GC-MS

yontemleri kullanilarak gergeklestirilmistir.

Sekil 2. 10. (7S,8S)-Prebalanophonin (1), (7S,8S,7'R,8'S)-Prepikrasmalignan (2)

C. creticum ile ilgili yapilan tek ¢aligma; C. creticum bitkisinin diger tiyesi olan Cirsium
creticum (Lam.) D.’Urv. ssp. triumfetti (Lacaita) Werner bitkisinin esansiyel yaglarmin
kompozisyonu ve alleopatik etkisi incelenmistir. Literatiirdeki bu g¢alismada, C. creticum
Triumfetti bitkisinin su buhar1 destilasyonuyla elde edilen ugucu yagin bilesiminin
incelenmesini konu almaktadir. GC-MS analizi sonucu, 4-etil guaiakol (%15), heksadekanoik
asit (%10.6), (E) -p-damassenon (%7.8), dihidroaktinidiolit (% 6.0) ve 4-vinil guaiakol ana
bilesiklerinin bu bitkideki varhigi gosterilmistir. C. creticum, karsilastirilan diger bitkiye gore,
daha iyi allelopatik aktivite gdstermesine ragmen genel olarak iki bitki de alleopatik etkisi igin

yaglar zayif bir inhibitdr aktivite gostermislerdir (Formisano ve ark. 2007). Literatiirde yapilan
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arastirmalar sonucunda, C. creticum bitkisi ile ilgili fitokimyasal bir ¢alisma bulunmamis olup,

ilk kez bu ¢aligmada bu bitkinin fitokimyasal arastirmasi literatiire sunulmus olacaktir.

2.3. Cirsium Tiirleri ile Tlgili Yapilan Biyolojik Aktivite Calismalar

Endemik bir bitki olan C. hypoleucum'un metanol ekstresinden elde edilen ekstrenin
yonlendirmeli fraksiyonlanmasi neticesinde n-butanol fraksiyonun kimyasal igerigi
incelenmistir. Kersetin-3-O-rutinozit (rutin) ve kemferol-3-O-rutinozit (nikotiflorin) bilesikleri
izole edilmistir. Bu bilesiklerin yapilar1 UV, IR, MS, H ve 13C NMR teknikleri kullanilarak
tayin edilmistir. DPPH ve superoksit radikal siipliriicii aktivite tayinleri uygulanmis ve iki
analizde de rutinin, nikotiflorine gore daha giiglii bir antioksidan etki gosterdigi bulunmustur
(Deliorman Orhan ve ark. 2007).

Nazaruk ve ark. (2008), 5 Cirsium tiiriiniin (C. arvense, C. oleraceum, C. palustre, C.
rivulare, C. vulgare) antimikrobial ve antioksidan aktivitesini arastirmiglardir. Toplam tannin
ve toplam fenolik analizleri sonuglarma goére; toplam tannin igerigi en yiiksek C. oleraceum,
toplam fenolik igerigi en yiiksek C. palustre oldugu gozlenmistir. Antioksidan aktivite tayini
ABTS katyon radikal giderim aktivitesi yontemi ile belirlenmis ve bes tiiriinde aktivite

sonuglar1 birbirine yaki bulunmustur.

C. japonicum bitkisinin yapraklarmmim metanol ve su ekstrelerinde, antikanser ve
antioksidan aktivite tayini yapilmistir. Antioksidan aktivite yontemi olarak, DPPH radikal
giderim aktivitesi yontemi kullanilmistir. En yiiksek toplam fenolik, flavonoid igerigi ve DPPH

aktivitesi yapraklarindan elde edilen metanol ekstresinde saptanmistir (Yin ve ark. 2008).

C. leucopsis DC. ve C. sipyleum O. Schwarz bitkilerinin kimyasal igerikleri, apolar
bilesenleri, antioksidan ve antikolinesteraz aktiviteleri ¢alisilmistir. Endemik olan her iKi
bitkinin toprak istii kisimlarinda sirasiyla petrol eteri, aseton ve metanol ile ekstraksiyon
yapilmg, ekstrelerin toplam fenolik ve flavonoit miktarlar: tayin edildikten sonra B-karoten
renk acilim, DPPH serbest radikali giderim, ABTS katyon radikali giderim, siiperoksit anyon
radikali giderim ve CUPRAC ydntemleri ile antioksidan aktiviteleri ve antikolinesteraz etkileri
belirlenmistir. Bu ¢alismanin sonucunda hem toplam fenolik igerik hem de toplam flavonoit

icerik bakimidan C. leucopsis aseton ekstresinin ve C. sipyleum aseton ekstresinin flavonoit
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icerik bakimindan diger ekstrelerden daha zengin olduklar1 saptanmistir. DPPH aktivitesinde
ve B-karoten renk agilim yonteminde tiim konsantrasyonlarda C. leucopsis en yiiksek aktiviteyi
gostermistir. ABTS katyon radikali giderim aktivitesinde sadece C. sipyleum metanol ekstresi,
stiperoksit anyon radikali giderim aktivitesinde ise sadece C. leucopsis metanol ekstresi aktivite

gosterirken, CUPRAC yodnteminde higbir ekstrenin aktif olmadigi belirlenmistir (Boga 2012).

C. oleracum ve C. rivulare bitkilerinde toplam fenolik ve DPPH yontemiyle antioksidan
aktivite tayini yapilmus, iki bitki i¢in de en yiiksek aktivite metanol ekstresinde bulunmustur
(Nalewajko-Sieliwoniuk ve ark. 2012).

Nazaruk ve ark. (2012) diger bir ¢alismasinda C. palustre ve C. rivulare bitkilerinin
meyve eksterelerinde toplam fenolik ve antioksidan aktivite tayini ¢alismasi yapilmis, toplam
fenolik icerikleri diisiik ¢ikmistir. Antioksidan aktivite DPPH yontemiyle tayin edilmistir ve

metanol ekstreleri, n-hekzan ekstrelerinden daha yiiksek aktivite gostermistir.

Hassan ve ark. (2016) C. wallichii DC. bitkisinin ¢i¢ek, kabuk ve yapraklarinin petrol
eteri, metanol, su ve kloroform ekstrelerinde antimikrobiyal ve antioksidan aktivite tayini
yapmislardir.. Yapraklarin petrol eteri ekstrelerinde en yliksek flavonoid, kabuklarin petrol eteri
ekstrelerinde ise en yliksek fenolik icerigi bulunmustur. En diisiik ABTS radikal giderim
aktivitesi ¢igeklerin kloroform ekstresinde, en yiiksek aktivite ise yaprakta ve su ekstrelerinde
belirlenmistir. En yiiksek DPPH aktivitesine yapraklarin sulu ekstreleri sahipken, en diisiik
DPPH aktivitesi yapraklarin metanol ekstresinde bulunmustur. Metal selatlama aktivitesi en
yiiksek ciceklerin petrol eteri ekstresinde gozlenmistir.

Yapilan literatiir caligmalar1 sonucunda, C. creticum bitkisi ile ilgili antioksidan aktivite
calismas1 bulunmamis ve ilk kez bu ¢alismada C. creticum bitkisinin antioksidan aktivitesi

arastirilmustir.

2.4. Antioksidanlar

Oksijen; canlilar i¢in vazgeg¢ilmezdir. Fakat canlilar yagamlarini stirdiirmek i¢in oksijeni
kullanirken oksijen kaynakli radikaller de es zamanli olarak olusmaktadir. Bunlar yliksek
aktiviteye sahip radikallerdir. Ozellikle sigara dumaninda, kirli havada, bitki koruma
ilaglarinda, radyasyon ortaminda, bozulmus gidalarda ve normal viicut metabolizmasinda
(metabolik siiregte) bulunurlar. Serbest radikaller viicuttaki hiicrelere saldirip onlar1 tahrip

edebilirler. Tlk saldirida dncelikli olarak yeni bir serbest radikal olusur ve kontrol edilemeyen
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zincirleme bir reaksiyon baslar. Serbest radikaller, bir orbitalde sadece bir veya birden fazla
ortaklanmamis elektron bulundurmalariyla tanimlanir. En basit serbest radikal, bir proton ve
bir elektron ihtiva eden hidrojen atomudur. Biyolojide, tipta, toksikolojide, gida ile farmasotik
sanayisinde serbest radikallerin saldirilart sonucu olusan reaksiyonlar ve bu reaksiyonlarin etki
mekanizmalarina olan ilgi artmaktadir. Ornegin antioksidanlar1 kullanarak, imalatgilar, lipit

iceren gidalarin oksidasyonunu yavaglatmay1 hedeflerler (Kiyak 2013).

Canlilarin bu olusan radikallerin potansiyel yikici etkilerine karsi kendilerini korumak
icin ¢esitli savunma sistemleri vardir. Antioksidanlar; oksidasyon reaksiyonlarini durduran
veya yavaslatan, organizmadaki oksidatif stresten dolay1 olusan gesitli hastaliklara karsi
koruma saglayan, oksidanlarin 6nemli reaksiyona girmesini bloklayan, peroksidasyon zincir
reaksiyonlart olusumunu engelleyen bilesikler olarak tanimlanmaktadir (Kasun 2017).

Polifenoller antioksidanlarin en 6nemli 6rnegidir.

Endojen antioksidanlar, insan viicudunda bulunan antioksidan savunma sistemidir.
Eksojen antioksidanlar, gidalarin yapisinda dogal olarak bulunurlar fakat; gidalardaki bazi 6zel
kimyasal reaksiyonlarin sonucunda da olusabilmektedir. Antioksidanlar gesitli 6zelliklerine
gore smiflandirilabilmektedir. Kaynaklarma ve katalitik aktivitelerine gore smiflandirma

asagida Tablo 2.2°de verilmistir.
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Tablo 2. 2. antioksidanlarin smiflandirilmasi1 (Kasun 2017)

ANTIOKSIDANLAR
ENDOJEN ANTIOKSIDANLAR EKZOJEN ANTIOKSIDANLAR
Enzimler Enzim Olmayan | Sentetik Dogal Ilac Olarak
Kiicik Molekiiller Kullamlan
Superoksit Dismutaz, Glutatyon, EHA, a-tokoferol Ksantin oksidaz
Glutatyon Peroksidaz, Melatonun, BHQ, (vatanmun EJ, inhibitdrlen,
Katalaz, Seruloplazmin, TBHQ, f-karoten, NADFH oksidaz
Glutatyon 5- | Transfemin, Propil Gallat, Askorbik asit inhibitirlen,
Transferazlar, Rekombinant
Hemoglobin, Kuersetin, (vitamin C),
Mitokendriyal siiperoksit dismutaz,
Miyoglobin, Folik asit (folat),
sitokrom Trolox-C,
Ferritin, Karotenler,
oksidaz sistemi, Sitolanler,
Metiyonin, Fenoller,
Hidroperoksidaz . Barbitiiratlar,
Urat, Kateginler
Demir selatorlen
Laktoferrin,
Albiimin,
Sigtein

Giiniimiize kadar kullanilan antioksidanlar, gidalarin raf 6mriinii korumada ve serbest
radikallerin olumsuz etkilerine kars1 viicudun savunma mekanizmasina yardimei olurlar. Bu

nedenle saglik acisindan da biiylik nem arz etmektedir.

2.2.3. Fenolik Maddeler

Fenolik bilesikler ve daha yaygin olarak kullanilan ismi ile polifenoller benzen halkas1
iceren bilesiklerdir. Biitiin bitkiler metabolizmalarinda, sekonder metabolit olarak ¢ok sayida
fenolik madde icermektedir. Bitkilerin kendi metabolizmalarindaki rolleri yeterince bilinmedigi
gibi bitkisel kokenli biitiin gidalarda daima farkli nitelikte ve miktarda ¢esitli fenolik bilesikler
bulunmaktadir (Gezen ve Ay 2016).

Fenolik bilesikler; antioksidan aktiviteye sahip bilesiklerin en onemlilerindendir. En
fazla antioksidan aktiviteye sahip olan bilesikler arasinda, fenolikler; gallik asit, floroglusinik
asit, kafeik asit ve gentisik asit gibi bilesikler yer almaktadir. Serbest radikalleri ndtralize eden

antioksidanlar hastaliklar1 6nlemede 6nemli rol oynamaktadir. Cesitli meyveler iizerinde
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yapilan bir caligmada en fazla antioksidan etkiyen sahip gidalarin swrasiyla liziim, greyfurt,

domates, portakal ve elma sularinda oldugu tespit edilmistir (Kolag ve ark. 2017)

Meyve ve sebzelerin kendilerine 6zgii buruk veya aci tadini fenolik bilesikler verirler.
Gida bileseni olarak fenolik bilesikler; insan sagligi acisindan islevleri, tat ve koku
olusumundaki etkileri, renk olusumu ve degisimine katilmalari, aktivite gostermeleri ve degisik
gidalarda saflik kontrol kriteri olmalar1 gibi bir¢ok a¢idan onemlidirler. Fenolik bilesikler, 80
monomerli bilesiklere kadar kondanse olabilirler ve proteinlerle kompleks olusturarak tortu
yapma oOzelligi vardir. Tortulasma, meyve suyu endiistrisinde meyve suyunun durultulmasi

sirasinda yararlanilmaktadir.

Fenolik bilesiklere, beslenme fizyolojisi agisindan olumlu etkileri nedeni ile
““biyoflavonoid’’ adi verilmektedir. Kilcal dolasim sisteminde gegirgenligi diizenleyici ve kan
basincmi diisiiriicti etkisi sebebiyle bazi kaynaklarda ‘P faktorii veya P vitamini’’ olarak da
adlandirilmaktadir (Anonim 2013).

Polifenollerin sagliga olumlu etkilerinden yaralanmak i¢in hayat tarzi haline getirilmeli,
Omiir boyu uygulanacak beslenme aliskanliklar1 esas alinmalidir. Bu bilesiklerin bulundugu
meyveler birkag kerelik yeme ile ilag etkisi veya tedavi edici etki yaratmayacaktir. Fenolik

bilesiklerin alt gruplar1 sunlardir;

- Fenolik asitler
- Flavonoidler

- Fenolik polimerler (Tanenler) (Tiitem 2011).
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Sekil 2. 11. En yaygin fenolik bilesikler

2.4.1.1. Fenolik Asitler

Fenolik asitler; hidroksisinamik asitler ve hidroksibenzoik asitler olmak {izere iki grupta
incelenirler. Fenolik asitler genel olarak serbest halde bulunmazlar. Alkollerle fenol esterler,
amino bilesikleri ile de amidleri olustururlar. Fenolik asitlerin, fenol halkasina bagli hidroksil

gruplar1 oldukga aktiftir ve sekerlerle birleserek glikozitleri olustururlar (Anonim 2007).
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Sekil 2. 12. Fenolik asitlerin siniflandirilmasi

2.4.1.2. Flavonoidler

Sar1 renkli olmalar1 nedeniyle Latince sar1 anlamma gelen ‘flavus’ sozciligiinden
tiiretilerek ‘flavonoid’ adin1 almiglardir. 15 karbonlu 2-fenil benzapiron yapisini olustururlar.
Bu vyapilar1 nedeniyle polifenolik bilesikler olarak kabul edilirler. Iskelet yapilarmim
farkliliklarma gore alt gruplara ayrilirlar. Bitkisel gidalarda bol ve yaygin olarak
bulunmaktadirlar. Bitkilerin sekonder metabolitlerindendir. Yasamsal gereksinimleri igin

kullandiklar1 karbonhidratlar, aminoasitler gibi birincil metabolitlerden tiirerler.

Fenil benzopiran yapist A, B, C yapilarindan meydana gelmistir:

Sekil 2. 13. Flavonoidlerin genel yapisi
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Sekil 2. 14. Flavonoidlerin iskelet yapilar1 (Kahraman 2002).

Sekildeki gibi C atomlarina hidroksil gruplarinin baglanmasiyla ¢ok cesitli flavonoidler

meydana gelmistir.
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Sekil 2. 15. Flavonoidlerin siniflandirilmasi

2.4.1.3. Fenolik Lipidler
2.4.1.3.1. Alkilresorsinol

Esas olarak alkilresorsinoller, benzen halkasi tizerindeki 5. pozisyona baglh tek sayili
hidrokarbon zinciri ile farklilik gosteren biiyiik bir fenolik lipid grubuna aittir. Yapisal olarak
alkilresorsinoller, Sekil 2.16’da gosterildigi gibi, 13-27 karbon atomu i¢eren doymus, tek sayilt
bir hidrokarbon yan zinciri ile 5 konumunda alkillenmis 1, 3-dihidroksi-5-alkilbenzen igerir.
Alkilresorsinoller kaynagina baglh olarak, yapi, alkil zinciri veya aromatik halka {izerindeki
doymamuslik, zincir uzunlugu, halka veya zincir siibstitiic fonksiyonel gruplarin derecesine ve
alkil zincirinin pozisyonuna gore degisebilir (Giineng 2014).

HO , OH

5

.4

R=(CHy) » (CH3)

n=14,16,18.20_ 22 24

Sekil 2. 16. 1,3-dihidroksi-5-alkilbenzen (5-alkilresorsinol) yapisi
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Alkilresorsinoller;  Anacardiaceae, Ginkgoaceae, Proteaceae, Myrsinaceae,
Primulaceae, Myristicaceae, Iridaceae, Compositae, Leguminosae ve Gramineae nin iginde

bulundugu toplam on bir bitki ailesinde bulundugu bildirilmistir (Hengtrakul ve ark. 1999).
2.4.1.3.2. Alkilresorsinollerin Biyosentezi

Bitki fenolik bilesikleri iki ana yoldan sentezlenir: sikimat yolu ve poliketid (asetat)
yolu. En yakm yol formu hidroksisinnamik asitler ve kumarinler gibi fenilpropanoidler ve
poliketid yolu, kuinonlarm olusumuna yol a¢an basit fenoller iiretir (Yu ve ark. 1999). En biiyiik
fenolik grup (flavonoidler), her iki yolun bir kombinasyonu ile olusturulur (Sekil 2.17).

2.4.1.4. Fenolik Polimerler (Tannenler)

Tanenler bitkilerin dogal yapisinda bulunan polifenollerdir. Proteinlere baglanmak ve
¢oktiirmek tanenlerin baslica gorevidir. Insanlar ve hayvanlar tarafindan tiiketilen bircok gida
ve yemin besleyici degerinde oldukga etkiye sahiptirler. Bitkilerin igerdikleri tanen miktar1
hayvanlar i¢cin faydali olabilecek seviyelerden toksisite olusumuna ve 6liime yol agabilecek
diizeylere kadar degisiklik gostermektedir. Molekiiler yapilarina gore hidrolize olabilen ve
hidrolize olmayan tanenler olarak iki gruptan olusurlar.

Hidrolize olabilen tanenler: Hidrolize olabilen tanenlerin ana yapisini; karbonhidrat ve
fenolik gruplarla esterlesmis hidroksil gruplar1 olusturmaktadir. Zay1f asitler, zayif bazlar, sicak

su veya bazi enzimlerle hidrolize edilmeleri sonucu karbonhidrat ve fenolik asite ayrigirlar.

Hidroliz olamayan tanenler (Proantosiyanidinler): Yem bitkisi olarak kullanilan agag ve
calilarda yaygin olarak bulunurlar. Kimyasal yapilarindan dolay1 genellikle kondanse tanenler
olarak da bilinmektedirler. Enzim ya da seyreltik asitlerin etkisiyle hidrolize olmayan katesik

tanenler, katesin’in kondenzasyon iiriiniidiir ve kuru distilasyonla pirokatesole doniisiirler

(Aydn ve Ustiin 2007).
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Sekil 2. 17. Alkilresorsinollerin biyosentez yolu
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2.4.1.4.1. Katesoller (Pirokatesol)

Genellikle katesol adi ile bilinen tannen yapisi olarak bilinen ve CgHeO> kapali
formiiliine sahip bir organik bilesiktir. U¢ izomerik benzen-diolden biridir. Bu renksiz bilesik
kendiliginden meydana gelir. Pestisitlerin, ¢esnilerin (tatlarin) ve giizel kokularin dnciisiidiir.
Monomerler arttikga 6zellikleri degisir. Ornegin; 68 monomerli proantosiyanidinler meyve ve

sebzelerin buruk tadini verirken, 35 monomerli olanlar ac1 bir tat vermektedir
UIPAC ismi: pirokatesol

Diger isimleri: Katesol/Benzen 1,2-diol/2-Hidroksi fenol/a- Hidroksi fenol/o- Hidroksi
fenol/o-benzen diol/1,2-dihidroksi benzen/Pirokatesin

Katesoliin ¢ok farkli endiistrilerde kullanimi1 bulunmaktadir; tip (kanama durdurucu,
antiseptik olarak), fotograf, elektro kaplama prosesleri ve diger bazi kimyasallarin {iretimi gibi
endiistri dallaridir (Ozcan 2010). Dogada; mese ve sdgiitlerin dal ve yapraklarinda, elma, seftali,
mango, avokado patates ve rafine zeytinyagi gibi gidalarda bulunmaktadir (Sternitzke ve ark.
1992, Singh ve ark.1994, McDonald ve ark. 2001, Brenes ve ark. 2004).

HO

HO

Sekil 2. 18. Katesoliin kimyasal yapis1

Alkil katesoller, 6zellikle yan zincirde tigten fazla karbon atomu ihtiva eden alkil
katesoller, antiseptikler olarak degerlidir. Farmasotik ilaclar basta olmak iizere; cesitli
kimyasallarla karistirilarak losyonlar, tuzlar, merhemler, gargaralar, spreyler halinde
kullanilabilirler (Hartung 1935).

Sekerin katesole doniisiimiiniin biyosentetik yolu Sekil 2.19°da gosterilmistir. A halkas1
DDH (3-dehidrosikimat dehidrataz) enzimi ile dehidrosikimatin katesuik asite ve onun da PDC
(protokatesuat dekarboksilaz) enzimi ile katesole doniisiim basamagi, B halkasi sikimattan

katesole uzanan basamak ve C halkasi ise glutamin rejenerasyonun oldugu basamaktir.
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Sekil 2. 19. Katesoliin biyosentezi (Sun ve ark. 2013).
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2.4.1.5. Fenolik Glikozitler

Fenolik bilesikler en ¢ok glikozit olusturmak i¢in sekerlerle bir araya gelirler. Dogada
¢ok rastlanan yapilardir. En 6nemli glikozit bilesikleri; basit fenol glikozitleri, antresen
glikozitleri, flavon glikozitleri, antosiyanidin glikozitleri ve kumarin glikozitleridir (Koz 2007).

Luteolin 7-O-glikozit

CHy O OH OH
l I l Gilu : :({42
HO OH 0—Glu
COOH O OH

Karminik Asit Salisin

Sekil 2. 20. Onemli fenolik glikozitlerin bazilar1

2.4.1.6. Fenolik Bilesiklerin izolasyonu ve Yapi Tayinleri

Fenolik bilesiklerin bitkilerden izolasyonu i¢in 2 yontem kullanilir. Bitki 6rneklerinden
fenolik bilesiklerin izolasyon ¢alismalar1 cogunlukla secici ekstraksiyon yontemi kullanilarak
yapilir. Fenolik bilesikler, analiz edilecek bitki Orneginden farkli ¢6ziiciilerle, ardarda
polaritenin artis sirasina gore ekstraksiyonu yapilir. Ekstraksiyon yapilirken, bitkiden lipofil
karakterli bilesikleri (klorofil, karotenoidler, steroller, yaglar, vakslar vb.) aritmak igin dnce
petrol eteri veya hekzanla islem yapilir. Daha sonra bitki kalintist artan polaritede ¢6ziiciilerle;
dietil eter, etil asetat, etanol veya metanol ile ardarda ekstre edilir. Yontemin semasi Sekil

2.21°de verilmistir.
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Sekil 2. 21. Bitki drneklerinden secici ekstraksiyon yontemiyle izolasyon islemi semasi
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Ikinci yontemde; bitki 6rnegi lipofil bilesiklerden arinmasi igin énce apolar ¢dziicii ile
muamele edilir ve disiik molekiil agirhikli alkolle (metanol veya etanol) veya bunlarin sulu
¢ozeltileriyle birkag kez ekstrakte edilir. Bu yontemin semasi Sekil 2.22°de verilmistir
(Harmandar ve Bilaloglu 1999).

Bitki Omegi
Apolar cortctlerle
(petrol cten benzen vh) ekstraksivon

Stzme

l

Ekstre Bitki kalmtis:

Etanol veya metanolle ekstraksiyon

Franol veya metanol ckstres: Beki kalmtiwa
1. Koyulaytirma
2 Sicak su ik iplem
3. Swme
(nk'lu Sulu \!m‘ It
Dhetd cterbe
chstrakstyon
v L
Sulu kalnn Detileter
Falasctatla ekstress
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- ~ |
I
. Aghikoalar
Subu Lylinty Frilasctat chstress
Hutanolle
Lehsinbsbon ¢
I . l Monoeitier
Sulu kalinty Butanol ckstre s

}
==

Sekil 2. 22. Bitki 6rneklerinden diger ekstraksiyon yontemiyle izolasyon islemi semasi
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Fenolik bilesiklerin kagit kromatografisi ile ayrilmasinda, kagit tiirii ok dnemlidir. Bu
nedenle, kagit kromatografisi tekniklere 6zel safliga sahip, seliiloz filtre kagidi kullanilir.
Ayrica kagit kromatografisi ile bilesenlerine ayirmada; ¢oziicii sisteminin dzellikleri de oldukga
onemlidir. Fenolik bilesiklerin kagit kromatografisi ile ayrilmasinda kullanilan ¢oziicii

sistemlerinin bazilar1 Tablo 2.3’de gosterilmistir.

Tablo 2. 3. Fenolik bilesiklerin kagit kromatografisi ile ayrilmasimda kullanilan ¢6ziicii sistemi

Sistemin Bilesenleri Bilesenlerin Oram Ayrilacak Bilesikler
n-Butanol-asetik  asit-su | 4:1:5 (st faz) Tiim fenolik bilesikler
(BAW)

Benzen-propiyonik asit-su | 2:2:1 (iist faz) Fenolik asitler

(BPA)

2-propanol-amonyak-su 8:1:1 (homojen) Fenolik asitler

Ince tabaka kromatografisi (TLC) genellikle, tiim fenolik bilesiklerin siniflarini ayirmak
icin uygulanir. Fenolik bilesikler ince tabakada yiiriitiildiikten sonra levhadan ¢6ziicii tiimiiyle
ucurulur ve kromatograma UV 1sikta bakilir. Fenolik karboksilli asitler kromatogramda UV 1s1n
etkisi ile mavi floresans verirler. ince tabakada spotlarin aciga ¢ikmasi igin gesitli reaktifler
kullanilir. Bu reaktiflerden biri iki ¢6zelti sisteminden olusan Natural Products Polyethylene
Glycol Reagent (NP/PEG)’dir. Bu reaktif difenilborikasidin B-aminoetil eterinin %1’lik
metanol ve polietilen glikol-4000’nin %5°lik etanol ¢6zeltisinden olusur. Reaktifler sirasi ile
kromatograma puskiirtiiliir. Fenol karboksilli asitler, agik mavi lekeler halinde goriiniirler.
Fenolik asitlerde adsorban genellikle silikajeldir ve ¢oziicii sistemi olarak HOAc: CHCI3 (1:9)

kullanilir. Belirleme metodu olarak Folin kullanilir (Bilaloglu ve Harmandar 1999).

Bitkilerden elde edilen ekstrelerin bilesenlerinin birbirinden ayrilmasi ve bilesiklerin
miligram miktarlarda saf halde elde edilmesi i¢in kolon kromatografisi kullanilir. Adsorban
olarak; silikajel kullanilan kolonlar; az sayida hidroksil grubu tasiyan fenolik bilesikleri
ayrrmak i¢in daha uygundur. Diisiik polariteye sahip ¢oziiciilerin kullanilmas: tavsiye edilir.
Benzen: kloroform (1:1) oranindan CHCl3’a ve artan oranda EtOAc’a gidilir. En yaygin olarak
kullanilan silikajel adsorban Kieselgel 60, 70-230 mesh (Merck)’tir (Markham 1975).
Adsorban olarak seliilloz kullanilan kolonlar tiim fenolik bilesik smniflarmi ve bunlarin
glikozidlerini ayirmak i¢in oldukg¢a yararlidir. Kullanilan solvente baglh olarak adsorbsiyon ve
partisyon kromatografisi uygulanabilir. Seliilloz kolonun sinirli ayirma kapasitesini arttirmak

icin silika jelseliiloz (1:1;w/w) karisimi kullanilabilir (Van de Catelle ve ark. 1976). Seliiloz
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kolondan eliisyon kagit kromatografisinde uygulanan ¢ozelti sistemleri ile Yiiritiilebilir,
alternatif olarak farkli oranlarda metanol ve su igeren ¢oziicli sistemleri kullanilir. En yaygin
seliiloz adsorbanlar mikrokristal seliiloz (Merck, Macheray ve Nagel) ve Whatman CF-11 dir.
Adsorban olarak Poliamid kullanilan kolonlar da fenolik bilesiklerin diger bitki
metabolitlerinden ayrilmasinda kullanilan bir yontemdir. Poliamid regine olarak
polikaprolaktam, polihekzametilen diamidoadipinat, polivinilpirolidon kullanilir (Markham
1982). Son donemde, fenolik bilesiklerin izolasyonu ve saflastirilmasinda yaygin olarak
kullanilan bir diger adsorban ise iyon degistirici re¢inelerdir. Yontem; fenolik bilesiklerin, suda
coziinebilir diger fenolik olmayan safsizliklardan ayrilmasi i¢in uygundur (Lam ve Shaw 1970).
Ekstrakt 6n saflastirma amaci ile iyon degistirici regine yiiklenmis kolondan uygun ¢oziicii
sistemi ile (%0,5-5 HOAc, %1 HCOOH veya su) yikanir. Bu amagla Zeokarb 222, Amberlit
XAD-7, Amberlit CG-50, HP-20 vb. regineler kullanilir. Kolonda kalan pigmentleri
temizlemek icin asetikasidin %10’lik metanolde hazirlanmis %2-5’lik ¢ozeltisi ile yikanarak

ayrilirlar (Bilaloglu ve Harmandar 1999).

HPLC; ¢ok iyi kalitatif ve kantitatif ayirma saglayan bir yontemdir. Fenolik bilesiklerin
HPLC ile ayrilmasinda bir¢ok farkli ¢6ziicii sistemi ve kolon dolgu maddesi kullanilir. Ancak;
non-polar fenolik bilesiklerin silika kolonlarda izokritik eliisyonla kromatografisi ve polar
fenolik bilesiklerin ters faz silika kolonlarda gradient veya izokritik eliisyonla kromatografisi

olarak iki temel yontem vardir.

Fenolik bilesiklerin yapilarmi aciklarken; UV, IR, *H ve ¥C NMR spektroskopisi
kullanilmaktadir. UV spektroskopisinde; basit fenoller ve fenolik asitler 230-290 nm arasinda

bir veya iki giiclii band gosterirler.

IR spektroskopisinde; polar olmayan fenolik bilesikler; infrared spektral lgtimleri i¢in
genellikle kloroformda c¢oziiliirler. Diger fenolik bilesigin bircogu; KBr ile karistirilarak
diskleri hazirlanir ve Olgtimleri yapilir. Aslinda; fenolik bilesiklerin karakterizasyonunda
yaygm olarak kullanilan bir yontem degildir. Bu bilesikler i¢in sadece karbonil grubu tasiyan
fenolik bilesiklerin yapisini aydinlatmada faydalidir. Sebebi; karbonil absorbsiyon bandmin
durumundan serbest bir hidroksil grubuna bagli olup olmadig1 anlagilmasidir (Dey ve Harborne
1989).

Proton ve karbon-13 NMR spektroskopisi i¢in; 6rnegin 5-10 mg olmas1 gereklidir.

(oziicliniin se¢imi fenolik bilesigin polaritesine bagli olmalidir. Diisiik polariteli aglikonlar i¢in
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CDCls ideal bir ¢oziiciidiir. Yaygin olarak CsDsN, DMSO-ds, CD3OD, D0 gibi ¢oziiciiler,
polar fenolik bilesikleri ¢cdzmek i¢in daha uygundur. *H-NMR spektrumu fenolik bilesiklerin
aromatik halka protonlarini ve siibstitiientlerin durumunu gostermeyi saglar. Aromatik halka
protonlar1 genellikle, 5.00- 8.00 ppm arasinda gozlenirler. Orto etkilesimlerde J=8-9 Hz, meta
etkilesimlerde J=2-3 Hz’dir. Seker grubu bagli ise monoglikozidlerde seker protonlar1 3.0-4.0
ppm arasinda gozlenir. Sekerin H-1' protonu; 4.8-6.0 ppm gibi daha asag: bir alanda dublet
olarak goriiliir. H1/H-2' etkilesme sabiti o ve P glikozit baginm isaretidir. Ornegin a-
glukopiranozidlerin 'H-1'/H-2' etkilesme sabiti 3-4 Hz; B-glukopiranozidlerin 7-8 Hz oldugu
icin o- veya - baglh glukopiranozidler birbirinden kolayca aywrt edilebilirler (Harborne ve
Mabry 1975).

1BC-NMR spektroskopisi, 6zellikle glikozidlerde, sekerlerin sirasi ve baglanma
noktalar1 ya da glikozil grubundaki agil gruplarinin cinsi ve yerlerini incelemede yararhdir. 250
ppm’lik genis bir alanda karbon sinyalleri gozlenmektedir. 23 C-NMR spektroskopisi; genellikle
diger veriler yeterli bilgi vermediginde kullanilir. Spektrumda; sp® karbonlar1 0-70 ppm’de, sp?
karbonlar1 100-170 ppm’de, sp karbonlar1 70-100 ppm’de sogurma yaparlar. Aromatik karbon
atomlar1 100-160 ppm ve karbonil karbonlar1 140-220 ppm araliginda sogurma yaparlar (Erdik,
1993). Fenolik bilesiklerin ¢ogunlugu aromatik halkalarinda OH, OCHsz, OCH20, CHjs,
izoprenil ve seker fonksiyonlar1 igerdigi i¢in yeni karbon rezonanslarmin ortaya ¢ikmasina
neden olur. Bu nedenle, siibstitiientin sayisina bagl olarak aromatik kuarterner karbon
sinyallerinin sayisinda artma olur. O-glukozillenme baglandigi karbon sinyalinin 2 ppm
civarinda yukar1 ¢ikarken, orto ve 6zellikle para pozisyonlarinda bulunan karbon sinyallerinin
ise asag1 alana 1-4 ppm kaymasma neden olur (Harborne ve Mabry 1975).
Kiitle spektroskopisinin diger tekniklere gore en belirgin tstiinliigii; ¢ok az miktarda madde
(0.1 mg) ile analiz yapilabilmesidir. Kiigiik molekiil agirlikli fenolik bilesikler igin elektron
bombardimani kiitle spektroskopisi (EI-MS) kullanilirken; yiiksek polarliga sahip ve molekiil
agirligi biiyiik, ugucu olmayan fenolik bilesiklerin molekiil agirliginin belirlenmesinde teknik
hizli atomik bombardiman teknigi olan FAB-MS tercih edilmektedir (Harborne ve Mabry
1975).
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3. MATERYAL VE YONTEM
3.1. Kullanilan Kimyasal Maddeler, Belirtecler ve Cihazlar

Kullanilan Kimyasal Maddeler

Toz NA (Difenil borik asit-g-aminoetil ester, Teknik), Ce(S0a4)2.4H,0 (Sigma 31606-
100G), H2SO4 (Sigma 30743), NH3z (Merck 1.05422.2500), n-hekzan (Merck 1.04374.2500),
dietileter (Teknik), etilasetat (Honeywell 10303884), kloroform (Sigma 24216-2.5L-R),
metanol (VWR 20864.320), metanol (Teknik), metanol (LC i¢in gradient, Merck
1.06007.2500), etanol (Teknik), asetonitril (Merck 1.00030.2500), sephadex LH-20 (Sigma
LH-20100-100G), silika jel (Merck 1.07734.1000), ince tabaka kromatografisi plakalar1 60F2s4
(Merck 1.05554.0001), benzen (Carlo Erba Reagent 426113) , Folin & Ciocalteu Fenol reaktifi
(Sigma F9252-1L), Na2C03 (Honeywell 13418-1KG-R), katesin (Sigma 43412-10MG), NaNO;
(Sigma S2252-500G), AICI3.6H.0O (Honeywell 237078-100G), Aliminyum nitrat nonahidrat
(Honeywell 237973-100G), NaOH (Teknik), quersetin (Sigma Q4951-100G), Potasyum asetat
(VWR 26667.236).

Antoksidan aktivite tayini icin kullamilan Kimyasal maddeler: DPPH (2,2-difenil-1-
pikrilhidrazil, Sigma D9132-1G), ABTS (2,2’-azinobis(3-etilbenzotiazolin-6-sulfonat, Alfa
aesar J65535.03), Na>S20s (Sodyum persiilfat, VWR C28000.236), (S)-Trolox metil eter (Sigma
238813-1G), glasial asetik asit (VWR 20102.320), sodyum asetat trihidrat (VWR 27652.298),
HCI (Hidroklorik asit, Merck 1.00314.2500), demir (Il) klorit (Alfa Aesar 12457.30), 2,3,5-
trifenil tetra azoliumklorit (Alfa aesar A10870.09), TPTZ (2,4,6-tris(2-pyridil)-s-triazine,
Sigma  93285-1G),  3-(2-piridil)-5,6-difenil-1,2,4-triazin-P,P-disiilfonik  asit  (Sigma
SAFA160601-1G), EDTA (etilendiamin tetraasetik asit, Sigma EDS-100G), demir (I11) klorit
(Sigma 701122-1G), potasyum fosfat (Honeywell P0662-25G), sodyum hidrojen fosfat (Sigma
255793-10G), timol (Sigma T0501-100G), Neokuprin (Sigma N1501-1G), NHsAc (Amonyum
asetat, VWR 437453A), bakir (1) Klorit (Sigma 307483-100G), L-askorbik asit (Sigma
A92902-25G), p-karoten (Sigma 22040-5G-F), Tween 40 (polioksi etilen sorbitan
monopalmitat, Sigma P1504-100mL), linoleik asit (Sigma L1376-10MG), BHT (butilat
hidroksitoluen, Sigma B1253-100G), tokoferol (Sigma T3251-5G), dimetil siilfoksit PHR1309-
3G), Trizma HCI (Sigma T5941-500G), NADH (B-nikotin amid adenin diniikleotid, VWR
424237L), NBT (Nitrotetrabluetetrazolium, Sigma N6876-1G), fenazin metosiilfat (Alfa aesar
H56718.06).

31



Preparatif TLC icin cam plaka hazirlama: 5 g silika jel, 14 mL distile su i¢inde karistirilarak
¢cozdiriilir. Hazirlanan ¢ozelti; 20x20 temiz cam plakalarin {izerine, hava kabarciklar1
olmayacak sekilde baget tatbik edilir. Plakalar kullanilmadan 6nce 110 °C’deki etiivde 2 saat

kurutularak aktiflestirilir ve hemen kullanilir.

Hazirlanan Cozeltiler

Toplam Fenolik Madde Miktan icin Hazirlanan Cozeltiler

Doymus Na>C03 ¢ozeltisi: 35.0 g Na2C03 100 mL %35’lik suda ¢ozdiirtildii.
Toplam Flavonoid Madde Miktan icin Hazirlanan Cozeltiler

%S5°lik NaNO2 ¢ozeltisi: 1.25 g NaNO., 25 mL distile su igerisinde ¢ozdiiriiliir.

%10’Tuk AICI13.6H20 ¢ozeltisi: 2.5 g AlICI3.6H20, 25 mL in distile su ile ¢oziilerek 25 mL'ye

tamamlanmasi ile hazirlandi.
1 M NaOH ¢ozeltisi: 1g NaOH'm distile su ile ¢oziilerek 25 mL'ye tamamlanmasi ile hazirlandi.
Antioksidan Aktivite Tayini icin Hazirlanan Cozeltiler

DPPH ¢6zeltisi: 9.86 mg DPPH (2,2-difenil-1-pikrilhidrazil) 25 mL MeOH’da ¢6ziindiiriilerek

hazirland1 ve analiz 6ncesinde 2 saat karanlikta bekletildi.

ABTS ¢ozeltisi: 96 mg ABTS 'nin 2.45 mmol/L NaS;0s i¢ine ¢6ziilmesi ile 2,2'-azino-bis (3-
etilbenzotiazolin-6-siilfonik asit) katyon radikal (ABTS) ¢ozeltisi hazirlandi.

FRAP reaktifi: FRAP reaktifi, 10:1:1 (v/v/v) olacak sekilde A,B,C olarak tanimlanan fig
¢Ozeltinin karistirilmasi ile hazirlanistir. A ¢ozeltisi (pH 3.6’da 300 mmol/ L asetat tamponu):
16 mL asetik asit 3.1 NaCOOHx3H2O0 ile karistirilir ve 1L’ye tamamlanir. B ¢6zeltisi (TPTZ;
2,4,6-tris(2-pyridil)-s-triazine): 250 mL 40 mol/L HCI iginde 0.7808 g 10 mmol/ L TPTZ
¢ozdirilir. C ¢ozeltisi (FeClax6H20): 20 mmol/L FeClzx6H20 igin; 0.1352 g FeClsx6H20

distile su ile 25 mL’ye tamamlanir.

B -Karoten-linoleikasit emiilsiyonu: 1 mg B-karoten 5 mL CHCIs igerisinde ¢6zdiiriildii. Bu
cozeltiden 0.5 mL alinarak 10 mg linoleik asit ve 100 mg Tween 40 ile karistirildi. CHCls

32



uzaklastirildiktan sonra 25 mL ultra distile su ilave edilerek emiilsiyon hazirlanmistir. Her

uygulamada ¢ozeltiler glinliik olarak hazirlanmistir.

Stiperoksit ¢ozeltisi: Biitiin ¢ozeltiler 0.1 M fosfat tamponu (pH 7.4) i¢inde hazirlandi.
Stiperoksit radikalleri 1 mL NBT (50 uM), 1 mL NADH (78 uM) ve 25 — 50 pg araliginda
ekstrat ¢ozeltileri igeren 3 mL Tris-HCI tamponu (16 mM, pH 8.0) hazirland1.

Kullanilan Belirtecler

NA Belirteci: (Naturstoffreagenz A: Difenil borik asit-b-aminoetil ester) 100 mg toz NA

bilesigi 100 mL metanolde ¢oziilerek hazirlandi.

Serik Siilfat Belirteci: 2 g Ce(S04)2.4H,0O 100ml %10’luk H2SOs iginde ¢oOziilmesi ile
hazirlandi. Belirteg puskiirtiildiikten sonra kromatografi plagi 100°C’de 5-10 dakika lekeler
olusuncaya kadar bekletildi.

Amonyak (NHs) Buharlar: Kromatografi plaklart NHz sisesinin agzi agilarak NHz buharinda
birkag dakika bekletildi.

Kullanilan Cihazlar

UV spektrofotometre: Antioksidan aktivite tayininde absorbans degerleri igin Hitachi
Spektrofotometre, Model 121-002 kullanilmistir.

UV Lambasi: Kromatografi plagindaki lekeler Vilber Laurmat CN-6 UV lambasi1 kullanilarak

tayin edilmistir.

HPLC: Shimadzu, Prominence LC-8AD/20A

Kolon: Shim-Pack Prep-ODS (C18)

Part no: 228-00815-91

Kolon no: 2025B14 (15 um particle diameter, 100 A° pore diameter)
Pompa:

Pompa modu: Binary gradient
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A pompast: LC-8A

B pompasi: LC-8A

Toplam akis hizi: 10 mL/min

B ¢oziiciisii ve konsantrasyonu: Metanol kullanilmistir. Calismalarda, ¢oziicii sitemi olarak,

degisik konsantrasyonlarda MeOH ile baslanarak, ¢ok polardan az polara dogru akis
gergeklestirilmistir.

A ¢0ziiciisii ve konsantrasyonu: Su kullanilmistir. Calismalarda, ¢oziicii sitemi olarak, degisik

konsantrasyonlarda MeOH ile baglanarak, ¢ok polardan az polara dogru akis

gergeklestirilmistir.

Maksimum basing: 40.0 MPa

PDA Dedektor:

Model: SPD-M20A

Lamba tipi: D2 ve W

Dalga boyu araligi: 190-800 nm
Toplayici: Modeli FRC-10A

Santrifiij cihazi: IEC-HN-SII centrifuge.

NMR Spektrometresi: Bruker Avance Il 500 MHz Spektrometresi ile NMR tayini
yapilmistir.

Kiitle spektrumlar: Kiitle spektrumlar;; LC-MS QTOF Agilent 6530 + Agilent HPLC,
LC-MS-MS Zivak Tandem Gold, LC-Q-TOF Abi-Sciex 4600 Triple Quadrapol TOF cihazlari

kullanilarak alimustir.
Evaporator: Buchi Rotavapor R-210 SJ29/32, S, WB, 100-120V

Vakum pompasi: Buchi vakum pompasi V-710 3.1 mS3/h, 2 mbar, VV-855, WB, Cond.
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Manyetik Isitici: Buchi B-491 su banyosu 230V

Terazi: Miktarlar; Ohaus PA 224 marka terazi kullanilarak alinmistir.
Inkiibatér: Daihan Scientific-Wisd Heating Block MaXtable H10-set
Vortex: Daihan Scientific vortex mixer, 60 Hz

Etiiv: Ecocell etiiv
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3.2. Deneysel Boliim
3.2.1. Bitkinin Toplanmasi

C. creticum (Lam.) d’Urv. subsp. creticum (Asteraceae) bitkisinin yetistigi yerlerinin
tespiti i¢in, Trakya bolgesinde arazi ¢aligmalar1 yapilmistir. Yapilan arazi ¢aligmasi sonucunda,

Trakya bolgesinden Cirsium creticum Haziran-Ekim 2016 tarihinde toplanmuistir.

Bitkinin tanimlanma islemi, Namik Kemal Universitesi Biyoloji B6liimii Botanik Ana

Bilim Dalr’nda yapilmis ve bitkiye Herbaryum numarasi verilmistir.

Cirsium creticum (Lam.) d’Urv. subsp. creticum (Asteraceae): NGBB 7230

Sekil 3. 1. Kurutulmus C. creticum (Lam.) d’Urv. subsp. creticum (Asteraceae) bitkisi

3.2.2. Bitkinin Ekstraksiyonu

C. creticum toplandiktan sonra gélgede kurutulup daha sonra da kesilerek kiigiik
parcalara ayrilmistir. Kuru agirhigr 583.746 g olan bitki; oda kosullarinda, biiylik cam
kavanozlarda, her seferinde 4 giin bekletilerek, toplam 4 defa maserasyon yontemiyle
ekstraksiyon yapilmustir. Ekstraksiyon islemi, artan polarite sirasiyla n-hekzan, dietileter,
etilasetat, metanol ¢oziciileri kullanilarak gerceklestirilmistir. Daha sonra ¢oziiciiler

evaporatorde ugurularak ham ekstreler elde edilmistir.

C. creticum n-hekzan ekstresi: 11.241 g
C. creticum dietileter ekstresi: 4.035 g

C. creticum etilasetat ekstresi: 3.467 g
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C. creticum metanol ekstresi: 41.155 g

Bitkiden elde edilen ham ekstrelerde, toplam fenolik/flavonoid miktar1 tayini ve
antioksidan aktivite tayini ¢aligmalar1 gerceklestirilmistir. Elde edilen sonuglara gore; 6zellikle
toplam fenolik madde icerigi ve toplam flavonoid madde miktar1 yiiksek olan ekstrelerde

kromatografik ayirma ve saflastirma islemleri yapilmistir.

3.2.3. C. creticum Ham Ekstrelerinde Biyolojik Aktivite Tayini
3.2.3.1. Toplam Fenolik Madde Miktar1 Tayini

Orneklerin toplam fenolik madde igeriklerini belirlemede Amarowicz ve arkadaslarma
(2005) ait metot kullanilmistir. Fenolik bilesiklerin Fosfotungustik (HsPW12040) Ve
fosfomolibdik (H3PMo012040) asitlerin karisimi olan Folin-Ciocalteu reaktifi kullanilir.
Fenolik bilesikler, Folin-Ciocaltacu reaktifi ile alkali ortamda renkli komplex olusturur ve
olusan mor-menekse renkli kompleksin olusturdugu absorbans degerleri spektrofotometrede
belirlenir. C. creticum bitkisinin ham ekstrelerinde yiiriitiilen bu analizde spektrofotometrik
olarak 725 nm’de absorbans degerleri belirlenmistir. Analizler i¢in ham ekstreler bitkide
ektraksiyon amag¢li  kullanilan ¢d6ziiciiler kullanilarak uygun konsantrasyonlarda
seyreltilmislerdir. Metot, 0.25 mL 6rnek, 0.25 mL Folin reaktifi, 0.5 mL doymus Na>COs
cozeltisi ve 4 mL distile su ile hazirlanan karisimin, doymus Na2CO0s ¢ozeltisinin ilavesinden
sonra karanlikta 20 dakika bekletilmesi, 5000 rpm’de 5 dakika santrifiijlenmesi (IEC HN-SII
Centrifuge) ve absorbanslarm 725 nm'de &lgiilmesi esasina dayalidir. Olgiimler kor olarak
metanol kullanilarak, 725 nm'de (Hitachi spectrophotometer, Model 121-002) yiiriitiilmiistiir.
Toplam fenolik madde miktarlari, katesin kullanilarak hazirlanan absorbans ve konsantrasyona
karsi ¢izilen standart grafiklerin denklemlerinden mg ekstratta pug katesin esdegeri (ug CAT mg

ekstrakt?) olarak hesaplanmustir. Tiim analizler 3 tekerriirlii olarak yapilmistir.

3.2.3.2. Toplam Flavonoid Madde Miktar1 Tayini

Toplam flavonoid madde miktar1 AICl3-NaNOz metodu uygulanarak belirlenmigtir
(Valcarcel ve ark. 2015). AICIz/NaNO; yonteminde toplam flavonoid i¢erigi, aliiminyum kloriir
ve sodyum nitrit ayiraglar1 kullanilarak, alkali ortamda pembe renkli flavonoid aliiminyum

kompleksinin meydana gelmesi temeline dayanir. Ornek miktar1 reaksiyon ortaminda pembe
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renk gozlemlenebilecek konsantrasyonda ve toplam reaksiyon hacmi tiim reaktiflerin
ilavesinden sonra distile su ile ilavesi ile 2.5 mL olacak sekilde ayarlanmistir (0.25 mL 6rnek
+1.25 mL distile su). Uzerine 75 pL sodyum nitrit (%5°lik) ilave edilerek oda sicakliginda 5
dk bekletilmis ve flavonoid-aliminyum kompleksi olusturmak igcin 150 pL %10’luk
AICI3.6H20 ¢ozeltisi eklenmistir. Oda sicakliginda 6 dakika bekletildikten sonra 0,5 mL 1 M
NaOH ¢ozeltisi ilave edilmis, her bir ¢ozeltinin ilavesi ardinda vortekslenmis ve UV
spektrofotometresinde 510 nm dalga boyunda distile su ile hazirlanan kor denemeye karsi
absorbans degerleri Olglilmiistiir (Hitachi spectrophotometer, Model 121-002). Kalibrasyon
egrileri kullanilarak hazirlanan esitlikler yardimiyla toplam flavonoid miktarlarina iligkin elde
edilen sonuglar katesin (ng CAT mg™ ekstrakt), kuersetin (ng QER mg * ekstrakt) ve rutin
esdegeri (ug RUTIN mg * ekstrakt) olacak sekilde hesaplanmustir.

3.2.3.3. Antioksidan Aktivite Tayini

C. creticum bitkisinin metanol, etilasetat, dietileter ve n-hekzan ekstrelerinde
antioksidan aktiviteyi belirlemek i¢in, DPPH radikali giderim aktivitesi, ABTS™" katyon
radikali giderme aktivitesi, ferrik iyon indirgeme kapasitesi (FRAP), B-karoten lineoleik asit
emiilsiyon sisteminde agartma aktivitesi, bakir (II) indirgeme giicii (KUPRAC) ve siiperoksit

anyon radikali giderim aktivitesi analiz yontemleri uygulanmustir.

3.2.3.3.1. DPPH Radikali Giderim Aktivitesi Tayini

DPPH" radikali giderim aktivitesi tayini; antioksidanlarin kararli bir organik azot
radikali olan DPPH" (2,2-difenil-1 pikrilhidrazil) radikalinin siipiiriicii etkilerini 6lgmeye dayali
bir yontemdir. DPPHe radikali, birkag kararli organik azot radikalinden bir tanesidir ve koyu
menekse renktedir. Bu metot DPPH radikalinin antioksidanlar tarafindan bir redoks
reaksiyonuna bagli olarak siipiiriilmesi temeline dayanir. Metanolik DPPH ¢6zeltisinin koyu
menekse rengi agilir ve absorbanstaki degisim spektrofotometrik oOlgiiliir. Daha fazla renk
acilmasi, reaksiyon karigiminin absorbansinda daha fazla diisme ile belirlenir ve daha yiiksek
radikal siipiirme kapasitesi oldugunu gosterir (Ndhlala ve ark 2010). C. creticum bitkisinden
elde edilen ekstratlarn DPPH" radikali giderim aktivitesi Brand-Williams ve arkadaslarina gore

(1995) belirlenmistir. Analiz 6ncesinde, C. creticum ekstaktlar1 uygun konsantrasyonlarda ve
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elde edildigi ekstraksiyon  ¢oziiclisiinde ¢oziindiiriilerek ekstrat ¢ozeltileri hazirlanmigtir
Analizin yiiriitiilmasinde hazirlanan ekstratlar asagida belirtildigi gibi metanol ile seyreltilerek

farkli konsantrasyonlarda diliisyonlar hazirlanmistir.

Tablo 3. 1. Ekstrakt ¢ozeltilerinin farkli diliisyonlarin tiiplerde hazirlanisi

1 2 3 4 5 6
Ekstrakt Cozeltisi | O ul 20 pl 40 ul 60 ul 80 ul 100 pl
Metanol 100 pl | 80 pl 60 ul 40 pl 20 Oul

Antiradikal aktiviteyi belirlemek igin seyreltilmis solusyonlardan 100 pL alinarak, 2 mL
metanol eklenmis ve 250 uL DPPHe ¢ozeltisi ilave edilerek, vortekslendikten sonra karigim oda
sicakliginda 20 dakika karanlikta bekletilmistir. Inkiibasyon sonunda absorbans degerleri
spektrofotometre ile 517 nm’de metanole kars1 6lgiilmiistiir. Kontrol 6rnek yerine metanol ile
hazirlanmistir. Ornek konsantrasyonlar1 analizde uygulan toplam 2.35 mL reaksiyon hacmine

gore hesaplanmistir (100 pl ekstrat ¢ozeltisi + 2 ml metanol + 0.25 ml DPPH ¢6zeltisi).
%AA = [(Axontroi—Asrnek) /Axontrol] X100 (3.1)
Acontrol: Kontroliin absorbans degeri

Asample: Orneklerin absorbans degeri

DPPH radikalinin baslangi¢c konsantrasyonunun %350’sinin inhibisyonunu saglayan
ekstrakt konsantrasyonu ECsg olarak tanimlanir. Bu deger galisilan konsantrasyonlara karsi %
inhibisyon degerlerinin yerlestirilmesi ile hazirlanan grafik kullanilarak hesaplanmis ve

sonuglar ECso degerleri olarak verilmistir.

3.2.3.3.2. ABTS™ Katyon Radikali Giderim Aktivitesi

Bu yontem; 2,2’-azinobis(3-etilbenzotiazolin-6-sulfonat) (ABTS™) kromojen radikal
katyonunun absorbansinin, antioksidanlar tarafindan inhibisyonunu temel alir. Trolox esdegeri
antioksidan aktivite (TEAC) tayini Re et al. (1999)’a gore yapilmistir. Baslangig ABTS™"
cozeltisi 96 mg of ABTS’nin, 2.45 mmol L-1 sodium persulfatin distile su ile hazirlanan
cozeltisi i¢inde ¢Ozlindiiriilerek hazirlanmig, karanlikta ve oda sicakliginda 16 saat

bekletilmistir. Analiz 6ncesinde hazirlanan ABTS™ stok soliisyonu metanol ile 734 nm'de 0.70
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+ 0.02 absorbans araliginda seyreltilmistir. Spektrofotometrik Slgtimler igin, 2 mL ABTS™
cozeltisi ve 20 pL ekstrakt solusyonu karistirilmis ve absorbans degerleri numunelerin 30 0C'de
6 dakika inkiibe edilmesinden sonra 734 nm'de kaydedilmistir. Blank 2 mL ABTS™ ¢6zeltisi
ve 20 uL metanol ile hazirlanmustir. Ekstraktlarinin ABTS™ radikali giderme aktiviteleri,

standart egriden elde edilen esitlikten olarak mM troloks g™ ekstrat olarak hesaplanmustur.

3.2.3.3.3. Ferrik Iyon indirgeme Kapasitesi (FRAP)

Bu yontem; antioksidan bilesiklerinin mavi renkli Fe(11)— TPTZ kompleksi olusturmasi
sonucuyla indirgeyebilme kapasitelerini &lgmektedir. Orneklerin demir iyon indirgeme
kapasitesi Benzie ve Strain’e (1996) gore yapilmistir. Oncelikle, pH 3.6°da 300 mmol L* asetat
tampon ¢ozeltisi, 40 mmol L HCI’de hazirlanan 10 mmol L TPTZ ve 20 mmol L FeCls
¢ozeltileri 10:1:1 (v/v/v) olacak sekilde karistirilarak FRAP reaktifi hazirlanmistir. Metodun
uygulaniginda 75 pL ekstrakt solusyonu, 2.25 mL FRAP reaktifi ve 225 uL distile su ile
vortekslendikten sonra 37 °C' de 30 dakika inkiibe edilmistir (Daihan Scientific-Wisd Heating
Block MaXtable H10-set). Reaksiyon sonucunda sonra Orneklerin absorbans degerleri 593
nm’de (Hitachi spectrophotometer, Model 121-002) 6l¢iilmiistiir. K6r numune igin 2,25 ml
FRAP ¢ozeltisi 300 pL distile su ile karistirtlip, 37 °C’de 30 dakika inkiibe edilmistir.
Orneklerin ferrik iyon indirgeme kapasiteleri FeSO4.7H,O olarak kullanilarak hazirlanan
standart calisma grafiginden belirlenmistir ve sonuglar pmol Fe?* g ekstrakt™ olacak sekilde
hesaplanmustir. Ekstraktlarinin ABTS™ radikali giderme aktiviteleri, standart egriden elde
edilen esitlikten olarak mM troloks g ekstrat olarak hesaplanmistir. Orneklerin belirlenen
konsantrasyonlarda ABTS™" radikali giderme aktiviteleri degerlerinin (TEAC kapasitesi)
hesaplanmas1 amaciyla 4.93x102 — 9.80 x10™* mmol Trolox mL? konsantrasyon araliginda
hazirlanan troloks ¢ozeltisi kullanilarak standart ¢alisma grafigi hazirlanmigtir. Standart grafik,
konsantrasyona kars1 % radikal giderim aktivitesi belirlenerek hazirlanmig, hazirlanan
kalibrasyon egrisinden elde edilen esitlikten olarak mM troloks g ekstrat olarak
hesaplanmistir. % ABTS™ radikali giderme aktiviteleri asagidaki esitlikten hesaplanarak

belirlenmistir.
% radikal giderim aktivitesi= 100 — (ABS¢mek /ABScontrol X 100) (3.2

ABSimek: Orneklerin absorbans degeri
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ABSontrol: Kontroliin absorbans degeri

3.2.3.3.4. p-Karoten Renk Giderim Aktivitesi

Bu yontemin esas, 1s1 veya 1sik etkisi ile oksidasyona ugrayan karotenoidlerin renginde
meydana gelen degisimin spektrofotometrik olarak 6l¢iilmesi esasina dayanir. Oksidasyon ya
da otooksidasyon sonucunda peroksil radikali olusur. B-karotenin oksidatif yikimi sonucu
olusan renk kaybi kolorimetrik olarak 6lgiiliir. Lipid peroksidasyon inhibisyonu ve linoleik asit
oksidasyonundan ileri gelen konjuge dien hidroperoksitlerinin inhibisyonunun 6l¢iilmesine
dayanan bu yontemde, antioksidan maddeler bu tepkimenin olusumunu engellendiginden,
aktivite yiikseldik¢e B-karoten ¢Ozeltisinin sar1 rengi stabil kalacaktir. C. creticum bitkisinin
ham ekstrelerinin, B-karoten-linoleik asit emiilsiyonlarinda, oksidasyon inhibisyon kapasitesi
Miller (1971)’a gore, modifiye edilerek uygulanmstir. f-karotene-linoleik asit emiilsiyonunu
hazirlamak i¢in 1.6 mg B-karoten 2 mL kloroform igerisinde ¢ozdiiriilmiis, 400 mg Tween 40
ve 40 pL linoleik asit ilave edilerek hazirlanmistir. Karigimdan kloroform uzaklastirildiktan
sonra emiilsiyon ¢ozeltisi hazirlanmistir. Analizin uygulanisinda, uygun konsantrasyonda
ekstraktlar 200 uL 6rnek ve standart olarak BHT, 5 mL B-karoten-linoleik asit emiilsiyonu ile
vortekslenerek karistirilmistir. B-Karoten oksidasyon hiz1 50 °C’de &rneklerin 180 dakika siire
ile bekletilmesi sirasinda 30 dakikalik araliklarla yapilan absorbans oOl¢iimleri ile
kaydedilmistir. Oksidasyon hiz1 470 nm’de absorbans degerleri kaydedilerek saptanmuistir.
Antioksidan aktivite (AA) (% inhibisyon) asagidaki esitlige gore hesaplanmustir.

AA (% inhibisyon) = (1 — (Ao — A¥Aoo — Aot)) X100 (3.3)
Ag; Ekstrat iceren 6rnegin inkiibasyon baslangici absorbans degeri,

Ay; Ekstrat igeren 0rnegin t dakikadaki absorbans degeri,

Aoo; Ekstrat icermeyen 6rnegin inkiibasyon absorbans degeri,

Aot Ekstrat icermeyen 6rnegin t dakikadaki absorbans degeri.

BHA ve a-Tokoferol (1 mg mIt) pozitif kontrol 6rnegi olarak alinmistir.

3.2.3.3.5. Bakar (II) Indirgeme Giicii (KUPRAC)

Apak ve arkadaslarinin (2004) gelistirdigi KUPRAC metodunda, 2,9-dimetil-1,10-
fenantrolin (Neokuproin-Nc)’in Cu(Il) ile olusturdugu bakir(II)-neokuproin kompleksinin, 450
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nm’de maksimum absorbans veren bakir(I)-neokuproin [Cu(l)-Nc] kelatina indirgenme
ozelliginden yararlanarak antioksidan kapasite belirlenmektedir. Test tiiplerine 1 mL 0.02 M
CuCl, ¢dzeltisi, 1 mL 7,5x 103 M Neokuprin ve 1 mL 1 M NH4OAc ilave edildikten sonra
vortekslenip toplam reaksiyon hacmi 4.1 mL olacak sekilde hazirlanmistir. 4.1 mL nihai
hacimde belirli konsantrasyonda ekstrakt ¢ozeltisi veya standart ¢6zelti x mL olacak sekilde (X
mL) ve 1.1 mL’ye distile su ile tamamlayacak sekilde [H20; (1.1-x) mL] hazirlanmistir. Agz1
kapatilan tiipler 30 dakika oda kosullarinda bekletildikten sonra i¢cinde 6rnek bulunmayan
referans ¢ozeltiye karst 450 nm'de absorbans (Asso) degerleri belirlenmistir. Ekstraktlarinin
bakir indirgeme giici (KUPRAK aktiviteleri) standart olarak Troloksun etanolde belirli
konsantrasyonlarda hazirlanan ¢ozeltileri ile elde edilen standart egriden hesaplanarak olarak
mM troloks g ekstrat olarak bulunmustur.

3.2.3.3.6. Siiperoksit Anyon Radikali Giderim Aktivitesi Tayini

Stiperoksit anyon radikali giderme kapasitesi Liu ve ark (1997)” a gore yapilmig ve 560
nm’de spektrofotometrik yontemle 6lgiilerek bulunmustur. Stiperoksit radkalleri PMS-NADH
sistemde NBT'nin indirgenmesi ile NADH'in oksidasyonu ile belirlendi. Analizde siiperoksit
radikalleri 1 mL NBT (50 uM), 1 mL NADH (78 uM) ve 100-1000 pg/mL araliginda ekstrakt
¢ozeltileri iceren 3 mL Tris-HCI tampon (16 mM, pH 8.0) ortaminda olusturuldu. Reaksiyon
karisima 1 mL of PMS solusyonun (10 uM) ilavesiyle baslatilmistir. Reaksiyon i¢in 6rnekler 25
°C’de 5 dakika inkiibe edilmis ve absorbans degerleri 560 nm’ de kore kars1 kaydedilmistir.
Kontrol olarak L-askorbik asit kullanilmis ve sonuglar asagida belirtilen formiile gore

hesaplanmistir:
% Siiperoksit Inhibisyon Kapasitesi = [(Ao — A1) / Ao] X 100 (3.4)

AQ: Kontroliin absorbansi

AT: Ekstrakt ¢ozeltileri/ standart absorbansi

3.2.4. Kromatografik Yontemler Kullanilarak Yapilan izolasyon Calismalar
3.2.4.1. C. creticum Bitkisinin MeOH Ekstresindeki Bilesiklerin izolasyonu ve

Saflastirilmasi

Yapilan biyolojik aktivite sonuglarma gore; C. creticum bitkisinin metanol ekstresi;

yiiksek aktivite gosterdiginden dolay1 izolasyon calismasi yapmak icin secilmistir. Segilen
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MeOH ekstresinin, silika jel kolonda (boy: 70 cm; ¢ap: 7 cm) izolasyonu gerceklestirilmistir.
Kolona eklenecek ekstre; metanol ile ¢ozdiiriildikten sonra silika jel ile karistirilip, oda
sicakliginda, bir gece bekletilip ve ¢oziicii ugtuktan sonra silika jel kolona tatbik edilmistir.

Kolon ¢oziiciisii olarak CHCl3 ile baslatilmistir.

Sekil 3. 2. Silika jel ile karistirilan metanol ekstresinin kolona eklenmeden 6nceki hali

%10’a kadar %1’lik artiglarla CHCls: MeOH ¢oziicii sistemi;
%350’ye kadar %5’lik artiglarla CHClz: MeOH ¢6ziicii sistemi;
%100 MeOH’e kadar %10’luk artiglarla CHCls: MeOH ¢oziicii sistemi eluent olarak kullanildi.

%100 MeOH’den sonra %20’lik artislarla MeOH:H2O ¢o6ziicii sistemi eluent olarak

kullanilmastir.

Sekil 3. 3. Karisimin kolona tatbik edildikten sonraki hali

Kolondan, 50 mL 'lik erlenler kullanilarak elusyon ¢ozeltileri toplanmistir. Kolondan
631 erlen toplanmig ve her birine TLC yapilmistir. TLC spotlar1 ilk 6nce NHs, daha sonra NA
belirteci piiskiirtiilerek spotlar UV 15181 altinda, flavonoid/fenolik bilesiklere ait olan renkli
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spotlar belirlenmistir. Yapilan ince tabaka kromatografisine gore, benzer olan bu fraksiyonlar
birlestirilerek, 29 alt fraksiyon (CM-1- CM-29) elde edilmistir. Elde edilen bu alt
fraksiyonlarda; ozellikler mor, koyu mor, mavi, turuncu ve sari renk gozlenen lekelerin
bulundugu ve miktar1 yeterli olan alt fraksiyonlar segilerek, tekrar kolon kromatografisi, ince
tabaka kromatografisi, preparatif ince tabaka kromatografisi, sefadeks kolon kromatografisi ve
RP-HPLC kromatografisi uygulanarak izolasyon ve saflagtirma iglemleri gerceklestirilmistir.
Preperatif RP-HPLC ’de yapilan izolasyon islemlerinde %100°1ik H2O igeren H.O/Asetonitril
¢oOziicii sisteminden baslayip, %100 MeOH ile sonlanan gradient sistemlerde ayrima tabi
tutulmustur. %100 kloroform ¢oziicii sistemi ile elde edilen, CM-3 numarali alt fraksiyondan,
7 numarali bilesik; 2'-3'-dihidroksipropil)-2,6-dihidroksi-3,5-dimetil benzoat (129 mg) izole
edilmistir. Hekzan: Kloroform (1:1) ¢oziicii sistemi ile izole edilen, CM-9 numarali
saflagtirilmasi sonucu 6 numaral bilesik; Ftalik asit (2"-metil-pentil), (2',2'-dimetil-nonil) ester
(30 mg) elde edilmistir. Kloroform: metanol (10:0.5) ¢6ziicti sistemi ile izole edilen, CM-12
numarali alt fraksiyonun saflastirilmast sonucu 2 numaral bilesik; 2-O-a-D-glukopiranozil-4-
(4',4'-dimetil-2"-vinil-desil) benzen-1-ol (15 mg) ve 3 numarali bilesik; 2-O-0-D-
arabinofuranosil-4-(4',4'-dimetil-2'-vinil-desil) benzen-1-ol (13 mg) elde edilmistir. Kloroform:
metanol (3:1) ¢oziicii sistemi ile izole edilen, CM-13 numarali alt fraksiyonun saflastirilmas1
sonucu 1 numarali bilesik; 4-(4',4'-dimetil-2'-vinil-desil) benzen-1,2-diol (17 mg) ve 4 numarali
bilesik; 4-(4',4'-dimetil-2"-vinil-desil)-2-hidroksi-fenil-2",3",4"-trihidroksi biitanoat (14 mg)
elde edilmistir. Kloroform: metanol (9:1) ¢oziicii sistemi ile izole edilen, CM-15 numarali alt
fraksiyonun izolasyonu sonucu 5 numarali bilesik; 2-hidroksi-4-(4',4'-dimetil-2'-vinil-desil)

fenil-3-hidroksi benzoat (19 mg) elde edilmistir.

Izole dilen bu saf maddelerin (CM-3-1, CM-9-1, CM-12-2-1, CM-12-4-1, CM-13-1-1-2, CM-
13-4-1, CM-15-2-2), 1D ve 2D NMR (APT, *H-H COSY, HSQC ve HMBC) ile LC-MS-MS
ve LC-QTOF-MS spektrumlar1 alinarak kimyasal yapilari tayin edilmistir.
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4. ARASTIRMA BULGULARI

Bu tez ¢alismasinda C. creticum bitkisinin ham ekstrelerinde toplam fenolik, flavonoid
miktar1 tayini, antioksidan aktivite tayini (B-karoten renk agilim, DPPH serbest radikali
giderim, ABTS katyon radikali giderim, siiperoksit anyon radikali giderim, FRAP ve
CUPRAC) ve metanol ekstresinin fitokimyasal incelenmesi gergeklestirilmistir. Literatiirde C.
creticum’un biyolojik aktivitesi ve fitokimyasal incelenmesiyle ilgili makale mevcut degildir.

Bu baglamda; yapilan bu ¢alisma ile literatiire ilk kez sunulmus olacaktir.

4.1. C. creticum Bitkisinin Ham Ekstrelerinde Biyolojik Aktivite Tayini Sonuclar
4.1.1. C. creticum Ekstrelerinde Toplam Fenolik Madde Miktari

Toplam fenolik miktar1 (TPC) Folin&Ciocalteu Reaktifi (FCR) kullanilarak katesin
esdegeri olarak belirlenmistir. Bu amagla dncelikle katesinin etanolde ¢ozdiiriilerek, 1 pg mL”
L5 ug mL? arahginda standart c¢ozeltileri hazirlanmis ve kalibrasyon egrisi ¢izilmistir.
Toplam fenolik madde miktar1 standart olarak katesin kullanilarak elde edilen egriden ve
asagidaki esitlikten pg CAT mg ekstrakt™ esdegeri seklinde hesaplanarak bulunmustur.

Katesinin kalibrasyon egrisi Sekil 4.1°de gosterilmistir.

Absorbans = 0.0601katesin (ng)- 0.0019 (R?: 0.9968)

y =0,0601x - 0,0019

0,35 +
R?=0,9968

0,3 -
0,25 -
0,2 -
0,15 -
0,1 -
0,05 -
0 T T 1

0 2 4
kategsin (ng/ml)

Absorbans 725nm

()}

Sekil 4. 1. C. creticum i¢in toplam fenolik madde tayini katesin standart egrisi

Yapilan analizler sonucunda bulunan C. creticum ekstrelerinin toplam fenolik madde

icerikleri Tablo 4.1°de verilmistir.
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Tablo 4. 1. C. creticum ekstrelerinin toplam fenolik madde igerigi

Bitki adx Ekstre TPC (ug CAT mg ekstrakt™)”
Metanol 99.33 + 1.41%**
C. creticum Etil asetat 34.06 £2.27
Dietileter 42.77+0.46
n-Hekzan 5.21+0.16

*Katesin esdegeri olarak toplam fenolik madde miktar1

**Sonuglar ortalama deger olarak hesaplanmis, ortalama + standart sapma olarak verilmistir
(n=23).

Tablodan da goriildiigii tizere C. creticum ekstrelerinin toplam fenolik madde igerikleri
5.21- 99.33 pg katesin esdegeri mg ekstrakt™ arasinda bulunmustur. En yiiksek toplam fenolik
madde miktar1 metanol ekstresinde bulunurken, en disiik deger n-hekzan ekstresinde
saptanmustir (Tablo 4.1).

4.1.2. C. creticum Ekstrelerinde Toplam Flavonoid Madde Miktar

C. creticum ekstrelerinin toplam flavonoid igerigi AICI3/NaNO, metoduna gore
belirlenmistir. Farkli ¢oziicii ekstratlarinda toplam flavonoid igerigini belirlemek amaciyla
katesin ve rutin standart bilesikleri kullanilarak kalibrasyon egrileri hazirlanmstir (Sekil 4.2).
Kalibrasyon egrileri kullanilarak yapilan hesaplamalardan elde edilen toplam flavonoid
miktarlarina iliskin sonuclar katesin (ng CAT mg ekstrakt™) ve rutin esdegeri (ug RUTIN mg
ekstrakt™) olacak sekilde hesaplanmustir (Tablo 4.2). Toplam flavonoid madde miktar1 standart
olarak katesin kullanilarak elde edilen egriden ve asagidaki esitlikten hesaplanarak bulunmustur
(Sekil 4.2).

Absorbans (1:510 nm) = 21,782 (katesin) + 0.0349 (R%0.9938)  (4.1)

1,8
1,6
1,4
1,2

y=21,517x+ 0,0641 »
R? =0,9838

0,8
0,6
0,4
0,2

Absorbans 510

0,02 0,04 0,06 0,08 0,1
katesin (pg/ml)

o

Sekil 4. 2. Toplam flavonoid madde katesin standart egrisi
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Toplam flavonoid madde miktari, standart rutin bilesigi kullanilarak asagida belirtilen

standart egriden elde edilen esitlikten rutin esdegeri hesaplanarak bulunmustur (Sekil 4.3).

Absorbans (h: 510 nm) = 12,714 (rutin) + 0.0017 (R?: 0.9941)  (4.2.)

1,2
y=12,714x-0,0017
1 R2=0,9941
S 0,8
[¥2]
wy
S 06 @
S
B8
=< 0,4
0,2 é
0] T T T T T |
o 0,015 0,03 0,045 0,06 0,075 0,09
rutin {ug/ml)

Sekil 4. 3. Toplam flavonoid madde rutin standart egrisi

C. creticum ekstrelerinin toplam flavonoid madde igerikleri Tablo 4.2°de verilmistir.

Tablo 4. 2. C. creticum ekstrelerinin toplam flavonoid madde igerikleri

Ekstre TF (ng CAT mg | TF (ug RUTIN EQ mg ekstrakt
-1y * -1
Bitki Ady ekstrakt™) )
Metanol 20.35+ 0.01 35.59+0.02
Etil Asetat nd nd
C. creticum Dietileter 1.59 £0.01 2.55+0.02
n-Hekzan nd nd

*Sonuclar ortalama deger olarak hesaplanmis, ortalama + standart sapma olarak verilmistir (n
=3).

Tablo 4.2°de da goriildigii gibi C. creticum ekstrelerinin n-hekzan ve etil asetat
ekstrelerinde flavonoid madde saptanamamistir. En yiiksek flavonoid igerigi metanol
ekstresinde, daha sonra da dietileter ekstresinde bulunmustur. Metanol ekstresinde toplam
flavonoid miktar1 20.35 ug CAT mg ekstrakt™ ve 35.59 Q pg RUTIN mg ekstrakt * olarak
belirlenmistir (Tablo 4.2).
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4.1.3. C. creticum Ekstrelerinde Antioksidan Aktivite Tayini Sonuclar
4.1.3.1. C. creticum Ekstrelerinde DPPH® Radikali Giderim Aktivitesi

C. creticum ekstrelerinin DPPH" radikali giderim aktivitesiyle iliskili, konsantrasyona
bagli absorbans degisimi Sekil 4.4’de gosterildigi gibidir. C. creticum ekstrelerinin DPPH"
radikali giderim aktivitesine iligkin, konsantrasyona bagl % inhibisyon degerleri Tablo 4.3 ve
Sekil 4.4’de goriildiigii gibidir. Analiz sonuglarinda ekstrakt konsantrasyonlaria bagli olarak
DPPH radikal giderim aktivitesinde 6nemli farkliliklar bulunmustur. Konsatrasyon arttikca,
radikal giderim aktivitesi onemli diizeyde yiikselmistir. Tiim ekstraktlar icerisinde metanol
ekstraktlar1 en yiiksek aktiviteye sahiptir. Sekil 4.4’de goriildiigii gibi C. creticum metanol
ekstreleri 0.017 pg/mL konsantrasyonda % 91.67 aktiviteye sahip iken diger ekstreler daha
yiiksek konsantrasyonlarda daha diisiik aktivite gostermislerdir. n-hekzan, etilasetat, dietileter,
metanol ekstrelerinde aktivite 0.0085 pg/mL konsantrasyonda sirasiyla % 1.54, % 5.76, %
4.97, % 47.4 olarak belirlenmistir (Tablo 4.3).

1,200

1,000 —+—DIKLOROMETAN

ETILASETAT
0,800

—i—HEKZAN

0,600 .
=i BUTANOL

Absorbans (517 nm)

0,400

0,200

0,000
0 00085 0,017 0026 0,034 0,042

Konsantrasyon mg/mL

Sekil 4. 4. C. creticum ekstrelerinin DPPH® radikal giderim aktivitesi

En diisiik aktivite n-hekzan ekstrelerinde belirlenmistir. Farkli ¢oziiciilere ait ekstrelerin
DPPH' radikal giderim aktiviteleri sirasiyla metanol > etilasetat > dietileter > n-hekzan olarak
saptanmustir (Tablo 4.3 ve Sekil 4.4 ve Sekil 4.5).
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Tablo 4. 3. C. creticum ekstrelerinin DPPH" giderim aktivitesi (% Inhibisyon)

Sekil 4. 5. C. creticum ekstrelerinin DPPH" radikal giderme aktivitesi (%)

Reaksiyon ortamindaki DPPH radikalinin % 50’sinin giderilmesi i¢in gereken etkili
antioksidan konsantrasyonu ECso degeri olarak tanimlanmustir ve diisitk ECso degeri yiiksek
antiradikal aktiviteyi gostermektedir. C. creticum ekstraktlarinin herbiri i¢in ayr1 ayri ¢izilen
konsantrasyon - % inhibisyon grafiklerinden yararlanarak DPPH aktivitesine iliskin ECso
degerleri belirlenmistir. Elde edilen sonulara gore farkl ¢oziiciilerde ekstrelerin DPPH" radikali
giderim aktivitesine iliskin ECso degerleri toplam fenolik madde igerigine benzer sekilde,
onemli diizeyde farkliliklar gdstermistir. Sekilden de goriildiigii gibi en diisiik ECsodegeri 0.02
mg/mL degeri ile metanol ekstresinde bulunurken, en yiiksek ECso degeri hekzan ekstresine ve
1.69 mg/mL olarak saptanmistir (Sekil 4.6).
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Konsantrasyon (mg mL™)
Ekstre 0.0021 0.0042 0.0063 0.0085 0.017 0.026 0.034 0.042
Metanol | 18.63+0.02 | 26.46+0.03 | 46.33+0.21 | 47.440.67 | 91.67+0.60 | 91.83+1.08 | 91.83+0.94 | 91.18+0.83
Etilasetat - - - 5.76+0.04 | 6.93+0.05 | 11.02+0.08 | 12.85+0.10 | 44.24+0.04
Dietileter - - - 4.9740.03 | 9.11+0.07 | 17.3940.12 | 24.1940.08 | 27.59+0.16
n-Hekzan - - - 1.5440.02 | 5.53+0.04 | 8.79+0.08 14.6940.14 | 23.84+0.10
100
80 B Metanol
g 60 Etil Asetat
c
6 -
S H Dietil Et
2 40 ietil Eter
E 20 B Hekzan
0
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S & FE S &
Extrakt Konsantrasyonu (mg/ml)




1,69mg/mL
18 g/

1.6
1,4
1,2
1,0
0,8
0,6
0,4

EC,,

0,2 0,02mg/mL 0,12mg/mL 0, 14mg/mlL
0,0 | E— | I—
Metanol Etil Asetat Dietil Eter Hekzan

C. creticum ekstreleri

Sekil 4. 6. C. creticum ekstrelerinin DPPH" radikal giderim aktivitesine iliskin ECso degerleri

Aktivite sonuglar1 arasindaki farklilik ekstraksiyonda kullanilan farkli ¢oziiciilerin aktif
maddeleri hem bilesen hem de konsantrasyon olarak farkli diizeylerde ekstrakte edebilme
potansiyeliyle aciklanabilir. Arastirma sonuglarina gore; metanol ekstraklarmm diger
coziiclilere nazaran ¢ok daha yiiksek antioksidan potansiyele sahip oldugu goriilmektedir. Bu
durum biiyiik 6lglide metanoliin daha yiiksek polarite ilr bitkisel materyallerde bulunan fenolik
bilesikleri bilesikleri daha yiiksek oranda ekstrakte etmesi ile agiklabilir (Sekil 4.4, Sekil 4.5 ve
Sekil 4.6).

4.1.3.2. C. creticum Ekstrelerinde ABTSe* Katyon Radikali Giderim Aktivitesi

ABTSe* katyon radikali giderim aktivitesi Trolox esdegeri olarak belirlenmistir.
Orneklerin belirlenen konsantrasyonlarda TEAC degerlerinin hesaplanmas1 amaciyla 4.93x10°
2 _9.80 x10? mmol Trolox mL™? konsantrasyon araliginda hazirlanan Troloks ¢ozeltisi
kullanilarak standart ¢alisma grafigi hazirlanmustir. C. creticum ekstraktlarinin ABTS™ radikali
giderme aktiviteleri, standart egriden elde edilen asagidaki esitlikten olarak mM Troloks g
ekstrat olarak hesaplanmustir. Orneklerin antioksidan aktiviteleri Troloks esdegeri (TEAC) ve
yizde ABTS™ inhibisyonu olarak Tablo 4.4 ve Sekil 4.7°de gosterilmistir.

y = 50,152 Trolox (mmol) + 9,3842 (R?: 0.993) (4.3)
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Sekil 4. 7. Troloks i¢in ABTS™ (TEAC) standart galisma grafigi

C. creticum ekstrelerinin, 1 mg/mL konsantrasyonda ABTS™ radikali giderme
aktivitesine iliskin sonuglar Tablo 4.4 ve Sekil 4.8’da verilmistir. C. creticum metanol ekstreleri
1 mg/mL konsantrasyonda 0.932 mmol Trolox mg ekstrakt? aktiviteye sahip iken, diger
ekstreler daha diisiik aktivite gostermistir. En diisiik aktivite etilasetat ekstresinde bulunmustur
(0.634 mmol TE g*). Farkh ¢oziiciilere ait ekstrelerin ABTS™ radikali giderme aktivitesi
sirasiyla metanol > dietileter > n-hekzan > etilasetat olarak saptanmistir. Arastirma sonuglarina

gore, metanol ekstraklarinin diger ¢oziiclilere nazaran ¢ok daha yiiksek ABTS™ radikali

giderme aktivitesine sahip oldugu goriilmektedir (Tablo 4.4 ve Sekil 4.8).

Tablo 4. 4. C. creticum ekstrelerinin ABTS " radikali giderme aktivitesi

Ekstre ABTS+" Katyon Radikali Giderim Aktivitesi (mmol trolox
esdegeri / g ekstrakt)
Metanol 0.932 £0.06*
Etilasetat 0.633 £ 0.01
Dietileter 0.687 £ 0.002
n-Hekzan 0.675 £ 0.002

*Sonuclar ortalama + standart sapma olarak verilmistir (n = 3).

1,1

0,9
0,8
0,7
0,6
0,5
0,4
0,3
0,2
0,1

Antioksidan aktivite (mmol Troloks/g
ekstrat)

Metanol

TEAC ( mmol TE g?)

Etilasetat n-Hekzan Dietileter

Cirsinm creticum ekstreleri

Sekil 4. 8. C. creticum ekstrelerinin ABTS™" radikali giderme aktivitesi
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4.1.3.3. C. creticum Ekstrelerinde Ferrik Tyon indirgeme Kapasitesi (FRAP)

C. creticum orneklerinin Ferrik iyon indirgeme kapasiteleri FeSO4.7H20 kullanilarak
hazirlanan standart c¢alisma grafiginden belirlenmistir (Sekil 4.9). 0.1-1.0 pmol/ mL
FeSO4.7H.0O konsantrasyon araliginda hazirlanan standart calisma grafigi yardimiyla
orneklerin Ferrik iyon indirgeme kapasiteleri pumol Fe?*g™l ekstrakt olacak sekilde
hesaplanmistir. C. creticum ekstraktlarmin Ferrik iyon indirgeme kapasitelerini belirlemek

amaciyla hazirlanan grafik ve hesaplamada kullanilan esitlik asagida belirtilmistir.

Absorbans 734 nmy = 0,6655 Fe2* (umol) + 0,0021 (R% 0.9978)  (4.4.)
0,800
0,700
0,600 - y = 0,6655x+0,0021
0,500 R?=0,9978
8 0,400
0,300
0,200
0,100
0,000 T T T v r
0 0,2 0,4 0,6 0,8 1 1,2
mikromol Fe504.7H20/mililitre (umol/mL)

Sekil 4. 9. Ferrik iyon indirgeme kapasitesi (FRAP), FeSO4.7H20 standart egrisi

Yapilan analizler sonucunda C. creticum ekstrelerinin, farkli konsantrasyonlarinda

FRAP aktivitesine iligskin degerler Tablo 4.5 ve Sekil 4.10’de verilmistir.

Tablo 4. 5. C. creticum ekstresinde ferrik iyon indirgeme kapasitesi FRAP (umol Fe?* gt

ekstrat)
Ekstrat” Ekstrat Absorbans
Konsantrasyon 0.0294 0.0392 0.049 0.0588 0.0882
(mg mL™)
Metanol 0.713%0.018 | 0.997+0.013 | 1.229+0.001 | 1.485+0.003 | 1.810 +0.026
Etilasetat 0.081£0.006 | 0.094+0.019 | 0.119+0.008 | 0.198=0.004 | 0.218% 0.000
Distileter 0.099+0.002 | 0.167+0.004 | 0.198+0.005 | 0.218+0.006 | 0.281% 0.004
" Hekzan 0.037+0.004 | 0.055: 0001 | 0.202+0.101 | 0.245%0.048 | 0.263% 0.007

*Sonuclar ortalama + standart sapma olarak verilmistir (n = 3).
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Yapilan analiz ¢aligmalar1 sonucunda, farkli konsantrasyonlardaki C. creticum
ekstrelerindeki FRAP aktivite degerleri, konsantrasyon arttikca ylikselirken, en yiiksek
aktivitenin metanol ekstresinde oldugu goriilmektedir. Tim ekstratlar arasinda en diisiik
aktivite n-hekzan ekstresinde bulunmustur. Ekstrelerin konsantrasyona bagli olarak
aktivitelerinin sirasiyla metanol > dietileter > etilasetat > n-hekzan oldugu goriilmektedir

(Tablo 4.5 ve Sekil 4.10).

| Metanol
Etil Asetat
M Dietil Eter

W Hekzan

Absorbans
QO QO Q B = B =N NN

0,0294 0,0392 0,04590 0,0588 0,0882
Ekstrat Konsantrasyonu (mg/mL)

Sekil 4. 10. C. creticum ekstrelerinin Ferrik iyon indirgeme kapasitesi (FRAP)

C. creticum ekstrelerinin ferrik iyon indirgeme kapasitesi FeSO4.7H>0 kullanilarak
hazirlanan standart egriden hesaplanmis ve pmol Fe?* g ekstrat bulunmustur (Tablo 4. 6).
Buna gore en yiiksek aktivite methanol eksteresinde ve 1065.70 + 26.25 pmol Fe?* gt ekstrat
olarak saptanirken en diisiik aktivite hegzan ekstresinde ve 52.83 + 6.06 umol Fe?* g ekstrat

olarak belirlenmistir.

Tablo 4. 6. C. creticum ekstrelerinin ferrik iyon indirgeme kapasitesi

Ekstre FRAP (umol Fe?* g ekstrat)
Metanol 1065.70 +26.25

Etilasetat 117.79 + 8.66

Dietileter 145.28 £ 2.60

n-Hekzan 52.83 £ 6.06

*Sonuclar ortalama + standart sapma olarak verilmistir (n = 3).

FRAP aktivitesine iliskin ECso degerleri 593 nm de ekstrat konsantrasyonuna (pg/mL)
karsilik absorbans degerlerine iliskin elde edilen grafikten bulunmustur. Elde edilen grafikte
0.5 absorbans degerini saglayan ektrakt konsantrasyonu ECso degeri olarak bulunmustur. C.

creticum ekstrelerindeki FRAP aktivite degerlerine iliskin ECso degerleri Sekil 4.11°de
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verilmigtir. Sekil 4.11°de goriildiigli gibi metanol ekstrelerinin ECsp degerleri 12.2 pg/mL iken
dietileter ekstresinde 160.6 pg/mL, etilasetat ekstresinde 193.2 ug/mL olarak saptanmuistir.
DPPH aktivitesinde oldugu gibi en diisitk ECso degeri n-hekzan ekstresinde bulunmustur (Sekil
4.11).

300 1 FRAP EC 50 degerleri (ug. mL?)  269,2 pg/mL
250 -
193,2 mL
200 4 .2 pg/
160,6pg/mL

150

100 -

50 +

12,2ug/mL
0 B
Metanol Etil Asetat Dietil Eter Hekzan
C. creticum ekstreleri

Sekil 4. 11. C. creticum ekstrelerinin FRAP aktivitesi ECso degerleri

4.1.3.4. C. creticum Ekstrelerinde p-Karoten Renk Giderim Aktivitesi

C. creticum ekstrelerindeki toplam antioksidan aktivite tayini, B-karotenin renginin
acilmasia dayanan ve linoleik asit oksidasyon hizini 6l¢en B-karoten-linoleik asit yontemiyle
belirlenmistir. Standart madde olarak BHA kullanilmistir. Elde edilen verilerden ekstrelerin 1
mg ml! konsantrasyonda absorbans degisimleri Tablo 4.7 ve sekil 4.12°de gdsterilmistir.

Tablo 4. 7. C. creticum ekstrelerinin -karoten linoleik asit reaksiyon ortaminda, inkiibasyon
stiresince 470 nm’de absorbans degerleri

Ekstre Absorbans Degerleri (470 nm)

0 dakika 30dak. | 60dak. |90dak. |120dak. | 150 dak. | 180 dak.
Metanol 0.758 0.594 0.411 0.300 0.237 0.202 0.185
Etilasetat | 0.724 0.422 0.127 0.109 0.085 0.078 0.074
Dietileter | 0.903 0.663 0.483 0.424 0.402 0.383 0.377
n-Hekzan | 0.963 0.340 0.229 0.224 0.223 0.218 0.208
BHA 0.903 0.903 0.898 0.896 0.886 0.884 0.882

*Sonuclar ortalama + standart sapma olarak verilmistir (n = 3).
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Sekil 4. 12. C. creticum ekstrelerinin f-karoten linoleik asit emiilsiyon sisteminde, linoleik asit
asit oksidasyonuna inhibisyon etkisi

Tablo 4. 8. C. creticum ekstrelerinin B-karoten linoleik asit emiilsiyon sisteminde, oksidasyon
hizina % inhibisyon etkisi

Inkiibasyon Siiresi

Ekstraktlar | 30 dak. | 60 dak. | 90 dak. | 120 dak. | 150 dak. | 180 dak.
Metanol 50.00 30.46 16.12 8.27 3.97 3.97
Etilasetat 33.91 -1.65 0.00 0.00 0.00 0.00
Dietileter 34.96 15.15 13.35 12.87 11.15 10.65
n-Hekzan 1.32 -1.22 -1.01 0.00 0.00 0.00
BHA 102.44 | 101.17 | 102.34 101.75 101.16 101.16
Tokoferol 85.98 85.98 91.81 89.47 87.21 84.88

C. creticum ekstrelerinin linolieik asit ve PB-karotenin oksidasyon hizina ve renk
agarmasina kars1 en yiiksek inhibisyon etkisinin metanol ve dietil eter ekstrelerinde oldugu buna
karsilik n-hekzan ekstrelerinin aktivite gdstermedigi goriilmektedir. Etil asetat ekstrelerinde ilk

30 dakikada gozlenen inhibisyon etkisi 180 dakikalik inkiibasyon siiresince gdzlenememistir

(Tablo 4.8).

4.1.3.5. C. creticum Ekstrelerinde Bakar (IT) indirgeme Giicii (KUPRAC)

Yontem, Cu (II) kloriir ¢ozeltisi, neokuproin ¢ozeltisi ve amonyum asetat (pH=7
tamponu) ¢ozeltilerinin, antioksidan ¢ozeltisinin ilave edilmesi ve bunu takip eden 30 dakika
sonunda, i¢erisinde antioksidan bulunmayan referansa kars1 450 nm’de absorbans degerlerinin

Olglilmesi esasmna dayanmaktadir. Kuprak yonteminde standart egri icin etanolde
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¢Ozilindiiriilerek  hazirlanan troloks

¢ozeltilerinin  hazirlanisinda  hacim-konsantrasyon-

absorbans degerleri degerlerine iliskin bulgular Tablo 4.9’de verilmistir. Kalibrasyon

egrilerinden elde edilen grafik denkleminden C. creticum ekstratlarinin aktiviteleri Troloks

esdeger olarak hesaplanmistir (Tablo 4.9; Sekil 4.13). Elde edilen grafigin denklemi y =
17604x- 0,1075 olarak bulunmustur.
(KUPRAK aktiviteleri) standart egriden elde edilen asagidaki esitlikten hesaplanarak olarak

mM Troloks g? ekstrat olarak hesaplanmustir (Sekil 4.13).

C. creticum ekstraktlarmin bakir indirgeme giicii

Absorbans (.: 450 nm) = 17604 Trolox (Molar) — 0,1075 (R?: 0.988)

(4.5.)

Tablo 4. 9. Standart egri igin Troloksun hacim-konsantrasyon-absorbans degerleri ve dogru

denklemi
C1 C1 Alinan hacim C2 C2 Reaksiy | Absorbans
(STOK) | (STOK) | (Trolox ¢6z.) on
hacmi (1 450 nm)

1 mg/mL Molar V1 (uL) mg Trolox/mL Molar V2 (uL)

1 0.004 6.25 3.04878E-06 1.21951E-05 2050 0.117

1 0.004 12.5 6.09756E-06 2.43902E-05 2050 0.358

1 0.004 25 1.21951E-05 4.87805E-05 2050 0.785

1 0.004 50 2.43902E-05 9.7561E-05 2050 1.428

1 0.004 75 3.65854E-05 0.000146341 2050 2.573

1 0.004 100 4.87805E-05 0.000195122 2050 2.783

1 0.004 125 6.09756E-05 0.000243902 2050 2.783

1 0.004 200 9.7561E-05 0.000390244 2050 2.783

1 0.004 250 0.000121951 0.000487805 2050 2.783

ABS (450 nm)

o
wv

0

=
(%] N
L L

[uy
L

y=17604x-0,1075
R?=0,988

0  0,00002 0,000040,000060,00008 0,0001 0,000120,00014 0,00016

TROLOX (M)

Sekil 4. 13. Troloks i¢cin KUPRAK standart caligma grafigi

C. creticum ekstrelerinin konsantrasyonlara bagli kuprik iyon indirgeme kapasiteleri
Tablo 4.10 ve Sekil 4.14°de gosterilmistir.
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Tablo 4. 10. C. creticum ekstrelerinin konsantrasyona bagli Kuprik iyon indirgeme kapasiteleri
(mM Troloks g ekstrat™)

KUPRAK aktivitesi (mM Troloks g ekstrat™)
Ekstre
Metanol 3.74 £0.09
Etilasetat 3.82+0.02
Dietileter 1.70 £ 0.16
n-Hekzan 1.56 £0.01

*Sonuglar ortalama + standart sapma olarak verilmistir (n = 3).

Sekil 4.14°de goriildiigi gibi C. creticum ekstrelerinde konsantrasyona bagli 6nemli
diizeyde aktivite artis1 bulunmaktadir. En yiiksek aktivite etilasetat ekstresinde (4.77 pug mL™)
bulunurken, en diisiik aktivite n-hekzan (0.06 pg mL™) ekstresinde belirlenmistir. Metanol
ekstresinin kuprik iyon indirgeme kapasitesinin, diger antioksidan aktivite yontemlerinden

farkli olarak etilasetat ekstresinden diisiik oldugu goriilmektedir.

1

Metanol Etilasetat Dietileter Dietileter

= ~ w E
e ow s

KUPRAK aktivitesi {mM Troloks g
ekstrat!)

e
n

o

Ekstre

Sekil 4. 14. C. creticum ekstrelerinin konsantrasyona bagli Kuprik iyon indirgeme kapasiteleri

Sekilden 4.14°de goriildiigii tizere C. creticum ekstreleri igerisinde etilasetat ekstresi en
yiiksek kuprik iyon indirgeme kapasitesine sahip iken, onu sirasiyla metanol, dietileter ve n-

hekzan ekstreleri izlemistir.
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4.1.3.6. C. creticum Ekstrelerinde Siiperoksit Anyon Radikali Giderim Aktivitesi

C. creticum ekstrelerinde siiperoksit anyon radikali giderim aktivitesi belirlemede,
askorbik asit kontrol olarak almmis ve ekstraktlarin aktiviteleri BHA standardina karsi
kiyaslanarak % inhibisyon diizeyi olarak hesaplanmustir (Sekil 4.15). ilgili sekil ve tabloda da
gorildigli gibi dietileter ekstresinde en yiiksek aktivite saptanmis olup, 1 mg/mL
konsantrasyonda %76 diizeyinde inhibisyon etkisi gostermistir. Onu % 59.38 aktiviteyle
metanol ekstresi izlemis ve daha sonra etilasetat ekstresinin % 50.5 inhibisyon aktivitesine
sahip oldugu bulunmustur. Etilasetat ekstresinde 100 ve 200 pg/mL konsantrasyonlarda aktivite
belirlenmemis ancak, 500 pg/mlL’de saptanmistir. Hekzan ekstresinde siiperoksit anyon radikali

giderim aktivitesi ise ¢alisilan konsantrasyonlarda belirlenememistir (Tablo 4.11; Sekil 4.15).

90 4

80 ff‘—;-}‘
70

60

== Diklorometan

50 4
Etilasetat

40 _~ /
- e Hekzan
30 " o

b
.\..-""'—— ——Biitanol
20

i BHA
o ] ‘_,_‘__,/
o] T v

100pg/ml 200 pg/ml 500 pg/ml 1000 pg/ml
Ekstrat Konsantrasyonu

% Inhibiisyon

Sekil 4. 15. C. creticum ekstrelerinin Siiperoksit anyon radikali giderim aktivitesi

Tablo 4. 11. C. creticum ekstrelerinin % siiperoksit inhibisyon kapasiteleri

Ekstrat konsantrasyonu

Ekstre

100 pg/mL 200 pg/mL | 500 pg/mL | 1000 pg/mL
Metanol 13.25 16.92 31.16 59.38
Etil Asetat nd nd 17.51 50.5
Dietil Eter 13.68 30.30 70.31 76
n-Hekzan nd nd nd nd
BHA 29.03 45.64 83.03 82.57

*Sonuclar ortalama + standart sapma olarak verilmistir (n = 3).
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4.1.4. C. creticum Bitkisinin Ham Ekstrelerinde Biyolojik Aktivite Tayini Sonuclarinin

Degerlendirilmesi

C. creticum bitkisinin fenolik madde igerigi en yiiksek metanol ekstresinde ve 99.33 ug
CAT mg ekstrakt? olarak bulunmustur. Toplam flavonoid madde igerigi a¢isindan sadece
metanol ve dietileter igerigi sonug verirken en yiiksek degerler metanolde (20.35 pg CAT mg
ekstrakt 1) belirlenmistir. DPPH radikal giderim aktivitesine iliskin ECso degeri en diisiik
metanol ekstresinde bulunarak 1.69 mg mL™? degeri ile en yiiksek aktiviteyi gdstermistir.
Benzer sekilde metanol ekstresi 0.932 pg Trolox esdegeri mg ekstrakt™ en yiiksek ABTSs*
radikali giderme aktivitesine sahip bulunurken, 2711.02 pmol Fe?*/g ekstrat aktivite degeri ile
en yiiksek FRAP (Ferrik iyon indirgeme kapasitesi) aktivitesine sahip bulunmustur ve f-
Karoten renk giderim inhibisyon aktivitesi en yiiksek metanol ektresindedir. Kuprik iyon
indirgeme kapasitesi a¢isindan diisiik konsantrasyonlarda metanol ekstresi daha yiiksek aktivite
gosterirken, yiiksek konsantrasyonda etilasetat ekstresi ile benzer sonu¢ vermistir (sirasiyla;
4.63 ve 4.77 mg trolox mg ekstrakt™). Fakat C. creticum ekstrelerinde Siiperoksit anyon radikali
giderim aktivitesi en yiiksek dietileter ekstresinde (%76) oldugu ve metanol ekstresinin ikinci

sirada geldigi gortilmektedir.
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4.2. C. creticum Bitkisinin Metanol Ekstresinden izole Edilen Bilesikler
4.2.1. AIkil Fenoller (Alkil Katesoller) ve Tiirevleri
4.2.1.1. 1 Numarah Bilesik (CM-13-1-1-2): 4-(4',4'-dimetil-2"-vinil-desil) benzen-1,2-diol

Sekil 4. 16. (4',4'-dimetil-2'-vinil-desil) benzen-1,2-diol yapis1

1 numarali bilesik; beyaz renkli kat1 halde olup TLC plakasinda 254 nm UV 1sik altinda
goriinmemis, 366 nm UV 151k altinda mor renkli olarak goriinmiistiir. Ik nce NH3 buharyla
muammele edilmis, ardindan NA belirteci piiskiirtiilmiis ve 366 nm 151k altinda mor renginde

degisme gortinmemistir. TLC ¢6ziicii sistemi olarak CHClz:MeOH (3:1) kullanilmastir.

IH NMR spektrumunda (CDCls, & (ppm), 500 MHz, Sekil 4.19; Sekil 4.20) bilesigin
7.46 ppm’de (1H, d, J= 8.6 Hz) H-6"nin H-5 ile orto etkilesimi; 7.28 ppm’de (1H, t, J= 2.1 Hz)
H-3’tin H-5 ile meta etkilesimi ve 7.06 ppm’de (1H, dd, J= 2.5, 8.6 Hz) H-5’in H-6 ile orto
etkilesimi ve H-3 ile meta etkilesimi gozlenmistir. Bu durum 1,2,4 tri siibstitiie aromatik
halkanmn varligin1 géstermistir. Ayrica 4.92 (1H, ddd, J= 1.6, 3.6, 17.1 Hz, Hy-14") ve 4.86
ppm’de (1H, ddd, J=1.04, 3.1, 10.1 Hz, Ha-14") gbzlenen ddd pikleri ile 5.74 ppm’de (1H, ddd,
J=17.1, 10.3, 6.7 Hz, H-13") gbzlenen ddd piki, CH,=CH- (vinil) grubunun kanit1 olmustur.
Bunun yaninda 1.26 ppm’deki (6H, s, H-11' ve H-12") singlet ile 1.14-1.63 ppm arasmdaki

multiplet pik grubu da benzen halkasma bagli olan alkil grubunun varhigimnmi géstermektedir.

13C NMR, APT ve HSQC spektrumunda (CDCls, § (ppm), 500 MHz, Sekil 4.21; Sekil
4.22; Sekil 4.23; Sekil 4.24; Sekil 4.25; Sekil 4.26; Sekil 4.27; Sekil 4.28) 1 numarali bilesigin
138.58 ppm (C-4), 124.50 ppm (C-5), 124.02 ppm (C-3), 119.15 ppm’de (C-6) aromatik karbon
gozlenirken; 147.72 ppm (C-1) ve 147.67 ppm’de (C-2) ise oksijene bagli iki aromatik karbon
gozlenmistir. Vinil grubunun karbonlar1 139.34 ppm (C-13") ve 114.11 ppm’de (C-14")
belirlenirken, sp® hibritlesmesi yapmis 12 karbon 14.16-37.34 ppm araliginda tespit edilmistir.
APT spektrumuna bakildiginda bunu destekleyici bilgi vermis olup 14.16-37.34 ppm
araliginda; 3 metil karbonu [30.24 (C-117/12"), 14.16 (C-10"], 1 metin karbonu [31.48 (C-2],
1 kuarterner karbonu [37.34 (C-4)], 7 metilen karbonu [34.92 (C-1"), 33.87 (C-3'), 31.97, 29.74,
29.56, 29.41, 22.74 (C-5'/6'/7'18'/9")] gozlenmistir.
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'H-1H COSY spektrumunda (CDCls, § (ppm), 500 MHz, Sekil 4.29) aromatik halkada
bulunan 7.06 ppm’deki (1H, dd, J= 2.5, 8.6 Hz) H-5 protonunun, 7.46 ppm’deki (1H, d, J= 8.6
Hz) H-6 protonuyla ve 7.28 ppm’deki (1H, t, J= 2.1 Hz) H-3 protonunun 7.46 ppm’deki (1H,
d, J= 8.6 Hz) H-6 protonuyla etkilestigi goriilmiistiir. Ayrica 5.74 ppm’deki (1H, ddd, J= 17.1,
10.3, 6.7 Hz, H-13") vinilik metin protonu H-13' *niin 4.86 ppm’deki (1H, ddd, J=1.04, 3.1,
10.1 Hz) Hs-14" ve 4.92 ppm’deki (1H, ddd, J=1.6, 3.6, 17.1 Hz) Hp-14"ile 1.96 ppm’deki (1H,
g, J= 6.8 Hz) H-2' protonlar1 ile etkilesimi kanitlanmistir. Bununla birlikte 0.5-2.27 ppm

araliginda da birbirine komsu metil, metilen, metin protonlarinin etkilesimi de goriilmektedir.

1 numarali bilesigin HMBC spektrumuna (CDCls, 6 (ppm), 500 MHz, Sekil 4.30; Sekil
4.31; Sekil 4.32; Sekil 4.33; Sekil 4.34) bakildiginda 2.27 ppm’ddeki H-1' protonunun 147.67
ppm’deki C-2 karbonuyla, 139.34 ppm’deki C-13' karbonuyla, 124.50 ppm’deki C-5
karbonuyla, 124.02 ppm’deki C-3 karbonuyla ve 114.11 ppm’deki C-14' karbonuyla etkilesimi
gbzlenmistir. Bu etkilesimler de alkil grubunun 4 konumunda fenol halkasina bagl oldugunu
gostermektedir. Ayrica 5.74 ppm’deki H-13" protonunun 138.58 ppm’deki C-4 karbonuyla
etkilesimi tespit edilmistir. Aromatik protonlar H-3 ve H-5in; 34.92 ppm’deki C-1' karbonuyla
etkilesimi de HMBC spektrumunda tespit edilirken, H-11' ve H-12' protonlarinin 139.14
ppm’deki C-13' karbonuyla etklesimi gozlenmistir. 1 numarali bilesigin diger HMBC
etkilesimleri Sekil 4.17°de gozlenmistir.

Sekil 4. 17. 1 Numaral bilesigin HMBC etkilesimleri

LC-MSMS cihaziyla alinan kiitle spektumunda (Sekil 4.35; Sekil 4.36) molekiiler iyon
piki m/z 304 [M]* (%17) vererek, bilesigin C2oH320. kapali formiiliine sahip oldugunu
gOstermistir. Bilesigin parg¢alanma triinlerinden m/z 268 (%100) iyon piki [M-2xH20]",
molekiildeki iki hidroksil grubunun varliginin kanitidir. Bunun yaninda m/z 220 (%46) piki
[(M+1)-CeH13]" molekiildeki hekzil grubu varhigini; m/z 270 (%83) piki [(M+Na)-CsHog)]*
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molekiildeki biitil grubu varligin1 ve m/z 132 (%32) piki [(M+Na)-Ci4H27)]" fenolik bilesikten
14 karbonlu alkil zincirinin ayriligin1 gostermistir. 1 numarali bilesigin kiitle spektrumunda

gbzlenen boliinmeler sekil 4.18’da gosterilmistir.

nz 195 —-—y

10

Sekil 4. 18. 1 numarali bilesigin kiitle spektrumunda gdzlenen boliinmeler

Tim spektroskopik veriler ve yapilan literatiir ¢aligmalar1 sonucunda 1 numarali
bilesigin yapismin; 4-(4',4-dimetil-2'-vinil-desil) benzen-1,2-diol oldugunu gostermistir
(Kitahara ve Kanda 1975, Juch ve Riiedi 1997, Pauli ve ark. 1998, Suzuki vb. 1998, Feresin vb.
2003, Tyman ve Mehet 2003, Mastelic ve ark. 2004, Lu ve ark. 2006, Saito vb. 2007,
Arumugam vb. 2010, Li ve ark. 2011, Zidorn 2016, Gaca ve ark. 2017, Megawati ve Darmawan
2017). Bu bilesik C. creticum bitkisinden ilk defa izole edilen bir bilesiktir.
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Sekil 4. 19. 1 Numarali bilesigin *H NMR spektrumu
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Sekil 4. 21. 1 Numarali bilesigin APT spektrumu (CDCls)
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Sekil 4. 24. 1 Numarali bilesigin HSQC spektrumu
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Sekil 4. 25. 1 Numarali bilesigin HSQC spektrumu
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Sekil 4. 26. 1 Numarali bilesigin HSQC spektrumu

70



(wdd) 1y

£014

Sty
1

oS’y S5
L 1

09°'¢
1

S9'¢
L

oLy

I

Sy
1

(wdd) 3
08'r  SEb
L

1

06

S6'

00°S

1

sos
A

or's
A

st's

ors
I

sT's
L

w

|.%

i

Sekil 4. 27. 1 Numarali bilesigin HSQC spektrumu
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Sekil 4.

28. 1 Numarali bilesigin HSQC spektrumu

72

0.2

0.4

T
0.8

1.0

T
12

T
16

20

-
24

T
2.6



Sekil 4.

—

es o0

35 3 23

.0
12 (ppm)

63 6 335 0

29. 1 Numarali bilesigin *H-'H COSY spektrumu

73

\
-\
~ L
%
| B |

15 1.0

20

45

»

75



+110
+115
+120
~125

+130

145

*150

+160
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Sekil 4. 32. 1 Numarali bilesigin HMBC spektrumu
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4.2.1.2. 2 Numarah Bilesik (CM-12-2-1): 2-O-a-D-glukopiranozil-4-(4',4'-dimetil-2'-
vinil-desil) fenol

Sekil 4. 37. 2-O-a-D-glukopiranozil-4-(4',4'-dimetil-2'-vinil-desil) fenol yapisi

2 numarali bilesik sar1 renkli kat1 halde olup, TLC plakasinda 254 nm UV 1s1k altinda
goriinmemis, 366 nm UV 151k altinda mor renkli olarak goriinmiistiir. Ik nce NH3 buharyla
muammele edilmis, ardindan NA belirteci puskiirtiilmiis ve 366 nm 151k altinda mor renginde

degisme goriinmemistir. TLC ¢oziicii sistemi olarak CHClz: MeOH (10:0.5) kullanilmastr.

'H NMR spektrumunda (CDCls, 6 (ppm), 500 MHz, Sekil 4.39; Sekil 4.40) bilesigin
7.46 ppm’de (1H, d, J= 8.6 Hz) H-6"nin H-5 ile orto etkilesimi; 7.28 ppm’de (1H, t, J= 2.1 Hz)
H-3’tin H-5 ile meta etkilesimi ve 7.06 ppm’de (1H, dd, J= 2.5, 8.6 Hz) H-5’in H-6 ile orto
etkilesimi ve H-5’in H-3 ile meta etkilesimi gézlenmistir. Bu durum 1,2,4 tri siibstitiie aromatik
halkanm varligin1 géstermistir. Ayrica 4.90 (1H, ddd, J= 1.6, 3.6, 17.1 Hz, Hy-14") ve 4.86
ppm’de (1H, ddd, J=1.04, 3.1, 10.1 Hz, Ha-14") g6zlenen pikler ile 5.75 ppm’de (1H, ddd, J=
17.1, 10.3, 6.7 Hz, H-13") gbzlenen pik; CH>=CH- (vinil) grubunun varligmi kanitlamustir.
Bunun yaninda 1.26 ppm’deki (6H, s, H-11' ve H-12") singlet ile 1.2-1.50 ppm arasindaki
multiplet pik grubu da benzen halkasina bagli olan alkil grubunun varligin1 gostermektedir. Bu
bilesikte 1 numarali bilesikten (CM-13-1-1-2) farkli olarak, 3.5-4.61 arasinda seker protonlari
gozlenmistir. Anomerik proton H-1", proton spektrumunda 4.61 (1H, brs) ppm’de

belirlenmistir.

2 numarali bilesigin *C NMR, APT ve HSQC spektrumunda (CDCls, 6 (ppm),
500 MHz, Sekil 4.41; Sekil 4.42; Sekil 4.43; Sekil 4.44) 138.50 ppm’de (C-4), 124.50 ppm’de
(C-5), 124.02 ppm’de (C-3), 119.15 ppm’de (C-6) aromatik karbonlar1 gézlenirken; 147.66
ppm (C-1) ve 147.13 ppm’de (C-2) ise oksijene bagl iki aromatik karbon gozlenmistir. Vinil
grubunun karbonlar1 139.33 ppm (C-13) ve 114.11 ppm’de (C-14") belirlenirken, sp?
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hibritlesmesi yapmis 12 karbon (CH3/CH2/CH) 4.15-37.47 ppm araliginda tespit edilmistir.
APT spektrumuna bakildiginda bunu destekleyici bilgi vermis olup, 14.15-37.47 ppm
araliginda; 3 metil karbonu [30.24 (C-11/12"), 14.15 (C-10], 1 metin karbonu [31.47 (C-2],
1 kuarterner karbonu [37.47 (C-4")], 7 metilen karbonu [34.91 (C-1), 33.86 (C-3), 31.97, 29.74,
29.41, 26.75, 22.74 (C-5'6'/7'18/9")] gbzlenmistir. 2 numarali bilesigin anomerik karbonu,
106.63 ppm’de gdzlenmistir.

H-'H COSY spektrumunda (CDCls, § (ppm), 500 MHz, Sekil 4.45; Sekil 4.46)
aromatik halkada bulunan 7.06 ppm’deki (1H, dd, J= 2.5, 8.6 Hz) H-5 protonunun, 7.46
ppm’deki (1H, d, J= 8.6 Hz) H-6 protonuyla ve 7.28 ppm’deki (1H, t, J= 2.1 Hz) H-3
protonunun 7.06 ppm’deki (1H, dd, J= 2.5, 8.6 Hz) H-5 protonuyla etkilestigi goriilmiistiir.
Ayrica 5.75 ppm’deki (1H, ddd, J=17.1, 10.3, 6.7 Hz) vinilik metin protonu H-13" "niin 4.86
ppm’deki (1H, ddd, J=1.04, 3.1, 10.1 Hz) Ha-14' ve 4.90 ppm’deki (1H, ddd, J= 1.6, 3.6, 17.1
Hz) Hp-14' ve 1.96 ppm’deki (1H, g, J= 6.8 Hz) H-2' protonlar ile etkilesimi kanitlanmistir.
Bununla birlikte 0.81-2.27 ppm araliginda da birbirine komsu metil, metilen, metin
protonlarinin etkilesimi de goriilmektedir. 3.5-4.61 ppm araliginda, seker protonlarinin

etkilesimi de COSY spektrumunda gézlenmistir.

2 numarali bilesigin HMBC spektrumuna (CDCl3, 6 (ppm), 500 MHz, Sekil 4.47; Sekil
4.48; Sekil 4.49) bakildiginda 2.27 ppm’ddeki H-1' protonunun 147.13 ppm’deki C-2
karbonuyla, 139.33 ppm’deki C-13" karbonuyla, 124.50 ppm’deki C-5 karbonuyla, 124.02
ppm’deki C-3 karbonuyla ve 114.11 ppm’deki C-14' karbonuyla etkilesimi gézlenmistir. Bu
etkilesimler, alkil grubunun 4 konumunda fenol halkasma bagli oldugunu gdéstermektedir.
Ayrica 5.75 ppm’deki H-13" protonunun 138.50 ppm’deki C-4 karbonuyla etkilesimi tespit
edilmistir. Bununla birlikte 7.28 ppm’deki H-3 protonunun anomerik karbonla (106.63 ppm)
etkilesiminin gézlenmesi, sekerin 2-O-glukozit bag1 yaptigin1 kanitlamaktadir. 4.61 ppm’deki
anomerik protonun 147.66 ppm’deki (C-1), 147.13 ppm’deki (C-2) ve 124.02 ppm’deki (C-3)
karbonuyla etkilesimi de sekerin aromatik halkaya 2 konumunda bagl oldugunu gdstermistir.
2 numarali bilesigin diger HMBC etkilesimleri Sekil 4.47; Sekil 4.48; Sekil 4.49°de

gozlenmistir.

Bilesigin ESI-MS spektrumunda (Sekil 4.50) m/z 466 [M+1]" (%100) pikinin
gozlenmesi bilesigin kapali formiiliiniin C26H4207 oldugunu gostermistir. Molekiildeki diger
par¢alanma triinlerine bakildiginda m/z 272 (%28) piki [(M+1)-C14H27]" molekiildeki yan
zincirin varligini; m/z 304 (%21) piki [(M+1)- CeH110s]" ise molekiildeki hekzos sekerin
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varhigmi kanitlamistir. 2 numaral bilesigin kiitle spektrumunda gozlenen boliinmeler Sekil

4.38’ da gosterilmistir.

ez 413

Sekil 4. 38. 2 numarali bilesigin kiitle spektrumunda gdzlenen boliinmeler

Tim spektroskopik veriler ve literatiir ¢alismalari, maddesinin yapisinin 2-O-a-D-
glukopiranozil-4-(4',4'-dimetil-2'-vinil-desil) fenol oldugunu ispatlamistir (Ozawa ve Takino
1979, Nonaka ve ark. 1982, Schuster ve ark. 1986, Agrawal 1992, Juch ve Riiedi 1997, Kim ve
ark. 1999, Plock ve ark. 2001, Takara ve ark. 2002, Parejo ve ark. 2004, Zhang ve ark. 2009,
Cherchar ve ark. 2018). Bu bilesik C. creticum bitkisinden ilk defa izole edilen bir bilesiktir.
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Sekil 4. 39. 2 Numarali bilesigin *H NMR spektrumu
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Sekil 4.

40. 2 Numarali bilesigin *H NMR spektrumu
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Sekil 4. 41. 2 Numarali bilesigin APT spektrumu (CDCls)
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Sekil 4. 44. 2 Numarali bilesigin HSQC spektrumu
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Sekil 4. 45. 2 Numarali bilesigin *H-'H COSY spektrumu
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Sekil 4. 46. 2 Numarali bilesigin H-'H COSY spektrumu
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Sekil 4.

47. 2 Numarali bilesigin HMBC spektrumu
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Sekil 4. 48. 2 Numarali bilesigin HMBC spektrumu
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Sekil 4. 50. 2 Numarali bilesigin ESI-MS spektrumu
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4.2.1.3. 3 Numarah Bilesik (CM-12-4-1): 2-O-a-D-arabinofuranosil-4-(4',4'-dimetil-2'-

vinil-desil) fenol

Sekil 4. 51. 2-O-a-D-arabinofuranosil-4-(4',4'-dimetil-2'-vinil-desil) fenol

3 numarali bilesik; beyaz renkli kat1 halde olup TLC plakasinda 254 nm UV 1sik altinda
kahve renkli, 366 nm UV 1sik altinda mor renkli olarak gdriinmiistiir. Ilk 6nce NH3 buhariyla
muammele edilmis, ardindan NA belirteci piiskiirtiilmiis ve 366 nm 151k altinda mor renginde

degisme goriilmemistir. TLC ¢6ziicii sistemi olarak CHCls: MeOH (10:0.5) kullanilmistir.

'H NMR spektrumunda (CDCls, 6 (ppm), 500 MHz, Sekil 4.53) bilesigin 7.46 ppm’de
(1H, d, J= 8.6 Hz) H-6"nin H-5 ile orto etkilesimi; 7.28 ppm’de (1H, t, J= 2.1 Hz) H-3’tin H-5
ile meta etkilesimi ile 7.06 ppm’de (1H, dd, J= 2.5, 8.6 Hz) H-5’in H-6 ile orto etkilesimi ve
H-5’in H-3 ile meta etkilesimi gézlenmistir. Bu durum 1,2,4 tri siibstitliie aromatik halkanin
varhigin1 gostermistir. Ayrica 4.93 (1H, ddd, J=1.6, 3.6, 17.1 Hz, Hp-14") ve 4.85 ppm’de (1H,
ddd, J=1.04, 3.1, 10.1 Hz, Ha-14") g6zlenen pikler ile 5.74 ppm’de (1H, ddd, J=17.1, 10.3, 6.7
Hz, H-13") gozlenen pik; CH2=CH- (vinil) grubunun varhigmi kanitlamistir. Bunun yaninda
1.26 ppm’deki (6H, s, H-11" ve H-12") singlet ile 1.2-1.7 ppm arasindaki multiplet pik grubu da
benzen halkasina bagh olan alkil grubunun varligini gostermistir. 3 numarali bilesikte 2
numarali bilesige benzer olarak, 4.61 ppm’de (brs, H-1") anomerik proton gozlenirken 3.24-
3.67 ppm (H-2"3"4"5") araliginda da 5 seker proton gozlenmistir. Yapilan literatiir
arastirmasina gore seker yapisinin arabinoz oldugu gozlenmistir (Agrawal 1992, Ritchie vb.,
1974).

13C NMR, APT ve HSQC spektrumunda (CD3sOD, 6 (ppm), 500 MHz, Sekil 4.54; Sekil
4.55) 3 numarali bilesigin, 142.55 ppm’de (C-4), 128.50 ppm’de (C-5), 127.90 ppm’de (C-3),
122.88 ppm’de (C-6) aromatik karbonlar1 gézlenirken; 151.40 ppm (C-1) ve 151.29 ppm’de
(C-2) ise oksijene bagl iki aromatik karbon gozlenmistir. Vinil grubunun karbonlar1 143.20
ppm (C-13") ve 117.90 ppm’de (C-14") belirlenirken, sp® hibritlesmesi yapmis 12 karbon
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(CH3/CH2/CH) 17.92-38.77 ppm araliginda tespit edilmistir. APT spektrumuna bakildiginda
bunu destekleyici bilgi vermis olup, 17.92-38.77 ppm araliginda; 3 metil karbonu [35.27 (C-
11'/12"), 17.92 (C-10"], 1 metin karbonu [34.06 (C-2"], 1 kuarterner karbonu [38.77 (C-4], 7
metilen karbonu [37.60 (C-1), 35.82 (C-3'), 33.58, 33.25, 30.59, 27.06, 26.57 (C-5'/6'/7'18'/9")]

gozlenmistir. 3 numarali bilesigin anomerik karbonu, 111.11 ppm’de gozlenmistir.

H-'H COSY spektrumunda (CDCls, § (ppm), 500 MHz, Sekil 4.56; Sekil 4.57)
aromatik halkada bulunan 7.06 ppm’deki (1H, dd, J= 2.5, 8.6 Hz) H-5 protonunun, 7.46
ppm’deki (1H, d, J= 8.6 Hz) H-6 protonuyla ve 7.28 ppm’deki (1H, t, J=2.1 Hz) H-3 protonuyla
etkilestigi gortilmiistiir. Ayrica 5.74 ppm’deki (1H, ddd, J= 17.1, 10.3, 6.7 Hz) vinilik metin
protonu H-13' ’iin 4.85 ppm’deki (1H, ddd, J=1.04, 3.1, 10.1 Hz) Ha-14', 4.93 ppm’deki (1H,
ddd, J= 1.6, 3.6, 17.1 Hz) Hp-14" ile 1.96 ppm’deki (1H, g, J= 6.8 Hz) H-2' protonlar1 ile
etkilesimi kanitlanmistir. Bununla birlikte 0.5-2.27 ppm araliginda da birbirine komsu metil,
metilen, metin protonlarmin etkilesimi de goriilmektedir. 3.24-4.61 araligindaki seker

protonlarmin etkilesimi de COSY spektrumunda gézlenmistir.

3 numarali bilesigin HMBC spektrumuna (CDCls, ¢ (ppm), 500 MHz, Sekil 4.58)
bakildiginda 2.27 ppm’ddeki H-1' protonunun 151.29 ppm’deki C-2 karbonuyla, 143.20
ppm’deki C-13' karbonuyla, 128.5 ppm’deki C-5 karbonuyla, 127.90 ppm’deki C-3 karbonuyla
ve 117.90 ppm’deki C-14' karbonuyla etkilesimi gozlenmistir. Bu etkilesimler de alkil
grubunun 4 konumunda fenol halkasma bagl oldugunu géstermektedir. Ayrica 5.74 ppm’deki
H-13' protonunun 142.55 ppm’deki C-4 karbonuyla etkilesimi tespit edilmistir. Bunun yani sira
7.28 ppm’deki H-3 ve 7.46 ppm’deki (H-6) anomerik karbonla (111.11 ppm) etkilesiminin
gbzlenmesi; sekerin 2-O-arabinofuranozit bagi yaptigini kanitlamaktadir. Ayrica 4.61 (H-1")
ppm’deki protonunun, 151.40 (C-1) ppm ve 127.90 (C-3) ppm karbonlariyla etkilesimi de
sekerin aromatik halkaya, 2 konumundan bagli oldugunu gostermistir. Molekiildeki diger

etkilesimler asagidaki Sekil 4.58°da verilmistir.

Bilesigin ESI spektumunda (Sekil 4.59) molekiiler iyon piki m/z 436 [M+1]" (%2100)
pikinin gézlenmesi bilesigin kapali formiiliiniin C25H4006 oldugunu gostermistir. Molekiildeki
onemli pargalanma tiriinleri arasinda, m/z 418 (%54) pikinin [M-H20]" gozlenmesi yapidaki bir
hidroksil grubunun varligini gosterirken; spektrumdaki m/z 133 (%25) piki [CsH9O4]" pentoz
seker varligin1 ve m/z 254 (%50) piki [(M-1)-C13H2s]" bilesikteki yan zincir kopmasini ve 2-
O-seker bagli benzilik yapmnin varligini kanitlamistir. 3 numaral bilesigin kiitle spektrumunda

gozlenen boliinmeler Sekil 4.52°de gosterilmistir.
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Sekil 4. 52. 3 numarali bilesigin kiitle spektrumunda gozlenen boliinmeler

Tim bu spektroskopik veriler ve yapilan literatiir calismalar1 sonucunda 3 numarah
bilesigin yapisinin; 2-O-a-D-arabinofuranosil-4-(4',4'-dimetil-2'-vinil-desil) fenol oldugu tayin
edilmistir (Ritchie vb. 1974, Tam ve ark. 1979, Schuster ve ark. 1986, Agrawal 1992, Juch ve
Riiedi 1997, Kim ve ark. 1999, Plock ve ark. 2001, Takara ve ark. 2002, Parejo ve ark. 2004,
Zhang ve ark. 2009, Zhang ve ark. 2013). Bu bilesik C. creticum bitkisinden ilk defa izole
edilen bir bilesiktir.
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4.2.1.4. 4 Numarah Bilesik (CM-13-4-1): 2-hidroksi-4-(4',4'-dimetil-2'-vinil-desil)- fenil-
2'",3" 4" -trihidroksi biitanoat

Sekil 4. 60. 2-hidroksi-4-(4',4'-dimetil-2'-vinil-desil)- fenil-2",3",4"-trihidroksi biitanoat yapis1
4 numarali bilesik; beyaz renkli kat1 halde olup TLC plakasinda 254 nm UV 151k altinda

mavi renkli, 366 nm UV 1sik altinda mavi renkli olarak gdriilmiistiir. Ilk dnce NH3 buhariyla

muammele edilmis, ardindan NA belirteci pliskiirtiilmiis ve 366 nm 151k altinda mavi renginde

degisme goriilmemistir. TLC ¢oziicii sistemi olarak CHClz: MeOH (15:0.5) kullanilmistir.

'H NMR spektrumunda (CDCls, 6 (ppm), 500 MHz, Sekil 4.63) bilesigin 7.45 ppm’de
(1H, d, J= 8.6 Hz) H-6"nin H-5 ile orto etkilesimi; 7.28 ppm’de (1H, t, J= 2.1 Hz) H-3"{in H-5
ile meta etkilesimi ve 7.05 ppm’de (1H, dd, J= 2.5, 8.6 Hz) H-5’in H-6 ile orto etkilesimi ve
H-3 ile meta etkilesimi gozlenmistir. Bu durum 1,2,4 tri siibstitiie aromatik halkanin
gostergesidir. Ayrica 4.92 (1H, ddd, J= 1.6, 3.6, 17.1 Hz, Hyx-14") ve 4.86 ppm’de (1H, ddd,
J=1.04, 3.1, 10.1 Hz, H.-14") g6zlenen pikler ile 5.74 ppm’de (1H, ddd, J= 17.1, 10.3, 6.7 Hz,
H-13") gozlenen pik; CH2=CH- (vinil) grubunun kanit1 olmustur. Bunun yaninda 1.26 ppm’deki
(6H, s, H-11" ve H-12") singlet ile 1.2-1.63 ppm arasimdaki metilen grubu da benzen halkasina
bagli olan alkil grubunun varligini1 gostermektedir. Ayrica 4 numaral bilesigin proton NMR
spektrumunda, 3.86 ppm’de (1H, d, J= 2.7, H-2") ve 3.48 ppm’de (1H, dt, J= 2.8, 8.2, H-3"),
oksijene bagli metin protonlar1 gézlenirken, 3.57 (2H, m, H-4") ppm’de oksi metin protonlari

tespit edilmistir.

13C NMR, APT ve HSQC spektrumunda (CDCls, § (ppm), 500 MHz, Sekil 4.64; Sekil
4.65) 4 numarali bilesigin 138.58 ppm (C-4), 124.50 ppm (C-5), 124.01 ppm (C-3), 119.13
ppm’de (C-6) aromatik karbon gozlenirken; 147.66 ppm (C-1) ve 147.13 ppm’de (C-2) ise
oksijene bagli iki aromatik karbon gézlenmistir. Vinil grubunun karbonlar1 139.33 ppm (C-13")
ve 114.10 ppm’de (C-14") belirlenirken, sp® hibritlesmesi yapmis 12 karbon 14.16-34.91 ppm
araliginda tespit edilmistir. APT spektrumuna bakildiginda bunu destekleyici bilgi vermis olup,
14.16-34.91 ppm araliginda; 3 metil karbonu [30.24 (C-117/12"), 14.16 (C-10], 1 metin
karbonu [31.48 (C-29], 1 kuarterner karbonu [34.91 (C-4"], 7 metilen karbonu [33.86 (C-1),
33.70 (C-3), 31.96, 29.74, 29.40, 24.82, 22.84 (C-5'/6'/7'/8'/9")] gbzlenmistir. Bununla birlikte
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77.24 ppm (C-3"), 73.71 ppm (C-2") ve 58.50 ppm’de (C-4") 3 oksijene bagli karbon
gozlenirken, 176.89 ppm’de de (C-1") karbonil karbonu gézlenmistir.

H-'H COSY spektrumunda (CDCls, § (ppm), 500 MHz, Sekil 4.66; Sekil 4.67)
aromatik halkada bulunan 7.05 ppm’deki (1H, dd, J= 2.5, 8.6 Hz) H-5 protonunun, 7.45
ppm’deki (1H, d, J= 8.6 Hz) H-6 protonuyla ve 7.28 ppm’deki (1H, t, J= 2.1 Hz) H-3 protonuyla
etkilestigi goriilmiistiir. Ayrica 5.74 ppm’deki (1H, ddd, J= 17.1, 10.3, 6.7 Hz) vinilik metin
protonu H-13' *{in, 4.86 ppm’deki (1H, ddd, J=1.04, 3.1, 10.1 Hz) H.-14', 4.92 ppm’deki (1H,
ddd, J= 1.6, 3.6, 17.1 Hz) Hp-14' ve 1.96 ppm’deki (1H, g, J= 6.8 Hz) H-2' protonlar1 ile
etkilesimi kanitlanmistir. Bununla birlikte 0.8-2.27 ppm araliginda da birbirine komsu metil,
metilen, metin protonlarmin etkilesimi de goriilmektedir. Ayrica hidroksil grubuna bagli olan
metin (C-3" ve C-2") ve metilen (C-4") protonlar1 arasindaki etkilesim de COSY spektrumunda

gbzlenmistir.

4 numarali bilesigin HMBC spektrumuna (CDClz, ¢ (ppm), 500 MHz, Sekil 4.68; Sekil
4.69) bakildiginda 2.27 ppm’ddeki H-1' protonunun 147.13 ppm’deki C-2 karbonuyla, 139.33
ppm’deki C-13' karbonuyla, 124.50 ppm’deki C-5 karbonuyla, 124.01 ppm’deki C-3
karbonuyla ve 114.10 ppm’deki C-14' karbonuyla etkilesimi gézlenmistir. Bu etkilesimler de
alkil grubunun 4 konumunda fenol halkasina bagh oldugunu gostermektedir. Ayrica 5.74
ppm’deki H-13" protonunun 138.58 ppm’deki C-4 karbonuyla etkilesimi tespit edilmistir.
Bunun yaninda 3.86 ppm’deki H-2" protonunun 176.89 ppm’deki (C-1") karbonil karbonuyla
ve aromatik halkadaki oksijene baghh C-1 (147.66 ppm’de) karbonuyla etkilesimi HMBC
spektrumunda belirlenmistir. 4 numarali bilesigin HMBC spektrumunda goézlenen diger

etkilesimler Sekil 4.61’de g6zlenmistir.

Sekil 4. 61. 4 Numaral bilesigin HMBC etkilesimleri

Bilesigin ESI ve TOF-MS kiitle spektumunda (Sekil 4.70; Sekil 4.71) molekiiler iyon
piki m/z 422 [M+1]* (%2100) vererek kapali formiiliiniin C24H3sOs oldugunu gostermistir.
Spektrumunda; m/z 136 (%37) pikinin [(M+2)-C20H320]" ve m/z 286 (%25) pikinin [(M-1)-
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(OCOCH(OH)CH(OH)CH20H)]* gbzlenmesi; C-1 konumundan, aromatik halkaya bagli olan;
2",3",4"-trihidroksi butanoil grubunun varligini kanitlamistir. Bunun yaninda m/z 193 (%16)
piki [(M-2)-C10H1106]", molekiildeki C-4 konumundaki alkil grubunun varlhigmi kanitlarken;
m/iz 119 (%27) piki [M-C2H3102]" (-OCCH(OH)CH(OH)CH2(OH)) grubunun varhigmni
gostermistir. Ayrica m/z 240 (%13) piki [(M-1)-C13H2s]" molekiildeki C-3'-12" alkil grubunun
ayrilisini ve benzilik karbonun olusumunu desteklemektedir. 4 numarali bilesigin kiitle

spektrumunda gozlenen boliinmeler Sekil 4.62°de gdsterilmistir.

/= 337 wo——y

/- "
/=227 m/= 240 <e——y

- l

— m/z 303
|

_.._....-.

|
s
OH o . PNy T e
b/- 28 m/: 281 C— m/‘ 85 l
' < 3 e 3
HO 0'5‘~ 3 7 13\ '”’ 181 —m/Z 43

OH ; m/z 135 e— /7 195
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Sekil 4. 62. 4 numarali bilesigin kiitle spektrumunda gozlenen b liinmeler

Tim spektroskopik veriler ve yapilan literatiir ¢calismalar1 sonucunda, 4 numarah
bilesigin yapisinin; 2-hidroksi-4-(4',4'-dimetil-2'-vinil-desil)-fenil-2",3",4"-trihidroksi biitanoat

olduguna karar verilmistir. Bu bilesik C. creticum bitkisinden ilk defa izole edilen bir bilesiktir.
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Sekil 4. 65. 4 Numarali bilesigin HSQC spektrumu
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Sekil 4. 66. 4 Numarali bilesigin H-'H COSY spektrumu
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Sekil 4. 67. 4 Numarali bilesigin H-'H COSY spektrumu
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Sekil 4. 70. 4 Numaral bilesigin ESI-MS spektrumlari
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4.2.1.5. 5 Numarah Bilesik (CM-15-2-2): 2-hidroksi-4-(4',4'-dimetil-2'-vinil-desil)fenil-
3""-hidroksi benzoat

Sekil 4. 72. 2-hidroksi-4-(4',4'-dimetil-2'-vinil-desil) fenil-3-hidroksi benzoat yapisi

5 numarali bilesik; beyaz renkli kat1 halde olup TLC plakasinda 254 nm UV g1k altinda
kahve renkli ve 366 nm UV 1s1k altinda mor renkli olarak goriinmiistiir. Ilk dnce NHs buhariyla
muammele edilmis, ardindan NA belirteci piiskiirtiilmiis ve 366 nm 1s1k altinda sar1 renkte

goriinmiistiir. TLC ¢oziicii sistemi olarak CHCIz:MeOH (9:1) kullanilmistr.

'H NMR spektrumunda (CDCls, 6 (ppm), 500 MHz, Sekil 4.75; Sekil 4.76) bilesigin
7.46 ppm’de (1H, d, J= 8.6 Hz) H-6"nin H-5 ile orto etkilesimi; 7.28 ppm’de (1H, t, J= 2.1 Hz)
H-3’tin H-5 ile meta etkilesimi ve 7.06 ppm’de (1H, dd, J= 2.5, 8.6 Hz) H-5’in H-6 ile orto
etkilesimi ve H-3 ile meta etkilesimi gozlenmistir. Bu durum 1,2,4 tri siibstitiie aromatik
halkanm (A) gostergesidir. Ayrica 4.92 (1H, ddd, J= 1.6, 3.6, 17.1 Hz, Hp-14") ve 4.86 ppm’de
(1H, ddd, J=1.04, 3.1, 10.1 Hz, Ha-14") g6zlenen ddd pikleri ile 5.75 ppm’de (1H, ddd, J= 6.7,
17.1 Hz, H-13") gbzlenen ddd piki; CH2=CH- (vinil) grubunun kanit1 olmustur. Bunun yaninda
1.26 ppm’deki (6H, s, H-11" ve H-12") singlet ile 1.14-1.63 ppm arasindaki multiplet pik grubu
da benzene halkasma bagli olan alkil grubunun varligint gostermektedir. Ayrica aromatik
bolgede 8.04 ppm’deki (1H, dd, J=1.3, 8.3 Hz) H-6" protonunun 7.41 ppm’deki (1H, t, J= 8.08
Hz) H-5" protonuyla olan orto etkilesimi ile 7.55 ppm’deki (1H, tt, J= 1.2, 8.7 Hz) H-4"
protonuyla olan meta etkilesimi, spektrumda gozlenmistir. Aromatik bolgede bunun yani sira
7.40 ppm’deki (1H, dd, J=1.5,1.6 Hz) H-2" protonunun, 8.04 ppm’deki H-6" ve 7.55 ppm’deki
H-4" protonlariyla meta etkilesimleri de tespit edilmistir. Bu durumda 1,3 disiibstitiie olan,

ikinci bir aromatik halkanin (B) varligini kanitlamstir.

13C NMR, APT, HSQC spektrumunda (CDCls, ¢ (ppm), 500 MHz, Sekil 4.77; Sekil
4.78), 138.58 ppm (C-4), 123.97 ppm (C-5), 124.51 ppm (C-3), 119.16 ppm’de (C-6) aromatik
karbon gozlenirken; 147.14 ppm (C-1) ve 147.72 ppm’de (C-2) ise oksijene bagli iki aromatik
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karbon gozlenmistir. Vinil grubunun karbonlar1 139.34 ppm (C-13') ve 114.19 ppm’de (C-14)
belirlenirken, sp® hibritlesmesi yapmis 12 karbon 14.16-35.37 ppm araliginda; 3 metil karbonu
[30.24 (C-11712"), 14.16 (C-10"], 1 metin karbonu [31.48 (C-2"], 1 kuarterner karbonu [35.37
(C-49], 7 metilen karbonu [34.92 (C-1"), 34.56 (C-3'), 33.82, 31.97, 29.74, 29.41, 22.74 (C-
576'/7'18'19")] gozlenmistir. Bilesikteki ikinci aromatik halka karbonlar1 ise 138.51 ppm (C-1"),
133.73 ppm (C-4"), 130.23 ppm (C-2" ve C-5"), 128.47 ppm’de (C-6") gdzlenirken, 147.12 ppm
de (C-3") ve 159.12 ppm (C-7") oksijene bagli aromatik karbonlar tespit edilmistir.

!H-'H COSY spektrumunda (CDCls, ¢ (ppm), 500 MHz, Sekil 4.79; Sekil 4.80; Sekil
4.81; Sekil 4.82) aromatik halkada bulunan 7.06 ppm’deki (1H, dd, J= 2.5, 8.6 Hz) H-5
protonunun, 7.46 ppm’deki (1H, d, J= 8.6 Hz) H-6 protonuyla ve 7.28 ppm’deki (1H, t, J= 2.1
Hz) H-3 protonuyla etkilestigi goriilmiistiir. Ayrica 5.75 ppm’deki (1H, ddd, J=17.1, 10.3, 6.7
Hz) vinilik metin protonu H-13' ’niin 4.86 ppm’deki (1H, ddd, J=1.04, 3.1, 10.1 Hz) H.-14',
4.92 ppm’deki (1H, ddd, J= 1.6, 3.6, 17.1 Hz) Hp-14' ve 1.96 ppm’deki (1H, g, J= 6.8 Hz) H-
2' protonlari ile etkilesimi kanitlanmustir. Bununla birlikte 0.8-2.29 ppm araliginda da birbirine
komsu metil, metilen, metin protonlarmnin etkilesimi de goriilmektedir. Ikinci aromatik halkada
bulunan 7.40 ppm’deki H-2" protonunun, 8.04 ppm’deki H-6" ve 7.55 ppm’deki H-4"
protonuyla etkilesimi gozlenmistir. Ayrica yine ayni halkada 8.04 ppm’deki H-6" protonunun
7.41 ppm’deki H-5" ile ve 7.55 ppm’deki H-4" protonlariyla etkilesimleri de COSY

spektrumunda gozlenmistir.

5 numarali bilesigin HMBC spektrumuna (CDCls, ¢ (ppm), 500 MHz, Sekil 4.83; Sekil
4.84) bakildiginda; aromatik A halkasindaki, 7.46 ppm’deki H-6, 7.06 ppm’deki (H-5) ve 7.28
ppm’deki H-3 protonlarmin etkilesimleri gézlenmistir (Sekil 4.84) Bunun yaninda, 2.29
ppm’ddeki H-1' protonunun 147.72 ppm’deki C-2, 139.34 ppm’deki C-13', 123.97 ppm’deki
C-5, 124.51 ppm’deki C-3 ve 114.19 ppm’deki C-14' karbonlariyla etkilesimi gozlenmistir. Bu
etkilesimler de alkil grubunun 4 konumunda aromatik halkaya (A) bagli oldugunu
gostermektedir. Ayrica 5.75 ppm’deki H-13' protonunun 138.58 ppm’deki C-4 karbonuyla
etkilesimi tespit edilmistir. 5 numarali bilesikte benzoil grubunun aromatik halkaya baglanma
konumu HMBC etkilesimleri ile tespit edilmistir. 8.04 ppm’deki H-6" protonunun 159.12
ppm’deki (C-1") karbonil karbonuyla etkilesimi, 7.46 ppm’deki (H-6) ve 7.28 ppm’deki (H-3)
protonunun, 159.12 ppm’deki (C-7") karbonuyla etkilesiminin olmasi da, benzoil yapisimm A
halkasina C-1 konumundan bagli oldugunu desteklemistir. Molekiildeki diger HMBC
etkilesimleri Sekil 4.73’de gosterilmistir.
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Sekil 4. 73. 5 Numarali bilesigin HMBC etkilesimleri

Bilesigin ESI kiitle spektrumunda (Sekil 4.85) molekiiler iyon piki m/z 424 [M+1]*
(%100) vererek, bilesigin C27H3604 kapali formiiliine sahip oldugunu géstermistir. Bilesikteki
aromatik A halkasina 1 konumundan bagl olan grup m/z 120 (%28) [OH-Arg-CO-]*
par¢alanma tiriinii ve m/z 136 (%34) [OH-Arg-COO-]" pargalanma iiriinii ile kanitlanmstir.
Ayrica m/z 302 (%28) piki de [M-CsH7;O2]" molekiildeki 3-hidroksi benzoil grubunun
ayrilisiyla yapiy1 da desteklemistir. Bununla birlikte m/z 181 (%27) [M- C14H1104 (Arg-COO-
Ara-CH2)]" piki de molekiildeki benzilik karbondan kopma sonucunda meydana gelen
parcalanma {iriiniinii desteklemistir. 5 numarali bilesigin kiitle spektrumunda gozlenen

boliinmeler Sekil 4.74°de gosterilmistir.

Sekil 4. 74. 5 numaral1 bilesigin kiitle spektrumunda g6zlenen boliinmeler

Tiim spektroskopik veriler ve literatiir calismalari sonucunda, 5 numarali bilesigin
yapisinin;  2-hidroksi-4-(4',4'-dimetil-2'-vinil-desil)fenil-3-hidroksi ~ benzoat  oldugunu
ispatlamistir (Koopel vb. 2009). Bu bilesik C. creticum bitkisinden ilk defa izole edilen bir
bilesiktir.
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Sekil 4. 75. 5 Numarali bilesigin *H NMR spektrumu
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Sekil 4. 76. 5 Numarali bilesigin *H NMR spektrumu
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Sekil 4. 77. 5 Numarali bilesigin APT spektrumu (CDCls)
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Sekil 4. 80. 5 Numarali bilesigin H-*H COSY spektrumu
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Sekil 4. 81. 5 Numarali bilesigin HSQC spektrumu
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4.2.2. Ftalik esterler
4.2.2.1. 6 Numarah Bilesik (CM-9-1): Ftalik asit (2'-metil-pentil)-(2',2'-dimetil-nonil)

esteri

Sekil 4. 86. Ftalik asit (2"-metil-pentil)-(2',2"-dimetil-nonil) esteri yapisi

6 Numarali bilesik; beyaz renkli kat1 halde olup TLC plakasinda 254 nm UV 1s1k altinda
goriillmemis, 366 nm UV 1sik altinda koyu mor renkli olarak gdriilmiistiir. ilk énce NHs
buhariyla muammele edilmis, ardindan NA belirteci piiskiirtiilmiis ve 366 nm 151k altinda koyu
mor renginde degisme goriilmemistir. TLC ¢oziicii sistemi olarak Hekzan:CHClz (1:1)

kullanilmistir.

'H NMR spektrumunda (CDCls, J (ppm), 500 MHz, Sekil 4.90; Sekil 4.91; Sekil 4.92;
Sekil 4.93) bilesigin 4.15 ppm’de (2H, dd, J= 10.9, 5.7 Hz, H-1") ve 4.15 ppm’de (2H, d, J=
14.4 Hz, H-1") piklerinin gbzlenmesi, 2 adet metilen oksi (-CH20-) grubunun varhgini
gostermistir. 7.46 (2H, dd, J=3.3, 5.7 Hz, H-3/H-6) ve 7.63 (2H, dd, J= 3.3, 5.7 Hz, H-4/H-5)
pikleri 1,2-disiibstitiie aromatik halkay1 gostermistir.

13C NMR, APT ve HSQC spektrumlar: (CDCls, § (ppm), 500 MHz, Sekil 4.94; Sekil
4.95; Sekil 4.96; Sekil 4.97) 6 numarali bilesigin 25 karbon sinyalinden; 17’sinin sp® karbonu,
6’smin aromatik karbon [132.51 (C-2, C-7), 130.92 (C-3, C-6), 128.85 (C-4, C-5)] ve 2’sinin
ester karbonu [167.80 (C-1, C-8)] oldugunun kanitidir. sp® hibritlesmesi yapan 17 karbon
sinyali incelendiginde, 11.00-68.20 ppm araliginda; 5 metil karbonu [11.00 (C-9"), 31.48 (C-
10've C-11"), 14.08 (C-5"), 30.24 (C-6")], 1 metin karbonu [38.78 (C-2")], 1 kuarterner karbonu
[31.97 (C-2Y], 8 metilen karbonu [30.41, 29.74, 29.74, 29.71, 28.97, 23.80, 23.03, 22.75 (C-3,
C-4', C-5, C-6', C-7, C-8', C-3", C-4")] ve oksijene bagl 2 metilen karbonu [68.20 (C-1", C-
1] gbzlenmistir.

'H-1H COSY spektrumunda (CDCls, § (ppm), 500 MHz, Sekil 4.98; Sekil 4.99; Sekil
4.100) aromatik halkada bulunan 7.46 ppm’deki (2H, dd, J= 3.3, 5.7 Hz) H-3 protonunun,7.63
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ppm’deki (2H, dd, J= 3.3, 5.7 Hz) H-4 protonuyla etkilesimi goriilmiistiir. Ayrica 0.85
ppm’deki H-6" protonunun; 1.62 ppm’deki H-2" protonuyla ve 1.16-1.40 ppm araligindaki

metilen karbonlariyla iligkisi bulunmustur.

6 numarali bilesigin HMBC spektrumuna (CDCls, ¢ (ppm), 500 MHz, Sekil 4.101; Sekil
4.102; Sekil 4.103) bakildiginda 7.63 ppm’deki H-4 ve H-5 protonunun 167.80 ppm’deki C-1
ve C-8, 132.51 ppm’deki C-2 ve C-7, 130.92 ppm’deki C-3 ve C-6 karbonlariyla etkilesimi
gozlenmistir. Ayrica 4.15 ppm’deki H-1' ve H-1" protonu 167.80 ppm’deki C-1, 132.51
ppm’deki C-2 ve 22.75-30.41 ppm araligindaki metilen karbonlar1 ile etkilesimleri tespit
edilmistir. Diger HMBC etkilesimleri, spektral datalar boliimiinde ve Sekil 4.87’de

gosterilmistir.

Sekil 4. 87. 6 Numarali bilesigin HMBC etkilesimleri

ESI-TOF-MS cihaziyla alinan kiitle spektumunda (Sekil 4.104) molekiiler iyon piki m/z
427 (45 %) molekiil iyon piki [M+Na]* gostermis ve bilesigin C12H230; kapali formiiliine sahip
oldugunu kanitlamustir. Bilesigin diger par¢alanma triinlerinden, m/z 149 (60 %) [CsHsO03]"
iyon piki molekiilde ftalik ester grubunun varliginin kanitidir. Diger 6nemli kiitle par¢alanmasi,
199 (45 %) [M-C13H170,]* piki, aromatik halkadaki; [-COOCH,C(CHs)2(CH2)sCHs] grubunun
varhigmi gostermistir. 6 numarali bilesigin kiitle spektrumunda gézlenen bolinmeler Sekil
4.88’da gosterilmistir. Ayrica ESI-TOF-MS iyonizasyonunda, ftalik esterlerin ana kiitle
boliinmesi Sekil 4.89’da verilmistir (Rothenbacher ve ark. 2009).
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Sekil 4. 88. 6 numaral1 bilesigin kiitle spektrumunda gozlenen boliinmeler
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Sekil 4. 89. Ftalik esterlerin ana kiitle boliinmesi

Tim spektroskopik veriler ve yapilan literatiir ¢aligmalart sonucunda 6 numarali

bilesigin yapismin; ftalik asit (2"-metil-pentil)-(2',2'-dimetil-nonil) esteri olduguna karar
verilmistir (Orjala 1998, Rothenbacher ve ark. 2009, Smaoui vb. 2012). Bu bilesik C. creticum

bitkisinden ilk defa izole edilen bir bilesiktir.
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Sekil 4. 92. 6 Numarali bilesigin *H NMR spektrumu
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Sekil 4. 104. 6 Numarali bilesigin LC-QTOF/MS spektrumu
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4.2.3. Fenolik Asit Esterleri (Resorsinolik Asit Esterleri)
4.2.3.1. 7 Numarah Bilesik (CM-3-1): (2'-3'-dihidroksipropil)-2,6-dihidroksi-3,5-dimetil
benzoat

8
H;C

HO

Sekil 4. 105. (2'-3'-dihidroksipropil)-2,6-dihidroksi-3,5-dimetil benzoat

7 numarali bilesik; beyaz renkli kat1 halde olup TLC plakasinda 254 nm UV 151k altinda
goriinmemis, 366 nm UV 151k altinda mavi renkli olarak goriinmiistiir. ilk &nce NH3 buharyla
muammele edilmis, ardindan NA belirteci piiskiirtiilmiis ve 366 nm 151k altinda renginde

degisme gozlenmemistir. TLC ¢oziicii sistemi olarak CHCl3 kullanilmistir.

'H NMR spektrumunda (CDCls, 6 (ppm), 500 MHz, Sekil 4.108; Sekil 4.109) bilesigin
8.15 ppm’de (1H, s, H-5) bir aromatik proton gézlenmistir. Ayrica 4.65 ppm (2H, dd, J= 4.5,
8.6 Hz, H-1"), 4.54 ppm (1H, dd, J= 5.4, 10.8 Hz, H-2"), 4.33 ppm (1H, dd, J= 5.8, 10.9 Hz,
Ha-3") ve 4.31 ppm’de (1H, t, J= 5.63 Hz, Hp-3') oksijene komsu 1 metin (H-2"), 2 metilen (H-
1' ve H-3") protonu gézlenmistir. 2.1 ppm (6H, s, H-8 ve H-9) gézlenen singlet piklerde

aromatik halkaya bagl metil gruplarinin (H-8 ve H-9) varligini géstermistir.

13C NMR, APT ve HSQC spektrumlarinda (CD3OD, 6 (ppm), 500 MHz, Sekil 4.110;
Sekil 4.111) 154.61 ppm’de (C-2 ve C-6) oksijene bagli 2 aromatik karbon, 170.98 ppm’de (C-
7) karbonil karbonu tespit edilmistir. 67.81 ppm’de (C-1"), 80.99 ppm’de (C-2"), 67.78 ppm’de
(C-3) oksijene bagli karbonlar gézlenirken, 24.04 ppm’de (C-8 ve C-9) aromatik halkaya bagli

metil karbonlart tespit edilmistir.

'H-'H COSY spektrumunda (CDCls, 6 (ppm), 500 MHz) ise H-1', H-2' ve H-3'

protonlarmin arasindaki etkilesim, saglamistir.

7 numarali bilesigin HMBC spektrumundaki (CDCls, 6 (ppm), 500 MHz, Sekil 4.112;
Sekil 4.113) etkilesimler asagidaki Sekil 4.106’de gosterilmistir. Spektrumunda goézlenen
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HMBC etkilesimler, (2',3'-di hidroksi propil) format grubunun, C-1 konumundan aromatik
halkaya bagli oldugunu kanitlamistir.

Sekil 4. 106. 7 Numarali bilesigin HMBC etkilesimleri

Bilesigin LC-QTOF-MS cihaziyla alinan kiitle spektumunda (Sekil 4.114) molekiiler
iyon piki m/z 256 [M]" (%40) pikinin gbzlenmesi ile bilesigin kapali formiiliiniin C12H1606
oldugunu gostermistir. Molekiiliin diger 6nemli par¢alanma tirtinleri m/z 213 (%76) [(M+Na)-
2XCH3-2xH20]" piki, molekiildeki 2 hidroksil ve 2 metil grubunun varhigimni, m/z 165 (%8) [M-
(O-CH2CH(OH)CH20H)]* piki, molekiildeki bir benzoil grubunun varligini gosterirken; m/z
62 (%60) [(M-1-(C10H1104)] piki molekiildeki glikol yapisini desteklemistir. 7 numarali

bilesigin kiitle spektrumunda gozlenen boliinmeler Sekil 4.107°de gosterilmistir.

Sekil 4. 107. 7 numaral1 bilesigin kiitle spektrumunda g6zlenen boliinmeler

Bu bulgular, literatiir arastirmalar1 ile kiyaslanarak, bilesigin (2'-3'-dihidroksipropil)-
2,6-dihidroksi-3,5-dimetil benzoat isimli fenolik asit esteri oldugunu kanitlamustir (Fujita ve
ark. 1984, Ahad vd. 1991, Kumar ve ark. 2003, Saito vd. 2004). Bu bilesik C. creticum
bitkisinden ilk defa izole edilen bir bilesiktir.
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4.3. Elde Edilen Bilesiklerin Spektral Ozellikleri
4.3.1. 1 Numarah Bilesik CM-13-1-1-2

IH NMR (CDCls, & (ppm), 500 MHz): & 7.46 (1H, d, J= 8.6 Hz, H-6), 7.28 (1H, t, J= 2.1 Hz,
H-3), 7.06 (1H, dd, J= 2.5, 8.6 Hz, H-5), 5.74 (1H, ddd, J= 17.1, 10.3, 6.7 Hz, H-13'), 4.92
(1H, ddd, J= 1.6, 3.6, 17.1, Hy-14"), 4.86 (1H, ddd, J=1.04, 3.1, 10.1 Hz, Ha-14"), 2.27 (2H,
ddd, J= 10.02, 7.1, 13.9 Hz, H-1Y), 1.96 (1H, g, J= 6.8 Hz, H-2'), 1.64 (2H, m, H-3'), 1.14-1.63
(10H, m, H-5'6'/7'/8'19"), 1.26 (6H, s, H-11' ve H-12'), 0.81 (3H, t, J= 6.99 Hz, H-10').

13C NMR, APT and HSQC spektrum (CDCls, & (ppm), 500 MHz): ¢ 147.72 (C-1), 147.67
(C-2), 139.34 (C-13"), 138.58 (C-4), 124.50 (C-5), 124.02 (C-3), 119.15 (C-6), 114.11 (C-14"),
37.34 (C-4'), 34.92 (C-1), 33.87 (C-3), 31.48 (C-2), 30.24 (C-11' ve C-12'), 31.97, 29.74,
29.56, 29.41, 22.74 (C-5'/C-6'/C-7'/C-8'/C-9"), 14.16 (C-10").

IH-'H COSY spektrum (CDCls, & (ppm), 500 MHz): & 7.06 (H-5) /7.46 (H-6), 7.28 (H-3);
5.74 (H-13)/ 4.86 (Ha-14"), 4.92 (Hy-14"), 1.96 (H-2'); 4.92 (Hp-14") Ve 4.86 (Ha-14") / 5.74 (H-
13", 1.96 (H-2).

HMBC spektrum (CDCls, & (ppm), 500 MHz): 6 7.46 (H-6)/ 147.72 (C-1), 147.67 (C-2),
138.58 (C-4), 124.50 (C-5), 124.02 (C-3), 34.92 (C-1); 7.28 (H-3)/ 147.67 (C-2), 147.72 (C-
1), 119.15 (C-6), 34.92 (C-1'), 31.48 (C-2'); 7.06 (H-5)/ 147.72 (C-1), 147.67 (C-2), 124.02 (C-
3), 119.15 (C-6), 34.92 (C-1'); 5.74 (H-13")/ 138.58 (C-4), 37.34 (C-4'), 34.92 (C-1), 31.48 (C-
2'); 4.86-4.92 (Ha-14' ve Hy-14)/ 139.34 (C-13'), 34.92 (C-1), 31.48 (C-2)); 2.27 (H-1)/147. 67
(C-2), 139.34 (C-13), 138.58 (C-4), 124.50 (C-5), 124.02 (C-3), 114.11 (C-14"); 1.96 (H-2)/
139.34 (C-13'), 138.58 (C-4), 124.50 (C-5), 124.02 (C-3), 114.11 (C-14"), 37.34 (C-4"), 30.24
(C-11' ve C-12Y); 1.26 (H-11' ve H-12')/ 37.34 (C-4"), 31.48 (C-2'), 29.75 (C-5-9').

ESI-TOF-MS m/z (Rel. Int. %, Sekil 4.35; Sekil 4.36): 304 (%17) [M]", 268 (%100) [M-
2xH,0]", 270(%83) [(M+Na)-CaHo)]*, 220 (%46) [(M+1)-CsHus]", 132 (%32) [(M+Na)-
CuaH27)]".
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4.3.2. 2 Numarah Bilesik CM-12-2-1

IH NMR (CDCls, & (ppm), 500 MHz): & 7.46 (1H, d, J= 8.6 Hz, H-6), 7.28 (1H, t, J= 2.1 Hz,
H-3), 7.06 (1H, dd, J= 2.5, 8.6 Hz, H-5), 5.75 (1H, ddd, J= 17.1, 10.3, 6.7 Hz, H-13"), 4.90
(1H, ddd, J= 1.6, 3.6, 17.1, Hy-14"), 4.86 (1H, ddd, J=1.04, 3.1, 10.1 Hz, Ha-14"), 4.61 (1H, brs,
H-1"), 4.14 (1H, dd, J= 4.7, 11.6, Ha-6"), 4.08 (1H, dd, J= 6.2, 11.6, Hp-6"), 3.77 (1H, t like,
J= 4.7, H-3"), 3.63 (1H, dd, J= 4.0, 11.4, H-5"), 3.58 (1H, dd, J= 6.08, 10.4, H-4"), 3.53 (1H,
dd, J=5.8, 11.3, H-2"), 2.27 (2H, ddd, J= 3.8, 7.5 Hz, H-1"), 1.96 (1H, g, J= 6.8 Hz, H-2'), 1.55
(2H, d, J= 6.5 Hz, H-3), 1.2-1.50 (10H, m, H-576'/7/89'), 1.26 (6H, s, H-11' ve H-12), 0.81
(3H, t, J=6.99 Hz, H-10").

13C NMR, APT and HSQC spektrum (CDCls, é (ppm), 500 MHz): 6 147.66 (C-1), 147.13
(C-2), 139.33 (C-13"), 138.50 (C-4), 124.50 (C-5), 124.02 (C-3), 119.15 (C-6), 114.11 (C-14"),
106.63 (C-1"), 73.70 (C-3"), 71.33(C-5"), 65.20 (C-2"), 63.38 (C-4"), 58.54 (C-6"), 37.47 (C-
4, 34.91 (C-1'), 33.86 (C-3"), 31.47 (C-2Y), 30.24 (C-11' ve C-12'), 31.97, 29.74, 29.41 26.75,
22.74 (C-5'/C-6'/C-7'/C-8/C-9"), 14.15 (C-10).

'H-H COSY spektrum (CDCls, ¢ (ppm), 500 MHz): § 7.06 (H-5) /7.46 (H-6), 7.28 (H-3);
5.75 (H-13')/ 4.86 (Ha-14"), 4.90 (Hp-14"), 1.96 (H-2'); 4.90 (Hp-14") ve 4.86 (Ha.-14") / 5.75 (H-
13, 1.96 (H-2)).

HMBC spektrum (CDCls, & (ppm), 500 MHz): 6 7.46 (H-6)/ 147.66 (C-1), 147.13 (C-2),
138.50 (C-4), 124.50 (C-5), 34.91 (C-1); 7.28 (H-3)/ 147.66 (C-1), 147.13 (C-2), 119.15 (C-
6), 34.91 (C-1), 31.47 (C-2'), 106.63 (C-1"); 7.06 (H-5)/ 147.66 (C-1), 147.13 (C-2), 124.02
(C-3), 119.15 (C-6), 34.91 (C-1); 5.75 (H-13')/ 138.50 (C-4), 37.47 (C-4), 33.86 (C-3), 34.91
(C-1), 31.47 (C-2'); 4.86-4.90 (Ha-14' ve Hp-14")/ 139.33 (C-13'), 34.91 (C-1'), 31.47 (C-2');
4.61 (H-1")/ 147.66 (C-1), 147.13 (C-2), 124.02 (C-3), 73.70 (C-3"); 2.27 (H-1')/ 147. 13 (C-
2), 139.33 (C-13), 138.50 (C-4), 124.50 (C-5), 124.02 (C-3), 114.11 (C-14); 1.96 (H-2)/
139.33 (C-13'), 138.50 (C-4), 124.50 (C-5), 124.02 (C-3), 114.11 (C-14"), 37.47 (C-4"), 33.86
(C-3); 1.26 (H-11' ve H-12')/ 37.47 (C-4'), 33.86 (C-3)), 31.47 (C-2)), 29.55 (C-5'-9)).

ESI-TOF-MS m/z (Rel. Int. %, Sekil 4.50): 466 (%100) [M+1]*, 272 (%28) [(M+1)-C1sHz7]",
304 (%21) [(M+1)- CeH1105]", 392 (%34) [(M+1)-C4Ho-H20], 423 (%28) [M-CsH:]*.

160



4.3.3. 3 Numarah Bilesik CM-12-4-1

IH NMR (CDCls, & (ppm), 500 MHz): & 7.46 (1H, d, J= 8.6 Hz, H-6), 7.28 (1H, t, J= 2.1 Hz,
H-3), 7.06 (1H, dd, J= 2.5, 8.6 Hz, H-5), 5.74 (1H, ddd, J= 17.1, 10.3, 6.7 Hz, H-13"), 4.93
(1H, ddd, J= 1.6, 3.6, 17.1, Hp-14'), 4.85 (1H, ddd, J=1.04, 3.1, 10.1 Hz, Ha-14"), 4.61 (1H, brs,
H-1"), 3.67 (1H, m, Ha-5"), 3.61 (1H, dd, J= 4.8, 9.8 Hz, H-4"), 3.59 (1H, dd, J= 3.8, 10.4, Hz,
H-3"), 3.57 (1H, t like, J= 4.8 Hz, Hp-5"), 3.24 (1H, t like, J= 4.9 Hz, H-2"), 2.27 (2H, t, J=7.4
Hz, H-1), 1.96 (1H, g, J= 6.8 Hz, H-2'), 1.2-1.7 (12H, m, H-3' ve H-5/6/7'/8'/9"), 1.26 (6H, s,
H-11' ve H-12'), 0.81 (3H, t, J= 6.99 Hz, H-10").

13C NMR, APT and HSQC spektrum (CDsOD, é (ppm), 500 MHz): § 151.40 (C-1), 151.29
(C-2), 143.20 (C-13'), 142.55 (C-4), 128.50 (C-5), 127.90 (C-3), 122.88 (C-6), 117.90 (C-14"),
111.11 (C-1"), 78.95 (C-3"), 83.67 (C-4"), 81.31 (C-2"), 61.66 (C-5"), 38.77 (C-4"), 37.60 (C-
1", 35.82 (C-3'), 34.06 (C-2", 35.27 (C-11' ve C-127), 33.58, 33.25, 30.59, 27.06, 26.57 (C-
5'/C-6'/C-7'/C-8'/C-9"), 17.92 (C-10".

'H-H COSY spektrum (CDCls, 6 (ppm), 500 MHz): § 7.06 (H-5) /7.46 (H-6), 7.28 (H-3);
5.74 (H-13')/ 4.86 (Has-14"), 4.90 (Hp-14"), 1.96 (H-2'); 4.90 (Hp-14") ve 4.86 (Ha.-14") / 5.74 (H-
139, 1.96 (H-2"), 1.26 (H-11' ve H-12").

HMBC spektrum (CDCls, & (ppm), 500 MHz): 6 7.46 (H-6)/ 151.40 (C-1), 151.29 (C-2),
142.550 (C-4), 128.5 (C-5), 127.90 (C-3), 37.60 (C-1); 7.28 (H-3)/ 151.40 (C-1), 151.29 (C-
2), 122.88 (C-6), 111.11 (C-1"), 37.60 (C-1'); 7.06 (H-5)/ 151.40 (C-1), 151.29 (C-2), 127.90
(C-3), 122.88 (C-6), 37.60 (C-1'); 5.74 (H-13')/ 142.55 (C-4), 38.77 (C-4'), 37.60 (C-1'), 34.06
(C-2"); 4.85-4.93 (Ha-14' ve Hp-14')/ 143.20 (C-13), 37.60 (C-1'), 34.06 (C-2); 4.61 (H-1")/
151.40 (C-1), 127.90 (C-3), 61.66 (C-5"); 3.61 (H-4")/ 111.11 (C-1"), 81.31 (C-2"); 3.59 (H-
3")/ 111.11 (C-1"), 83.67 (C-4"), 81.31 (C-2"); 3.24 (H-2")/ 111.11 (C-1"), 61.66 (C-5"); 2.27
(H-1)/ 143.20 (C-13'), 142.55 (C-4), 128.5 (C-5), 117.90 (C-14"); 1.96 (H-2') / 143.20 (C-13),
142.55 (C-4), 128.5 (C-5), 127.90 (C-3), 122.88 (C-6), 117.90 (C-14'), 38.77 (C-4"); 1.26 (H-
11' ve H-12')/ 38.77 (C-4'), 34.06 (C-2), 30.59 (C-5'-9).

ESI-TOF-MS m/z (Rel. Int. %, Sekil 4.59): 436 (%100) [M+1]*, 418 (%54) [M-H,0]*, 133
(%25) [CsHo04]", 268 (%25) [(M-1)-(0-CsHsO4)-H20]*, 254 (%50) [(M-1)-C1sH2s]".
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4.3.4. 4 Numarah Bilesik CM-13-4-1

IH NMR (CDCls, & (ppm), 500 MHz): & 7.45 (1H, d, J= 8.6 Hz, H-6), 7.28 (1H, t, J= 2.1 Hz,
H-3), 7.05 (1H, dd, J= 2.5, 8.6 Hz, H-5), 5.74 (1H, ddd, J= 17.1, 10.3, 6.7 Hz, H-13'), 4.92
(1H, ddd, J= 1.6, 3.6, 17.1, Hp-14'), 4.86 (1H, ddd, J=1.04, 3.1, 10.1 Hz, Ha-14'), 3.86 (1H, d,
J= 2.7, H-2"), 3.57 (2H, m, H-4"), 3.48 (1H, dt, J= 2.8, 8.2, H-3"), 2.27 (2H, t, J= 7.4 Hz, H-
1, 1.96 (1H, m, J= 6.8 Hz, H-2"), 1.64 (2H, m, H-3), 1.2-1.63 (10H, m, H-57678/9"), 1.26
(6H, s, H-11' ve H-12"), 0.81 (3H, t, J= 6.99 Hz, H-10).

13C NMR, APT and HSQC spektrum (CDCls, ¢ (ppm), 500 MHz): § 176.89 (C-1"), 147.66
(C-1), 147.13 (C-2), 139.33 (C-13"), 138.58 (C-4), 124.50 (C-5), 124.01 (C-3), 119.13 (C-6),
114.10 (C-14", 77.24 (C-3"), 73.71 (C-2"), 58.50 (C-4"), 34.91 (C-4"), 33.86 (C-17), 33.70 (C-
3), 31.48 (C-2), 30.24 (C-11' ve C-12Y), 31.96, 29.74, 29.40, 24.82, 22.84 (C-5'/C-6'/C-7'/C-
8/C-9", 14.16 (C-10).

IH-'H COSY spektrum (CDCls, & (ppm), 500 MHz): & 7.05 (H-5) /7.45 (H-6), 7.28 (H-3);
5.74 (H-13)/ 4.92 (Hp-14"), 4.86 (Hs-14"), 1.96 (H-2); 3.86 (H-2")/ 3.48 (H-3"); 3.48 (H-3")/
3.57 (H-4"); 1.96 (H-2") / 5.74 (H-13)), 4.86 (H-14".

HMBC spektrum (CDCls, & (ppm), 500 MHz): 6 7.45 (H-6)/ 147.66 (C-1), 147.13 (C-2),
138.58 (C-4), 124.50 (C-5), 33.86 (C-1); 7.28 (H-3)/ 147.66 (C-1), 147.13 (C-2), 138.58 (C-
4), 119.13 (C-6), 33.86 (C-1Y); 7.05 (H-5)/ 147.66 (C-1), 147.13 (C-2), 124.01 (C-3), 33.86 (C-
1'); 5.74 (H-13)/ 138.58 (C-4), 33.70 (C-3'), 33.86 (C-1'), 31.48 (C-2); 4.86-4.92 (H,-14' ve
Hp-14')/ 139.33 (C-13'), 33.86 (C-1), 31.48 (C-2'); 3.86 (H-2")/ 176.89 (C-1"), 147.66 (C-1),
77.24 (C-3"), 58.50 (C-4"); 3.57 (H-4")/ 176.89 (C-1"), 77.24 (C-3"); 3.48 (H-3")/ 176.89 (C-
1), 58.50 (C-4"); 2.27 (H-1)/ 147.13 (C-2), 139.33 (C-13'), 138.58 (C-4), 124.50 (C-5), 124.01
(C-3), 114.10 (C-14); 1.96 (H-2)/ 139.33 (C-13'), 138.58 (C-4), 124.50 (C-5), 124.01 (C-3),
119.13 (C-6), 114.10 (C-14"), 33.70 (C-3); 1.26 (H-11' ve H-12)/ 33.70 (C-3), 31.48 (C-2),
29.74 (C-5-9).

ESI-MS m/z (Rel. Int. %, Sekil 4.70; Sekil 4.71): 422 (%100) [M+1]", 448 (%6) [M+3+Na]",
379 (%9) [M-CsH7]*, 338 (%16) [(M-1)-CeHis]*, 286 (%25) [(M-1)-CsH70s]*, 282 (%20)
[(M+1)-CioH21]*, 240 (%13) [(M-1)-CisHzs]", 193 (%16) [(M-2)-CioH1106]*, 160 (%16)
[(M+2+Na)-C20H310]", 136 (%37) [M-CaoH320]", 119 (%27) [M-CaoHs102]".
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4.3.5. 5 Numarah Bilesik CM-15-2-2

IH NMR (CDCls, & (ppm), 500 MHz): 6 8.04 (1H, dd, J= 1.3,8.3 Hz, H-6"), 7.55 (1H, tt, J=
1.2, 8.7 Hz, H-4"), 7.46 (1H, d, J= 8.6 Hz, H-6), 7.41 (1H, t, J= 8.08 Hz, H-5"), 7.40 (1H, dd,
J=1.5,1.6 Hz, H-2"), 7.28 (1H, t, J= 2.1 Hz, H-3), 7.06 (1H, dd, J= 2.5, 8.6 Hz, H-5), 5.75 (1H,
ddd, J= 6.7, 10.3, 17.1 Hz, H-13"), 4.92 (1H, ddd, J= 1.6, 3.6, 17.1 Hz, Hy-14"), 4.86 (1H, ddd,
J=1.04, 3.1, 10.1 Hz, Ha-14'), 2.29 (2H, t, J= 7.58 Hz, H-1), 1.96 (1H, m, H-2'), 1.64 (2H, d,
J= 7.6 Hz, H-3"), 1.14-1.63 (10H, m, H-576'/7'/8/9"), 1.26 (6H, s, H-11' ve H-12'), 0.81 (3H, t,
J= 6.99 Hz, H-10).

13C NMR, APT and HSQC spektrum (CDCls, & (ppm), 500 MHz): § 159.12 (C-7"), 147.72
(C-2), 147.14 (C-1), 147.12 (C-3"), 139.34 (C-13"), 138.58 (C-4), 138.51 (C-1"), 133.73 (C-
4"), 130.23 (C-2" ve C-5"), 128.47 (C-6"), 123.97 (C-5), 124.51 (C-3),119.16 (C-6), 114.19 (C-
14'), 35.37 (C-4'), 34.92 (C-1'), 34.56 (C-3'), 31.48 (C-2"), 30.24 (C-11' ve C-12'), 33.82, 31.97
29.74, 29.41, 22.74 (C-5'/C-6'/C-7'/C-8'/C-9"), 14.16 (C-10").

LH-'H COSY spektrum (CDCls, & (ppm), 500 MHz): 5 8.04 (H-6")/ 7.55 (H-4"), 7.41 (H-5"),
7.40 (H-2"); 7.40 (H-2")/ 8.04 (H-6"), 7.55 (H-4"); 1.96 (H-2)/ 5.75 (H-13'), 4.92-4.86 (Ha-14'
ve Hp-14"), 2.29 (H-1); 7.06 (H-5) /7.46 (H-6), 7.28 (H-3); 5.75 (H-13") / 4.92-4.86 (H-14' ve
Hp-14").

HMBC spektrum (CDCls, o (ppm), 500 MHz): § 8.04 (H-6")/ 159.12 (C-7"), 147.12 (C-3"),
133.73 (C-4"), 130.23 (C-2" ve C-5"); 7.55 (H-4")/ 147.12 (C-3"), 130.23 (C-2" ve C-5"), 128.47
(C-6"); 7.40 ( H-2")/ 159.12 (C-7"), 147.12 (C-3"), 128.47 (C-6"); 7.46 (H-6)/ 159.12 (C-7",
147.72 (C-2), 147.14 (C-1), 138.58 (C-4), 124.51 (C-3), 123.97 (C-5), 34.92 (C-1Y); 7.28 (H-
3)/ 147.72 (C-2), 147.14 (C-1), 123.97 (C-5), 119.16 (C-6); 7.06 (H-5) / 147.72 (C-2), 147.14
(C-1), 124.51 (C-3), 34.92 (C-1Y; 5.75 (H-13)/ 138.58 (C-4), 34.92 (C-1; 4.86-4.92 (Ha-14'
ve Hp.14')/ 139.34 (C-13), 34.92 (C-1Y); 2.29 (H-1')/ 147.72 (C-2), 139.34 (C-13)), 138.58 (C-
4), 124,51 (C-3), 123.97 (C-5), 114.19 (C-14"); 1.96 (H-2) / 139.34 (C-13), 138.58 (C-4),
124.51 (C-3), 123.97 (C-5), 114.19 (C-14"); 1.26 (H-11' ve H-12)/ 31.97, 29.74, 29.41, 22.73
(C-5/C-6'/C-7'/C-8//C-9).

ESI-TOF-MS m/z (Rel. Int. %, Sekil 4.85): 424 [M+1]* (%100), 409 (%4) [M-CHs]", 302
(%28) [M-CsH702]*, 364 (%30) [(M-CsHz)-H20]*, 310 (%30) [(M+Na)- CsHsOs (OH-Are-
COO-T*, 224 (%33) [(M-1)-CisHas-H20]*, 204 (%18) [(M+Na)-C14H1104 (Arg-COO-Ara-
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CH2)]", 181 (%27) [M- C14H1104 (Arg-COO- Ara-CH>)]", 136 (%34) [OH-Arg-COO-]*, 120
(%28) [OH-Arg-CO-]".
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4.3.6. 6 Numarah Bilesik CM-9-1

IR vmax (nujol) cm™: 3027, 2930, 2870, 1725, 1650, 1580, 1220.

IH NMR (CDCls, 8 (ppm), 500 MHz): 7.63 (2H, dd, J= 3.3, 5.7 Hz, H-4/H-5), 7.46 (2H, dd,
J= 3.3, 5.7 Hz, H-3/H-6), 4.15 (2H, dd, J= 10.9, 5.5 Hz, H-1"), 4.15 (2H, d, J= 14.4, H-1),
1.62 (1H, m, H-2"), 1.26 (6H, s, H-10' ve H-11"), 1.16-1.40 (16H, 8 X CHs), 0.85 (3H, d, J= 7.4,
H-6"), 0.83 (3H, t, J= 7.5, H-5"), 0.82 (3H, t, J= 7.5, H-9").

13C NMR, APT and HSQC (CDCls, & (ppm), 500 MHz): & 167.80 (C-1, C-8), 132.51 (C-7,
C-2), 130.92 (C-3, C-6), 128.85 (C-4, C-5), 68.20 (C-1", C-1'), 38.78 (C-2"), 31.97 (C-2), 31.48
(C-10' ve C-117), 30.24 (C-6"), 30.41, 29.74, 29.74, 29.71, 28.97, 23.80, 23.03, 22.75 (C-3', C-
4', C-5', C-6', C-7', C-8', C-3", C-4"), 14.08 (C-5"), 11.00 (C-9)).

IH-'H COSY (CDCls, & (ppm), 500 MHz): § 7.46 (H-3 ve H-6)/7.63 (H-5 ve H-4); 4.15 (H-
1")/1.62 (H-2"); 0.85 (H-6") /1.62 (H-2"), 1.16-1.40 (-CHz): 0.83 (H-5")/ 1.16-1.40 (-CH2); 0.82
(H-9')/1.16-1.40 (-CHy).

HMBC spektrum (CDCls, ¢ (ppm), 500 MHz): 6 7.63 (H-4 ve H-5)/ 167.80 (C-1 ve C-8),
132.51 (C-2 ve C-7), 130.92 (C-3 ve C-6); 7.46 (H-3 ve H-6)/ 167.80 (C-1 ve C-8), 132.51 (C-
2 ve C-7), 128.85 (C-4 ve C-5); 4.15 (H-1")/ 167.80 (C-1), 132.51 (C-2), 31.97 (C-2"), 31.48
(C-10"ve C-11"), 22.75-30.41 (metilen karbonlar1 civarr); 4.15 (H-1")/ 167.80 (C-8), 132.51 (C-
7), 38.78 (C-2"), 30.24 (C-6"), 22.75-30.41 (metilen karbonlar1 civari); 1.62 (H-2") / 167.80 (C-
8), 68.20 (C-1"), 30.24 (C-6"); 1.26 (H-10' ve H-11")/ 68.20 (C-1", 31.97 (C-2"; 0.85 (H-6")/
38.79 (C-2"); 0.83 (H-5")/ 38.79 (C-2").

ESI-TOF-MS m/z (Rel. Int. %, Sekil 4.104): 427 [M+Na]* (45 %),149 [CsHs0s]* (60 %),
199 [M-Ci3H1702] * (45 %), 205 [M-199 (C12H2502)]* (5 %).
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4.3.7. 7 Numarah Bilesik CM-3-1

IH NMR (CDCls, 8 (ppm), 500 MHz): J 8.15 (1H, s, H-5), 4.65 (2H, dd, J= 4.5, 8.6, H-1),
4.54 (1H, dd, J= 5.4, 10.8 Hz, H-2), 4.33 (1H, dd, J= 5.8, 10.9 Hz, Ha-3), 4.31 (1H, t, J=
5.63 Hz, Hp-3), 2.1 (6H, s, H-8 ve H-9).

13C NMR, APT and HSQC spektrum (CD3OD, é (ppm), 500 MHz): 6 170.98 (C-7), 154.61
(C-2 ve C-6), 139.84 (C-1), 134.28 (C-3 ve C-5), 129.52 (C-4), 80.99 (C-2'), 67.81 (C-1'), 67.78
(C-3), 24.04 (C-8 ve C-9).

IH-'H COSY spektrum (CDCls,  (ppm), 500 MHz): 6 4.54 (H-2')/ 4.65 (H-1), 4.33-4.31
(Ha-3' ve Hp-3)).

HMBC spektrum (CDCls, & (ppm), 500 MHz): & 8.15 (H-4)/ 154.61 (C-2 ve C-6), 139.84
(C-1), 134.28 (C-3 ve C-5), 24.04 (C-8 ve C-9); 4.65 (H-1) / 139.84 (C-1), 80.99 (C-2'), 67.78
(C-3); 2.1 (H-8 ve H-9)/ 154.61 (C-2 ve C-6), 134.28 (C-3 ve C-5).

ESI-TOF-MS miz (Rel. Int. %, Sekil 4.114): 256 (%40) [M]", 279 (%11) [M+Na]*, 213
(%76) [(M+Na)-.2xCHs-2xH20]*, 165 (%8) [M-(O-CH2CH(OH)CH20H)]*, 91 (%3) [M-
(CH2CH(OH)CH20H)]*, 62 (%60) [(C2Hs02)]".
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4.4. C. creticum Bitkisinden izole Edilen ve Miktar Yeterli Olan Bilesiklerin Antioksidan
Aktivite Tayini

C. creticum bitkisinden izole edilen 7 bilesikten, miktar1 yeterli olan 2,3 ve 4 numarali
bilesiklerin (CM-12-2-1, CM-12-4-1, CM-13-4-1) antioksidan aktivite tayini yapilmistir.
Antioksidan aktivite tayini i¢in; ABTS, FRAP ve CUPRAC yontemleri secilmistir.

4.4.1. C. creticum Bitkisinden izole Edilen ve Miktar1 Yeterli Olan Bilesiklerin ABTSe"
Katyon Radikali Giderim Aktiviteleri

TEAC ( mmol TE g?)

2,203

2 -
1,477

1,5

1 -

0,468
0,5
o - oo
o I i i i i
BHA

CM-12-2-1 CM-12-4-1 CMV-13-4-1 TOKOFEROL

Troloks/g)

ABTSe+ radikal giderim aktivitesi {mmol

Sekil 4. 115. Izole edilen bilesiklerin ABTS™ radikali giderme aktiviteleri

Yapilan analiz ¢alismalar1 sonucunda; 3 numarali bilesik (CM-12-4-1) 0.468 mmol
Trolox g™! aktivite gdsterirken, CM-12-2-1 bilesiginde aktivite 0.115 mmol Trolox g, CM-13-
4-1 bilesiginde ise en diisiik ve 0.060 mmol Trolox g olarak belirlenmistir (Sekil 4.115).
Aktivite sonuglar1 standart bilesikler olan BHA ve Tokoferolle karsilastirildiginda, BHA nin
en yiiksek aktivite gdsteren 3 numarali bilesigin (CM-12-4-1)’ya gore 4,7 kat1 daha fazla
ABTS™" katyon radikali giderim aktivitesine sahip iken, Tokoferoliin ise 3,16 kat daha fazla

aktiviteye sahip oldugu goriilmiistiir.

4.4.2. C. creticum Bitkisinden Izole Edilen ve Miktan Yeterli Olan Bilesiklerin Ferik iyon
Indirgeme Kapasiteleri (FRAP)

Yapilan analiz caligmalar1 sonucunda, farkli konsantrasyonlardaki {i¢ izole bilesigin
FRAP aktivite degerleri, ABTS’de oldugu gibi en yiiksek 3 numaral bilesikte (CM-12-4-1)
goriilmektedir. Bu {i¢ izole bilesikten en diisiik aktivitenin 2 numarali bilesik (CM-12-2-1)
oldugu bulunmustur (Sekil 4.116).
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FRAP(umol Fe 2* /g )
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CM-12-2-1 CM-12-4-1 CM-13-4-1 BHA Tokoferol

Sekil 4. 116. izole edilen bilesiklerin Ferik Iyon indirgeme Kapasiteleri (umol Fe?*/g)

Izole bilesiklerin Frap aktiviteleri standart BHA ve tokoferol aktiviteleri ile
karsilastirildiginda en yiiksek aktivite gosteren 3 numarali bilesikte (CM-12-4-1) goriiliirken,
BHA 5118,67 ve Tokoferol 4153,48 umol Fe*? g aktivite gdstermistir.

4.4.3. C. creticum Bitkisinden izole Edilen ve Miktar1 Yeterli Olan Bilesiklerin Kuprik
Iyon indirgeme Kapasiteleri (KUPRAK)

, Kapasiteleri (KUPRAC) mM Troloks g ekstrat™?

2,447

2,5
oo
\ 2
2 s
2 '1 0,922
j -
= 0,353533 090899 0,417365
s » [ ]
s [ |

CM12-2-1  CM12-41  CM13-4-1 BHA Tokoferol

Ekstrakt Konsantrasyonu

Sekil 4. 117. izole edilen bilesiklerin Kuprik Iyon indirgeme Kapasiteleri (KUPRAC)

Yapilan analiz ¢alismalar1 sonucunda; 3 numaral bilesik (CM-12-4-1) 0,590899 mM
Troloks g aktivite gdsterirken, CM-13-4-1 bilesiginde aktivite 0,417365 mM Troloks g, CM-
12-2-1 bilesiginde ise en diisiik ve 0,353533 mM Troloks g olarak belirlenmistir (Sekil 4.117).
BHA ve Tokoferol ile karsilastirildiginda; BHA 2.47 ve 0.922 mM Troloks g? oldugu
bulunmustur.
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5. TARTISMA VE SONUC

Bu c¢aligmada, Trakya bolgesinde yetisen daha Once kimyasal igerigi ve biyolojik
aktivitesi arastirilmamis olan, Cirsium creticum (Lam.) d’Urv. subsp. creticum (Asteraceae)
bitkisinin fitokimyasal bakimdan incelenmesi yapilarak, sekonder metabolitlerin molekiiler
yapilarinin tayini amaglanmistir. Bunun yaninda, bitkinin farkli ¢oziiciilerde alimmis ham
ekstrelerinde ve izole edilen saf maddelerde 6 yonteme gore antioksidan aktivite tayini

gergeklestirilmistir.

Literatiir arastirmalar1 incelendiginde, Cirsium tiirleri tizerinde bugiine kadar ¢ok sayida
fitokimyasal ve biyolojik aktivite ¢alismalar1 yapildigi goriilmiistiir. Ancak, tez konusu C.
creticum tiirii tizerine yapilmis fitokimyasal bir ¢alismaya ve antioksidan aktivite ¢alismasina

literatiirde rastlanmamustir.

Bitkiden elde edilen ham ekstrelerde, toplam fenolik/flavonoid miktar: tayini ve
antioksidan aktivite tayini ¢alismalar1 gergeklestirilmistir. C. creticum ham ekstrelerinin toplam

fenolik madde miktar1 en yliksek metanol ekstresinde bulunmustur (Tablo 4.1).

C. creticum ham ekstrelerinin hekzan ve etil asetat ekstrelerinde biitiin esdegerlerine
bakildiginda toplam flavonoid madde igerigi belirlenememistir. En yiiksek toplam flavonoid
madde icerigi metanol ekstresinde, daha sonra da dietileter ekstresinde bulunmustur (Tablo
4.2).

Ham ekstrelerin antioksidan aktiviteleri; DPPH radikali giderim aktivitesi, ABTS™
katyon radikali giderim aktivitesi, FRAP, B-Karoten renk giderim aktivitesi, KUPRAK,

stiperoksit anyon radikali giderim aktivitesi yontemleriyle tayin edilmistir.

DPPH" radikali giderim aktivitesi tayini sonuglarma gore; metanol ekstraklarmin diger
¢oziiclilere nazaran ¢ok daha yiiksek antioksidan aktivite potansiyeline sahip oldugu
goriilmektedir (Tablo 4.3).

ABTS™ radikali giderim aktivitesine iliskin sonuglara bakildiginda; C. creticum
metanol ekstreleri diger ¢oziiciilere nazaran ¢ok daha yiiksek ABTS™ radikali giderme
aktivitesine sahip oldugu goriilmektedir. En diisiik aktivite etilasetat ekstresinde bulunmustur
(Tablo 4.4).

C. creticum ekstrelerindeki FRAP aktivite degerlerine iliskin ECso degerlerine

bakildiginda metanol ekstrelerinin ECso degerleri en diisiik iken; etilasetat ekstresinde en
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yiiksek olarak saptanmistir. Yapilan analiz calismalar1 sonucunda, farkli konsantrasyonlardaki
C. creticum bitkisinin ham ekstrelerinde FRAP aktivite degerleri, konsantrasyon arttik¢a
yiikselirken, en yiiksek aktivitenin metanol ekstresinde oldugu goriilmektedir (Tablo 4.6; Sekil
4.10; Sekil 4.11).

C. creticum bitkisinin ham ekstrelerinin linoleik asit ve B-karoteninin oksidasyon hizina
ve renk agarmasina karsi en yiiksek inhibisyon etkisinin metanol ve dieitileter ekstrelerinde

oldugu; buna karsilik n-hekzan ekstrelerinin aktivite gostermedigi goriilmektedir (Tablo 4.7).

KUPRAK aktivite tayini sonuclarina gore; konsantrasyona bagli 6nemli diizeyde
aktivite artis1 bulunmaktadir. Metanol eksresinin kuprak aktivitesi diisiik konsantrasyonlarda
daha yiiksek iken, yliksek konsantrasyonda etilasetat ekstresi ile benzer sonug vermistir (Tablo

4.10).

Stiperoksit anyon radikali giderim aktivitesi degerlerine gore dietileter ekstresinde en
yiiksek aktivite saptanmis olup, bu degeri sirasiyla metanol ektresi ve etilaset ekstresi izlemistir.
n-hekzan ekstresinde siiperoksit anyon radikali giderim aktivitesi ise belirlenememistir (Tablo

4.11).

Elde edilen sonuglara gore; 6zellikle toplam fenolik madde igerigi ve toplam flavonoid
madde miktar1 yiiksek olan metanol ekstresinde kromatografik ayirma ve saflagtirma islemleri
gerceklestirilmistir. Bu islemler sonucunda; C. creticum bitkisinin metanol ekstresinden 7
madde izole edilip, spektroskopik yonlemlerle (IR, 1D (*H ve C NMR, APT) ve 2D NMR
(*H-'H COSY, HMBC, HSQC) ve MS (ESI-MS/MS ve ESI-TOF/MS)) yapilari
aydinlatilmistir. Bu maddelerden 5 tanesi alkil fenol (alkil katesol) tiirevi bilesiklerdir; 4-(4',4'-
dimetil-2'-vinil-desil) benzen-1,2-diol (1); 2-O-a-D-glukopiranozil-4-(4',4'-dimetil-2'-vinil-
desil) fenol (2); 2-O-a-D-arabinofuranosil-4-(4',4'-dimetil-2'-vinil-desil) fenol (3); 2-hidroksi-
4-(4',4'-dimetil-2'-vinil-desil)-fenil-2",3",4"-trihidroksi ~ biitanoat (4); 2-hidroksi-4-(4',4'-
dimetil-2'-vinil-desil) fenil-3-hidroksi benzoat (5). izole edilen bilesiklerden bir digeri, ftalik
ester olup, Ftalik asit (2"-metil-pentil), (2',2'-dimetil- nonil) esteri, 6 numarali bilesiktir. izole
edilen 7. bilesik ise, (2'-3'-dihidroksipropil)-2,6-dihidroksi-3,5-dimetil benzoat (7), bir fenolik
asit esteridir. Bu bilesikler; C. creticum tiiriinden, ilk defa bu ¢calismada izole edilmislerdir.

Literatiirde, C. creticum tiiriiyle yapilmis bir fitokimyasal ¢aligma olmamakla birlikte;
Cirsium cinsinin, diger tiirleriyle ilgili fitokimyasal caligmalar literatiirde mevcuttur. Bu

calismalar; 6zellikle bizim ¢alismamizda izole ettigimiz bilesiklere (alkil fenol/ alkil katesol)

benzerlik agisindan incelendiginde, literatiirde cesitli Cirsium tiirlerinden flavonoidlerin
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(Shelyuto ve ark. 1971, Ke ve ark. 2006, Nazaruk 2009) ve fenolik asitlerin (Palade 1971,

Miyaichi ve ark. 1995, Nazaruk ve ark. 2008) izolasyonunun oldugu goriilmektedir.

Diger taraftan literatiire Cirsium cinsi disindaki dogal {irlinlerden izole edilen alkil fenol
(alkil katesol) bilesikleri agisindan bakildiginda, pek ¢ok calismaya rastlanmig bulunmaktadir
(Kitahara ve Kanda 1975, Juch ve Riiedi 1997, Suzuki ve ark. 1999, Feresin ve ark. 2003,
Tyman ve ark. 2003, Rong ve ark. 2007, Megawati ve Darmawan 2017). Gustofon ve ark.
(1992), Pothomorphe peltato bitkisinden alkil katesol monomer ve dimerterini izole etmisler
ve bu maddelerin HIV-inhibitor etkisini arastirmislardir. Kim ve ark. (1997), Kore’de Rhus
vernicifera bitkisinden izole ettikleri alkil katesol tiirevlerinin antifungal aktivitesini tayin
etmiglerdir. Feresin ve ark. (2003), Oxalis erythrorhiza bitkisinden biyoaktif alkil fenol
bilesiklerini izole etmislerdir. Juch ve Riiedi (1997), Plectranthus sylvestris bitkisinden izole
ettikleri uzun zincirli alkil katesollerin, antioksidan aktivitesini arastirmislardir. Cardoso ve ark.
(2005), Brezilya’da yetisen Schinopsis brasiliensis agacinin gévdesinden yeni bir alkil fenol

izole etmislerdir.

Ayrica tez calismamizda, izole edilip, yapist aydinlatilan ve miktar1 fazla olan
maddelerin antioksidan aktivitesine de bakilmistir. Bu amagla; izole edilen, 2,3 ve 4 numarali
bilesikler, antioksidan aktivite tayini i¢in se¢ilmis; 1, 5, 6 ve 7 numaral bilesikler ise, proje

kapsaminda antifungal/antimikrobiyal aktivite ¢alismak tizere ayrilmistir.

2,3 ve 4 numarali bilesiklere ABTS, FRAP ve KUPRAK yontemlerine gore antioksidan
aktivite tayini yapilmistir. Yapilan analiz ¢alismalar1 sonucunda, farkli konsantrasyonlardaki
ti¢ bilesigin ABTS, FRAP ve KUPRAK aktivite degerlerinin hepsinde, en yiiksek antioksidan
aktivite 3 numarali bilesikte (CM-12-4-1) goriilmektedir (Sekil 4.115; Sekil 4.116; Sekil 4.117).
ABTS ve CUPRAC ta en diisiik antioksidan aktivite 2 numarali bilesikte, FRAPta ise en diisiik

aktivite 4 numaral bilesikte bulunmustur.

Yapilan bu tez ¢aligmasiyla, Tiirkiye’de yetisen Cirsium tiirlerinin, kemotaksonomik
bakimdan degerlendirilmesine katki saglanacagi gibi bu tiirlerdeki biyoaktif bilesenlerin
aragtirtlmasinda bilimsel birikime 6nemli katk: saglayacaktir. Ayrica bu konuda hazirlanan
projenin, literatiire basta kimya bilimi olmak iizere tip, gida, eczacilik gibi ¢aligma alanlarina
ve yeni bitki droglarinin hazirlanmasinda dogal bilesikler/ila¢ endiistrisine katk1

saglayabilecektir.
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