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OZET

Marrubium Vulgare L. bitkisi kimyasal acidan incelenmigtir.

Kurutulup, &égutiilen bitki, aseton ve etanol ile ayra ayri ma-
serasyon yoluyla ekstre edilmigtir. Aseton ekstresi yodunlasg-
tirilip, silikajel kolonda, benzen, kloroform ve etanol ile
elue edilmigtir. Bu fraksiyonlardan terpen ve steroid yapida
bilegikler izole edilip, (MV;, MVy;, MV3, MV,) seklinde tanim-
lanmigtar.Etanol ekstresi ise flavonoidal bilegikler bakimin-
dan zengin goriilmiagtiar. Etanol ekstresi de polikar kolonda

kloroform ve etanol ile fraksiyonlandirilmigtir. MVg, MVg,

MV,, MVg bilegikleri saptanmigtar.

Tim fraksiyonlar silikajel plakalarda veya silikajel, sefadeks
kolonlarda saflastirilmigtir. Izole edilen maddelerin yapila-
ri, UV, IR, H-NMR ve kiitle spektrumlarindan ; ayrica standart

érneklerle kiyaslanarak belirlenmigtir.

Sonug¢ olarak, Marrubium vulgare L. bitkisinden bir steroid,
iki terpen,bir kumarin ve dért flavonoidal bilegik elde edil-

migtir.




ABSTRACT

Marrubium vulgare L. plant was examined from chemical aspects.
The plant was air dried,then separately extracted with aceto-
ne and ethanol by way of maceration. After increasing the
density of the acetone extract it was eluated over silicagel
adsorbent with benzen , chloroform and ethanol. From these
fractions terpenoids and steroids were isolated and defined

as MV, MVy, MV3, MV,4. The ethanol extract proved rich in fla-
vonoids. The ethanol extract was eluated in a polyclar column

and fractioned with chloroform and ethanol , solvents from

which MVg, MVg, MV;, MVg compudans yielded.

All fractions were purified on silicagel plates or silicagel,
sefadex columns.The structure of the isolated substances were
identified through UV, IR, !H-NMR and MASS-spectrums and add-

itionally compared with standard samples.

As a result, one steroid,two terpenoids, one cumarin and four
flavonoidal compoudans were obtained from the Marrubium

vulgare L. plant.




1. GIRIS ve CALISMANIN AMACI

Labiate familyasinin dinyada 200 cins ve yaklasik 3200 taria
bilinirken, Tiarkiye' de 38 cins ve 400 'e yakin turi bulunur.
{(2-5.279) . Labiate familyasinin bazi tiirlerinin antidiabetik,
antiseptik, spazm dnleyici, kas gevsgetici aktivite gdésterdik-

leri bilinmektedir.

Labiate familyasinda bulunan bitkiler; terpenik bilesgikler,
flavonecidler,ugucu yadlar ve az da olsa alkoloit yapida bile-

gikler igerirler.

Marrubium tirii, Avrasya ve kuzey Afrika ‘da yaygin oclan bit-
kilerdir. (1-s.168) Bu tiirle ilgili kimyasal aragtirmalara

literatiirde rastlanmaktadir. Dedgigik tirlerinden ana yapisi




diterpenlakton olan bilegikler izole edilmigtir. Marrubium
vulgare L., den de diterpenlakton yapisinda bir madde elde e-
dilip,yapisi aydinlatilip, marrubiin olarak adlandirilmigtir.

Ayrica durmus bitkilerde bu maddenin bulunamiyacadi da belir-

tilmigtir. (25)

idrar arttirici,gaz soéktiiriici ve gddils yumusatici olarak kul-
lanilan Marribium vulgare L. bitkisi ile (lkemizde fazla ¢a-
lisilmamigtir. GCaligmada, bitkinin terpen, flavonoid yapidaki

bilegiklerinin kimyasal olarak incelenmesi amaglanmigtir.




2. TEORIK BOLUM

2.1. Bitkinin Tanimi ve Yayilaisi

2.1.1. Labiatae Familyasi

Labiatae , 200 cins ve 3200 tiiri olan énemli bir familyadair.

Tarkiye 'de 38 cins ve 400 'e yakin tiarit yetigir. (2-s.279)

Akdeniz Bélgesi 'nde yaygin olan, ugucu yag igeren , bir veya
gok yillik, otsu veya ¢alimsi bitkilerdir.Gévde, dort kogeli
vey; dedildir.Yapraklar, basit veya pargali,daima kargilikla,
déniisimlil diziliglidir.Gigekler,braktelerin koltugunda verti-
siller halindedir ve genellikle erdigidir. Kaliks (g¢anak yap-
radi) genellikle 5 loplu, ustit 3 digli, alti 2 disgli, nadi-

ren loplar veya digler 1:1, 1:4 dir.XKorolla (tag yvapragi) be-




lirgin olmayan 5 loplu, 2 dudaklidir.Tohumlar 4, didinam 2 '-
dir.Meyva, dort (nadiren daha az), kuru (¢ok ender etli) fin-

daiktan meydana gelir ; gizokarptir. (l-s.36)

Labiatae familyasi bitkileri genellikle terpenoid bilegikler
yoéniinden zengindir.Ayrica flavonoidleri ve ugucu yaglari ige-

rirler.Bazi cinslerinde alkoloidlere de rastlanir.

2.1.2. Marrubium L. Cinsi

Tek veya ¢ok yillik otsu bitkiler.Yapraklar, disli genellikle
tiiyla , nadiren tabanda kalp seklindedir. Verticilaster 'ler
giceksi yapraklar tagimakta ve her ¢igek genellikle bir dig ,
iki i¢ brakte tasir.Ganak yapraklar ters konik, dar,10 damar-
11, 5-10-30 disgli olup, tupii digdan yogun, agizda uzun ve yo-
gun tiaylidur.Tag¢ yapraklari, beyaz, sarimsi veya dedigik mor
tonlarinda ; dig kismi tiayla, iki dudakli ; @ist dudak diaz iki
parcali;alt dudak ¢ pargalidir.Erkek organlar tag¢ yaprak tia-
puniin iginde, alttaki ¢ift uzun olmak {izere dért tanedir.Fin-

diks1i meyvelerin yizeyi duz, tepesi kesiktir.

Bitkinin ¢anak yapraklari diglerinin sayisi ve gekli sinif-

landairma ic¢in Snemli bir &zelliktir.

Marrubium tirlerinin tityleri ¢ok sik ve karmagiktir. Genelde
vildiz seklinde, yan dallarda ¢ok kiigik, ortada ¢ok uzundur.

Ty tipini saptamak oldukg¢a zordur. (l-s.165)




2.1.3. Marrubium Vulgare L. = ( Horehound )

Marrubium Vulgare L. ( Horehound ) gdvdesi 20-60 cm uzunlu-
gunda, dik ,gri renkli, senelik otsu bir bitkidir. Yapraklar,

petioclat, elipsden yuvarlaga kadar dedigsen gekillerdedir.

Yaprak yiizeyleri yildiz geklindeki titylerle kaplidir. Alt yi-
zeyleri beyazimsi vaya gri,ast yuzeyleri koyu yegildir.Gicek-
ler,vertisiller halindedir.Oraktelos, kaliks tiipii boyunda ve-
ya biraz daha uzundur. Kaliks 3,5-4,5 mm boyunda uzeri yildiz
seklindeki tiylerle kaplidar. Korolla beyaz veya krem rengin-
dedir ve kaliks gibi Gizeri yildiz geklindeki tiiylerle kapli-
dir.Meyveler yaklagik 2 mm buyukliaginde, gri - kahverenginde-

dir. (1-s.168)

Avrasya ve kuzey Afrika 'da yetigsen bu bitki,Turkiye ‘de Mar-
mara Bdlgesi 'nin gineyinde,Ege Bdlgesi 'nde, i¢ Anadolu 'nun

batisinda, Akdeniz Bdlgesi 'nde yaygindix. (1-s.168)

Marrubium Vulgare L. ( Horehound ) halk arasinda Boz otu,it-
sinegi, Képek otu, kukas otu gibi dedisik isimlerde taninmak-
tadir. Qigekli dallari, idrar artirici, gaz séktiiriich ve gé-

gus yumusatici olarak kullanilmaktadir. (3-s.420)

Marrubium L. tiarleri genel clarak, eterik yad, terpen-gliko-~
zidleri (Marrubiin %0,3~1) ve steroidleri igerirler. Bitkinin
kendisinin veya hazirlanan droglarin toksit etkisi yoktur.

(4-s.118)




2.2. Genel Bilgiler

2.2.1. Terpenoidler

2.2.1.1. Yapilari ve Dagilimlarai

Terpenoidler, bitkilerde yaygin olan, 2-8 izopren biriminden
meydana gelen bilesikleridir. Bu nedenle yapilarinda izopren
" CHy- C(CH3) - CH - CH " birimi bulunan bilegiklere izo-
pPrene benzeyen anlamina gelen "izoprenoid" veya "Terpenoid®

denir.

Terpencidlerin ¢ogu bitki dokularinda serbest olarak bulunur-

lar.Bazilari, glikozid veya organik asit esterleri halinde-




dirler.Ayrica klorofil, protein gibi primer metabolitlerde de
birlesmig olarak bulunabilirler. (5-s.234) Tabiatta ¢ok yaygin

olan eterik yadlarin yapi tasi terpenhidrokarbonlardir.

L.Ruzicka (1920) tarafindan énerilen "izopren kurali" na gdre
C5- biriminin iki veya daha fazlasinin birlesmesinden olugmusg
olan dogal maddeler terpenoidtirler. Terpenoidlerin ana iske-
leti, beg karbonlu izopren molekiilan oldudgundan,izopren birim-~

lerinin sayisina goére siniflandirilairlar.

C- Sayisi Izopren~ Sayisi
Monoterpenler 10 2
Seskiterpenler 15 3
Diterpenler 20 4
Sesterpenler 25 5
Triterpenler 30 6
Tetraterpenler 40 8

Bes ve yedi izopren birimi igeren terpenler bilinmemektedir.

(6-s.1538)

Diterpenler, dért izopren biriminden olugmug, yirmi karbon a-
tomu igeren yapilardir.Doda da bulunan en énemli diterpenler,
Phytol, Vitamin A ve Abietin asittir. Phytol, zZincir seklinde
bir alkeol olup, ester olarak klorofilin yapisinda bulunur. A-
vitamini , monosiklik doymamig bir alkoldiitr. Abietik asit ise

trisiklik monokarboksilli bir asittir. (7-s.750)




Triterpenler, alti izopren biriminden olugmug , otuz karbonlu
halkali bilesiklerdir.Bitkilerde serbest veya bagli halde bu-
lunurlar. Serbest triterpenler, asit, alkol, aldehit, keton,
epoksi ve lakton gruplarindan biri veya birkagini bir arada
tagsiyabilirler. Siubstittient tagsimayanlara triterpenik hidro-
karbon denir. Glikozid halindeki triterpenler, triterpenik a-

sitlerin esterleri,baglica badli triterpencidlerdir. (44-s.32)

2.2.1.2. Bitkiden Elde Edilmeleri

Bitkinin kurutulan ve toz edilen kisimlari, dedigik polorite-
deki c¢ozicillerle ekstre edilir. Terpenik bilegiklerin c¢odu,
polar olmayan g¢oéziicillerde ¢éziuniirler. Ancak terpenin yapsinda
¢ok sayida hidroksil , karboksil gruplarinin bulunmasi veya
glikozid yapsinda olmasi halinde etil asetat,alkocl gibi polar

¢déziaciler kullanilir.

Elde edilen ekstreler kromatografik ydéntemlerle saflagtiri-
lir.Kromatografik yéntem olarak da kolon veya preparatif ince
tabaka kromatografisi kullanilir. Adsorban olarak silikajel ,
daha az olarak da aluminyum oksid, magnezyum silikat kullani-

lar.

Gaz kromatografisi,ugucu olan veya ugucu bilesiklerine dénusg-

tiutiulebilen terpenlerin ayrilma ve taninmasinda kullanailir.




2.2.1.3. Taninmalari

2.2.1.3.1. Renk Reaksiyonlari

Diterpenlerin taninmalari igin 6zel bir renk reaksiyonu yok-
tur.Iince tabaka kromatografisi ile plakalarda tanimlamak igin

diger terpenik yapilarda kullanilan (derigik H,SO0,,serik sul-

fat, antimon III kloriur gibi) belirteg¢ler kullanilir.

Triterpenlerin taninmasinda kullanilan en énemli reaksiyon
Liebermann-Burchard renk reaksiyonudur. Mavi-yegil-mor renk

degisimi triterpen varligini gésterir.

2.2.1.3.2. Spektroskopik Yéntemler

Konjuge ¢ifte bad veya kromofor grup igeren diterpenler igin

UV spektrumlar:i yapi analizinde dnemlidir.

IR Spektrumu , fonksiyonal gruplar ve aromatik yapi diginda

fazla bilgi vermez.

Diterpen bilegiklerinin yapisi hakkinda en fazla bilgiyi NMR-
spektrumu verir.lH-NMR spektrumunda metilen zarfi oldukga k-
gliktir. Ayrica metil gruplarinin iskeletteki durumlari, fonk-

siyonel gruplarin yeri ve konumlari bu yéntemle saptanabilir.

Diterpenlerin kiitle spektrumlari,bilegigin tasidigi iskelete,
stibstituentlere , fonksiyonel gruplarinin yer ve durumlarina

goére karakteristiktir.




Triterpenlerin godunda konjuge g¢ifte bag ve oksokrom gruplar
bulunmadigindan, UV spektrumu yapi analizinde fazla yararli

olmaz.

IR spektrumu, yapidaki fonksiyonel gruplar hakkinda bilgi ve-

rir.

lg-NMR spektrumu, triterpenlerin yapi tayininde oldukg¢a énem-
lidir. Karakteristik metilen zarflari ve metil pikleri yapi

iskeleti hakkinda bilgi verir. ({44-s.596)

Kitle spektrumunda, iskelet tizerindeki ¢ifte badin yeri degi-
$ik parcalanmalara neden olur. Ayrica bilegikteki asit, alkol
ve hidroksil gibi g¢egitli gruplara gore de dedisik parcalan-

malar olmaktadir.

10




2.2.2. Steroidler

2.2.2.1. Yapilari ve Dagilimlara

Steroidler, hayvanlarda ve bitkilerde yaygin olarak bulunan
bilegiklerdir.Stercidler, mide ve safra asitleri, cinsiyet ve
adrenal korteks hormonlari, D-vitamini gibi hayati fonksiyon-

lar izerinde etkili maddeler, énemli steroidlerdir. (8-s.517)

Stercidler , siklopentanoperhidrofenantren halka sistemi icge-
rirler. Halkalar A, B, C, D harfleriyle belirtilir ve karbon

atomlari asagidaki gibi numaralandirilir.

11




Steroller

Steroller , bitkisel ve hayvansal yaglarin sabunlagmayan kis-
mindan izole edilebilen kristal yapida tetrasiklik sekonder

alkollerdir. (6-s.1600)

Bitkisel sterollerin yapisinda, ¢€-3 'de bir hidroksil grubu,
C-5 'de bir ¢ifte bad§ vardir.C-17 'den de bir yan zincir bag-
lanmigtir.Bazi sterollerin yan zincirindeki C-22 'de veya C-
24'de doymamiglik gdzlenir.Bir kisminda ise C-24 'e metil ve-

va etil gruplari siubsititiedir.

Dodada steroller,serbest, ester veya glikozitleri halinde bu-
lunurlar.Bitkilerde sterolin olarak adlandirilan glikozidleri

halindedirler.

Steroller bulunduklari kaynaklara gdre siniflandirilabilir-
ler. (9)

1. Zoo-steroller

2. Fito-steroller

3. Miko-stercller

Hayvansal kaynakli en dnemli sterol, kolesterol (Cy7H45-OH)

dir. (8-s.519)
CH3

HO
12

(RSN, T,
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Sitosterol, stigmasterol ve kampesterol yaygin olan fibo-ste-
rollerdir.Bunlar bitkilerde serbest veya glikozitleri halinde

bulunurlar.Stigmasterocl (Cy9H470H) , kolesterolden yalnizca yan

zinciri ile ayrilir. (9-s.557)

CHs

CH, Caohe
BOO

Bitki ve deniz organizmalarinda yaygin olan B-sitosterol

( CogH4g0H ), suda pek ¢dézilnmeyen beyaz renkli, tatsiz, koku-

suz bir tozdur.

Stercidler, sterokimyasal degigiklikler gésterirler. Tabiatta
bulunan steroitlerde A ve B halkalari cis- ve trans- ,B ve C
halkalari daima trans-,C ve D halkalari da genellikle trans-,
bazende cis- durumundadir.C-10 ve C-13 angular metil gruplari
C-8 hidrojen atomu ve C-17 'ye bagli R-yan zinciri cis- duru-
mundadir.Bu gruplar genellikle B-konfigiirasyonundadir.

(9-s.555)

13



2.2.2.2. Bitkiden Elde Edilmeleri

Bitki kurutulup, odutiilduakten sonra, dedigik polaritedeki ¢oé-
ziiciilerle ekstre edilir.Steroller ig¢in genellikle polar olma-
van g¢éziiciiler kullanilir.Ancak steroid molekiiluniin hidroksil,
karboksil gibi gruplar igermesi veya glikozid yapida olmasi
durumunda alkol , etilasetat gibi daha polar ¢éziiciiler kulla-

nilir.

Steroid ekstrelerinin ayrilma ve saflagstirma islemleri kolon
ve preparatif ince tabaka kromatografisi ile yapilir.Adsorban
olarak en gok silikajel, daha az olarak da aluminyum oksid,
magnezyum silikat,kieselgur veya seliiloz kullanilir.Bu adsor-
banlardan, madde, sirasiyla petroletleri , karbontefraklorur,
benzen,kloroform, dietileter, etil asetat, aseton, etanocl,me-
tanol ¢oézuclileri tek veya deéisik oranlardaki karigimlari ile

elde edilir. (39-s.316)

2.2.2.3. Taninmalarai

2.2.2.3.1. Renk Reaksiyonlari

Stercller, taninma ve kantitaf analiz igin yararlanilabilen,
ancak teshis ig¢in yeterli olmayan bir gok renk reaksiyonu ve-

rirler. En ¢ok uygulanan renk reaksiyonlari olarak Salowski

14




Reaksiyonu, Liebermann-Burchard Reaksiyonu ve Roserheim testi

sayilabilir.

C. Liebermann ve H.Burchard (1889) incelemeleri sonucunda
doymug ve doymamis steroidleri renk reaksiyonu ile ayirdede-
bilmiglerdir. Bu reaksiyona gére, kloroformda g¢éziilen sterol
numunesine , taze hazirlanmig derigik stlfat asidi asetanhid-
ridi karisimindan damlatilir. Reaksiyon yavasg yuriuduadunden ,
renk maksimum derinlidini ancak yarim saat sonra alir.

(6-s.1601)

2.2.2.3.2. Spektroskopik Yontemler

Steroidlerin yapilarinin saptanmasinda spektroskopik yontem-

ler énemlidir.

Steroidlerin taninmasinda UV spektrumundan fazla yararlanil-
maz. 3-0OH 'dan 6tari 200 nm 'nin altinda bir maksimum verir-
ler. Genellikle ¢ifte badlar izole durumda oldugundan 200-210

nm arasinda bir absorbsiyon piki verirler.

IR spektrumu , bilesidin fonksiyonel gruplarinin saptanmasi
acgisindan énemlidir.Parmak izi bdlgesi steroidler ig¢in karak-
teristik ve oldukga karigiktir. 3350-3550 cm-1 arasinda ser-
best veya hidrojen badi yapan hidroksil gruplari, 1640-1650

cm-1 de ¢ift baglar izlenebilir.

15




lg-NMR spektrumunda metil bantlari 0,5-2,5 ppm arasinda gdrii-
lar.sStercidlerde metilen pikleri ¢ok karmagik ve yaygindir ;
bir metilen zarfi sbéz konusudur. Triterpenlerden bu metilen

zarfi ile ayirdedilirler.

Kiatle-spektroskopisi,steroidlerin yapi tayini i¢in gok yarar-
lidir. Steroidler genellikle bu yéntemle , molekiil agairligini
ve molekiil formiiliinli tayin etmeye yarayan molekiller iyon ve-
rirler. Bilegikte bulunan asit, alkol, hidroksil gibi g¢esitli
gruplara gore dedigik parg¢alanmalar olur ve bu parg¢alanmalara

gdre bilesidin yapisi hakkinda fikir edinilir. (8-s.529)
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2.2.3. Flavonoid Bilesgikler

2.2.3.1. Yapilari ve Dagilimlari

Flavonoidler, yosunlarain biyiitk bir kismi ve bakteriler harig,
bitkilerde yaygin bulunan bilegiklerdir. Flavonlar, fenilben-

zopiron iskeleti igerirler.




Flavonun -piron halkasinin C-3 uzerindeki hidrojen bir hid-
roksil grubu ile siubstitiie oldudunda flavonol (3-hidroksifla-

von) meydana gelir.

Flavonlar tabiatla hidroksil gruplar: serbest,metil eteri ve-
ya glikozidleri halinde bulunurlar. $eker grubu genellikle 3-

veya 7- durumuna baglanmigtir.

5,7,4' ~trihidroksiflavon {(apigenin), 5, 7, 3', 4'-tetrahid-
roksiflavon (luteolin) , 3, 5, 7, 3', 4'-pentahidroksiflavon
(kuersitin) en dnemli flavonollerdir. Yaygin olan glikosid de

kamferol 7-O-ramnosiddir.

Kamferol
OH
0
OH
OH 0
Kuersitin
0
CﬁHnﬂb_U l l 0
OH
0H 0

Kamferol _7_0_ramnosit
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Flavonlar genel olarak sari renkli , erime noktalari ylksek ,
kristal yapida maddelerdir.Suda, alkolde, seyreltik asitlerde
ve bazlarda ¢dézuniurler.Asitlerdeki g¢oéziunirliuk, -piron halka-
sindaki oksijen atomundan ileri gelir ve oksonyum tuzlari o~
lugur. Flavonlarin oksonyum tuzlari ¢ogunlukla suda kararsiz-
dir.Bu dzellikleriyle de antosiyanidinlerden ayrilirlar.Anto-
siyadinler, kararli oksonyum tuzlari halinde bitkilerde bulu-

nurlar.

Flavonlar , bazlarda kaynatilinca fenol ve aside bozunurlar.
{Sekil 1) de gorualdagih gibi énce O-hidroksidibenzoilmetan-
(I) sonra salisilik asit(II) ile asetofenon(III) ve O-hidrok-

siasetofenon(IV) ile benzoik asit (V) meydana gelir.

0
OH HaC(%
H..;
ON\C O'
’,CgPi 0 1 II
¢ eor O
O KOH
C/sz \
0 Q
: OH ol
CCHy
0
Iv v

Sekil 1 = Flavonlarin Bozunma Urinleri




Flavon molekiiliinde A ve B halkalar:i , aromatik halkalar gibi
reaksiyona girerler. Ozellikle, hidroksiflavonlar ve bunlarin
atarleri , siibstitiisyon reaksiyonlarinda fenoller ya da eter-
leri gibi davranirlar.Bu &ézelliklerinden yararlanarak , degi-
gsik reaksiyonlarla (nitrolama, bromlandirma gibi)} o&ézellikle
hidroksiflavonlarin tiirevleri elde edilmig ve yapilari aydin-
lataimigtar. 5~ veya 7- hidroksi grubu, siubstitiientleri 8-po-

zisyonuna yéneltir.

Piron halkasi,bir karbonil grubu ig¢ermesine ragmen flavonlar,
karbonil reaktifleriyle reaksiyon vermezler. Grignard reak-
tifleri yine de karbonil grubu ile reaksiyon verir ve yalniz-

ca susuz pirilyum tuzlari izole edilebilir.

Flavonlarda bulunan ¢ifte bag ve karbonil grubu,hidrojen ato-
munun farkli yollarla katilabilecedgi konjuge bir sistem olug-

turmugtur.

2.2.3.2. Bitkiden Elde Edilmeleri

Kurutulup, &gJutiilen bitki , maserosyon veya sokslet cihazinda
ekstre edilir. Ekstraksiyonda kullanilacak ¢déziiciler, non po-
lardan polara dodru seg¢ilir. Isoflavenlar, dihidroflavenlar,
flavononlar ve metoksiflavonlar igin benzen , kloroform, die-
tileter gibi ¢géziiciiler kullanilir.Flavonoid glikozidleri,fla-

voneller,auronlar gibi polar anglikonlar ise bitkiden aseten,

etanol su veya bunlarin degigik oranlardaki karigimlariyla =

ekstre edilir. 4
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Flavonoidal bilegiklerin, ekstreden ayrilmasi ve saflagtiril-
masi ig¢in kromatografik yéntemler uygulanir.Biyidk miktarlarda
flavon eldesi igin kolon kromatografisi, kigtik miktarlar igin

preparatif ince tabakadan yararlanilair.

Kolon kromatografisinde silikajel , selliloz, poliamid, sefa-
deks en ¢ok, kieselgur, magnezyumsilikat, aluminyum oksid da-

ha az kullanilan adsorbanlardir.

Silikajel, isoflavon, flavonon, dihidroflavonol gibi nonpolar
flavonoid anglikonlarin ayrilmasinda kullanilir.@gdziicit siste-

mi ise, polarite artacak gekilde ayarlanar.

Selliuloz,bitiin flavonoid ve glikozidlerinin ayrilmasi i¢in i-
vi bir adsorbandir. Selliiloz kolon igin en yaygin g¢odziciiler ,

sulu alkel ve asid karigimlaridar.

Poliamid de tim flavonoid tiarlerinin kromatografik ayrilmasi-
ni saglayan adsorbandir. Bu adsorbanin yapisindaki amid ve
karbonil gruplari, fenolik hidreoksil gruplariyla gigli hidro-
jen baglari yaparak ayrilmayi saglarlar. Uygun ¢dzilcl sistemi

de degisik oranlardaki metanol-su karigimlaridir.

Sefadeks , hidroksi propillemmig dekstran yapisinda , molekiuil
buytaklagine gére ayrilmayi saglayan bir adsorbandir. Sefadeks

kolonda g¢oziicli olarak genellikle metancl kullanilair.

Flavonoidlerin ince tabaka kromatografisi ile preparatif ayi-
riaminda, silikajel,selliiloz ve pocliamid en ¢ok kullanilan ad-

sorbanlardir.
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Bu yontemlerden bagka kagit kromatografisi , ugucu tiirevleri
haline getirilmig flavonoidler ic¢in gaz-likid kromatografisi
veya yiksek basingli sivi kromatografisi (HPLC) kullanilmak-

tadir. (10-s.3-38)

2.2.3.3. Taninmalarai

2.2.3.3.1. Renk Reaksiyonlari

Flavoncidler renkli maddeler olduklarindan UV isikda floure—
sans verme 5zellidi gdsterirler.Ayrica fenolik yapilari nede-
niyle de NH3 ve diger bazlarla renk dedigtirirler.Bu 6zellik-
lerinden yararlanarak , flavonoidlerin ince tabaka ve kadit
kromatografisinde elde edilen kromatogramlardaki lekeler,énce

UV (366 nm) 1sik altinda incelenir.Daha sonra NH3 buharlarina

tutulup, NA (NaturstoffreagenzA) belirteci piiskirtiilerek,olu-
san renk dedigimi yine UV i1gik altinda gézlenir. (Tablo 1)

(11-8.13)

Flavonocidlerde hidroksil grubunun badli oldugu yere gére , UV

1s1kda, NH3 ve NA -belirteciyle verdikleri renkler degigir.
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Tablo 1. Flavonoid Yapis:i ve Renk Reaksiyonlar: Iligkileri

Flavonoid Spot Rengi Flavonoid Tipi
uv UV/NH3
Koyu Mor Sari-sari yesil (a) Genallikle 5-OH ve 4'-
va da kahverendgi OH igeren flavonlar ya

da 3-OH'y silbstitiie
olmug, 5-OH ve 4'-CH
i¢aren flavonoller.

(b) 5-CH igeren flavonlarin
bazilari ve B-halkasinda
hidroksil gruplari icex-

meyen 4'-OH'a sahip kal-

konlar.
Renk ¢ok az de- (a) 4'-CH'1 olmayan veya
gigir ya da hig stibstitie olan, 5-CH'a
dedigsmez. sahip flavon ya da fla-
vonoller.

() Isoflavonlar, dihidro-
flavonoller ve bazi
5-0H iceren flavonlar.

{c} Serbeat 2- ya da 4-OH
icermeyen 2'- ya da
6'-CH'a sahip kalkonlar.

Hafif mavi (a) 5~CH'a sahip flavonlarin
ba.z:.la:::..‘

Kirmizz ya da Serbest 2- ve/vaya 4'-0OH

turuncu iceren kalkonlar.
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Flavonoid Spot Rengi

Flavonoid Tipi

uv UV/NH3
Flouraesans Flouresans sari-
hafif mavi vegil ya da flou-

resans mavi-yesil

Rank ok az dedgi-
sir ya da dedigmaz

Parlak flouresans,

(a)

(b)

Serbest 5~0H icermeyen
flavonlar vae flavonon-
lar

3-0H'1l substitiie olmug,
serbest 5-OH icermeyen
flavonoller

Serbast 5-0H icermeyan
isoflavonlar
Serbast 5-OH igermeyen
isoflavonlar
Sarebst 5-OH icermeyen

isoflavonlar

Sarbast 5-0H ile ya da
5-OH'i olmayan, 3-OH'a

sahip flavololler.

(a)

(b)

Serbest 4'-OH'i iceren
auronlar ve bazi 2-ya da

4-OH'a sahip kalkonlax

Serbest 4~0H icermaeyen
auronlar va serbest 5-CH
igcermayen flavononlar
Serbast 5-0OH ile vya da
5-0B'siz, serbest 3-OH'a

sahip flavonoller

hafif mavi
Gdrinmez Flouresans hafif
mavi
Koyu sari ve Rank ¢ok az dedigir
sari ya da va da degigmez
flouresans
turuncu
Flouresans Turuncu ya da
sari, kirmizi
sari-yesil,
mavi-yesgil
va da yesil
Renk az dedisgir
ya da dedigmez.
Soluk sar:i Hafif sari-moxr
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C-5 de hidroksil grubu igeren flavonlar UV i1igikla mor renk

verirler.5-, 4'- dihidroksi flavonlar NH3 buhari ve NA-belir-
teciyle sari,5-, 4'~, 3'-, trihidroksi flavonlar da NH3 buha-

riyla sari, NA-belirteciyle turuncu renk verirler.

5~ de oksi, 5-0O-glikozid veya 5-OCH3 oldudunda UV isik altin-

da parlak mavi, parlak yesil renkde gdruniirler.

Flavonoller, (3-OH serbest ise) UV i1igik altinda sari renk ve-
rarek flavonlardan ayrilirlar. 3'-, 4-, hidroksi flavonoller

NH3 buhari ve NA-belirteciyle sari, 3'-, 4'-, dihidroksi fla-
vonoller ise NH3 buhari ile sari,NA-belirteciyle turuncu renk

verirler. (ll-s.13)

Ayrica flavonoidler,sulu NaCH, derigik H»SO4, Mg/HCl ve Na-Hg

(sonra asid) belirtegleriyle de renk reaksiyonu verirler. Bu
reaksiyonlar bilegidin tipi ve siilbstitiisyonlari hakkinda 4n

bilgi verir. (12-s.72)

2.2.3.3.2. Spektroskopik Yontemler

UV. Spektroskopisi

Flavonlar, konjuge aromatik sistem igerdiklerinden,UV-bdélgede

absorpsiyon bantlari verirler. Flavonoidal bilesiklerin yapi

tayininde UV spektroskopisi ¢ok Snemlidir.Bilesidin uygun bir L
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¢dzliciideki (metanol) ¢dézaltisinin spektrumu ve gézeltiye Szal
belirtegler ilavesiyle alinan ¢esitli spektrumlarda gézlenen
kaymalar , piklerin giddeti ve gekillari arasindaki farklar,
flavonoidal bilegidin ana iskeleti ve siibstitiientleri hakkin-

da genisg bilgi verir.

Flavonoid bilegiklerin UV-spektrumlarinda biri uzun , dideri
kisa dalga boyunda olmak Gizere iki absorbsiyon bandi vardir.
Uzun dalga boyundaki (300-400 nm) pik, flavonecidin B8-halkasi
(sinnamoil) absorbsiyonu ile ilgili olup Bant I adini alair.
Kisa dalga boyunda (240-285 nm) olani da A-halkasi (benzoil)

absorbsiyonu ile ilgilidir ve Bant II adini alir. (10-s.46)

i
I
'
0
i
)
i
I
!

(¢}
.
]
]
]
)
benzoil © sinnamoil

Flavonlarda hidroksil grubunun yeri ve sayisina gére absorb-

siyon bantlarinin dalga boyu dedisir.
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Metanol Spektrumu

Bant I,flavonlarda 304-350 nm,3-hidroksiflavonolde 352-385 nm
arasinda gézlenir. 3~-hidroksil grubu siilbstitiie flavonollerde
{matilasyon veya glikolizasyon gibi) Bant I (328-357 nm) ,fla-
vonlarin Bant I ile ¢akigabilir ve spektral edri flavonlarin-

kine benzer. (11-s.44)

Flavon ve flavonollerde B-halkasina oksijen katilmasi,Bant I'
in batokromik kaymasina sebep olurken , Bant II de dnemli bir
degigiklik olmaz.3'-~, 4'~- dihidroksi (ve nadiren 3'-,4'-,5'-)
flavon ve flavonoller 250-275 nm arasinda iki absorbsiyon pi-
ki (veya omuz igeren bir pik) verirler.Eder oksijen katilmasa
A-halkasindaysa Bant I zayifdir ve Bant II de batokromik kay-
ma gézlenir.Halkalarin her ikisinde de hidroksil grubunun ol-
mamasi, genellikle ilgili bantlarin giddetlerinin zayif olma-

siyla belli olur.

Flavonoid g¢ekirdedindeki 3-, 5- ve 4'- hidroksil gruplarinin
metil veya glikozillemmesi, ézellikle Bant I de hipsokromik
kaymaya neden olur. 3-, 5- ve 4'- digindaki hidroksil grupla-
rinin sibstitiisyonunun,metanoldeki U.V. spektrumu Gizerine et-
kisi azdir yada yoktur.Isoflavonlarda , Bant II 245-270 nm ve
Bant I omuzu 300-340 nm de ortaya g¢ikar. 6-, 7~ diocksijenlen-
mig isoflavonlar, oldukga giddetli Bant I absorpsiyonu gdste-

rirler.

Kalkon ve aurcnlarda Bant I,ana absorbsiyon bandi olarak géz-

lenir. Bant I, kalkonlarda 340-390 nm , auronlarda 370-420 nm .

i
L

arasindadair. (10-s.48-51, 11~-s.44) f
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Sodyum Metoksid Spektrumu

Sodyum metoksid, kuvvetli bir baz oldujundan flavonoid ¢ekir-
degi i#zerindeki butiin hidroksil gruplarini iyonize eder. Sod-
yum metoksid spektrumu ile flavon ve flavonollerdeki 3- veya

4'~ hidroksil gruplari saptanir.

Flavon va flavonollerdeki serbest 4'- hidroksil grubu varli-
ginda Bant I de, giddet azalmaksizin 40-60 nm 'lik bir bato-
kromik kayma goérililr. Serbest 4'-hidroksil grubu igermeyen ,
ancak serbest 3-hidroksil grubu igerenlerde Bant I de sgiddet

azalmasiyla birlikte 50-60 nm 'lik batokromik kayma gézlenir.

7- durumunda serbest hidroksil igeren flavon ve flavonollerde

Bant II de 5-20 nm 'lik batokromik kayma olur.

3-, 4'- dihidroksi, 5-, 6-, 7- ; 5-, 7~-, 8- ve 3'-, 4'-, 5'=-,
trihidroksi flavonoller,bozunma nedeniyle giddeti gittikce a-

zalan bant verirler. (10-3.56)

Aluminyum Klorur ve

Aluminyum Kloriir / Hidroklorik Asid Spektrumu

C~-3 ve C-5 de hidroksil grubu igeren flavon ve flavonocller a-
sit wvarlidainda AlCl3 ile stabil kompleksler olustururlar.

AlCly ile A ve B halkalarindaki ortohidroksi gruplari arasin-

da meydana gelen kompleksler -birkaga harig- asit ilavesiyle

bozunurlar. Bunun tersine C-4 keto fonksiyonu ve 3- vaya 5-
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hidroksil gruplarindan biriyle AlCl; arasindaki kompleksler

asid varlidinda da kararlidairlar. (11-s.51)

Yapilan aragtirmalar sonucunda flavonoid bilegiklerin AlCl3
ile olugturduklari kompleksler , kararliliklarina goére gdyle

siralandirilmigtir. (10-s.59)

3-hidroksi (flavonal) > 5-hidroksi (flaven) > 5-hidroksi (fla

vonon) > O-dihidroksi gruplari > 3-hidroksi (dihidroflavonal)

Flavon ve flavolollerin AlCl3/HCl spektrumlarinda bandlarda

genaellikle batokromik kayma gdzlenir. 5-hidroksi flavonlarain
AlCl3/HCl spektrumlarinda Bant I de 35-55 nm,3- veya 3- ve 5-

hidroksi flavonlarin AlCl3/HCl spektrumlarinda ayni bantta 50

-60 nm batokromik kayma goézlenir.

Flaven ve flavonollerde , f-halkasinda O-dihidroksi grubunun
varligi, AlCljy ilavesiyle Bant I de 30-40 nm kadar batokromik
kayma verirken , HCl ilavesi kompleksi bozar ve kayma tersine
déner.3!'-, 4'~, O-hidroksi-metoksi sistemlerinde Bant I 10 nm
kayar. A-halkasinda O-dihidroksi gruplari 20-25 nm kayma ve-
rirken, her iki halkada O-dihidroksi gruplarinin bulunmasinda

bu deger éncekilere eklenir.

5-hidroksi grubu igeren isoflavonlarain AlCly/HCl spektrumla-

rinda batokromik kayma Bant II de 10;14 nm, £flavenon ve dihid-
roflavonollerde 20-26 nm kadardir. Yalnizeca A-halkasinda O-
dihidroksi gruplari (6-, 7- veya 7-, 8-) bulundudgunda AlClj
¢dzeltisinde Bant II de gdrillen kaymalar, AlClz/HCl gézelti-

sinde gérilenden 11-30 nm daha fazladair.
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2'-hidroksi grubu igeren kalkonlar ve 4-hidroksil grubu ige-
ren auronlarda Bant I deki (A1C1l3/HCl1l 'de) batokromik kayma

sirayla 48-64 nm ve 66-70 nm kadardir.

Sodyum Asetat Spektrumu

Sodyum asetat, sodyum metoksitten daha zayif bir baz oldudun-
dan , yalnizeca asidik (fenolik) hidroksil gruplarini iyonize

eder.

7-hidroksi flavon ve flavonolde NaOAc ilavesiyle elda edilen
spektrumlarda Bant II de 5-20 nm kadar batokromik kayma gdz-
lenir. 6- ve 8- durumunda oksijenlenmig sitbstitient ig¢eren

flavonlarda batokromik kayma c¢ok kluguktiir.

3- veya 7- hidroksil gruplari serbest olmayan ve 4'-hidroksi
grubu i¢eren flavon ve flavonoller, NaOAc varliginda , genel-
likle Bant I uzun dalga boyu tarafinda belirgin bir omuz gos-
terirler. 7- hidroksi grubu serbest olan 4'-hidroksi flavon

ve flavonoller de Bant I de kayma gdzlenir.

5-, 6~, 7- ; 5-, 7-, 8- ; 3-, 3'~, 4'- , trihidrcksi sistem-
leri gibi bazlara duyarli gruplar bulundudgunda NaOAc spektru-

mu kisa bir siire sonra bozunur.

7-hidroksi isoflavenlarda Bant II de 6-20 nm 'lik batokromik
kayma;5~-,7-,dihidroksiflavonon ve dihidroflavonollerde 35 nm;
S5-decksi-flavonon ve dihidroflavonoller de 60 nm 'lik kayma

teydana gelir. (10-s.58)
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Sodyum Asetat / Borik Asit Spektrumu

Borik asit,sodyum asaetatli ortamda, molekiil deki O-dihidroksi

gruplari ile kompleks olusturur.

: OH
Q\CB)/— oM
0
0/
0

B-halkasinda O-dihidroksi grubu igeren flavon ve flavonoller-
de Bant I 12-30 nm kadar uzun dalga boyuna kayar.A-halkasin-

da O-~dihidroksi gruplari bulundugunda kayma daha da artar.

Isoflavon, flavon ve dihidroflavonoller (yalnizca A-halkasin-
da) Bant II de 10-15 nm kayma gozlenir. Bu kayma 5, 6~ dihid-

roksi gruplarinda yoktur.

1H-NMR Spektrumu

1z NMR Spektroskopisi, flavonoidlerin yapisal analizinde &-
nemli bir metoddur. Bu metod, polar karakterde olan flavonoid
bilegiklerinin ¢dztnebilecedi uygun ¢éziicilerin saptanmasiyla
yayginlagmistir. Bugun flavonoid bilegiklerinin NMR-spektrum-

lari,trimetilsilil eter tirevleri (TMSi) halinde CClg, CDClj,
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CgDg . CgDsN veya bunlarin karigimlari gibi polar olmayan

¢goziicilerde alinmaktadir. (10-s.62)

IMSi tiirevi haline getirilen tim flavonoid bilegsikler NMR-

spektrumunda 0-9 ppm arasinda absorbsiyon yaparlar.

A-Halkasi Protonlari

5, 7 dihidroksi flavonlarda C6 ve C8 protonlari 5,7 - 6,9 ppm

arasinda iki ayri dublet (J=2,5 Hz) verirler.

C-6 protonuna ait dublet C-8 protonunun dubletinden daha yu-
kari alandadir.Ayrica, 7-hidroksi grubunda glikozid varsa, her

iki dublet daha asadi alana kayar.
HO \

I
OH @)

Yalniz 7-hidroksi grubu igeren flavonoid ise C-5 protonu, C-6
nin orto etkilesimi ve 4-keto grubunun negatif gdlgeleme et-
kisi ile 8 ppm civarainda bir dublet (J=9 Hz) verir.C-6 proto-
nu , C-5 ve C-8 protonlari ile etkilegtigi igin iki dublet
(J=9 Hz, J=2,5 Hz), C-8 protonu ise bir dublet (J=2,5 Hz) o-

larak gézlenir. (10-s.63)
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B-Halkasai Protonlari

4'-sibstitile flavonoidlerde, B-halkasinin serbestge dénebil-
mesine bagli olarak €-2', C-3', C-5' ve C-6' protonlari orto
etkilegmesiyle 6,5 - 7,9 ppm arasinda iki dublet (J=8,5 Hz)

halinde gériilir.

OR

C-3' ve C-5' protonlarinin dubleti , oksijen substitilientinin
perdeleme etkisi nedeniyle C-2' ve C-6' protonlarinin duble-~

tinden daha ist alanda goériiliir. (1l1l-s.265)

C-3',C-4' disitibtitiie flavonoidlerde C-5' protonu 6,7-7,1 ppm
de bir dublet (J=8,5 Hz) verir. C-2' protonu bir dublet
(J=2,5 Hz), C-6' protonu ise ¢ift dublet (J=2,5 Hz, J=8,5 Hz)

olarak gdézlenir.

c-3',-4', -5' tri sitbstitile flavonocidlerde C-2' ve 6' proton-

lari esdegerdir ve 6,5 - 7,5 ppm de singlet verirler.

C~Halkasi Protonlaris

Flavonlarda C-3 protonu 6,3 ppm civarinda keskin bir singlet
verir. Flavoneollerde C-3 de serbest veya sibstituie hidroksil,

grubu bulundudundan bu bant yoktur.
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Seker Protonlari

Flavonoidlerde sekerler , ya dogrudan ya da oksijen #izerinden
baglanirlar. Flavonoid mono glikozidlerde seker protonlari 3~
4 ppm de bir multiplet verirken, sekerin H1l protonu daha asada

alanda (4,8 - 6 ppm) dublet olarak gériiliir.

H1 'in kimyasal kayma dederi sekerin, badlanma yeri, cinsi ve
stero kimyasal ézellikleri hakkinda bilgi verir. Ornedin ; H1
protonu, flavonol-3-O-glikosid de 5,7 - 6 ppm de; flavonol-3-

O~-ramnosid de 5,0 - 5,1 ppm de gériliur. (11-s.268)

Seker; B8-bad1r ile badlanmissa sekerin H1 ve H2 protonlari,di-
eksen etkilesmesinden dolay:r J=7 Hz de bir dublet, -bagi ile
baglanmigsa diekvatoral etkilesmeden dolayi J = 2 Hz den bir

dublet verirler.

Birbirine badli iki seker varsa,halkaya bagli gekerin Hl1l pro-
tonu, aromatiklidin etkisiyle asagi alana kayar. (5,1-5,9 ppm)
ixinci gekerin H1l protonu daha alifatik karakter gdsterdidin-

den 4,65 ppm civarinda multiplete benzer pik verir.

Kitle Spektrumu

Flavonoid aglikon ve glikozitlerinin yapi analizlerinde,kiitle
spektrumuyla Snemli bilgiler sadglanir. Bu yoéntem ¢ok kigiik

(1 mg. dan az) miktarlarla c¢alisma olanagir verir.
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Flavonoid aglikonlarinin ¢odu siddetli molekiiler iyon piki
(M*) verirler.Bu ana pike ek olarak,flavon aglikonlari (M-H)*t
ve (M-CO)* piklerini verirler. Metoksi flavon olmasi halinde

(M-CH3)* ve (M~CO-CH3)* pikleri gdézlenir.

Flavonocidlerin taninmasinda, A ve B halkalarinin koparilarak

bir seri iyon olusgsturulmasi, yararli bir yéntemdir.

Kiatle spektrumundaki molekiiler iyon piki,A ve B halkasi iyon-
larinin piklerine kargilik gelen kiitle birimleri ve bu pikle-
rin giddetleri flavonoid bilegigin yapisi hakkinda bilgi ve~

rir. (10~-s.82)
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2.2.4. Kumarinler

2.2.4.1. Yapailari ve Dagilimlari

Rumarinler benzo-(-piron yapisinda bilegiklerdir. Dogal kay-
nakli kumarinler C-7 de oksijen atomu igerirler. H.von Pech-
mann ve C.Duisberg tarafindan hidroksil ig¢eren kumarin sen-

tezleri geligtirilmigtir. (6-s.1466)
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Yapisal dzelliklerine gdére kumarinler 4vgruba ayrilabilir.

1. Benzen halkasinda sitbstitient tagsiyan kumarinler.
2. Furano kumarinler.
3. Piranc kumarinler.

4. Piron halkasinda substitiient tagiyan kumarinler.

Bu gruplardan furano ve piranc kumarinler lineer veya angiiler

vapi gosterebilirler.

2.2.4.2. Bitkiden Elde Edilmeleri

RKumarinler,bitkide serbest veya glikozidleri halinde bulunur-
lar. Serbest kumarinler, bitkiden petroleteri, benzen, kloro-
form veya eter ile titketilir. Glikozidleri ise, metanol, eta-

nol veya etanol-su karisimiyla ekstre edilir.

Bitki ekstresindeki kumarinler dider maddelerden asidik veya
bazik ortamda g¢éktiiriilerek ayrilabilir.Bu yéntem gegerliligi-
ni kaybetmigtir.Kolon kromatografisiyle,uygun adsorban kulla-
narak kumarinlerin izole edilmesi tercih edilmektedir.Saflag-

tirma iglemi igin de preparatif ince tabaka kromatografisi

uygulaniz.
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2.2.4.3. Taninmalari

2.2.4.3.1. Renk Reaksiyonlari

Kumarinler UV igikda floresans gdsterirler.

2.2.4.3.2. Spektroskopik Yontemler

Kumarinler,UV isikda floresans gosterdiklerinden UV spektrum-
lari taninmalarinda oénemli rol oynar. Genllikle kumarinler,
220 nm ve 320 nm civarinda iki kuvvete , 250-260 nm arasinda

da bir veya iki daha zayif bant verirler. (45-s.42)

IR spektrumu lakton grubunun varligini géstermesi bakimindan
énemlidir. Ayrica 1600-1500 cm~l de aromatik bantlar gdzlenir.
Karbonil bantlarinin yeri spektrum alirken kullanilan yénteme
gére dedisir ve 1780 em~l civarinda gézlenir. 3175-3112 am™1
de gdézlenen bantlar ise yalniz furanokumarinler igin karakte-

ristiktir.

1@ NMR spektrumunda kumarinlerin C-3 ve C-4 protonlari 6,04-
6,40 ppm ve 7,49 - 8,20 ppm de (j=9-10 Hz) iki dublet verir-
ler.Dider aromatik protonlar, siubstitiisyon durumlarina goére

karakteristik bandlar gdésterirler.

Katle spektrumunda molekiiler iyon bazi durumlarda ¢ok belirli
bazi durumlarda ise hemen hemen yok gibidir. Katle spektrumu,
kumarinlerin molekiil agirliklarinin ve bélinme uUrtnlerinin

saptanmasinda kullanilmaktadir.
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2.3. Labiate Familyasi, Marrubium

Tirleri ile Yapilmig Calismalar

Marrubium turlerinde, basta terpenik maddeler ve flavonlar

olmak Uzere, steroller, alkoloidler, yadlar bulunmaktadir.

Marrubium tirlerinde terpenler, esas olarak, diterpen Lakton
vapisindadir.Bisiklik diterpen olan marrubiin,furanik ve pre-
furanik labdane tirevleri olan peregrinine ile preperegrinine

belli basli diterpenlerdir.

Pentasiklik yapida bir triterpen ursolik asit,oldukga yaygin-
dir. Marrubium tOrlerinden dedgigik yapida pek g¢ok triterpen-

asit, alkeol ve aldehit de elde edilmistir.
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Labiatae familyasinin ana flavonu olan apigenin ve tirevleri,
Marrubium tirlerinde de goéruliur.Ayrica 5,6 dihidroksi-7,4'di-
metoksi ve 4', 5, 6,7-tetrametoksi veya tetrahidroksi flavon-

lar Marrubium térlerinden isole edilmiglerdir.

Sterollerden _B-sitosterol, g¢esitli alkoloidler, tohumlarda
dedigik yapida trigliseridler az da olsa Marrubium turlerinde

bulunan diger maddelerdir.

Marrubium tiirlerinde olan bilesikler asagida dzetlenmigtir.

A. Terpen ve Steroidler

M.vulgare = Marrubiin(I) (14,15)
Marrubium ve oksidasyon irini
siklik lakton Cj3HygO3 (16)
Marrubiinin g¢egitli oksidasyon
trtinleri. (17)
Marrubiin, stigmasterol, seski-
terpen (Cyi5Hp905) (18)
ursolikasit, eterik yag (19)
seskiterpen (CqgHy9051) ursolik
asit, marrubiin (CyqH2g804)
stigmasterol (20)
Premarrubiin (II) (21)

Peregrinol, phytol (22,23)
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M.vulgare = horehound

M.peregrinum

M. friwaldskyanum

M. alysson

M. sericeum

M. supinum

M.praecox

M.propingquum praecox

W

Il

Marrubiin reaksiyonlari (46)
Marrubiin sterokimyasi (48)
Marrubiin spektroskopik ¢alisma-

lar (49, 50)

Marrubiin (24, 25, 47)

peregrinol (III) (26,22)
B-sitosterol, peregrinine
(C20H2605) (27, 23)
pPreperegrinine (IV)
peregrinine (V) (28)
B-sitosterol-glikozid (29)
diterpenler (marrubiin) (30)
marrubiin, marrubenol tlrevlie-
(30)

ri (V1)

marrubiin, premarrubencl tirev-

leri (VII) (30)

peregrinol, B-sitosterocl,

phytol (22)

peregrinol, B-sitosterol,

phytol (22)
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M.catariaefolium = peregrinol, B-sitosterocl,

phytol (22)

M.polyadon = seskiterpenlakton (33)

B. Flavonoid Bilesgikler

M.alysson = apigenin-7-0O-glikoside,apigenin,

apigenin-7-O-arabinoside (29)

M. friwaldskayanum = 5,6-dihidroksi-7,4"'-dimetoksi

flavon (28)

M.nigrum = flavon (31)
luteolin, apigenin, chryseriol,
acacetin (32)
apigenin-7-O-glikoside,

apigenin-6-8-C-diglikoside (34)

M. gamodon = flavonoid (35)

M.peregrinum = 4,5,6,7-tetrametoksiflavon (36)
4,5,6,6-tetrahidroksiflavon (22)

M.vulgare = 4',5,6,6~tetrahidroksiflavon(22)

flavoncidler (38)
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M.praecox 4',5,6,6-tetrahidroksiflavon(22)

M.propinquum praecox 4',5,6,6 tetrahidroksiflavon(22)

M.catariaefolium = 4',5,6,6 tetrahidroksiflavon(22)

C. Alkoloidler

M.polyadon alkoloid (33)

M. gamodon = alkoloid (35)

M.alternidens stachydrine (VIII) (37)

M.vulgare = stachydrine (38)
alkoloid (40)
D. Diger Bilesikler
M.nigrum = coffeik asit, ferulik asit,

fenol karboksilik asit (32)

M.alysson ) = choline (IX) (29)

M. gamadon tanin (35)
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M.alternidens = tohumlarda serbest yag
asitleri (41)
tohumlarin trigliserid

bilegimi (42)

M.vulgare = horehound = n.alkan, 2-metil, 3-metil,
2 (10-1) dimetil, 3-9- veya
3 (10-9) dimetil alkan (43)
askorbik asit,caffeik asit (38),
regine, wakslar (20)

tanin, sgeker (40)

[ HOCH,CH,N+ (CH3) 3] OH-
Choline

(IX)
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OH

CHZOH
Me

Me Me
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(R=Ac,R=H . R=H  R=Ac)
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3. DENEYSEL BOLUM

3.1. Genel Yontemler

3.1.1. Kromatografik Yéntemler

3.1.1.1. Kolon Kromatografisi

Adsorbanlar

Silikajel 60 parcacik baylukluagia 0,063-0,200 mm ((70-230 mesh
ASTM) Merck)
Poliklar {Polyclar - Gaf Corparation)

Sefadeks LE-20 (Sefadeks Pharmacia Fine Chemicals)
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Kolonlarin Hazirlanmasi

Slikajel Kolon

Kivamli ekstre g¢ozeltisine, silikajel katilip,homojen karigim
elde edilir. Ekstrenin yaklasik 60 kati kadar silikajel kolo-
nun 2/3 si olacak sekilde doldurulur.Uzerine kurutulan ekstre

adsorban karisimi konur.

Poliklar Kolon

Kloroform~etanol (1:1) ¢éziicil karigiminda en az 24 saat gigi-
rilen poliklar, kolonun 2/3 sini dolduracak gekilde konur.
Kolonun yerlesmesi,alttan alinan ¢dzicinin istten ilave edil-
mesiyle saglanir.Ekstre ¢ézeltisi, kolonun fizerine pipet yar-

dimi ile yavas yavasg aktarilir.

Sefadeks Kolon

Ekstre miktarina uygun sefadeks, metanol veya etanol ile 48
saat gigirildikten sonra kolonun 2/3 sini kaplayacak sgekilde

doldurulur. Yodjun ekstre ¢ozeltisi pipetle kolona ilave edi-

lir.
Goézlculer
Benzen , kloroform , etanol
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3.1.1.2. Ince Tabaka Kromatografisi

Adsorban

Silikajel G (Kieselgel G. Merck)

Plakalarin Hazirlanmasi

60 g. silikajel G, 120 ml su ile 5-10 dakika sirekli ¢alkala-~
nir.Elde edilen siispansiyonla Camag - plak kaplama aygitiyla
20 x 20 cm boyutlarindaki 5 cam plaka, 0,3 mm kalinlikta ad-
sorban ile kaplanir. Once oda sicaklidinda kurutulur ; sonra

105 °C l1lik etiivde 1 saat aktive edilir.

Hazir Plakalar

Silicagel 60 F254 (Merck 5554)

Cellulose F (Merck 5574)

GCoéziciler

Benzen, kloroform, dietileter, etilalkol, petrol eteri ya da
gesitli oranlardaki karisimlari ; %15, %30, %45, %60 derisim-

lerindeki asetik asit ¢ézeltileri kullanaildx.
3.1.2. Spektrofotometrik Yéntemler

UV Spektrofotometresi

o 75 ﬁffif’ji.:;b .

Metanolde c¢éziilen bilesiklerin UV - spektrumlari Varian Tech- ﬁyﬁaa e iy
,ﬂ“ b S ﬁ &

éIJ N s

tron 635 aletinde 1 em lik kuvarz kiivetlerde alinda. Ayrlcajg%%ffgfmg -
O AN
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flavonoid bilegiklerin kayma spektrumlarinin alinabilmesi i-
¢in bilegiklerin metanoldeki ¢dzeltisine sirasiyla, NaCOMe,

AlCljy, AlCly/HCl, NaOAc ve NaOAc/H3BO3 ¢dzeltileri ilave e-

dildi.

IR Spektrofotometresi

Spektrumlar,NaCl kristalleri arasinda veya KBr tabletleri ha-
linde Perkin Elmer 577 Grating Spectophotometer aletinde a-
linda.

1H-NMR Spektrofotometresi

Bruker AC 200 MHz aletinde CDClj g¢dziicUsii ve tetrametilsilan
(TMS) i¢ standardi ile &lguldi.

Kiatle Spektrofotometresi

MAT 711 70 @V aleti

3.1.3. Belirte¢ler

Liebermann - Burchard Belirteci

Bilegidin kloroformdaki g¢ézeltisine birkag¢ damla asetanhidrid
ilave edildikten sonra derigik sQlfirik asit ile faz olusgtu-

lur.
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Seriksiulfat Belirteci

Belirteg , 2g seryum (IV) sulfatin 100 ml %10 luk HpS80, 'de

cozinmesiyle hazirlanir.Kromatografi pladina belirte¢ piuskiir-
tiildikten sonra,lekeler belirginleginceye kadar (5~-10 dakika)

100 °C lik etiivde bakletilir.

NA- Belirteci = (Naturstoffreagenz A)

(difenil borik asit B-amino etil esteri)

100 mg Naturstoffreagenz A 100 ml etancl de ¢déziiliir.Flavonoid

bilesiklerini igeren plaka énce NH3 buharina tutulur,sonra NA

belirteci pluskirtiliar.

UV Spektrumu Kayma Belirteg¢leri

Flavonoid bilegikler igin kullanilir.

Sodyum Metilat Belirteci

2,5 g. saf sodyum, kigiitk pargaciklar halinde 100 ml saf meta-

nolde ¢dzillerek hazirlanir.

Aluminyum Kloriir Belirteci

5 g. susuz Aluminyum (III) kloriir, 100 ml saf metanolde ¢dzu-

lerek hazirlanir.

Hidroklorik Asit Gozeltisi
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Sodyum Asetat Belirteci

Toz halinde, susuz saf sodyum asetat, bir krozede eritilerek,

asetik asitten arindirilarak kullanilir.

Borik Asit Belirteci

Susuz borik asit,toz halinde wveya 100 ml saf metanoldeki doy-

mug ¢ozeltisi kullanilair.
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3.2. Yapilan Islemler

3.2.1. Bitkinin Tiketilmesi

Marrubium vulgare L. bitkisi Manavgat - Antalya civarindan
toplanip, ( ISTE 50894-50893) numaralari ile Istanbul Univer-

sitesi Eczacilik Faklltesi Herbaryum 'una kaydedilmigtir.

Galismada bitkinin tim kisimlar:i (kék, gdvde, yaprak) kulla-
n1ldi.1,5 kg kuru bitki oégutuldikten sonra, maserasyon ydnte-—
miyle ekstre edildi. Kuru bitki asetonla bir hafta maserasyo-
na birakildi. Tiiketme sonunda ekstreler siizilerek alindi. Sia-
ziintfi koyu surup kivamina kadar yodunlagtirildi; 17,16 g
ekstre elde edildi.Ayrica, siuziulerek ayrilan bitki bir hafta

stireyle de etanol ile maserasyona birakild:.
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3.2.2. Ekstrelerin Fraksiyonlandirilmasi

3.2.2.1. Aseton Ekstresi

17,16 g. aseton ekstresi az miktarda kloroform da g¢dziilerek
ayni miktarda silikajel ile bir havanda karigtairilip;4,5 x 60
cm boyutlarindaki silikajel kolona paketleme yoéntemiyle yer-
legtirildi.Eliusyona benzenle baslandi; artan miktarlarda klo-
roform ve etanolle devam edildi. 100-150 nm'lik kisimlar ha-

linde 210 fraksiyon toplandi. (Tablo:2)

Tablo:2 Marribium vulgare L. Bitkisinin Aseton Ekstresinin

Silikajel Kolonda Fraksiyonlandirilmasi

e e e ———— — e +
} Codzicli Sistemi { Fraksiyon |Elde Edilen Bilegik|
e e L E T E L L P B L et o e L b e !
! 1. Benzen ! 1 - 26 | !
! 2. Benzen:Kloroform (9.1) | 27 - 32 | MV1 !
! 3. Benzen:Kloroform (8:2) | 33 - 38 | MV1 !
! 4. Benzen:Kloroform (7:3) |} 39 - 49 | i
! 5. Benzen:Kloroform (6:4) | 50 - 62 | !
! 6. Kloroform 1 62 - 112 |} MV2 MV3 !
! 7. Kloroform:Etanol (9:1) !113 - 123 | |
! B. Kloroform:Etanol (8:2) 124 - 144 | MV4 !
! 9. Kloroform:Etanol (7:3) (145 - 157 | MV4 !
| 10.Kloroform:Etanol (6:4) |158 - 178 | !
! 11.Etancl 1179 - 210 | !
e e e +

Fraksiyonlar ince tabaka kromatografisinda UV ve serik sulfat
belirteci ile kontrol edilip, benzer olanlar birlegtirildi.ll
Ana fraksiyon elde edildi. 1, 4, 5, 7, 10 ve 1l1l. fraksiyonlar
madde icermediklerinden kullanilmadi. Birlestirilen benzer
fraksiyonlar preparatif ince tabaka veya kolon kromatografi-

leri ile saflasgtirild:.
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2.-3. ve 8.-9. fraksiyonlar silikajel plakalarda saflagtiril-
d1.2.-3. ekstreden MV , 8.-9. ekstreden MV4 bilegikleri izole
edildi.6. fraksiyon preparatif ince tabaka kromatografisi ile

tam olarak saflagtirilamadigindan,silikajel kolon kullanilda.

6.Fraksiyon eterde ¢oéziiliip 3,5 x 50 cm boyutlarindaki silika-
jel kolona kondu. Yikama iglemine heksanla baglanip, eter,
kloroform ve etanol ile devam edilmigtir. Toplam 25 fraksiyon

alinmigtir. (Tablo:3)

o e e  ————————— +
! Cozlicli Sistemi ! Fraksiyon |Elde Edilen Bilegik|
e e L e T o it B e P !
! Heksan ! 1 : !
! Heksan:Eter 1 2 - 3 | MV2 H
! Eter {1 4 - 13 MV3 H
! Eter:Kloroform (8:2) ! 14 - 18 | !
| Eter:Kloroform (1:1) t 19 - 20 |} !
! Kloroform 1 21 - 23 | !
! Etanol ! 24 - 25 | ]
e e e —— +

MV2 ve MV3 maddesi kristaller halinde ayrildi. Diger frak-
siyonlar kullanilmadi. MV2 kristalleri eterde ¢dziulup; benzen
kloroform=1:2 ¢bziicii karisiminda preparatif ince tabaka kro-
matografisi ile takrar saflagtirildi. MV3 kristalleri de ayni
yontemle banzen : eter = 1:1 karigimi ile temizlendi.UV, IR,

'H-NMR ve kiitle spektrumlari alindi.
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3.2.2.2. Etanol Ekstresi

Etanol ugurulan ekstre, etanol:kloroform=1:1 ¢dziilup,ayni ¢od—
ziiciyle gigirilmig 3,5 x 50 ecm boyutlarindaki polikar kolona
pPipetle yerlestirildi. Eliisyona etanol:kloroform=1:1 karigimi
ile baglayip etanol ile devam edildi.Kolon UV (366 nm) igikta
izlendi. Toplam 60 fraksiyon alaindi. Fraksiyonlar sellilloz
plakalarda %45 lik CH3COOH g¢ézeltisinde yirtitildii. UV (366 nm) i1~
gikda, NH, buharinda ve NA-Belirteciyle incelendi.Benzer olanlar bir-
legtirildi. Birlegtirilen 1 ve 2. fraksiyon ve 5. fraksiyon sefadeks
LE.20 kolondan metanol ile yikandi. 1. ve 2. fraksiyonlardan

MVg, 5.fraksiyondanda MVg isole edildi.

Tablo : 4 Marribium vulgare L.Bitkisinin
Etanol Ekstresinin Polikar Kolonda

Fraksiyonlandirilmasi

Fraksiyon }Elde Edilen Bilesgik|

1
(RN nnT A 4 . S iy e ,
! 1.Kloroform:etanoel (1:1) | 1 - 12 |} MVg !
! 2.Kloroform:etanol (1:2) | 13 - 21 | MVg !
! 3.Kloroform:etanocl (1:4) | 22 - 28 | MV, !
! 4.Kloroform:etanon (1:8) | 29 - 35 | MvVg H
! 5.Etancl 1 38 - 60 | MVg !
e e — e — +

MV, ve MVg maddelerinin miktarlari yeterli olmadigindan, sel-

lé1loz plakada standartlarla yurutiillerek renk reaksiyonlari ve

Rf degerleri saptanmistir.
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3.3. BU CALISMADA ELDE EDILEN BILESIKLER

Terpen ve Steroid Bilesikleri

3.3.1. MV; Bilesigi = B-Sitosterol

AP-Stigmasten-38-ol

Ince tabaka kromatografisinde, silikajel plakada serik sulfat
belirteci ile kirmizi-turuncu renk vermesi, bilesigin sterol

yapisinda olabilecedini gdéstermistir.

Standart maddeler ile yurtutiildi. B-sitosterocl ile ayni Rf de-
Jerini ve rengi vermistir. Rf = 0,37 (eterde) Rf = 0,52 (klo-

roformda)

Bilesik,UV spektrumunda ($ekil:2) 205 nm de 3¢ absorbans ver-
mektedir.
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IR spektrumu ($ekil:3) 3400 cm~l de (OH) 1650 cm~l de doyma-
miglik, 1375 cm~l de gem-dimetil, 1060 ve 1050 cm~l de (C-0O)

bantlarini gdstermektedir.

Bu verilere dayanarak bilegigin, bitkilerde ¢ok yaygin olan

B-sitosterol oldudgu kanitlanmigtar.

HO
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210

Sekil 2, MV] Bilesi®inin TV Spektrumu
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3.3.2. MV4 Bilesigi = Ursolik Asit

38-hidroksi ursa-12-en-28 oik asit

Ince tabaka kromatografisinde, silikajel plakada serik sulfat
belirteci ile kirmizi-mor renk vermesi bilegigin bitkilerde

¢ok gdériilen bir triterpenik asit olabilecedini géstermisgtir.

Cegitli standartlarda, kloroform ile yuriitiilen madde ursolik
asitle ayni renk ve Rf degerini gdstermigtir.Rf = 2,5 (kloro-

formda)

IR spektrumunda 3440 em~l de (OH), 1695 cm~l de (-C=0) 1375
cm~l de gem-dimetil ve 1050,1035 cm~!l de (C-0) bantlari géz-

lenmektedir. (§ekil:4)

1g-NMR spektrumunda 0,86-1,07 ppm lerdeki beg metil singleti
ve 0,88 ppm ile 0,59 ppm deki iki dublet bilegigin ursan ya-
pisinda oldudunu géstermektedir. 3,25 ppm de de hidroksile .
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komsu proton izlenmektedir. (Sekil:5)

Bu verilere dayanarak bilegigin uzrsolik asit oldugu kanitlan-

migtir.

64




(¥ AW -z ‘318V yITosa) - 1 )
unaiyeds Y1 uettatisertéaey STITSY NITOSI[] 1aBpUBIS UTUTISISdTTY # AW 4 11498

1-wd niAoqg ®BETE(Q
BT 7 IO TP - o 0op oo~ 00t P

: 5 s e

()

suepjlrwsuea |

65



numaeds AN ~ H ULULE1E91td ¥ AR

Wdd 20 80 €0 of 5 7TY T %% ¥ 9F T & eF o% v¢ wr € ¥ S¥ 97
A . T T T T T 1 1 ¥ T Y

66

£ -

L“*"



3.3.3. MV2 Bilegigi = Premarrubiin

furanik-labdan-diterpen

Beyaz kristaller seklinde heksan-eter fraksiyonundan ayrilan
madde (Tablo:3) eterde ¢éziiltip, silikajel plakada benzen:klo-
roform = 1:2 ¢dzilcii karisiminda yurititlerek saflagtirildl.UV,
IR, lH-NMR ve Kiitle spektrumlarindan yararlanilarak yapasi

aydinlatilda.

Metanoldeki UV spektrumunda 220 ve 225 nm de gdérilen pikler
molekiilde konjugasyon olmadigini, doymamiglik olabilecegini

gosterir. (gekil:6)

Bilesidin,kloroformdaki IR spektrumunda 1765 cm™! de karakte-
ristik lakton karbonil bandi,1150-1070 cm~! arasinda da (C-0)

bantlari gdzlenmigtir. (Sekil:7)
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CDCl, de alinan 1H NMR spektrumunda 0,87 ppm de j=6,5 Hz olan
duplet sekonder metil (C-8 Me) grubunun, 1,02 ppm (C-4 Me) ve
1,15 ppm (C-10 Me) 3H kargsilik gelen birer singlet ile iki
tersiyer metil grubunun varligini gostermektedir. 4,56 ppm de
tipik ganiglemig triplet H-6 protonunu goésterir.Spektrum 4,33
ppm ve 3,97 ppm 'lerde AB kuartetinin tipik dupletlerini
(J=9 Hz) verarek, molekillde CH2-0 grubunun bulundudu agikga
belirtilmigtir. 5,05 ppm ve 6,36 ppm 'lerdeki sinyaller (J=2-
Hz) dihidrofuran halkasinin H-15 ve H-16 protonlarini géster-

mektedir. (gekil:8)

Bilegigin kitle spektrumunda m/z 332 vererek CygHog04 kapali
formialiini géstermektedir. Ayrica m/z 292 ve m/z 112 fragment-

leri bu yapinin dogrulugunu kanitlar. ($ekil:9)

Bu bilegik daha énce Marrubium vulgare L. olan elde edilmig

olup, dederler bulunan dederlere uymaktadir. (21)
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Kumarin Bilegigi
3.3.4. MV3 = Bilegigi = Siderin

4,7-dimetoksi-5-metil-kumarin

Eter fraksiyonundan ayrilan kristaller (Table:3) kloroformda
¢éziillerek silikajel plakada benzen:eter=1l:1 karisiminda yaria-
tiilerek temizlendikten sonra UV, IR,1H-NMR ve kiitle spektrum-

lar:i alinarak yapisi aydinlatilda.

Metanol de alinan UV spektrumunda 322 nm (omuz) 307 nm,286 nm
224 nm 'lerde absorbans goésteren bu bilegidgin,kumarin yapi o~

labilecedini dustndurmistiur. (Sekil:10)

Kloroformda alinan IR spektrumunda,1722 cm~l de lakton karbo-
nil banda,ayrica 1620 cm™! ve 380 cm~! de aromatik yapi band-

lari vardir. (Sekil:11)
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1§ NMR spektrumundaki 2,61 (3H) ppm deki keskin singlet aro-
matik metil varligini 3,94 (3H) ppm ve 3,84 (3BE) ppm 'lerdeki
iki singlet de molekiilde metoksi oldudunu kanitlamaktadir.Ay-
rica 5,54 ppm deki singlet 3 protonun tipik kimyasal kaymasi-
n1 géstermektedir. Daha agsadgi alanda gdzlenen dar etkilegimli
6,70 ppm ve 6,60 ppm 'deki (J=2 Hz) iki duplet, arcmatik hal-
kadaki meta etkilegimli iki protonu (H-6 ve H-8) vermektedir.

(Sekil:12)

Kitle spektrumunda m/z 220 molekiller pikini vererek C;zH;504
kapali formiilinii dogrulamaktadir. Diger bdlunme urinleri de
yapiya uygqundur. m/z 192 (m-28)% , m/z 177 (192-Me)*, 111,71,

52 gibi. ($ekil:13)

Batim bu veriler,Sideritis canariensis bitkisinden elde edil-
mig olan siderin isimli bilegidin yapisina uygun oldugundan ,
madde 4,7-dimetcksi~5-metil kumarin (siderin) olarak tanim-

lanmigtir. (51,52)

CH3y OCHj

H3CO 0

74




L
4

re

256 300 .

Sekil 10. MV 3 Bilesiginin UV Spektrumu

75




nunxiyeds y¥I ururdTéerrd ¢ AW 11 TTYOS

- .
. v
-1 =11k S R 14 B3327 2AZZ T PR32 DRBL FETE 2032 aaot
' T T T v T — v - TR | ' T
d 1 T X 1 1 I X1 I 4 { b 1 4 e | 1 W | L 1 1 X
- . ~dy i :
T T A n + ?
o 9 ~ " anm Tt 1t it 1 T 1
by ] S e T 1 ~ 13s s IS :
3 1 e w1 T s T - Sy
. : T .S Yus 1 o T »e
s T it o 1 W T 1
T 1 T 1 T
3 ] i 17 (8 T 1 1
S DR A -
T s T T
1 T i
LA T T
Y 1 T 1
- + +
T3 T i
<+ n Al
« Z : 1 T i M 3
v 1 T s T 1 1
- b s i i e e
- . i o T T £ > 3 e
B A A A 1 T : T T SN S RENE B AR 3
s 1 e H T 1 1T L =L ol T : t
: = 1 T 1y " It 18 1 N
A . b 1T T e , 3 }
+ z ; T
ot 7 reeNs 3+
r 1B Tyt
1 1B RS I
- + + i
el 1
t * ¥
H+ : T
H 1
+ % 1
- 4
4 a <
fl kJ 1
T '
-z T
=i R Y T
' HH
tH t ianes ‘©
n T a t~
Z : e n
F
t 0 T
f 1
i 0 1
0 D I r
o " T 14
Y o neen o 1
T 3 B 0 3
$ "y +
1
s Awu " 1
I o o T3
i3
Lok nunr H
3. 3] ] It
1 ¥ Rah
It
i H 1 151
H r - 1T
41 o
wn—t] et H-44 n o 2
. % o
T i HE S
.- T 3 T L 5.
<= T 1
ool - 1 1 B
- " - n
- H A
= o -
: T
— T
PR BWRSS S S
e r }
+ 1 -y
T 1 % -
. 1 + 1
— ! 3 R " 1
rSEw " T 14 I 4
- B 2B T N TR } T
Ry > P L0t 1 as S5
-3 ve =2
et s o e ey T T NN N PUR ORI BNV 2 ) ITryY }
-, - me e, AR . . P
g .




numapeds YN ~ Hy UTUTSISRTTd £ AW ‘71

77

1 . B

L LA 1

bl éﬁ.éfié%g&?%wf an Ay o -
_m

‘8987 AS
‘29

§8~¢y-¢Z 3140
1348

) (1) 71 &




nuniiyeds arIny

UTUTSTSOTIH £ AW

a2

€1 1198

s - o~ 2°vaaA ZbiREI8A 68 20° NC f1LHA
. 21226 $3THIS, 4 TWHON 2 #33dS 9414 IANSIM *IWHN SISA THNY
. . @ TTALL LUNNLNTES SE9Q BB=IML—2
BHE eze aac ‘a8z 2892 avz ez yoaz , a8t ast avt azt 801 a0 ‘a9
R NS TN | Seis, S, pddeds dortd s . —srds PP | i " aard $3a PRI IPUPIPEPIE PRI | tetrtetrtateds ddobefal k. WOl JPENPIPW P | EPOTORUPOr I | Nl N SISO IPES SN
1 A LML | UANLEANAN t _ IR 1T LI M _“__._ HUHUNN jd__:_aj_ [ _:_ mr TR _ __E 1l _E_ -
282 98 —T v L.
YY1 . Earret . 1 -
p——— ' .
: _ _ o ‘e~ @9 -
AL A G R 3 = iy 2B
T ==~ Eie A il T17 9
e 2EL SIE : : / S6 |£:) L
1ot To <5 Geef’ ‘
9gz &bZ - T3 a -
—— L1 o~ N
- mWN \m ~ mm -
' €2 - -, 2 id
- ~—~ W\ﬁ‘ ’ 0 W
282 4 -
* ”r ’ N r
. JEr r
: ¢ o~ r
“e L~ ”. —~ 8s -a9
Fow mE T 0 :
) . 3
W * ——— r -
'S [:1°4} 3
— 78
8LZ E
E
E
Lot

)

78



Flavonid Bilesikler

3.3.5. MV5 Bilegigi = 6,7,3',4'-

tetrametoksi luteolin

Madde selliiloz plakaya tatbik edilerek, %45 CHE3CCOE g¢dzelti-
sinde yurtitiildia. OV isik altanda (366 nm) koyu mor, NH3 ve
NA-belirteg¢lerinde ayni rengi gdstermesi C-3' ve C-4' siubsti-

tiie 5-hidroksi flavon olacagini gdsterir.

Metanoldeki UV spektrumunda 334 nm 'deki Bant I C~3 bog oldu-
dunu gésterir.Bant II 285 nm 'dedir. NaCMe ile alinan spek-
trumda Bant I 380 nm 'ye kaymig, siddeti azalmigtir. Bant I
deki 46 nm 'lik batckromik kayma C-4 'de serbest hidroksil
grubunun bulunmadigini gdsterir. Bant III 'iin olmamasi da C-7

yerinin dolu oldugunu gdsterir. AICl; spektrumunda Bant I
79



369 nm 'da Bant II 305 nm iken HCl ilavesiyle Bant I 353 nm'
yve,Bant II de 300 nm 'ye kaymaktadir.Bant I ile orjinal spek-
trumdaki Bant I arasindaki 19 nm 'lik batokromik kayma C-6 da
metoksi varligini kesinlegtirir, NaOAc ile alinan spektrum,
orjinal spektrumla hemen hemen aynidir. (384 nm omuz, 350 nm,
285 nm) Bu da C-7 'de serbest hidroksil olmadigini géster-

rir.H3BO3 spektrumunda (333 nm, 290 nm) kayma gézlenmedigin-

den B halkasinda orto dihidroksi olamaz. (Sekil:14)

Selliiloz plakada, dedigik ¢dzicillerle,standart madde ile kar-
s1lastirilinca ayni Rf dederleri ve ayni renk reaksiyonlari

gézlenmigtir.

RE

0,43 ( %45 CH3COOH )

RE

0,69 ( %60 CH3COOH )

Madde 6,7,3',4', tetrametoksi luteolin olarak tamimlanmigtar.

OMe
MeQ U OMe

MeO
HO O

80




350

250

350

250

————— W -

250

<

81

———— MeOH

——== AlCl3
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—— NaOAc / II3B03

MeOH /NaOMe

Sekil 14. MV 5 Bilesiginin UV Spektrumu




3.3.6. MV6 Bilegigi = 6,7-dimetoksi luteolin

Selliiloz plada tatbik edilip, %45 CH3CCOH da yuriitiilen madde-
nin, UV isaik altinda (366 nm) koyu mor,NH3 ile sari ve Na be-
lirteciyle turuncu renk vermesi,bilegidin C-3' ve C-4' yerin-

de serbest hidroksil grubu bulundugunu disundiirmektedir.

Metanoldeki UV spektrumunda 340 nm civarinda Bant I, 270 nm
civarinda da Bant II izlenmektedir.Bant I 'in 340 nm civarin-
da olmasi, C-3 '1 bog olan bir flavonu gésterir. NaCMe spek-
trumunda, 340 mmn 'deki Bant I 'in 405 nm 'ye kaydigi ve sgid-
detin arttidil gézlendi.Bu da C-4 'iin bos oldugunu gésterir.

AlCl; ile alinan spektrumda Bant I 372 nm de Bant II yine 270
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nm oldudu,HCl ilavesiyle 348 nm de bir pik daha olugtudu géz-
lenince C-6 'da metoksi olabilecedi kanitlandi.NaOAc 'la kay-

ma olmadidindan C-7 dolu oldugu anlagildi. H3BO3 ilavesiyle

Bant I 20 nm batokromik kayma vererek 355 nm 'ye gelmigtir.
Yani orto dihidroksi gruplari mevcuttur ve bogtur. C-3' ve C-

4' bogtur. (Sekil:15)

Selliiloz plakada, %45 lik CH3COOH de standart madde ile karsgi-

lastirilinca ayni Rf (Rf=0,40) ve ayni renk reaksiyonlari

gbézlenmigtir.

Bu verilere dayanarak madde 6, 7-dimetoksi luteclin olarak ta-

nimlanmigtar.

OH
MeQ U OH

MeO
HO O
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3.3.7. MV7 ve MV8 Bilegikleri

Bu maddelerin miktarlari ¢ok az oldugjundan UV spektrumlari a-
linamadi.Bitkilerde ¢ok yaygin bulunan bilesikler olduklarin-
dan, renk reaksiyonu ve standart ile yapilan ince tabaka kro-

matogramlariyla maddeler saptanmigtair.

MV7 Bilegigi = Apigenin-7-O-glikozit

Renk reaksiyonu UV (366 nm) koyu mor

NH3 sari

NA Belirteci sari

A
I

Rf dederleri 0,55 (%45 CH3COOH)

Rf = 0,61 (TBA*)

{TBA = t.butanol:asetikasit:su:3:1:1)
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gluosy( _0 OH

OH 0

MV8 Bilegidi = Acacetin

Renk reaksiyonu UV (366 nm) koyu mor
NHj3 koyu mor
NA-Belirteci koyu mor

Rf dederleri Rf = 0,26 (%45 CH3COOH)
Rf = 0,90 (TBA)
0

HO 0CHq
OH 0
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4. SONUC

Marribium vulgare L. bitkisinin kimyasal olarak incelenmesi
amaciyla yapilan bu ¢aligmada i¢ terpen - steroid,bir kumarin

ve dért flavenoid bilesidi bulunmugtur.

Tim bilegikler ,bitkinin tamamindan (kék, gévde, yaprak) izole
edilmigtir. Bitki aseton ve etanocl ile ayri ayri maserasyona

birakilmigtir.

Bir triterbenik asit olan ursolik asit ve sterol yapisindaki
A-sitosterol bitkilerde,Marribium tirlerinde de yaygin gdri-
len bilesiklerdir.Marribium vulgare L.ile yapilmig olan de-
Jisik ¢alismalarda bu bilegiklere rastlandigi yapilan litera-
tiir aragtirmalarinda gérilmigtir. Bu bilegikler kromatografik

ve spektroskopik yéntemlerle tanimlanmiglardir.
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Bir diterpen lakton olan marrubiin,ekstrenin uzun siire durmusg
olmasi nedeniyle bulunamamigtir.Buna karsgilik,yine Marrubium
vulgare 'den izole edilmig olan benzer yapidaki premarrubiin
izole edilip,tanimlianmmigtir.¥apisi UV, IR, NMR ve kiitle spek-

trumlariyla aydinlatilmistair.

Bitkiden 4,7-dimetoksi, 5-metil kumarin bilegimindeki siderin
isimli kumarin izole edilmigtir. Labiatae familyasinda goérii—
len ancak Marrubium tiirlerinde gimdiye kadar rastlanmamig o-
lan bu kumarinin yapsi da UV, IR, NMR ve kiutle spektrumlari
ile belirlemmigtir.Marrubium vulgare L. 'den ilk olarak bir

kumarin izole edilmigtir.

Luteolin ve tirevleri,apigenin ve turevleri Marrubium tiurle-
rinde en yaygin bulunan flavonoid bilegiklerdir.Alkcl ekstre-
sinden iki luteolin tiirevi (6,7-dimetcksi ve 6,7,3',4' tetra-
metoksi) kromatografik ve spektroskopik yéntemlerle saptan-
migtir. Ayrica bitkilerde yaygin olan acacetin ve apigenin
7-0O-glikozit de renk reaksiyonu ve kromatografik ydntemlerle

tanimlanmigtar.

Genel olarak Marrubium vulgare L. den elde edilen bilegik-
ler , dider Marrubium turlerinden ve Marrubium vulgare L.
den elde edilmig olan bilesiklerle uyum saglamaktadir. Ancak

kumarin tiri bir bilegigi rastlanmamigtir.
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Labiate

Marrubium Vulgare L.

CH2 - C(CHS)—CH—CH

karbonteflakloriir

2

Salowski Reaksiyonu
Roserheim testi

-piron halkasa

{S-halkam

kuvvete

Slikajel kolon
bakletilir

100-150 mm'lik
Marribium vulgare L.
i¢

Rf= 2,5 (kloroform)

Marrubium vulgare L.

olan

Bant IIT

Marribium vulgare L.
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Marrubium vulgare L.
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karbontetrakloriir
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3 —piron halkas:
B-halkasa

kuvvetli

Silikajel kolon
bekletilir

100-150 ml'lik
Marrubium vulgare L.
ue

Rf= 0,25 (kloroform)

Marrubium vulgare L.

Bant II

Marrubium vulgare L.
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