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OZET

Bu galismada Verbascum cheiranthifoium B. bit=-
kisinin toprak ilistd kisimlari steroid ve flavonoid

bilegikleri ydniinden incelendi.

V. cheiranthifolium bitkisi Haziran 1984'de
Boz8yilk (Bilecik) cevresinden toplandi. Taze halde
iken, bitkinin toprak {istii kisimlari etil alkol ile
1 hafta maserasyona birakilarak tiiketildi. Ekstre
diiglik basingta kovyu surup kivamina gelene kadar yogun-

Tlastirilii. Brae Raiien atkol akbtietlie tibroRoatia
arasinda partisyon uygulandi. Sulu kisimdan ayrilzan
kloroform k;sml yogunlagstaralda. Kalan sulu kisma etil-

asetat-su arasinda partisyon uygulandi. Avrilan etil

asetat kismi da yogunlastaralda.

V. cheiranthifoium bitkisinin yapilan ince taba-
ka kromatografilerinde steroid bilesikler bzkimindan
kloroform ekstresi zengin gdriildligi icin bu bile=

sikleri elde etmek amacaiyla bu ekstre ile caligilda.



Kloroform ekstresi yofunlastiralaip silikajel
slituna yerlesgtirildikten sonra eliisyona benzen ile
bagslanip gittikce artan oranlarda kloroform ve son

olarak alkole gegildi.

V. cheiranthifolium bitkisinden elde edilen
V (g-sitosterol) alkol ekstresinin kloroform kismin-

dan izole edilmisgtir.

E-Sitosterol preparatif ince tabaka kromato-

grafisi ile saflastarilmigtar.

Elde edilen steroid bilegifin yapisi spektral
vontemler (IR, NMR ve kiitle spektrumu), asetilleme
—reaksiyonu ve standart ornekle ince tabaka kromatogra-
fisi ve erime derecesi kiyaslanarak aydinlatilmigtar.
Bu bitkiden izole edilen B-Sitosterol daha &n-

ce bazi Verbascum tiirlerinden de elde edilmistir.

V. cheiranthifolium bitkisinin alkol ekstresi
etil asetata cekilerek elde edilen ekstreden flavono-

id bilegikler izole edilmiglerdir. Poliklar siitunda



eliisyona Egger ICHClB—EtOH (2:1)| ¢Bzlici sistemi
ile baslanip alkole ve son olarak suya gecgildi. El-

de edilen bilegikler, C, (viteksin), C, (apigenin),

1 2

C3 (swertisin), C, (luteolin), olmak ilizere toplam

dért flavoneoiddir.

Bu bitkiden izole edilen flavonoid bilesikler
daha Bnce bazi Verbascum tiirlerinden elde edilmisler~-

dir.

Flavonoid bilegsikler kiigiik sefadeks LHE-20 siitun-
larindan gecirilerek veya prepararif ince tabaka kro-
matografileri yapilarak temizlenip saflastirilmigslar-

dair.

Saflastairilan flavonoid bilesiklerin yapilarini
aydinlatmak-ig¢in UV, KMR spektrumlzari ve ince tabaka

kromatografileri standart Srmeklerle kiyaslanmigstair.

Sonugta V. cheiranthifolium B. bitkisinden bir
steroid ve ddrt flavonoid yapisinda bilesik elde edil-

mistir.



SUMMARY

In this study the above ground parts of
Verbascum cheiranthifolium B. was investigated for

its steroid and flavonoidal compounds.

V. cheiranthifolium was collected from Bozdylik
(Bilecik)district in June 1984. The fresh plant, its
above ground parts was macerated with ethanol for a

week.

The alcohol extract was applied the partition
between chloroform and water. The chloroform part was
concentrateg and the water part was applied the parti-
tion between ethylacetate and water. The etil acetat

part was concertrated.

Since the chloroform extract of V. cheiranthifolium
showed most of the steroids in its thin layer chroma-
tography, this extract was used tho obtain steroids. A

silicagel column was used to separate the chloroform



extract., The eluation started with benzene, increasing
amounts of chloroform were added into it and the elua-

tion completed with alcohol.

The chloroform part of alcohol extract yielded

(V) E-Sitosterol.

B-Sitosterol was cleaned by preparative thin layer

chromatography.

The identification and structure determination of
the steroid was done by spektral methods (IR, NMR and
Mass), acetylation reaction and thin layer chromatographic
comparison with authentic sample and by melting point.

The steroid from V. cheiranthifolium was previously

obtzined frem other Verbascum speices.

The alcohol conceantsrate of V. cheiranthofolium
was reextracted with ethylacetate to obtain the flavono-
idal compounds. The modified Egger svlivent {CHCI3-Et0H
(2:1) ) was used to elute the column. (Polyclar), by
reducing the amount of chloroform, the polarity was inc-

reased, elution was continued with water.Four flavonoids
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¢y (Vitexin), . c, (Apigenin), Cq (Swertisin), C,

(Luteolin) were isolated from this colmn.

The flavonoids from Verbascum cheiranthifolium

were previously obtained from other Verbascum species.

The flavonoids were cleaned from small Sephadex
LH-20 column or by preparative thin layer chromatog-

raphy.
The purified flavonoids were identified by record-
ing their UV, NMR spectra and thin layer chromatographic

comparison with authentic sample.

As a result of this study one steroid and four

~ flavonoids were isolated from V. cheiranthifolium Boiss.



1. GIRIS VE CALISMANIN AMACI

lkemizde 200 kadar Verbascum tiirii vetismek~-

tedir (1, §.292).

Verbascum tiirleri, i{ilkemizde halk arasinda
balgam soktiirlici g&giis yumusatici olarak infiizyon (%2-
5) halinde, kronik brongit ve anfizemde kullanilmakta-
dir (2, S.390). Diinyada Verbascum tiirlerinin farmako.o-
jik aktiviteleri ilizerinde pekgok g¢alismalar yapilmis

ve yapilmaktadir.

Tliirkiye'de vaygin olarak bulunan ve simdiye ka-
dar sadece Saponinleri saptanan (3) Verbascum Cheirant-
hifolium Boiss bitkisi ilizerinde kimyasal ve yapi aragtir-
malari yapilarak, bitkinin steroid ve flavonoid bile-

siklerinin incelenmesi amaglanmis ve galisma bu yEnde

vapilmistair.



2, TEORIK BOLOUM

2.1. BITKININ TANIMI VE YAYILISI

2.1.1. SCROPHULARIACEAE FAMILYASI

Cogunlukla otsu, bir kismi kiigiik galilar veya
parazit bitkilerdir. Yapraklar almasik,karsilikli ve-
ya helezon seklinde, tam veya parcalidir. Cicekler i-
ki cinsli, salkim, basakc¢ik veya talkim panikiilleri-
dir. Kaliks &-5 parcali, iki dudakli veya iki loplu=-
dur. Korolla gamopetal, ¢ofunlukla zigomorfik ve iki
dudakli, bazen boru geklinde c¢ikintali veva keselidir.
Korolla daima tomurcukta birbiri listiine konmug 1lop~-
lardir. Stamenler korollaya yapisik 4 ve didinam, ba-
zen 2 veya 5 tir., Ovaryum, dalin ucunda bulunan ¢ige-
gin digilik organinin sapi ile birlikte {isttedir, go-
gunlukla horizontal septumlu iki hiicrelidir ve gok o=
viillidlir. Meyva, cogunlukla kapsula, bazen tohum sek-

lindedir (4, S.458).



Bu familyada yaklasik 210 cins ve 3000 tiir bii-
1unmaktad1r.-TErkiye'de 25 cinsi ve 500'e vakin tiri

vardir (1, 5.290).

Scrophulariaceae familyasinin bitkileri bazi al-
kaloidler, glikozitler, steroidler, flavonoidler , iri-
doidler, terpencidler ve difer biyolojik aktivite gds-

teren bilesikleri tasarlar (5).
2.1.2,. VERBASCUM Ccinsi

Tek, iki veya ¢ok yi1llik otsu bitkilerdir. Co-
Bunlukla sik tiiyliidiir ve tiiyler dallanmistair. Yaprak-
lar, bitkinin tabaninda rozet seklinde toplanmis ve giv-
__de lizerinde almagiktir. Cigekler dik, basit veya dallan-
_ mis salkimlar olustururlar. Korolla sari renkli, teker-
lek seklinde yayik, stamen 5, iki farkli tipte, 3'l es,

diger ikisi estir. Filamentler ovat gsekilli, iki gdzlii,

septisit bir kapsuladir (1, S$.292).
2.1.3. VERBASCUM CHEIRANTHIFOLIUM BOiSS

Bitki iki wyillak, 30-120 cm. boyunda, ince da-

marli ve kisa tiiylii, ¢ogunlukla sarimsi, bazen grimsi



veya beyazimsi, yumugsak veya daha g¢ok biraz sertlik-
te yi1ldiz seklinde tiiyliidiir. Gévde ince, uzunlamasina
cizgili, genellikle c¢ok dallanmigtair. Ana yapraklar
mizraksi gekilden oblonga kadar defisen sekillerde
(boyu 7-30 cm, eni 1.5-8 em), sivri, tek parca veya
nadiren tirtilladir. Petiol 2-6 c¢m 'dir. Cicekler
oldukgca basit, genellikle ¢ok ince, dik ve yayilmis
dallar gseklindedir. Cicekler oblongtan ovata kadar
defigen 2-7 tane gevsek salkim cicekli panikuldur.
Kaliks 1.5-4.5 mm, lineer loplardan, iic kdseli miz-
rakims1i sekle kadar degigen keskin veya sivri nadi-
ren genigtir. Korolla sar: 20-25 mm ¢apinda, stamenler

5, anterler reniformdur (4, S$.587).

Verbascum Cheiranthifolium bitkisinin giceklen-
—me mevsimi Mayis-Agustos aylaradir. Ormanlarda, bodur
agagc yetigen yerlerde, bozkirlarda, cayirlarda, kireg-
tasi kayaliklarinda 680-1930 m yiikseklikte yetigirler

(4, 8§.588).

Ulkemizde Kuzey, Giiney, Dofu ve Orta Anadolu'da
oldukgca yaygain olarak, Ege bdlgesinin bazi illerinde de

nadiren bulunmaktadir.



2.2, VERBASCUM TURLERININ FARMAKOLOJIK ETKILERI
VE HALK ARASINDA KULLANIMI

Halk arasinda sifirkuyrufu olarak bilinen Verbas-
cum tiirleri uzun yallar cesitli tibbi amacg¢larla kulla-

nilmislardar.

Bazi Verbascum tiirlerinin gigekleri, stamenleri
ile birlikte toplanip gdlgede kurutulmus korollasi kul-
lanilar, Bu drog 6zellikle V. phlomoides L., V. densi-
florum Bertol ve V. thapsus L. tiirleri ile bunlarin gru-

“bundz bulunan diger tiirlerden elde edilir. Bu tiirler 50-
200 cm. yiikseklikte, parlak sari cicekli, biiyiik ve tiiyli
yaprakla vé_iki y1llaik bitkilerdir. Bilegsimlerinde miisi-

laj, ucucu yag ve flavon glikozitleri wvardar.

Bazi verbascum tiirlerinin, &zellikle Tiirkiye'de
yaygin olan V. sinuatum L, tiiriiniin tohumlari tasidikla-
r1 bir saponinden dolayi, baliklar icin zehirlidir. Bu

tiirlerin tohumlarai biraz et ile ezilerek balaklara



.yem olarak atilir ve uyusmus olan baliklar el ile
toplanir. Bu ybntem balik yavrularinin toplu halde

édlmesine sebep oldugu ig¢in ¢ok zararlidir (6, S.375).

Verbascum tiirlerinin kurutulmus yapraklari da
bazi tibbi amaglar icin kullanilir. Drog grimsi yegil
renkli, sik tiiyléi, kokusuz ve lezzetsiz parcalar halin-
dedir. Bilesimlerinde saponinler, miisilaj, rezin ve ac1
maddeler vardair.

.

inflizyon halinde terletici, balgam sdktiiriicii, ya-

tistirici, idrar arttirici ve kabiz olarak kullamilair (6,

$.376).

Bazi Verbescum tiirlerinin farkli geligsme durumla-
til esnasinda, toprak ilisti kisimlarinda, kék, yaprak ci-
cek ve tohuq}arlnda, azot, protein, lipid, seker, nisas-
ta, miisilaj, peptik maddeler, hemi seliiloz, seliiloz,
fosfor, kalsiyum, magnezyum, potasyum ve biyolojik ak-

tif maddeleri (alkaloid, saponin, flavonmnoid, lakton, ku-

marin ve askorbik asid) icerdikleri saptanmagtir (7).

Verbascum t#irlerinin bazalarainain, fibroblast kiil-

tiriinde, bazi tiirlerinde civciv ceninin enfliianza wviriisiiniin



kiiltiirlinde antiviral etkiye sahip oldugu saptanmig-
tir. En kuvvetli antiviral etkiye sahip Verbascum
tiiriiniin V. thapsus oldugfu bulunmustur (8). V. thapsus
¢igceklerinin hem hiicre kiiltiiriinde, hem de civciv ceni-
ninde interferon'a benzer aktivitede bir faktdre sebep

oldufu saptanmigstir (9).

V. formanekii'nin hipotensif, V. longifolium'-~-
un kardiak, V. anisophyllum'un kardiak ve miyotonik
etkileri bulummustur. V. banaticum, V. lychnis ve V.

abielinum anti-muskarminerjik aktivite gdsterirler (10).



2.3, GENEL BILGILER

2.3.1. STEROIDLER

2.3.1,1. DAGILIMLARI

Steroidler, bitkiler ve hayvvanlar aleminde gok
yaygin olarak bulunan ¢iklopentanohidroferantren is-

keletine sahip bilesiklerdir.

Steroidler, cinsivet hormenlari, adrenal korteks
hormonlari, kalp glikozitleri, mide ve safra asitleri
—ile kolestrolun,hatta bazi vitaminlerin yapisini olug-
turarak hayati fonksiyonlar ilizerinde etkili olan bilegik~-

lerdir.

Dogal veya sentetik steroidler, kemoterapide

genis OBlgilide kullanilirlar.

Steroid molekilleri iskelet ve yan gruplardan

olusur. Normal steroid iskeleti agagidaki gibi olup,



halkalar A,B,C ve D olarak isimlendirilir ve numa-

ralandaralar (11, S$.675).

Bitkisel steroller Cs'de bir hidroksil grubuna,

Cs'de genellikle bir cifte baga ve C17'de van zincire

sahiptirler (12).
2.3.1.2. ELDE EDILMELER1
Genel gcalismalarda bitkinin kurutulan ve toz e-

dilen kisimlari defisen polaritedeki cdziiciilerle tiiketile-

rek elde edilen ekstreler kromatografik ytntemlerle




saflagtirilarlar. Cogu sterol yapilar igcin tiketme
polar olmayan gazﬂcﬁlerle vapilir. Ancak steroihin
¢ok sayida hidroksil, karboksil gibi gruplar tasi-
masl veya glikozit yapisinda olmasi halinde etil a-

setat, alkol gibi daha polar céziiciiler kullanilar.

Saflagtirmada kullanilan kromotografik yodntem-—
ler siitun ve preparatif ince tabaka yontemleridir.
Adsorban olarak baslica silikajel, daha az olmak ilize-
re aluminyum oksit, magnezyum silikat ve talk kullami-

FiT.
2.3.1.3. RENK REAKSIYONLARI

— Steroidlerin taninma reaksiyonlarinda en dnemli-
si ve engcok uygulanani Liebermann-Burchard reaksiyonu-
dur (13, S.269 ). Ancak reaksiyon oldukga yavagtir ve

rengin mavi-yegil-mor seklinde defismesini dikkatle iz-

lemek gerekir.

2.3.1.4. SPEKTRAL YONTEMLER

Steroidlerin yapilarinin saptanmasinda spektros-

kopik ytntemlerden yararlanalar,



UV SPEKTRUMU

UV spektrumu steroidler icin fazla bilgi ver-
mez, 3-OH'dan 6tiirii 200 nm'nin altinda bir maksimum
verirler, cifte baglar genellikle izole durumda oldu-
gundan 200-210 nm civarinda kuvvetli bir ug obsorbsi-

yon verirler (14).

IR SPEKTRUMU

Bir bilegifin steroid yapida oldufunu belirtir
ve aynl yapidaki fonksiyonel gruplar hakkinda ilk bil-
giyi vermesi bakimindan Onemlidir, ancak bilesigin ya-
pis1 hakkinda baska bir fikir vermez. Parmak izi bblge-
-s1 ise steroidler ig¢in karakteristik ve hayli karisik-
tir. 3350-3530 cm—l arasinda serbest ya da hidrojen ba-
g1 vapan hidroksil gruplari, 1640-1650 cm_l'de cifte
baglar izlenebilir.

1y NMR SPEKTRUMU

NMR spektrumu stercidlerin yapi tayininde gok

bnemli bir rol oynar. NMR spektrumunda metil bantlara



0.5-1.5 ppm arasinda ¢ikar., Steroidlerde metilen
pikleri c¢ok karmasik ve vaygindarlar, bu nedenle me-
tilen banti yerine metilen zarfi sbz konusudur, di-
ger benzer vapidaki bilesiklerden bu metilen zarfi
ile ayirdedilirler. Hidroksile ve ester gruplarina
komgu protonlari 3.5-4.5 ppm'de, vinilik protonlara
5.0-6.0 ppm arasinda gbzlenir,.

s C NMR SPEKTRUMU

Son yillarda 1"'t.': NMR spektroskopisi ydntemi do-

gal iirtinlerin vapi Fayininde yaygin olarak kullanilmak-
tadir. Bu yontem ile molekiildeki karbon atomlarinin sa-
yi1s1 ve durumu belirlenir. 13C NMR sinyalleri 0-200 ppm
gibi genis bir alanda gdzlendiklerinden 1H NMR sinyal=-
ierine gére cok daha iyi ayirim verirler (23, 5.23).130
NMR spektrumunda yorumlanmasini giliclestirebilecegi icin

13C cekirdefi iizerindeki etkisinin kal-

1H cekirdeginin
dirilmasini salayan (proton-noise, decoupling) ydntem-
ler ile spektrum basitlestirilir, bbylece molekiilde sa-

dece karbon atomlarina ait pikler (singletler seklinde)

gézlenir.



Yorumlamada kolaylik saglayan ikinci bir y&én-
temde titresim alani digi decoupling (Off-resonance
decoupling) ydntemidir. Bu ydntemde karbon-proton ki-
sa alanli etkilesmesi saptanmistir. Bu ydntemde a-
linan bir spektrumda metil gruplarina ait karbonlar
kuvartet, metilen karbonlari triplet, metil karbonlara

duplet, kuartermer karbonlar ise singlet gseklinde g&rii-

lir (15, S. 238).

5p3 hibritlerine sahip C iceren metil gruplar:
0.00-50 ppm, sp2 hibritlerine sahip C iceren vinilik
karbonlar 100-160 ppm, sp hibritlerine sahip asetile-
nik karbonlar 50-80 ppm'de bulunurlar. Heteroatom -
lara komsu - C'lar 60-80 ppm arasinda, karbonil grubu
C'larx 160-210 ppm arasinda gdzlenir.

KUTLE SPEKTRUMU

Elementel analizle bulunmus olan kapali formil,
kiitle spektrumu yardimiyla dogrulanarak molekiil agirla-
g1 bulunmus olur. iskelet iizerindeki cifte bagin yeri
depisik parcalanmalara neden olur, bdylece cifte bagin

yverini saptamak mimkiin olabilir (16). Ayrica bilesikte



asit, alkol, hidroksil gibi gegitli gruplara ve Bz~
giin iskelet yapisina gdre defisik parcalanmalar ol-
maktadir, bu parcalanmalara gdre bilegigin yvapisi hak-

kinda f£ikir edinilir.

2.3.1.5. KIMYASAL REAKSIYONLAR

Bilesigin spektral analizlerinden elde edilen
bulgularin dogrulanmasil amaciyla yapilir. Ayrica spek-
tral analizler ile tam aydinliga kavusmamis noktalar
varsa bazi kimyvasal reaksivonlarla yapinin kesin tayi-
ni miimkiin olur. Bu amacla tiirev hazirlama, cegitli
yilkseltgemeler, indirgeme ve halka parcalanmasi gibi

reaksiyonlar yapailar.

2,3,2., FLAVONOIDAL BILESIKLER

2.3.3.1. DAGILIMLARI

Flavoncidler, fenil kromon grubu tasiyan do-
gal kaynakli bilesiklerdir. Flavon iskeleti 15 karbon
atomundan meydana gelen benzo Y-piron yapisindadar.
Flavonoidler, yosunlarin biiyiik bir kismi ve bakteri-
ler hari¢ hemen her bitki tiirtinde yaygin olarak bulunur-

lar. Bitkilerde flavonoid bilegiklerin yayalasa,



hidroksisinmanik asit tiirevleri ve ligninlerin ya-

yiligr ile paraleldir. = ° .

Flavonoidler, dofada hidroksil gruplarini
serbest olarak ya da metil eteri veya glikozitleri
halinde tagsiyan ve bitkilerin k8k, sap, cigek, po-
len, meyve ve tohum gibi hemen her b&liimiinde buluna-

bilen maddelerdir.
2.3.3.2. OLUSUMLARI

Flavonoidler bitkilerinm ikincil metabolitle-
rindenéir. Bitkilerin fotosentezle olusturduklari ve
hayatsal gereksinimleri igin kullandiklari karbonhid-
rat, amino asitler v.b. gibi birinci metabolitlerden

tiirerler.

Flavonoidlerin karbon iskeleti sirasiyla A,C
ve B halkalarina olugsturan Cﬁ-C3-C6 birimleri seklinde-
dir. Radyoaktif olarak isaretlenmis bilesiklerle yapi-
lan deneyler sonucu flavoncidlerin A halkasinin asetil
koenzim A molekiillerinden veya 3 molekiil malonil ko-
enzim A'dan, B ve C halkalarinin ise sikimik asit lize-

rinden olusan sinnamik asit gibi fenil propanoid




bilegiklerden meydana geldifi saptanmistir., A hal-
kasini meydana getiren asetat iliniteleri ile B ve C
halkalarini meydana getiren fenil propanoid bilegik-

lerin kondensasyonu ile flavonoidler olugur (17, S.87).

Sekil-1'de bu olusum goériilmektedir.

Sekil=1l: Flavonoidlerin olusumu



Biyosentez esnasinda kalkon/flavon izomeri-
zasyonu oksidasyon, cevrilme, alkilasyon ve gliko-
zilleme gibi birgok ara reaksiyonlar da yer alair.
Sekil 2'de baslica flavonoid iskeletleri verilmis-

o I

2.3.2.3, ELDE EDILMELER1

2.3.2,.3.1. BITKIDEN TUKETME

Kurutulup kaba toz haline getirilen materyal
polar olmayan coziiciiden polar cbziicliye dofru sairasiy-
la tiiketilir. Tiketme ya maserasyon ya da Sokslet apa-
reyinde devamli ekstraksivon geklinde yapilir. Béyle-
ce flavonoid bilegikler polaritelerine gbre kabaca bir

6n ayirima ugramis olurlar.

Polar olmiyan flavonoid aglikonlari, izoflavon-
lar, flavononlar, dihidroflavononlar ve metoksi flavon-
lar, benzen, kloroform veya eter gibi g8ziiclilere kolay~-
likla gegebilirler (18). Daha polar flavonoidler, yani
polar aglikon ve glikozitleri ise /etil asetat, aseton,

alkol, su gibi c¢Bziiciiler ile tiiketilerek elde edilir-

lex.




'2.3.2.3.2. KROMATOGRAFIiK YONTEMLER

Flavonoidlerin ekstraktan ayrilmasi ve saflag-
tirilmasi i¢in kromatografik ydntemler kullanilir. Bii-
yik miktarlarda flavon eldesi igin siitun kromatografi-
si, kiicik miktarlar icin preparatif ince tabaka ya da

kagit kromatografisinden yararlanilair.

SUTUN KROMATOGRAFISt

Bu ydntemde poliklar, seliiloz, silikajel ve

sefadeks en ¢ok tercih edilen adsorbanlardair.

Poliklar (polivinil poliproliden): Flavonoid

_bilesikleri icin yiiksek ayirma giiciine sahip oldufundan
siitun kromatografisinde en ¢ok kullinalin adborbandar.
Poliklar molekiiliindeki -NH2

larla hidrojen bagi vyaparak flavomlarin ayrilmasina

saglarlar.

Seliiloz (mikrokristal) : Flavonocid aglikon ve

glikozitleri igin iyi bir adsorbandir. Seliiloz siitun

kromatografisinde gerek adsorbsiyon, gerekse partisyon

yontemine gére ayiram yapmak miimkindir.

ve C=0 gruplari fenolik OH'-




Silikajel: Izoflavonlar, polimetoksi flavon-

lar, flavononlar ve dihidroflavenoller icin kullzni-

1T,

Sefadeks LH-20: Hidroksi propillenmis dekstran

vyapisinda olup organik ¢8zilicli ile gcalisma olanafi sag-
ladigindan flavonoidlerin avirimi ve 8zellikle sazflasti-

rilmasinda cok kullanalar.

PREPARATIF VE INCE TABAKA KROMATOGRAFisi

Flavenoidlerin ince tabaka kromatografisi ile
peraparatif aviriminda en gok kullanilan adsorbanlar

poliklar, seliiloz ve silikajeldir (19, §.20).

Peraparatif kafit kromatografisi, flavonoidle-
rin taninmalarinda ve ayirimlarinda kullanilan bir yén-
temdir. Preparatif kafit kromatografisinde analitik
galigmalarda kullanilan tiplerden daha kalin kagitlar
kullanilir (Whatman No. 3 gibi). 1yi bir ayirim ig¢in

cift dimensiyonlu kagit kromatografisi tercih ecdilir.
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Sekil 2: Flavonoid iskeletleri



Preparatif galigmalarda ¢ok az miktarda olan
flavonlar da elde edilebilmekte ve az madde gerek-
tiren UV ve kiitle spektrumlari ile yapilari aydinla-

tilabilmektedir.

Bu ybntemlerden bagska ugucu tiirevleri haline
getirilmis flavonoidlerin gaz-likit kromatografisinde
va da yiliksek basingli sivi kromatografisinde (HPLC)

ayrilmalri da mimkin olmaktadir. Bazen gaz kromatogra-

fisi-kiitle spektrumu (GC-MS) birlikte kullanilarak dod-

rudan yapil analizleri de yapilabilmektedir.

2.3,2.4. TANINMALARI

2,3,2.4.1, RENK REAKSIYONLARI

|_t

Flavonoidlerin ince tabaka ve kafit kromatogra-
fisi yapildiktan sonra elde edilen kromatogramlardaki
lekeler dnmce UV 1s1k altinda dofrudan incelenir. Daha
sonra sirasi ile HN3 buharlarina (19, S.13) ve RA
(Naturstoffreagenz A) belirtecine karsi gbstermis ol-
dugu renk degigsiklikleri UV 2sak altinda incelenir.
Her ii¢ durumda verdikleri floresanslar ile flavonoid
bilegigin tipi ve siibstitiisyonlari hakkinda 6n bilgi

edinilir (Tablo 1).




Flavonlar 5-0H durumunda oksidasyon sayila-

rina bagli olmaksizin UV 1s1kta (336 nm) mor renk

verirler, 5,4"- di OH durumunda NH3 buharlari ve

NA belirteci ile sari, 5,4',3"-tri OH durumunda NHB
buharlari ile sari ve NA belirteciyle turuncu renk
verirler.

5-deoksi, 5-0O-glikozit ya da 5-0CH, oldugunda

3
UV 1s1k altinda parlak mavi, parlak yesil renk verir-

ler.

Flavonollerde, 3-0OH serbest ise UV 1sik altinda
sarl renk vererek flavonlardan avirdedilirler. 3',4-0H
flavunoller RHH buhari ve NA belirteci ile sari, 3',4"'-

OH flzvonoller ise NHB buhara ile sari, NA belirteci i-

le turuncu renk verirler.

Ayrica flavonoidlerin sulu NaOH, derigik stoa,
Mg=HCl ve Na-Hg (sonra asid) belirtecleri ile de ver-
dikleri renk reaksiyvonlarindan bilegifin tipi ve siibs-
titiisyonlar: hakkinda &n bilgi edinilebilir (Tablo 2),

(20, 8.72).
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Tableo 2:

Flavonoid

bilesiklerin,

- G

renk reaksivonlara

Flavonoid : Derisik e Na-Hg
Tipi Sulu NaOH HESG& Mg-HCI (sonra asid) |
1
Flavonon Sogukta; Turuncus> Kirmizi, ‘Kirmiza |
sari-turun- koyu kir- morumsu
cu, mizi kirmizi,
sicaktaj; men?kse {
mavi
koyu kirmi-
Z1 veya mor
Flavon Sara Siddetli sari=+ kir- RKirmizai
sari -tu-— mMmizi
runcu c¢co-=-
zelti sik
s1k karak-
teristik
floresans.
Flavonol | Sari+ turun- Siddetli Kirmizis Saris soluk
cu (hava ok- sari 5tu- morumsu kirmiza
sidasyonu i- runcu ¢8~ kirmiza ;

le kahveren=-
gi).

zelti saik
sik karak~-
teristik
floresans

Flavono-
nol

—

Cok soluk
sari, kahve-
rengiye ¢ok
cabuk depis-
me.

Kahverengim-
si-sara

Kirmizai-=
morumsu
kirmiza

Kirmizim~
51 sa4ri




2,3.2.4.2. SPEKTRAL YOUNTEMLER

UV SPEKTROSKOPiISi

Bu ydntemle ¢ok az miktarda (0.1 mg kadar)
madde kullanarak flavonoid bilesigin yapisi hakkinda

bnemli bilgiler edinilir.

Bilesifin uygun bir c¢dziiclideki (8zellikle me-
tanol) c¢6zeltinin spektrumu ve bzel belirtegler ilave-
si ile spektrumlarda gbzlenen kaymalar, bilesigin ana is-
keleti ve siibstitiientleri hakkinda genis bilgiler verir

(19, S.41).

Flavonoid bilesiklerin UV spektrumunda genel

—
p—

olarak biri uvzun dalga boyunda, diferi kisa dalga boyun-
da olmak ilizere _iki biiyiik absorbsiyon bandi gézlenir. Bun-
lardan uzun dalga boyunda olup flavonoidin B halkasa
(sinnamoil) ile jliskisi olani Bant I adimi alir. Kisa
dalga boyunda olani ise A halkasa (benzoil) ile iligki-

lidir ve Bant II adini alar.



benzoil sinnamoil

Flavonoid bilesiklerde uzun dalge boylarinz
kayma (batokromik kayma) A ve B halkalarinda hidrok-
sil sayisi ile dofru orantili olarak artar. Ozellikle
3,5 ve 4' konumundaki hidroksil gruplarina siibstitiient
girmesivle Bant I ve Bant 1I daha kisa dalga boyuna

—

(hipsokromik kayma) kayvar.

METANOL SPEKTRUMU

Flavonoid bilegifin metanol spektrumu dzellikle

iskelet tipi hakkanda bilgi verir.

Flavonlarda Bant 1 304-350 nm arasinda, flavo-

nollerde 3-0H grubu serbest ise 352-385 nm arasinda,3-0OH



grubu siibstitiie olmugsa 328-357 nm arasinda gbzlenir.
B halkasinda oksijen fonksiyonunun artmasi Bant I1'i
uzun dalga boyuna dofru kaydirar. Flavonlarda A halka-
sinin 6 ve 8 konumlarindan oksitlenmesi Bant II1'nin u-
zun dalga boyuna kaymasina neden olur. UOrnegin B-OCH3
siibstitiisyonunda Bant II 270-275 nm arasinda gtzlenir-

ken 6-0H siibstitlisyonunda 280-285 nm civarina kayar (19,

S.45).

Flavonollerde A halkasindaki farkli oksijen
fonksiyonlari farkli kaymalara neden olurlar. 6-0RH fla-
vonollerde 8-12 nm'lik bir hipsokromik kayma gdzlenir-
ken 6-0CH3 flavonollerde kayvma gﬁzlenméﬁ. 8-0R flavonol-
lerde ise 13-16 nm'lik bir batokromik kayma gbzlenir (21,
Siiﬁlj'

izoflavon ve flavononlarda Bant 1'in absorbsiyo-
nu diisiik giddette, kimi zaman bir omuz halinde gériiliirken,
Bant I1I'nin giddeti artar. Bant I1 izoflavonlarda 245-270

nm arasinda, flavonlarda ise 270-295 nm arasinda yer alar.

Kalkon ve oronlarda Bant 1 ana absorbsiyon ban-
di1 olarak gdzlenir, kalkonlarda 340-390 nm, oronlarda

370-420 nm arasainda yer alair.



SODYUM METILAT SPEKTRUMU

Sodyum metilat kuvvetli bir baz oldugu ic¢in
flavonoid bilesikteki biitiin hidroksil gruplarini iyo-
nize eder. Ozellikle molekiilde serbest 4'-0H olmas:
halinde Bant 1 40-65 nm kadar uzun dalga boyuna ka-
yar ve siddeti artar. Fakat serbest 3-0H'a sahip fla-
vonoidlerde, 4'-0H serbest olmasa bile 50-60 nm'lik bir

kayma gézlenir, ancak bandin giddeti azalar.

Flavon ve flavonollerde 7-0H grubu serbest hal-
de ise Bant I'in kisa dalga boyuna bakan kisminda 305-
350 nm arasinda bazen omuz, bazen de diigiik giddetli bir

pik halinde Bant 1I1 gézlenir (22).

Flavon ve flavonocllerde 5,6,7 veva 5,7,8 tri-
hidroksi, 3,4'_- dihidroksi ve 3,3',4' trihidroksi durum-
lari varsa bozunma nedeni ile bant I'in gsiddeti zamanla

azalar (19, 8.47).

ALUMINYUM KLORUR SPEKTRUMU

AlCl flavon ve flavonollerde 5-0H, 3-0H ve B

3’
halkasindaki orto dihidroksi gruplari ile ayri ayri kelat



olusturur. B halkasindaki o-dihidroksi gruplariyla co-
lugan kelat zayif oldugundan seyreltik HCl ilavesivie

bozunur ve 30-40 nm'lik bir hipsokromik kayma géste-

rir.

AICI3IHC1 belirteciyle flavonoid bilegiklerin
C-6'daki siibstitiisyonu asafidaki degerlerle anlagilir:
Metanol spektrumuna gdre Bant 1'de meydana gelen batok-

romik kayma 5-0H, 6-0CH sisteminde 16-23 nm (23),5-0H,

3
6-0H sisteminde 25-30 nm (24), 5-0H, 6-RH sisteminde

ise 35-55 nm (19, S$.54) kadardar.

SODYUM ASETAT SPEKTRUMU:

.Sodyum asetat, sodyum metoksitten daha zavif

——

bir baz oldufu igcin ancak daha asidik hidroksil grup-

larini etkilers

Flavon ve flavonollerde 7 konumundaki hidrok-
sil grubu serbestse NaOAc'in ilavesiyle gbzlenen Bant II,
metanol spektrumundaki Bant I1'ye gore 5-20 nm'lik bir
batokromik kayma gdsterir. Ancak, flavonlarda 6 ya da 8
konumlarinda oksijen varsa bu durum gdzlenmeez (19, S.48)

(17, S.58). Ayrica 7-0H grubu serbest olan &4'-hidroksi



flavon ve flavonollerde sodyum asetat ilavesiyle a-
linan spektrumun Bant 1'i, sodyum metoksit spektru-

mundaki Bant I'e gére daha diistik dalga boyuna kayar (22).

SODYUM ASETAT/BORIK ASIT SPEKTRUMU

Borik asit, sodvum asetatli ortamda molekiilde-
ki orto-dihidroksi gruplarivla kelat vapar. B halkasin-
da O-dihidroksi durumu varsa flavon ve flavonollerde Bant
1, 12-30 nm kadar uzun dalga boyuna kayar. A& halkasinda
6,7 veya 7,8 konumlarinda hidroksil gruplari iceren fla-
vonoidlerde bu kayma daha da artar (19, §.51).

1H NMR  SPEKTRUMU

Flavonoid bilesiklerin biiviik kismi pelar karak-
terde oldufundan NMR spektrumlarini almak icin bir siire
uygun g¢8ziici bulunamamis, ancak apolar karakterdeki fla-
vonoidlerin analizi yapilabilmigtir., Daha sonralari d -
dimetilsiilfoksit gibi polar ¢oziiciiler kullanilarak polar
karakterdeki flavomoidlerin 1H NMR spektrumlari alina-
bilmis, ancak bu cbzilciinlin kaynama derecesinin yliksek
olusu, nem cekici olmasi gibi tzellikleri flavonoid bile-
sigin bozunmasina ve geri kazanilmasinda glicliiklere neden

olmustur.



Bugiin flavonoid bilesiklerin .NMR spektrum-

lari, trimetilsilil eter tiirevleri (TMSi) halinde, ccl,,

CDCIB, cﬁnﬁ, C5D5N veya bunlarin karigsimlara gibi polar

olmiyan c¢dziiclilerde alinmaktadir (19, S.255).

A HALKASI PROTONLARI

5,7-dihidroflavonlarda C6 ve CB meta protonla-
r1 5,.7-6.9 ppm arasainda J degeri 2.5 Hz olan iki ay-
r1 duplet halinde gdzlenir, C6 protonuna ait duplet CB
dupletinden daha yukari alanda bulunur, 7-0E grubuna ge-
ker bagli ise her iki duplet de daha asagi alana kayar.
Eger 5 ve 7'ye ilaveten 6 veya 8'de de siibstitiient var-

sa C, veya Cg protonu 6-6.5 ppm arasinda bir singlet

clarak goézlenir.
Sadece 7-0H grubu tasiyan flavonoidlerde Cq
protonu, 4-keto grubunun negatif gdlgeleme etkisi ve

C.'nin orto etkilesimi ile 8 ppm civarinda J deferi @

6
Hz olan bir duplet halinde gériilliirken C, ve Cg proton-

lar: ise 5,7-dihidroflavonlara gdre daha agagir alana ka-
varlar. C6 protonu hem Cs, hem de CB protonlari ile et~

kilestigi igin J deperi 9 (orto) ve 2.5 (metz) Hz olan



duplet-duplet, CS protonu ise J deferi 2.5 (meta) Ez

olan bir duplet olarak gdzlenir.

B HALKASI PROTONLARI

C'a'den siibstitiie flavonoidlerde B halkasinin
serbestce dtnebilmesine bagli olarak C'2 ve C’6 ile C'3
ve C'S protonlari: orto etkilegsimli iki duplet halinde
6.5-7.9 ppm arasinda gbriiliir. C'3 ve C'5 protonlarinain

dupleti genellikle C', ve C'6 protonlarindan daha {ist

2
alanda, goriiliir (19, S.265).

3',4"'-disiibstitiie flavonlarda C'5 protonu J de- J

geri 8.5 Hz olan bir duplet halinde 6.7-7.1 ppm arasinda

cikar. C'é ve C'6 protonlara genellikle 7.2-7.9 ppm ara-

sinda gbdriiliir ve aletin resoliisyonu az ise birbirinin i-

¢cine girerler. T', protonu meta etkilesimden dolayi J

degeri 2.5 Hz olan bir tuplet halinde, 6'6 protonu ise

hem orto, hem meta etkilegimden dolayi J=2.5 Hz ve 8.5 Hz

olan bir cift duplet halinde ve genellikle birbirlerinin
fizerinden astiklarindan bir multiplet olarak gtzlenirler,

C'2 ve C'6 protonlarinin birbirlerine gbre kimyasal kay-

ma degerleri 3' ve 4' konumlarindaki hidroksil gruplarinin

metillenme durumuna gdre defigir. 4'-0CH3, 3'-0B flavonoidlere



C'2 protonu C'ﬁ'dan daha yiiksek alanda gikarken
3'—OCH3, 4'-0H flavonoidlerde ise durum tam tersine-

dir.

C HALKASI PROTONU

Flavonlarda C halkasindaki 63 protonu 6.3 ppm
civarinda keskin bir singlet olarak g¢ikar. Flavonoller-
de C3'de serbest ya da siibstitiie hidroksil bulundugu i-

¢in bu bant yoktur.

SEKER PROTONLARI

Flavonoidlerde sekerler ya oksijen iistiinden va
da_dogrudan dogruya karbona baflanirlar. Bu baglanigla-
ra gore O-glikozitleri ve C-glikozitleri diye siniflan-

diztilarlar.

Flavonoidlerin O-glikozitlerinde geker proton-
lari 3-4 ppm arasinda multiplet olarak gikarken sekerin
H1 protonu daha asagi alanda 4.8-6.0 ppm civarinda dup-

let olarak cakar (19, 5.268).



Hl'in kimyasal kayma deperi, gsekerin baglan-
ma veri, cinsi ve sterec kimyasal @&zellikleri hakkin-
da bilgi verir, seker 5,7 veya 4' konumlarindan bagl:
ise 4.8-5.2 ppm arasinda gdzlenir. Flavonollere . 3 ko-
numdan glikoz baglanmasiyla H, protonu 5.7-6.0 ppm'de
gériiliir. Ayni konumdan bir metil pentoz olan ramnozun
baglanmasiyla Hl protonu 5-5.1 ppm de gdzlenir, ramno-
zun metil grubu ise 0.8-1.3 ppm arasinda J=6.5 Hz olan

bir duplet ya da multiplet olarak izlenir.

Seker f-bagi ile baglanmissa sekerin H1 ve 32
protonlari dieksen etkilegimden dolaya J=7 Hz olan
a-bagi ile balanmigssa diekvatoryal etkilesimden dola-

yi1 J=2 Hz olan bir duplet olarak gdzlenir, efer seker

motekiiliinlin d&niisli cevre gruplar taraflndan'klsztlanlyor-

sa daha belirgin bir duplet gdzlenir (17, §.70).

Birbirine bagli iki seker varsa halkaya bagla
sekerin Hl protonu aromatikligin etkisiyle asagi alana
kayar ve 5.1-5.9 ppm de gdzlenirken ikinci sekerin 5y
protonu daha alifatik yapida oldufu icin 4.65 ppm civa-
rinda multiplete benzer pik verir ve geri kalan biitiin

protonlar 3-4 ppm arasinda cikarlar.



Flavonoidlerin C-glikozitlerinde geker ge-
nellikle C, va da Ca'den baglanir. 5.7dihidroksi mono
C-glikozitlerin Cys Cg Ve C8 protonlarinin veya gli-
kozit asetillendiginde sekerin C"2 asetil protonumun
gbsterdigi farkli kimyasal kaymalardan sekerin 6 veva
8 konumunda oldufunu saptamak miimkiin olmaktadir. C-gli-
kozit flavonoid asetatlarimn flavona ait aromatik ve se-
kere ait alifatik sinyalleri gok karakteristikdir (17,

§.. 673), (21, $:581)-

C~glikozitler, asit hidroliz ile O-glikositle-
rin hidrolizlendifi sartlarda seker ve aglikon kisimlari-
na ayrilwazler, ancak FeCl3 oksidasyonu veya periyo-
dik asit oksidasyonu ile pargalanabilirler.

Periyodat oksidasyonu yaygin olarak kullamnil-
mis olmasina rafmen sonucta elde edilgn iirliinler sekerin
bozunma {iriinleri olmaktadir. Ferri kloriir ile oksidasyon-
da ise flavon halkasinin parcalanmasina ragmen sekerin
bozunmadan elde edilmesi miimkiindiir, bu nedenle C-glikozit-
lerdeki sekeri tayin etmek icin FeC13 ile oksidasyon yo-
lu daha cok kullanilar (17, S.672), (21, 5.480). Ayraica

kiitle spektrografisi, sekerleri belirler.



METOKSI PROTONLARI

Flavonoid cekirdefine baZli metoksi gruplarai-
na ait protonlar c¢dziicli olarak CCla, CDCl3 ve dﬁ—DMSO
(détro dimetil siilfoksit) kullanildiginda 3.5-4.1 ppm
arasinda gdriiliirler. Metoksi gruplarinin konumlarini be-
lirlemek i¢in &nce TMSi tiirevi halinde ccl, gibi inert
bir cdziiclide alinan NMR spektrumu daha sonra de-benzen-
de alinir, deﬂbenzenin etkisiyle CCla'deki spektruma o-
ranla 3.6 ve 8 konumlarindaki metoksi gruplari hemen hig
kaymazlarken B halkasinda 3',4',2' ve A halkasinda 7
konumlarlndaki metoksi gruplara iist alana dogru 0.35-0.7
ppm'lik bir kayma g8sterirler (25), C3~metoksi grubu ve
orto durumundaki iki metoksi grubu ya da orto durumunda-
kimetoksi ve hidroksi gruplari ise ya ¢ok kiiciik ya da
hi¢ kayma géstermezler. Kiitle b8liinme parcalarindan -OMe
grubunun A ya da B halkasinda olmadigi anlasilar.

13C NMR SPEKTRUMU

Flavonoidin C halkasindaki karbonil grubu 170-
210 ppm civarinda gdzlenir. Aromatik karbonlardan oksi-
jene komsu olaniar 130-165 ppm arasinda gdzlenirken ok-

sijene komsu olmayanlar 95-130 ppm civarinda gozlenirler.



Arematik DCH3 karbonlari 55-60 ppm ecivarinda cikar-
ken aromatik C—CH3 ve -CGCH3 gruplar1n1nlmeti1 karbon-
lari daha iist alanda (20 ppm civarinda) gézlenirler.
Oksijene komsu olan seker karbonlari 55-105 ppm arasin-
da, oksijene komsu olmayan karbonlar ise 40-80 ppm ara-
sinda gozlenirler. Alifatik C—-CH3 metil karbonlari ise
(10-20) ppm civarainda gdzlenir (21, S.21).

Molekiila veni bir siibstitiient katilmasi, ya-
nindaki 130 atomunun kimyasal kaymasina neden olur. CGe-
nellikle basit aromatik sistemler igcin konulan kurallar
flavonoid kpek:rumla;znln yorumlanmasi icin de gecerlidir,
Flavonoidin 3 yerine bir OH katildiginda bu karbon band:
asagl alana kayar ve beklenenden 33 ppm kadar asafi alan-
da~—¢tikar. Bu arada Cz'deki orto etkisi ise beklenenden

daha biiyiik ¢ikarak 17 ppm kadar yukari alana kayarlar

(26,' 271). -

Serbest hidroksil gruplarinin asetillenmesi
ile flavonoidlerin 135 NMR spektrumunda gbzlenebilen fark-
liliklar meydana gelir. Asetillenen hidroksilin bagli ol-
dufu karbon atomu 6.6-15 ppm kadar yukari alana kayarken,
orto konumdaki karbon 4.1-12.1 ppm, para konumdaki karbon

ise 2-7.9 ppm kadar asafi alana kayar (28).




Serbest hidroksil gruplarinin metillenmesi
halinde, hidroksilin bagli oldufu karbon 1-4.7 ppm
agsagi, orto konumdaki karbon 0.8-3.6 ppm yukari ala-

na kayar (27).

KUTLE SPEKTRUMU

Flavonoid aglikon ve glikozitlerinin yapi ta-
yinlerinde kiitle spektrumu cok kiigiik miktarlara (1 mg'dan

az) uygulanabilir olmasindan dolayi cok kullamilar,

Elektron bombardimani ydntemiyle flavonoid ag-
likonlarinin cogu kevvetli molekiiler iyon piki (M) " ve=
rirler, hatta bu genellikle spektrumdaki ana piktir. Fla-
vonoid glikozitleri ise ugucu Szelliklerinin az olmasa
nedeniyle nadiren molekiiler iyon verirler, bu nedenle
kiitle spektrumtunda ugucu tiirevleri haline getirilerek in-
celenirler. En cok kullanilan tiirevler permetil eteri (PM)

ve aglikonda metoksi grubu bulunmasi halinde perddtrome-

til eterleridir (PDM) (29).

Flavon aglikonlarinin molekiiler iyondan baska
gbzlenen Dbelirgin pikleri (M-1)", (M—CO)+, metoksi fla~-

- eate
venlar igin (H-CHB)+ ve (M-CO-CHS) pikleridir.



Ayrica A ve B halkalari koparak bir seri iven
olustururlar. Flavon aglikonlari A ve B iyon serileri-
ni genellikle iki yoldan olugtururlar. Bu yollardan bi-

risi retro Diels-Alder bdliinmesidir (Sekil 3), (17, 5.80).

I1.Y0L retro-Diels-Alder bidlinmesi 4

+
/ 40—‘ if
O ==L
b I o HC‘f’C
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Flavonoidlerin kiitle spektroskopisinde bodliinme

vollara

Sekil-3

Kiitle spektrumundaki molekiiler iyon piki, 4

ve B serilerinin piklerine karsilak gelen kiitle birimleri



ve bu piklerin siddetleri flavonoid bilegifin yapis:

hakkinda bilgi verir. .

6-0CH, flavonlar ile flavonol 3-metil eterle-
rinde molekiiler pik (M) %100 siddette olurken 8-0CH,
tagiyvanlarda ise (H-CHa)+ piki 7100 siddette olmaktadar

(30).

Flavonoid O-glikozitlerinin (PM) veya (PDM)
tiirevleri halinde alinan kiitle spektrumlarinda gériilen
baglica pikler (ri)+ piki, aglikon piki (gogurlukla ana
pik halinde), aglikoo kisminin A ve B serisi pikleri

ile geker tiirevinin parcalanma pikleridir.

= Flavon glikozitlerinde birden fazla seker ol-
dugu hallerde sekerler farkli konumlardan bagli ise ve
ayrica acillenme s8z konusu ise bunlar da tiirevleri halin-

de kiitle spektrumunda saptanabilirler (31).

flavon C-glikozitlerinin direkt kiitle analiz-
lerinde molekiiler pik nadiren gbzlenir ana tepe (aglikon+
CH.,)+ seklinde gikar. Ayrica bir, iki ve iic molekiil su kay-
bina karsilik olan H-(Hzo)n+ pikleri alifatik polihidrok-
si sistemler i¢ni karakteristikdir. C-glikozitlerinin PM ya

da PDM tiirevleri halinde alinan spektrumlarinda, molekiiler

pik kiigiik de olsa gdzlenir.



2.4, VERBASCUM TURLERIYLE BUGUNE KADAR
YAPILMIS CALISMALAR

Verbascumlarda steroidler, terpenik maddeler,
flavonlar, iridoidler, az miktarda alkaloidler ve doy-

mus yag asitleri bulunmugstur.

Verbascum thapsus bitkisi {izerinde vapilan ga-
lismalardan doymug - yag asitlerinden palmitik, stearik,
oleik, linoleik, arasidik, behenik asidler bulunmusg-

tur (34).

Flavon olarak apigenin ve tiirevleri, luteolin

ve tiirevleri Verbascum tiirlerinde ¢ok gériilir.

Degisik Verbascum tiirlerinden elde edilen bile-

sikler asagida verilmistir.



2.4,1, STEROID VE TERPENOID MADDELER

V. cheiranthifolium: Saponin (3)

V., lasianthum: B- Sitosterol (32)

V. thapsus: Veratrik asid, a-spinasterol,

saikogenin A, 5- (etoksi-metil) furfural (33), B-sitos-
terol, ergosta = 7 = en = 3 B= ol (34),

V. phlomoides: Saponin (35,36), verbaskosapo-

nin, verbaskojenin (35,37), aukubin, katalpol, kafeik
asid, B-kumarik asid glikozit, dijiprolakton, B-sitos-

terol, stigmasterol (38).

V. lychnitis:a-spinasterol, stigmast-22-en-3 B-ol,

ursolik asid (39).

2.4.2. FLAVONOID MADDELER

V. phlomoides: Hesperidin (40,41), flavonol-
3- glikozit (40), diosmin, tamariksetin 7-0- glikozid,
tamariksetin 7-0- rutinozid (41), apigenin, apigenin
7-0- glikozid, luteolin, luteolin 7-0- glikozid, krizo-
eniol, eriodiktyol, kamferol, kersetin, rutin, tamarik-

setin 7-0- ramnoglikozid (42)

.V. Lvchnitis: Apigenin, Luteolin, 3",4',5-tri-

hydroxy-7-methoxyflavone, Luteolin 5-glikozit (43).

o
[



Degisik Verbascum tiirlerinden; V. lyvchnitis'-
ten aukubosid, katalpol, asasetin, aynarosid, isokatal-
pol, katalposid (39), lig¢nitosid (44); V. sinvatum'dan
6-0- =L- ramnopiranosilaukubin (45), 6-0-0- sinuato-
silaucubin (46), harpagosid, diakiliridoiddiglikosid
(45,46), sinuatosid (47); V. georgicum'dan verbascosid
A, ramnopiranosilkatalpol, aukubin (48); V. saccatum'~-
dan aukubin, 6-0- ramnosyekatalpol, sakkatosid (38); V.
thapsus'dan aukubin, katalpol (49), V. thapsus'dan
aukubin, katalpol (49), tapsuin A, tapsuin B, hidroksi-

tapsuin A, hidroksitapsuin B (50) iridoid maddeleri sap-

tanmigtir,

Alkaloid olarak ta; V. nobile'den hiyosika-

min, papaverin, kuinin (51), verbaskin, verbasin (52);

—

V. songaricum'dan anabasin, plantagonin (53) maddeleri

bulunmustur.



3. DENEYSEL BOLOUM
3.1. GENEL TEKNIKLER
3.1.1. KROMATOGRAFIK YONTEMLER

3.1.1.1. SUTUN KROMATOGRAFIiSi

ADEORBANLAR

Silikajel 40, parcacik biiylikliigii 0.063-0.2 mm

(70=230 mesh) (E. Merck).

— Poliklar (Polyclar) (Gaf Corporation)

Sefadéks (Sephadex LH-20) (Pharmacia Fine Chemi-

cals).

SUTUNLARIN HAZIRLANMASI

Ekstre miktaraina uygun cap ve uzunlukta cam sii-

tunlar kullanildi, Ornegin (3.5%60 cm), (3x50 em),(1.5x20

cn)s



Silikajel Siitun:

Stituna yerlestirilecek ekstrenin yaklasik 60
kati kadar silikajel tartildi. Cok az bir kisim silika-
jel ise yopunlastirilmis ekstre gdzeltisiyle homojen bir
sekilde karistirilip &nce oda 15151nda,-sonra vakum e-
tivinde tamamen kurutuldu. Silikajel adsorban, siitiin bo-
yunun 2/3'tinli dolduracak sekilde konulup ilizerine kurutu-
lan ekstre-adsorban karsimi yerlestirildi, siitun yikan-

maya baglandi,

Poliklar Siitun:

Kloroform-etanol (2:1) g¢dziici sisteminde en az
24_saat gigirilen poliklar, ekstre miktarina uygun ola-
rak secilen cam siitunun 2/3"'iinii doclduracak gsekilde konul=-
du, poliklarin-yverlesmesi uzun siire akitilarak saglandi.
Yopunlastirilmis ekstre ¢dzeltisi siitunun {izerine bir pi-
pet yvardimi ile yavagca ilave edilerek poliklara emdiril-
di, tamamen emdirildikten sonra siitun eliisyon ¢8zeltisiy-

le yikanmava baglandai.



Sefadeks Siitun:

Ekstre miktarina uygun sefadeks metanol veya
etanocl ile 48 saat sisirildikten sonra siitunun 2/3'ii-
nii kaplayacak gsekilde yerlestirilip lizerine ekstrenin
yogun c¢dzeltisi dikkatli bir gsekilde kapiler bir pipet-

le ilave edildi.

3.1.1.2. INCE TABAKA KROMATOGRAFisi

ADSORBANLAR

Silikajel G (Kiesel G.E. Merck Typ 60)

Seliiloz (Cellulose Microcrystallin E. Merck).

30 PLAKLARIN HAZIRLANMASI

70 gram silikajel G, 140 ml distile su ile 5
dakika siirekli gcalkalandi. Camag plak kaplama aygitiy-
la (5%20 cm) ve (20x20 cm) boyutlarindaki cam plaklaran
iizeri 0.3 mm kalinlikta kaplandi. Oda 1sisinda kurutu-

lup 105° ¢'1ik etiivde 1 saat tutularak aktive edildi.

Seliiloz plaklar icin 30 gram mikrokristalin

seliiloz, 90 ml distile su ile 5 dakika siirekli calkalayip



vine Camag plak kaplama aygitiyla (5x20 cm) ve (20-20 cm)
boyutlarindaki cam plaklara ddkilerek 0.3 mm kalanlagain-

da kaplandi ve oda 1sisinda kurutuldu.

3.1.1.3. KAGIT KROMATOGRAFisi

Bu yntem sekerlerin, aminoasitlerin ve feno-
lik asitlerin taninmasi amaciyla, ayrica ¢ift dimensi-
yonlu olarak bir ekstredeki flavonoid bilesiklerin var-

ligini kontrol etmek amaciyla kullanilar.

Kullanilan kagit: Schleicher und Schiill GMBH

ve Whatman No 1.

s inen usulde ¢alisildi, kromatografi kabi 24 saat
gbziicii buharlarivla doyurulduktan sonra kullanildi. Kro-

matografi siiresi gsekerler icin genellikle 36 saattir.

3.1.2. SPEKTROFOTOMETRIK YONTEMLER

3.1.2.1. UV SPEKTROFOTOMETRES1

Spektrumlar Varian Techtron 635 aygitinda 1 cm'-
1ik kuvars kiivetlerde alindi. Olgmeler bilegsiklerin meta-

noldeki c¢dzeltilerinde yapildi. Ayrica flavonoid bilesiklerin



kayma spektrumlarinin alinabilmesi icin bilesifin me-
tanoldeki c¢8zeltisine sirasiyla NaOMe, susuz A1C13,
A1C13IHC1, eritilerek AcOH'den kurtarilmis NaOAc ve

NaOAc/H3B03 cozeltileri ilave edildi.
3idaZe2 IR SPEKTROFOTOMETREST

IR spektrumlari NaCl kristalleri arasinda ya
da KBr tabletleri halinde "Perkin Elmer 577 Grating

Spectrophotometer" aygitinda alinda.

3.1.2.3. 'H NMR SPEKTROFOTOMETRES1”

1I-I NMR spektrumlara 90 MHz ve 200 MHz'lik alet-

lerde alxﬁd1.

Varian EM 390: 90 MHz

NT-FT (Nicholet): 200 MHz

*

1H KMR ve MS 8lgmeleri Austin-Texas Universitesinde

yapilmisgtair. Bu spektrumlar icin Prof. Dr. T.J.

Mabrv'e tesekkiir ederiz.



Cozilici olarak CDC13, CSDSN veya CDC13IC5D5N

karisimi kullanda.

Flavonlar trimetilsilil eterleri (TMSi) halin-
de, steroid bilesik ise dogrudan Blgiildii. i¢ standart o-

larak tetrametilsilan ilave edildi.
3.1.2.4. KUTLE SPEKTROMETRESi
Du Pont 21-491 aleti kullanildi.

3.1.3. ERIME DERECES1

Bilegsiklerin erime dereceleri Reichert firmasi-

nin Kofler model aygitinda temperatiir ayari yapilmadan §1-

—

ciildii.

3.1.4., BELIRTEGLER

3.1.4.1. STEROiD BELIRTECLERY

Liebermann-Burhard Belirteci:

Bilesigin kloroformdaki ¢&zeltisine birkag¢ dam-
la asetanhidrit ilave edildikten sonra derisik siilfiirik

asitle tabakalandairailar.




Steroid bilegifin taninmasinda kullanildi.

Serik Siilfat Belirteci:

2 gram seryum (IV) siilfatin 100 ml 710'1luk
silfirik asitte gdziilmesi ile hazarlanir. Belirteg
plskiirtiildiikten sonra kromatografi plag: 100°c'de 5-10

dakika lekeler olusuncaya kadar bekletilir,

3.1.4.2, FLAVONOID BELIRTECLERI

NH3 buharlari ve NA (Naturstoffreagenz A, dife-
nil borik asit £ -amino etilester) belirteci kullamilair.
Bir spatiil ucu NA belirteci 100 ml, metanol veya etanol-

dezgﬁzﬁlergk hazirlanar.

Flavopnoid bilesiklerin tatbik edildifi kroma-
tografi plagi cbziicii sisteminde yliriitiiliip kurutulduktan
sonra NH3 buharlarina tutulur, daha sonra NA belirteci

piskiirtilir.

3.1.4.3. SEKER BELIRTECI

Anilin Ftalat Belirteci:

1.66 gram ftalanhidrit ve 0,93 gram taze dis-
tillenmis anilin suyla doyurulmus butanol ile 100 ml'ye

tamamlanarak hazirlanir.



Kromastografi plaklarina anilin ftalat belir-

| teci piskiirtiildiikten sonra 100° g'de 10-15 dakika bek-

jetilerek olusan lekeler saptanar.

3.1.4.4., UV SPEKTRUMU KAYMA BELiRTECLERi

Flavonoid bilesikler icin kullanildi.

Sodvum Metilat Belirteci:

2.5 gram temizlenmis sodyum kiiglik pargaciklar

halinde 100 ml'de saf metanolde c¢dziilerek hazirlanir. !

Aluminvum Kloriir Belirteci:

—

5 gram susuz aluminyum (111) kloriir 100 ml saf

metanolde cozilerek hazirlanar.

Hidroklorik Asit (dzeltisi:

50 ml derigik HC1 100 ml distile suda c¢dziilerek

bhazirlanar.
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3,2, UYGULANAN KIMYASAL REAKSIYONLAR

3.2,1, ASETILLEME (54).

5-10 mg bilegik kuru bir erlen iginde 1 ml su=-
suz piridinde coziiliip lizerine 1 ml asetanhidrit ilave
edilerek afzi kapali olarak oda 1sisinda 24 saat bekletil-
di, bu siirenin sonunda 15-20 ml distile suya d&kiiliip bir
ayirma hunisinde kloroform ile tiiketildi. Piridinden kur-
tarmak icin birkag kez su ile yikanarak kloroformu vakum-
da uguruldu.

—

3.2.2. ASiT HiDROLIZ (55)

10 mg bilesik 5 ml etanolde ¢dziiliip 10 ml Z10'-
luk HC1 ile karistirildi, armut geklindeki kii¢glik bir ba-
lona konup geri geviren sofutucu altinda su banyosunda
1s1ti1ldi. Reaksiyon tamamlandiktan sonra diglk basing-
ta etancl uguruldu, kalan sulu karisimdan uygum bir or-
ganik ¢Bziici (etil asetat,eter gibi) ile aglikon ekstre
edildi. Kalan sulu kisim asidinden kurtarilip yofunlagtiraldik-

tan sonra seker arandi. Organik fazda ise bilesigin aglikonu saptandi.



3.3, YAPILAN ISLEMLER

3.3.1, BITKININ TURETILMESH

Verbascum cheiranthifolium bitkisi Haziran
1984'de Bozdylik (Bilecik) cevresinden toplandi ve
bitki Dr. Ertan Tuzlaci tarafindan (ISTE 50900)

teshis edildi.

Calismada bitkinin toprak iisti kisimlar:
(gévde, ¢icek, yapraklar) kullanildi. Maserasyon yén-
temi ile calaigildi. 5 kg yas haldeki bitki etil alkol
ile 1 hafta maserasyona birakildi. Tiiketme sonunda
bitki ekstresi siiziilerek alindi. Ekstre diislik basanc-

ta koyu gurup kivamina kadar yogumlastirailda.

3.3.2. ALKOL EKSTRESININ ISLENMES1

Yogunlastaralan yaklasik 300 gram alkel ekstre-

sine dnce kloroform - su partisyonu uygulandi. Sulu



kisimdan ayrilan kloroform kismi yoBunlagtirildi ve
3.45 gram ekstre elde edildi. Kloroform kismindan ay-
rilan sulu kisma etil asetat-su partisyonu uygulanda.
Sulu kisimdan ayrilan etil asetat kismi da yofunlag-

tirilda ve 4,9 gram ekstre elde edildi.

V. cheiranthifolium bitkisinin alkol ekstre-
sinden elde edilen kloroform, etil asetat ve su kisim-
larinin herbirinin tagidifa bilegikler hakkinda &n fi-
kir edinmek amaciyla seliiloz ve silikajel plaklarda in-
ce tabaka kromatografileri ve ayrica kagit kromatografi-

leri yvapailda.

Kloroform ekstresi steroid bilesikler bakimin-
dan_iclerinde en zengini olarak goriildiiglinden steroid

bilesikleri izole etmek amaciyla bu kisim ile galisildai.

Etil asetat ekstresi ise flavanoid bilesikler
bakimindan zengin gériildiigiinden flavonoidal bilegikleri

izole etmek amacaiyla bu kisim ile galisilda.

Sulu kisim ile yapilan ince tabaka kromotogra-
filerinde ise fazla birgsey gbriilemedipinden bu kisim ile

calisilmamigtair.

-



3.3.3. EKSTRELERIN FRAKSIYONLANDIRILMASI

VE BILESIKLERIN iZOoLASYONU

3.3.3.1., KLOROFORM EKSTRESI

3.45 gram kloroform ekstresi az miktarda klo-
roformda ¢&ziilip ayni miktar silikajel ile karistiril-
di ve 1050 C'1ik etiivde kurutulduktan sonra paketle-
me yéntemi ile (3.5x%60 cm) boyutlarindaki silikajel sii-
tuna yerlestirildi. Elilisyona benzen ile baslanip gittik-
¢e artan miktarlarda kloroforma ve daha alkole geciril-
di. 100'er ﬁl olarak toplanan fraksiyonlarin benzer o-
lanlari ince tabaka kromatografisinde kontrol edildik-
ten sonra birlestirildi. Bu ekstrenin (21-22).fraksiyon-

larindan V steroid bilegigi elde edildi.

—
-——

Elde edilen bilesifi kirliliklerden kurtarmak
icin silikajel plaklar kullanarak preparatif ince taba-

ka yvbntemi uygulandi.
3.3.3.2. ETiL ASETAT EKSTRESI

Alkol ekstresinden etil asetata cekiierek elde

edilmis ve yopunlastirilmis 1.5 gram ekstre Egger (klo-

-

roform - etanol (2:1) ) .cﬁzeltisi ile sisirilmis (3x50 cm)



- 57 =

boyutlarindaki poliklar bir siitunun lizerine bir pi-
pet yardimiyla konularak siituna emdirildi, eliisyona

poliklarin aisitildiﬁr_ﬂi}tgﬁ ile baslanip gittikce

artan miktarlarda alkole ve son olarak suya gecildi.

Bu ekstreden elde udilemﬂﬁii ¢§§?j

vnnoid hiles:ki&?i ad&hﬁ&k& iﬁ*!ﬁ'ﬂsn—a&uiriiaxhk veya

preparatif iuna t&ba@g-k&anmtugraiiai ile temizlendi.

-
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3.4, Bu CALISMADA ELDE EDILEN BILESIKLER

3.4,1, V BILESiGl = B-Sitosterol

Liebermann-Burchard ile gok yavas reaksiyon
verip belirgin bir renklenmenin gdriilmemesi (13, 85.469)

ve kiitle spektrumunda molekiiler pikin 414'de cikmasa



bilegigin steroidal bir yapiya‘sahip clabilecegini

gbstermistir,

BILESIGIN SPEKTRAL OZELLIKLER1

IR spektrumunda (§ekil 4) 3400 cm }
1

de (OH),

1

1650 cm = de (doymamislik), 1375 cm - de (gem dimetil),

P60 1 A0 e Y JEICH0) BRrblsrs M ik tadoy s

2000 250 20U [ 1500 uop 1200 [[:2 B

Sekil 4: V Bilesigi IR spektrumu



1H NMR spektrumunda 0.7-1.00 ppm arasinda
6 metil piki, 3.5 ppm'de hidroksile komsu proton,
5.37 ppm de vinilik proton pikleri bulunmmaktadair

(S5ekil 5).

Bilegigfin kiitle spektrumu (Sekil 6) baz te-
pe 414 olarak molekiiler piki vermekte ve 399 da {M-CH3)+,

396 da (M-H,0)", 381 de (M-CH,-H,0)", 273 de (M-yan

3
zincir)+ pikini vermektedir. Ayrica yalniz 55 sterol=

ler i¢in karakteristik olan parcalanma piklerini 305 (a)

ve 315 (b) de vermistir.

e

305 (a) 315 (b)



nunijyadg

dHN H

I

T418a11g A A 1108

L3R} us L3

e v St SR VIV SRS (I

L LR




_63_

00 -
' .
50 - [
iy
1 69 8 9 107 515 m 'S B . el
135—,l!- “E'D s .L'I‘l illL ”‘ Elrgr ,]ITT 11|'1 nrfl.! 1!?5. }E? l??- : l é.-,:'
. 40 80 80 100 1200 140 160 180 200 4,4:2-3 J
4 ' ! F
- !
50 - 208 |
305 38 |3C8 .L
- 235 73 : i [
120, | 283 g w e h J
21.0 260 280 O 3«50 360 38D 400 20
Sekil 6: V Bilesifinin kiitle spektrumu
11-! NMR spektromundaki karakteristik metil
pikleri (56) ve kitle spektrumundaki 22ve bzgl




parcalanma pikleri bilesigin & 3 sterol yapisinda

cldugunu gbstermektedir (57).

V bilesiginin asetil tiirevinin IR spektru-
munda (Sekil 7) hidroksil bandi kaybolup 1730 cm
de asetil bandi gdzlenmigtir. 1H NMR spektrumunda
ise bu asetil 2.05 ppm de {lic protonluk bir singlet
halinde gikarak bilesikte asetillenebilen tek bir

hidroksil grubu olduBunu géstermistir (Sekil 8).

=1

’-
Le

B k1ie o] =X IE: EX wY Lo pricey 100 L=

=

g8 boru cm

Sekil 7: V Asetil tiirevi IR spektrumu
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A ? sterol yapisinda ve kapal: formiild
C29H500 olan ve bitkiler aleminde ¢cok yaygin ola-
rak goriilen g -sitosterolun V bilegigi ile ince
tabaka kromatografisinde kargilastirilmasi avni
Rf degerini ve ayni belirgin kirmizi-turuncu rengi
vermistir. Ayrica IR, NMR ve kiitle bulgularinin da
standart Ornekle ayni olmasi bilegigin B -sitoste-

rol oldugunu kanitlamigtar.

Fol C1 BiLESiGi= VITEKRSIN

Bilesik sara renkli kiiciik ignecikler seklin-
de kristallenmis:ir. UV 1s1k altinda koyu mor, NH3 ve
NA belirtecleri ile sari renk vermektedir, Gerek renk
reaksiyonlari, gerekse gbriinligii bilegigin bir flavon
karakterinde oldugunu belirttiginden UV spektrumu alin-
di1 ve Bant 1'in 334 nm de, Bant II'nin 270 nm de g¥zlen-

mesi bilesigin flavon oldupunu gdstermektedir.

Metanolde ve kavma belirtecleri ile alinan UV
spektrumunda (Sekil 9) bilesigin & konumunun dolu oldu-

gu anlagilmigear.



NaOMe spektrumunda Bant I'in 56 nm uzun
dalga boyuna kaymasi ve siddetinin artmasa 4'-0H'in
acik oldupunu belirtmektedir. Yine NaOMe spektrumun-
da 334 nm'de Bant III'"lin bulunmasi da 7-0H'in serbest
halde oldufunu gdstermektedir. Ayrica NaOAc spektru-
munda Bant I1'nin MeOH spektrumuna gdre uzun dalga bo-
yuna dogru 10 nm kaymas: 7-0H'in acik oldufunu dogrula-

maktadir.

AlCl, spektrumunda Bant I'in 53 nm uzun dalga
boyuna kaymasi 5-0H'in agik oldugunu ve AiCl3fHC1 bantin-
da degigiklik olmayisa 6 konumunda siibstitilient bulunma-
diginy gbsterir.

— NaOAc!HSBO spektrumunda Bant I'in uzun dalga

3
boyuna dofru belirgin bir kayma gtstermeyisi o-dihidroksi
durumunun meveut olmadigini belirtmektedir. AlCl, ve EHCI

spektrumlarainin da ayni olusu o-dihidroksi durumunun ol-

madifini dogrulamaktadir.

Uygulanan asit hidrolizden sonra bilegigin bir

-

seker tasidigi anlasilmis ve bu sekerin standart Brnek-

lerle kiyaslanmasiyla glukoz oldugu saptanmistair,
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MeOH + NoOMe

MeOH
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HO OH

VITEKSIN

X, nm

MeOH « NeOAc
MeOH « NaOAc « Haﬁoj —————
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. AICL; « HCI

MeOH « AICI,
Me OH
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Sekil 9: C, Bilesigi UV spektrumu



TMS tiirevi haline getirilerek alinan NMR
spektrumunda (Sekil 10) -3.65-3.85 ppm 4drasinda alt:
protonluk seker multipleti bulunmasi da bunu dogru~-

lamaktadar.

4,80 ppm'deki bir protonluk duplet sekerin

H protonunun gbdstermektedir.

1
6.18 ppm'deki duplet ve 6.43 ppm'deki singlet
sirasiyla 6 ve 3 protonlarinmi, 6.90 ppm'deki duplet 5°'

ve 3' protonlarini belirtmektedir. 7.90 ppm'deki duplet

ise B halkasindaki 6' ve 2' protonlarini gostermektedir.

-

—— —-— "
2 | .
| “ | e
]( | J | Fpes e v
t lfl w AVJ L..ww\r’. f Y km“'h‘rvj\ : L\,..__ﬂ., ANV
70 | 30 51_0 s == 7 N1 = 70 v

PPM (8)

Sekil 10: C, Bilesigpi ! xur spektrumu




Viteksin standert &rnefi ile kromatografik
karsilastirmalarin ve spektral bulgularinin ayni o-
lusu C, bilesiginin Viteksin oldufunu kanitlamakta-

dir.

Bu caligmada 40 mg €, maddesi elde edilmis-

EiE

B I A S C2 BiLESiGl= APIGENIN

Bilegik koyu sari renkli kiigiik kristal ignecik-~
leri gériiniimiinde olup e.n 348-349° dir. UV 1s1k altinda
koyu mor, NH3 ve NA belirtegleri ile sari renk vermekte-
dir. Gerek renk reaksiyonlari, gerekse goriinilisii bilesi-
gin bir flavon oldufunu belirttiginden MeOH de cbziilerek
UV spektrumu alandi ve Bant 1'in 334 nm'de, Bant Il'mnin

267 nm de gbzlenmesi bilesigin flavon oldufunu gdster-

mektedir (Sekil 11).

NaOMe spektrumunda Bant I'in 55 nm uzun dalga
boyuna kaymasi ve giddetinin artmasi 4'-OH'in a¢ik oldu-
gunu, 324 nm de Bant III'iin bulunmasi da 7-0OH'in serbest

halde oldugunu gdstermektedir. Ayrica sodyum asetat




spektrumunda Bant II'nin MeOH spektrumuna gdre uzun
dalga boyuna dogru 10 nm kaymasi 7-0H in agik oldu~-

gunu dogrulamaktadir.

AlCl, spektrumunda Bant I1'in uzun dalga bo-
yuna 50 nm kaymasi 5-0H'in acik oldufunu ve AlCl, /HC1
bantindaki defisiklik olmayigsi 6 konumunda siibstitiient
bulunmadifini gdsterir.

NaUﬁcfHSBO spektrumunda Bant I'in uzun dal-

3
g3 boyuna dofru belirgin bir kayma gdstermeyigi o-dihid-
roksi durumunun mevcut olmadigini belirtmektedir. AlCl,

ve HC1l spektrumlarinin da ayni olusu o-dihidroksi duru-

munun Oolmadifiny dofrulamaktadair.

UV spektrumu bilegigin apigenin tipi oldugunu

belirtmektedir.

TMS tiirevi haline getirilerek alinan NMR
spektrumunda (Sekil 12). 7.72 ppm deki duplet B halkea-
sindaki 6' ve 2' protonlarini, 6.85 ppm'deki duplet, 5’
ve 3' protonlarini belirtmektedir. 6.50 ve 6.35 ppm'-
deki dupletler ise A halkasindaki 8 ve & protonlarani

gostermektedir. A halkasindaki 3 protonu ise 6.27 ppm de
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singlet olarak bulunmasi bu bilesifin apigenin oldu-

gunu dofrulamaktadair.

Son olarak standart apigenin ile yapilan
ince tabaka kromatografisi sonucu elde edilen Rf de-
gerleri bilegifin apigenin olduBunu kanitlamis ve bu

bu bilesik 30 mg olarak elde edilmistir.

3.4.4. C3 BILESiGi= SWERTiSiN

Bilesik koyu sari renkli amorf goriinlimiinde~-
dir. UV a1sik altinda koyu mor, NHB ve NA belirtecleri
ile sari1 renk vermektedir. Gerek renk reaksiyonlara,
gerekse goriinligii bilegifin bir flavon oldugunu belirt-

tifinden Me(CH de c¢bdziilerek UV spektrumu alinda.

MeOH spektrumunda Bant I'in 332 nm de, Bant
II'nin 273 nm de gbzlenmesi de bilegigin flavom oldupu~-

nu gostermektedir (Sekil 13).

Metanolde ve kayma belirtecgleri ile alinan UV
spektrumunda, bilegifin 7 konumunun dolu oldufu anlasil-

mistair.



NaOMe spektrumunda Bant I'in 52 nm uzun dal-
ga boyuna kavmasi vé giddetinin artmasi 4'-0E'in acgik
oldugunu belirtmektedir. NaOMe spektrumunda Bant III1'-
iin bulunmamasi 7-0H'in kapali durumda oldufunu belir-
ler. Ayrica sodyum asetat spektrumunda Bant II'nin kay-
ma gostermemesi de 7-0H'in dolu oldugunu dogrulamakta-
dir.

AlCl, spektrumunda Bant I'in uzun dalga boyu-
na 48 nm'lik bir kayma gtstermesi 5-0H'in acik oldugu-

nu belirtmektedir.

A1C13IHCI spektrumunun Bant I'i MeOH spektru-
munun Bant I'ine mnazaran 46 nm'lik bir kayma géstermesi
6 konumunun kapali durumda oldugunu belirler.

NaOA;IHBBO spektrumunda Bant I'in metanol

3
spektrumunun Bant 1'i ile ayni olusu bilesikte o-dihicd-
roksi durumunun olmadigini belirtmektedir. .&ICI3 ve HC1

spektrumlaranin da ayni olusu o-dihidroksi durumunun

olmadigin: dogrulamaktadair.

Bilesifin TMS tiirevi halinde alinan NMR spektru-

munda (Sekil 14) 4.78 ppm de bir protomluk duplet C6'dan



bagli bir seker molekiiliiniin Hl protonu igin karakte-

ristiktir, Seker molekiiliiniin diger protonlara 3.37-

4,24 ppm arasinda multiplet halinde gtzlenmektedir.

3.90 ppm'deki singlet C.'den bagli metoksi

7

grubunun {i¢c protonunu gdstermektedir.

6.34 ppm ve 6.50 ppm'deki singletler sarasiy-

la C3 ve CE protonlarini, 6.85 ppm'deki duplet B halka-

sina bagly C,, ve C., protonlarin, 7.74 ppm'deki duplet

ise yine B halkasina bagla C ve C protonlarini be-

2" 6'

lirtmektedir.

C bilesifinin aglikon ve geker kisimlarimi

3
birbirinden ayirmak icin asit hidroliz yapilmig ve ge-
kerin standart brneklerle karsilastirilmasiyla glukoz

oldugu bulunmostur.

Standart Srnek ile kromatografik kargilasgtair-
malarin ve spektral bulgularin ayni olusu C3 bilegi-

Einin Swertisin oldufu saptanmistir. Bu madde ancak 10

mg olarak izole edilebilmistir.
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3.4.5. ¢, BILE§1Gi= LUTEOLIN

Bilesik sari renkli kiigciik ignecikler seklin-
de kristallenmis olup e.n. 3300 dir. UV 1si1kta koyu
mor olan leke NH3 ile sari, NA ile turuncu renge db&-
niismektedir. Bilesigin renk reaksivonlari ve gbriintisi
flavon karakteri gésterdifinden MeOH de coziilerek UV
spektrumu alindi ve Bant I'in 349 nm'de, Bant II' nin
267 nm'de gtzlenmesi bilesifin flavon oldufunu gdster-

mektedir (Sekil 15).

NaOMe spektrumunda Bant I'in 53 »m uzun dalza
boyuna kaymasi ve siddetinin artmasi 4'-OH'in acik ol-
dugunu belirtmektedir. 7-OH'an varlaifi NaOAc spektru-

munda Bant II'nin 14 om uzun dalga boyuna kaymasi ile

—

de dogrulanmaktadar.

AlC1 spektrumunda Bant I1'in uzun dalga boyu-

3

na 76 nm kaymasi 5-0H'in acik oldugunu ve AICIBIHCI ban=-

tindaki degisiklik 6 konumunda siibstitilient bulunmadifini

gbsterir.

'AlCl3 ile olusan kelatain A1C13IHCI spektru-

munda bozulmasi ve NaOAc/H3303 spektrumunda Bant I'in



MeOH

MeOH + NoOMeg —====

LUTEOLIN

) 1 ] L L
200 300 &30
: A, nm
I NoOAc
MeCOH « D.IQ3
MeOH + ﬂdcla + HCl ===== NaQOAc « Haﬂon\ -

Sekil 15: C, Bilesipi UV spektrumu
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21 nm uzun dalga boyuna kaymasi o-dihidroksi durumun

varligini kesinlikle belirtmektedir.

UV spektrumu bilesigin luteolin tipi oldugu-

nu belirtmektedir.

TMS tiirevi haline getirilerek alinan NMR
spektrumunda (Sekil 16) 7.28 ppm'deki duplet B halka-
sindaki 6' ve 2' protonlarini 6.85 ppm'deki duplet 5'
protonunu, 6.49 ve 6.12 ppm'deki dupletler ise
B ve 6 protonlarini gostermektedir. A halkasindaki 3
protonu ise 6.30 ppm de singlet olarak bulunmas:i bu

bilegigin luteolin oldugfunu dofrulamaktadar.

4us Bu bulgular ve standart luteolin ile yapilan
ince tabaka kromotografisi sonucu elde edilen Rf deger-
leri bilegigin luteolin oldufunu kanitlamigtir. Ele

gecen madde miktara 16 mg'dar.



3,5, ELDE EDILEN BILESIKLERIN SPEKTRUM
DEGERLER!

Tablo 3: V bilesiginin IR spektrum deBerleri

KBr -1
v —y (em 7) Fonksiyonel Grup
i 3400 OH
B-Sito-
1650 doymamiglik
BEEE0 1375 gem dimetil
1060 ve 1050 C~-0 gerilim

Tablo 4: V bilegiginin 1H NMR spektrum degerleri
s (ppm)
-3 H (metil) 0.70 s
3 B . 0.80 s
v 3 R ” 0.84 d
3; -k 2 v 0.86 d
F=Site= § 50 " 0.94 d
deading S R " 1.00 ¢
1 H (hidroksile 3 onE
komsu)
1 H (vinilik) 5.37- 4




Tablo 5: V bilesiginin Mass spektrum de@erleri

Parcalanma Uriinleri m/e %
< ¢
M 414 100
v "
(M—CHB) 399 40
g-Sito~- .
BeEroi (M-H20} 396 51
-+
{H—CHB-HEOJ 381 36
- 329 32
= 373 3
o 305 38
(M-yan zincir)”™ 273 16
- 255 21
= 231 12
Tablo 6: V bilegigi asetil tiirevinin IR spektrum
degerleri
KBr =1
v (cm 7) Fonksivonel Grup
max
1730 ve 1260 CH3-COO
V-asetil 1460 CHZ egilim
1375 gem dimetil
1045 C-0 gerilim




Tablo 7: V bilegigi asetil tiirevinin

1H NMR spektrum degerieri

¢(ppm)

3 B (metil) 0.70-s

3 H > 0.82 s

3 B " 0.84 s

V-asetil 3 E " 0.90 s

3 H " 1.02 s

3 H " 1.10 s

3 B (asetil) 2.05 s
1 H (hidroksile

Y oms oD 3,75 m

1 H (vinilik) 5.45 ¢
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Tablo 9: C bilegiginin

1

degerlerd

1H NMR spektrum

Viteksin

ey

é(ppm)

B=3 6.43 s

H-6 6.18 d

B~-3", IB=5" 6.90 d

H-2', H=-6' 7.90 d

-R, B-1" 4.80 d
-R, H 3.65=3.85 m
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fablo F3s C2 bilesiginin 1H NMR spektrum

degerleri

6§ (ppm)

H=-3 6.27 s

Apigepin H-8 6.35 d
¢, H-3', H-5' 6.85 d
H-2', H-6" 7.72 d

H-6 6.50 d
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Tablo 13: C3 bilegiginin 1H NMR
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S(ppm)
H-3 6.34 s
C?-OCH3 3.90 s
Swertisin H-8 6.50 s
C.‘i
H-3"', H=-5' 6.85 d
B~-2", He=b' 7.74 @
CB-R’ H-1" 4.78 d
CG—R, B(2"=-6") 3.37-4,24 m
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Tablo 15: C,.bilesiginin v nr

spektrum degerleri

6 (ppm)
H-3 €.30 s
Luteolin =6 .12 ¢
Cg H-8 6.49 d
H-2', H-6' 7.28°2
BH-5" .85 d
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SONUC VE TARTISMA

Verbascum cheiranthifolium bitkisinin steroid
ve flavonoidleri bakimindan incelenmesi amaciyla ya-
pilan bu caligsmada bir steroid ile dért flavonoid bi-

legik elde edilmigtir.

Bitkiden elde edilen V bilesifinin yapisi, spek-
tral bulgulara dayanilarak ve erime noktasi ile Rf de-
gerleri standart drnekle kiyaslanarak f-sitostercl
clarak tespit edilmigtir., Ayrica V bilesigi asetille-

nerek hidroksil grubunun yeri saptanmigtir.

Ver. cheiranthifolium bitkisinden elde edilen
B-sitosterol bilesifine Verbascumlarda cok sik rast-

lapair.

Flavonoid bilegiklerin tiikketme teknifine gire
bitkinin toprak iisti kaismindan hazirlanan a2lkol ekstre-

sinden dért flavinoid bilesip elde edilmisgtir.




Cz ve C, bilegiklerinin aglikon yapisinda,
c, ve C, bilesiklerinin isé glikozit yapisinda ol-

dugu asit hidrolizi ile saptanmastir.

Ver. cheiranthifelium bitkisinden elde edilen
¢ bilesigine uygulanan asit hidrolizinden sonra bi-
legigin geker tagaidigir enlagilmigtir., BilesiZin ince
tabaka kromatografisi, UV spektrumu ve NMR spektru-
munun karsilastirilmasi ile yvapisinin viteksin oldu-

gu saptanmistir.

C2 bilesiginin Verbascumlarda ¢ok rastlamnan
luteclin olabilecegi diiglintilmiig, yapisi standart Or-
nekle UV spektral bulgulari, KMR spektrumu ve ince

tabaks kromatografilerinin karsilastirilmasi ile an-

lagsilmistair.

Cq bilesigindeki é konumunun kapali olmasi,
A1C13IHC1 spektrumunun Bant I'inin, MeOH spektrumu-
nun Bant I1'ine gdre 46 nm'lik bir kayma gbstermesin-
den anlasailmagtair. 03 bilegiginin bir glikozit yapi-
sinda oldufu asit hidreliz ile anlagilmigtir. Ayni za-

manda NMR spektrumundaki 3.90 ppm deki singlet Cy'den

bagli metcksi grubunun iig ptotfnunu gostererek bu




dogrulanmaktadir, Spektral bulgulari yanisira stan-
dart ‘6rnekle ince tabaka kromatografilerinin kargi-
lagtirilmasy ile bu bilesik swertisin olarak saptan-

migtir.

C‘!+ bilegifinin ise yine Verbascumlarda ¢ok
rastlanan luteoclin olabilecefi diiglintilmiistiir. NaOAc/
33303 spektrumunda Bant I'in uzun dalga boyuna kay-
masi bilegsikte o-dihitroksi durumunun varlaigini ke-
sinlikle belirtmigtir. Standart &rnekle diger UV spek-
tral bulgulari, NMR spektrumu ve ince tabaka kromato =
grafilerinin kargilastirilmasi ile Cg bilegiginin lu-

teolin oldufu saptanmigtir.
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