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OZET

Bu calismada Sarcopoterium spinosum (L) Spach. bitkisinin toprak istii
kisimlan, kokleri ve oOzellikle meyvalan hidrokarbon, steroid ve flavonoid

bilesikleri agisindan incelenmigtir.

Sarcopoterium spinosum bitkisi Temmuz 1995’de Canakkale bélgesinden
toplanmigtir. Marmara Universitesi Eczacihk Fakiiltesi Farmosotik Botanik
Anabilim Dali Ogretim Uyesi Prof. Dr. Ertan TUZLACI tarafindan teshis edilen
bitki ayni1 tiniversitenin Herbaryumunda MARE 4734 numarasi ile kayitlidir.

Kurutulmus bitkinin kokleri, dallann ve meyvalan ayn ayn 6giitiilerek, sokslet
cihazinda hekzan, kloroform, etanol ve su ile ekstre edildi. Diisiik basingta koyu
surup kivamina kadar yogunlastinilan ekstreler, ince tabaka kromatografisinde
incelendi. Benzer olan ekstreler birlestirilerek  silikajel  kolonda

fraksiyonlandirildi.

Kok, dal ve meyvalarin hekzan ekstrelerinin fraksiyonlarindan BH, bilesigi elde
edildi. Bitkinin meyvalarinin kloroform ekstresinden MK; ve MK, bilesikleri elde

edildi.

BH,, MK; ve MK, bilesiklerinin ITK incelemesinden ve UV, IR
spektrumlarindan yararlanilarak, BH; ve MK bilesiklerinin aym: yapida oldugu
ve BH; (MK,;) ile MK, bilesiklerinin de hidrokarbon yapisinda oldugu

bulunmustur.



Bitkinin kok ve meyvalarinin alkol ekstresinin fraksiyonlarindan EE,, BF; ve
BF, bilesikleri elde edildi.

BF,, BF, ve terpenoidal EE; bilesiklerinin yapilann kromatografik ve
spektroskopik yontemler kullanilarak yorumlanda.



ABSTRACT

Sarcopoterium spinosum is examined with respect to its chemical constituents of

hydrocarbon, steroidal and flavonoidal nature.

The plant samples were collected in July 1995, in Canakkale region and
identified by Prof. Dr. Ertan TUZLACI of Marmara University. The plant is

registered in Marmara University Herbarium with identification no. MARE

4734.

Air-dried plant roots, stems and fruits were ground separately, and extracted with
hexane, chloroform, ethanol and water in the Soxhlet Apparatus. The extracts
were concentrated under vacuum, inspected with TLC and similar extracts were

combined before fractionating in silicagel columns.

Hexane extracts yielded compound BH;, chloroform extracts of the fruits yielded
compounds MK; and MK,.

TLC, UV and IR spectra of BH;, MK, and MK, proved compounds BH; and
MK, to be identical, and also, both compounds BH; (MK,) and MK, to be

hydrocarbons.
Ethanol extracts of the fruits and roots gave compounds EE;, BF; and BF,.

The structures of compounds BF;, BF, and terpenoidal EE; were interpreted
using spectral and chromatographic methods.



1. GIiRIS VE CALISMANIN AMACI

Dinya’da 115 kadar cins ve 3200 kadar tiirti bulunan Rosaceae familyasinin

tilkemizde 35 cins ve 250 tiiri yetismektedir (Baytop, 1991).

Rosaceae familyasindan Poterium tiiriiniin biytik bir b6limii, Avrupa’ya 6zellikle
de Dogu Akdeniz gevresine yayillmistir. Sarcopoterium spinosum bitkisi 6zellikle,
rutubetli yerlerde, ¢ayirlarda, yol kenarlarinda ve bahgelerde yetisir
(Karamanoglu, 1977; Reher 1988).

Sarcopoterium spinosum (=Poterium spinosum) bitkisi Arap¢a’da “Belan” olarak
adlandinilir (Schlitz et al, 1964). Bitki Kudis’te halk arasinda “Hristiyan Tac1”
olarak bilinmektedir (Reher, 1988). Yurdumuzda ise “Cetirdikeni”, “Gerendikeni”
ve “Abdestbozanotu” adlar ile bilinmektedir (Zeybek ve digerleri, 1994).

Poterium spinosum bitkisi dikenli oldugu i¢in ¢it yapiminda, bahgelere yabani
hayvanlarin girigsini engellemede, bahge duvarlarinin taglar1 arasindaki
bosluklarin doldurulmasinda kullanilmaktadir. Ayrica siiplirge yapiminda ve

yanma maddesi (tutusturucu madde) olarak da kullanilmaktadir (Reher, 1988).

Poterium spinosum bitkisinin halk arasinda seker hastalifina karg1 tedavi maksath
olarak kullanildig1 bilinmektedir. Ozellikle Bedeviler, Poterium spinosum’un
koklerinden yapilan ¢ay1 igerek hastaliktan kurtulmuslardir (Reher et al, 1990;
Schliitz et al, 1964).



Bitkinin kan sekerini dusiriicii etkisi a¢ birakilmig diabetli tavsanlar tizerinde
denenmistir. Yapilan incelemeler sonucu bitkinin kéklerinde bulunan maddelerin

diiiretik ve antidiabetik etkisi oldugu kanitlanmigtir (Reher, 1988).

Bitkinin koéklerinden ilk olarak Hollanda’da, daha sonra bazi Avrupa tilkelerinde
kan sekerini disiriicti preperatlar yapilmistir (Zeybek ve digerleri, 1994).

Bitkinin kok kabuklarinda bir saponin karigimi bulunur ve infiizyon (% 5) halinde
seker hastalifina karsi kullamlir. Toprak usti kisimlann ve koékleri de ayni
maksatlar i¢in kullanilir (Baytop, 1984).

Poterium spinosum bitkisi lizerine yapilan literatiir ¢aligmalar1 sonucunda bitkinin
sadece toprak usti kisimlarinin ve koklerinin incelendigi gorilmistiir. Bunun

yaninda bitkinin meyvalan tizerine yapilan hig¢ bir ¢aligmaya rastlanmamgtir.

Ayrica yapilan literatir g¢aligmalarinda bitkinin;, hidrokarbonlar, steroidler,
taninler, triterpenik asitler (ursolik asit, tormentik asit), sekerler, flavonoidler ve
aminoasitler (histidin, lisin, asparatik asit, serin ve/veya glisin, glutamik asit,
alanin, tirosin, valin, triptofan, fenilalanin, B-D-glukoz, leusin, ornithin) gibi

kimyasal bilegik gruplan igerdigi gérilmustur.

Yapilan bu galismada; poterium spinosum bitkisinin toprak usti kisimlari, kokleri
ve ozellikle meyvalan incelendi. Bitkinin igerdigi kimyasal bilesik gruplarindan

da hidrokarbonlar, steroidler ve flavonoidler tizerinde incelemeler yapildi.



2. TEORIK BOLUM
2.1. BITKININ TANIMI VE YAYILISI

2.1.1. Rosaceae Familyasi

Rosaceae familyas: 115 kadar cins ve 3200 kadar tiiri igine alan zehirli bitkiler
tastyan bir familyadir. Ulkemizde ise 35 cins ve 250 tiirii bulunmaktadir (Baytop,
1991).

Akdeniz ve Ege bolgesinde yaygin olarak yetisen otsu bitkiler, ¢ali veya
agaclardir. Bitkinin bazi tiirleri dikenli bazi tiirleri de tirmanicidir. Yapraklar
alternan, tam veya pennat, stipula yaprak sapiin tabanina birlesik bazen
dusurucudur. Cigekler erdisi (disi veya erkek organlarin her ikisini de igeren),
nadiren tek eseyli, aktinomorf, perigin veya epigin. Erkek organlar genellikle ¢ok
sayidadir. Bitkide ekseriya hipantiyum var. Kaliks 5 sepalli, korolla 5 petalli,
stamenler ¢ok adette, bazen 5 veya 10, ovaryum tek ve 1-5 karpelli veya ¢ok
sayidadir. Meyva nuks, drupa veya folikil ve g¢ogunlukla agregat meyva
seklindedir (Baytop, 1989).

Rosaceae familyasi ¢ok genig bir familya oldugu i¢in dort altfamilya altinda
incelenebilir.

i. Spiraeoideae altfamilyasi

ii. Rosoideae altfamilyasi

iii. Pomoideae (Maloideae) altfamilyasi

iv. Prunoideae altfamilyast



2.1.2. Rosoideae Altfamilyasi

Rosaceae’nin bir altfamilyasidir ve sarcopoterium spinosum bu altfamilya iginde
incelenmektedir. Cukurlagsmis veya ¢ikint1 halini almig ¢igek ekseninden apokarp
gelisir. Apokarp ovaryum sayisi az yada ¢ok olabilir. Her bir ovaryumdan bir
nuks, nadiren bir drupa meydana gelir. Meyva, agregat meyva halindedir (Baytop,
1983; Zeybek ve digerleri, 1994).

2.1.3. Sarcopoterium Spinosum (L.) Spach.

Yurdumuzda Cetirdikeni, Gerendikeni ve Abdestbozanotu adlari ile bilinen bu
bitki Ege ve Akdeniz bolgelerinin makiliklerinde 6zellikle erozyona ugramis
yazin kurak yamaglarinda yayilis gosteren algak boylu dikenli bir calidir.
Ozellikle rutubetli yerlerde, ¢ayirlarda, yol kenarlarinda ve bahgelerde yetisir.
Boyu normalde 75 cm, bazen de daha uzundur. Kékii, ¢ok uzun ve kalinlig1 1 cm
kadardir. Disi kirmizi-kahverengi, i¢ci grimsi olan tipik dallara ayrnilmigtir.
Govdesi ¢ok sert, esas dallan toprak iginde biiyliyen, yan dallan ise ¢ok sik ve
catallanmig dikenler seklinde olan bir bitkidir (Gemici ve digerleri, 1983; Davis,
1972).

Geng kapali yapraklar hafif¢e tuylu, daha yash agilmig yapraklar 7-8 ¢iftli ve
18 mm uzunlugunda yumurta seklindedir. Cicekler tek eseyli kisa bir spika
durumunda, ust ¢igekler digi, alttakiler erkektir. Ci¢ekler 2 boyunlu, yumurta
formundan silindir formuna kadar olan ¢igek baslann ana eksende ya da kisa
saplardadir. Ginekeum apokarttir, 2 ovaryumludur. Ovaryumlar ¢ukur olan
reseptakulumun igindedir. Kaliks 4 pargali, korolla eksiktir. Meyva olgunlukta
kizaran ve en ¢ok etlenen hipantiyum iginde 2 nuks kapali kalir (Tutin et al, 1968;
Reher, 1988).



Disi gigekler : Receptaculum tomurcuklanmadan sonra kirmizi, biraz etli.
Erkek ¢igekler : Cigek bagmnin alt kisminda gok fazla sayida toz yapraklar: vardir.
Cicek zamani : Mart’tan Nisan’a kadar.

Meyvast : Koyukahve, kapsik meyva, sert, parlak.

2.2. BITKi UZERINE YAPILAN CALISMALAR
Poterium spinosum iizerine yapilan ¢aligmalar daha gok bitkinin yap: tayini ve
hipoglisemik etkisi tizerinde yogunlagmistir. Bu nedenle yapilan ¢aligmalar iki

grup altinda incelenebilir.

Yapi tayini lizerine yapilan calismalar

Poterium spinosum bitkisinin toprak ustii ve toprak alti boliimlerinden .
triterpenoid olan ursolik asit ve tormentik asit elde edilmistir (Carraz et al, 1968,

Reher et al, 1992).

Poterium spinosum bitkisinin yapraklarinin alkol ekstresinden kersetin, kersitrin
hiperosid flavonoidleri izole edilmistir. Aym1 ekstrenin TLC ile taninmasindan
serbest aminoasitler (histidin, lisin, asparatik asit, serin ve/veya glisin, glutamik
asit, alanin, tirosin, valin, triptofan, fenilalanin ve leusin) ve sabunlagmayan
maddelerin petrol eteri ekstresinin izolasyonundan da B-karoten ve B-sitosterol

elde edilmistir. (Verykokidou et al, 1981).

Bitkinin koklerinden tormentosit, B-sitosterol ve hidrokarbon elde edilmisgtir.
Bitki, biri suda ¢6ziinen digeri suda ¢ozinmeyen 2 tip tanin kompleksi
icermektedir. Suda ¢6ziinmeyen tanin kompleksinden tormentosit maddesi izole

edilmistir (Pourrat et al, 1973).



Poterium spinosum bitkisinin kok kabuklarinin alkol ekstresinden B-D-glukoz,
glisin, alanin, triptofan, fenilalanin ve ornithin aminoasitleri elde edilmistir

(Reher, 1988).

Poterium spinosum bitkisinin kok kabuklannin ekstresinden 23-hidroksi-
tormentik asit, 23-hidroksitormentik asit glikozit esteri ve tormentik asit glikozit

esteri elde edilmigtir (Reher et al, 1990; Reher et al, 1992).

Poterium spinosum  bitkisinin kék kabuklarinin  alkol ekstresinde
poli(2,3,3',4,4',5,7-heptahidroksi flavan) (Reher, 1988) ve poli (3,3',4,4'.5,7-
hekzahidroksi flavan) (Auclair, 1976) polimerleri bulunmustur. Bu polimerik
madde flavonoidlere (6zellikle rutoside) benzeyen bir yapiya sahiptir.

Bitkiler lizerinde yapilan ¢aligmalar sonucu elde edilen maddeler

Triterpenoidler : Ursolik asit, tormentik asit, B-sitosterol, B-karoten, tormentosid,
23-hidroksitormentik asit, 23-hidroksitormentik asit glikozit
esteri, tormentik asit glikozid esteri.

Hidrokarbonlar :

Flavonoidler : Kersetin, kersitrin, hiperosid, poli(2,3,3',4,4',5,7-hepta-hidroksi

flavan), poli (3,3',4,4',5,7-hekzahidroksi flavan).
Aminoasitler : Histidin, lisin, asparatik asit, serin, glisin, glutamik asit, alanin,

tirosin, valin, triptofan, fenilalanin, leusin, ornithin.

Hipoglisemik etki ilizerine yapilan ¢calismalar

Poterium spinosum bitkisinin kok kabuklarinin hipoglisemik etkisi, seker
hastalar1 iizerindeki denemelerle klinik olarak saptanmistir (Quisenberry et al,
1967).



Diabetik tavsanlarda poterium spinosum bitkisinin kék kabuklarinin hipoglisemik
aktivitesine sadece yaz aylarinda rastlanmigtir (Shani et al, 1970). Bitkinin
hipoglisemik etkisi a¢ birakilmig tavsan gruplan tizerinde incelenmigtir ve yapilan
kan gekeri tayini sonuglan bitkinin kan sekeri diguriici etkisini kanitlamigtir

(Menczel, 1963; Schluetz et al, 1964).

Saptanan hipoglisemik etkinin, bitkinin yapisindaki triterpenlerden ileri geldigi
dusiuntlmektedir (Reher, 1988; Carraz et al, 1968).



Resim 1.2. Sarcopoterium spinosum bitkisinin uzaktan goruntsu



2.3. GENEL BIiLGILER
2.3.1. Hidrokarbonlar

Hidrokarbonlar, yapilarinda karbon ve hidrojen bulunduran bilesiklerdir. Bunlar,
alifatik, siklik ve aromatik olmak tuzere ii¢ sinifa ayrilirlar. Bitkilerde en ¢ok
alifatik doymus hidrokarbonlara rastlanmaktadir. Bitkiler karbon sayisi tek olan
alkanlar, ¢ift karbon sayili alkanlara gore daha fazla igerir. Karbon sayisi 27, 29,
31 ve 33 olan tek sayili alkanlara bitkilerde ¢ok rastlanirken karbon sayisi
25’den az veya 35°den fazla olan alkanlara ender olarak rastlanmaktadir.
Bitkilerde, ayrica gifte baglar, ug¢lii baglar, hidroksil, karbonil ve epoksit gibi
fonksiyonel grup igeren hidrokarbonlar da bulunmaktadir.

Bitkinin, 6gitiiliip toz haline getirilmis kisimlariin hekzan veya petrol eteri gibi
polaritesi gok dusik ¢oziciilerle ekstre edilmesinden hidrokarbonlar elde edilir.
Hidrokarbonlar, kromatografik yontemlerle ayrilirlar ve saflastirilirlar. Adsorban
olarak silikajel veya aliminyum oksid kullanirken, ¢oziicti olarakta hekzan ya da
karbontetrakloriir kullanilir. Genellikle hidrokarbon tiiri bilesiklerin R¢ degerleri

¢ok yitksektir (Kirchner, 1967).

Bitkilerde bulunan alifatik hidrokarbonlarin erime noktalari gok dusuktiir. Bunlar,
doymamislik derecelerine gore UV spektroskopisinde bant verebilirler. IR
spektrumlarinda {CHz), (n 24) grubu 720 cm’ civarinda karakteristik bir veya
iki pik verir. Cifte bag gerilim absorpsiyonu 1680-1620 em™ ve uglii bag gerilim
absorpsiyonu 2300-2000 cm’ *de goriilir. NMR spektroskopisi de fonksiyonel
grup sayisini ve cinsini, ayrica bu gruplara komsu proton sayisini ve cinsini

saptamak bakimindan énemlidir.
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2.3.2. Terpenoidler ve Steroidler

2.3.2.1. Terpenoid Bilesikler

2.3.2.1.1. Dagihimlan

Terpenler, birgok bitki ve gigeklerin karakteristik kokusunu veren bilesiklerdir.
Parfiim sanayisinde kullanilan ve genellikle bitkilerin meyva, ¢igek, yaprak ve
koklerinden su buhan destilasyonu ile elde edilen, ugucu yag ya da esas yag
olarak bilinen bu yag hidrokarbonlari, alkolleri, aldehitleri, ketonlar1 ve esterleri
icerir. Baz1 yaglar aromatik, baz1 yaglar da C;oH;¢ kaba formiiliine sahip alisiklik

hidrokarbonlardir. Bu tiir bilesiklere terpenler denir (Akpoyraz, 1981 ; Un, 1977).

Terpenler biyogenetik olarak aymi kaynaktan tiiremelerine ragmen ¢ok degisik

yapisal ozellikler gosteren genis bir siniftir.

Bitkisel ve hayvansal organizmalarin hemen hemen hepsinde serbest ya da

glikozitleri halinde terpenoid bilesiklere rastlanir (Oskay, 1990).

2.3.2.1.2. Olusumlar:

Terpenoidlerin ana iskeleti bes karbonlu izopren (2-metil-1,3-butadien)
birimlerinden olusur. Dolayisiyla yapilarinda izopren birimi bulunan bilesiklere
izoprene benzeyen anlamina gelen “izoprenoid” veya “terpenoid” ismi verilmigtir.
herhangi bir sekilde oksijen igeren terpenlere (C;oH,60) de kamforlar (kafurlar)
denir (Un, 1967).
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Terpenoidlerin biiyiik bir kism: bir ya da daha fazla sayida fonksiyonel grup
(hidroksil, karboksil v.s.) tagiyan halkal yapilara sahiptirler (Geissman, 1969).

2.3.2.1.3. Smiflandiriimalan
Terpenoidlerin ana iskeleti 5 karbonlu izopren molekiillerinden olusur. Bu

nedenle terpenoidler izopren birimlerinin sayisina goére siniflandirilirlar (Oskay,

1990).

Izopren Sayisi Sinifi Iskelet C Sayisi
1 Hemiterpenier 5C
2 Monoterpenler 10C
3 Seskiterpenler 15C
4 Diterpenler 20C
5 Sesterpenler 25C
6 Triterpenler 30C
8 Tetraterpenler 40C
(Karatenoidler)
n Politerpenler (5C)

Terpenoid bilesikler, ayrica fiziksel 6zelliklerine gére de siniflandirilabilir.

a. Ugucu Terpenler : Ugucu olan ve su buhar ile stirtiklenebilen kiigtik molekillii
monoterpenler ve bir kisim seskiterpenler.

b. Ugucu Olmayan Terpenler : Seskiterpenler, triterpenler.
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2.3.2.1.4. Elde Edilmeleri

Bitkinin kurutulmus ve toz haline getirilmis kisimlarinin degisik polaritedeki

coziiciilerle elde edilen ekstreleri kromatografik yontemlerle saflagtinilabilirler.

Terpenik yapilar i¢in polar olmayan ¢oziciler ; hidroksil, karboksil gibi polar
gruplar tastyan ve glikozit yapisinda olan terpenler igin de etilasetat, alkol gibi

daha polar ¢éziiciiler kullanilir.

Saflagtirmada kullamilacak kromatografik yontemler, kolon ve preparatif ince
tabaka kromatografileridir. Adsorban olarak baslica silikajel ve daha az olarak
aliiminyum oksit, magnezyum silikat ve talk kullanilabilir.

Gaz kromatografisi, ugucu olan ya da ugucu tiirevleri haline getirilebilen
terpenlerin ayrilma ve taninmalarinda kullamilan bir yontemdir. Bu yontemle

izomerlerin birbirinden ayrilmasi miimkiindtr.

Karotenoid Dbilesikler ve baz1 lakton yapisindaki terpenler kolayca
bozulduklarindan tiiketme ve saflastirma galigmalan 6zel sartlarda (sogukta, inert
atmosferde, 1s1ktan korunarak) dikkatlice yapilmalidir.

2.3.2.1.5. Triterpenler

Triterpenler alt1 izopren biriminden olugmus 30 karbonlu iskelete sahip yapilardir.

Bitkilerde serbest veya bagl olarak bulunurlar.
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Sekil 2.1. Triterpenoid Iskeleti

Serbest triterpenler asit, alkol, aldehit, keton, epoksit ve lakton fonksiyonel
gruplarindan birini veya birkagini birarada tagtyabilirler ya da higbir siibstitiient

tagtyamazlar, bunlara triterpenik hidrokarbonlar denir.

Triterpenler, tasidiklarni halka sayisina goére baglica trisiklik, tetrasiklik ve
pentasiklik olarak ti¢ gruba ayrilabilirler.

2.3.2.1.6. Taninmalan

Renk Reaksiyonlar:
Triterpenlerin taninma reaksiyonlarindan en 6nemlisi ve en ¢ok kullanilani

Liebermann-Burchard reaksiyonudur. Bu reaksiyonu steroidler de verir. Ancak,
ttriterpenlerde reaksiyon daha hizhdir ve rengin mavi-yesil-mor gseklinde
degismesi ¢ok belirgindir. Triterpenler, ayrica seriksiilfat belirteci ile de

taninabilir.
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Gaz Kromatografisi
Kolon ve ince tabaka kromatografileri kullanilarak triterpenlerin benzer yapida

olanlarim1 birbirinden ayirmak oldukga zordur. Bu tiir triterpenleri gaz

kromatografisi ile daha iyi ayirabiliriz.

Gaz kromatografisi ugucu bilesiklere uygulanabileceginden bilesigin ugucu bir

turevi (metil esteri, asetili v.b.) haline getirilmesi gerekir.

Spektroskopik Ydéntemler

Iskelet yapilar1 ayni olan triterpenlerin spektrumlari birbirine gok benzerler ve
bunlar konjuge ¢ifte baglar ve oksokrom gruplar tagimazlar. Bu nedenle
triterpenlerin taninmasinda UV-spektrumlann pek kullanilmaz. Triterpenlerdeki
izole ¢ifte baglar 200-220 nm de absorpsiyon yaparlar.

Triterpenlerdeki yap1 benzerliginden dolayr bunlarin IR spektrumlar1 da pek
farklilik gostermez. Fakat, parmak izi bolgesinde (1600-700 cm™) bilesigin
yapisina 6zgii bantlar goriiliir. 3350-3550 cm™ arasinda serbest ya da hidrojen
bagi yapan hidroksil gruplar, 1685-1700 cm™ de asit karbonilleri, 1710 ve
1740 cm™ ve 1240-1270 cm™ de ester gruplan ve 1640-1650 cm™ de ¢ifte

baglara ait bantlar goruliir.

NMR spektrumu, triterpenlerin yap1 tayininde ¢ok onemli bir rol oynar.
Triterpenlerin metil gruplari '"H NMR spektrumunda 0.5-1.2 ppm arasinda vinilik
metil gruplan, 1.65-1.70 ppm de halka dis1 metilen protonlari, 4.5-5.0 ppm
arasinda ayr1 ayn genis singletler halinde gozlenirken hidroksile ve ester
gruplarina komsu protonlar 3.0-5.0 ppm arasinda bulunurlar. Son yillarda
13C NMR spektroskopisi yontemi dogal triinlerin yap: tayininde yaygin olarak
kullanilmaktadir.
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Kiitle spektrumu, elementel analiz sonucu bulunmus olan kapali formiilii
dogrulayarak molekiil agirhiginin bulunmasinda yardimei olur. Iskelet tizerindeki
cifte bagin yerinin farkli olmasindan dolay: farkli pargalanmalar goériilir. Ayrica
bilesikte asit, alkol, hidroksil gibi gesitli gruplara ve 6zgiin iskelet yapisina gore
degisik parcalanmalar gorilmektedir. Bu pargalanmalara gore bilesigin yapisi
hakkinda fikir edinilebilir. Sekil 2.2 de bazi triterpenlere ait parcalanmalar

verilmigtir.

Bilesigin spektral analizlerinden elde edilen sonuglarin dogrulanmasi igin
kimyasal reaksiyonlar (yiikseltgenme, indirgenme ve halka pargalanmasi)

kullanilir.

Elde edilen sonuglarin dogrulugu, standart maddelerin spektral analiz

sonuglariyla karsilagtirilarak desteklenebilir.
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Sekil 2.2. Baz: Triterpenlere Ait Pargalanmalar
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2.3.2.2. Steroid Bilesikler
2.3.2.2.1. Yapilari ve Dagihimlar:

Steroidler, siklopentanoperhidrofenantren iskeletine sahip, hayvanlarda ve
bitkilerde yaygin olarak bulunan 6nemli biyolojik etkilere sahip tetrasiklik dogal
vriinlerdir. Dogal veya sentetik steroidler, kimyasal terapide genis Olgiide
kullamilmaktadir. Bu bilegikler “biyolojik duzenleyici” o6zellife sahiptirler.
Organizma yagamini idare ederek dnemli fizyolojik etkiler gosterirler (Solomons,

1988).

Steroid iskeletinde bir ¢ok farkli pozisyon bulundugundan iskelete bagli gruplarin
yerini degistirerek daha az fizyolojik etkiye yol agan ya da yepyeni fizyolojik
etkiler gosteren steroid sentezleri de yapmak miimkiindur (Oskay, 1990).

Steroid molekiilleri iskelet ve yan gruplardan olugur. Normal steroid iskeleti, gt
alti karbonlu, biri bes karbonlu dort halkanin kondenzasyonundan meydana

gelmistir. Bunlar, gonan veya steran diye adlandirilir. Halkalar A, B, C ve D

olarak isimlendirilir.

Sekil 2.3. Steroidlerin Halka Sistemi ve Karbon Atomlarinin Numaralandirilmasi
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Basit steroid iskeleti, hidrojenlenmis 1,2-siklopentilfenantren yapisina
benzemektedir. 10. ve 18. karbon atomlarinda birer metil grubu vardir. 17.

Karbon atomuna ise bir yan zincir baglidir (Akpoyraz, 1981).

2.3.2.2.2. Steroller

Steroller, steroid iskeletine bagli hidroksil igeren bilesiklerdir. Steroller, dogal
olarak bulunan steroidlerin énemli bir grubunu olustururlar. Sterollerin yapisinda
C-3’de bir hidroksi grubu ve C-5’de bir gifte bag vardir. C-17°den alifatik bir yan
zincir baglidir ve bu yan zincir genellikle izooktil ya da siibstitiie izooktildir.

Sterollerin bazilarnin yan zincirdeki C-22 veya C-24’de doymamuislik olabilir.

Bunlarin bir kisminda ise C-24 ‘e metil ya da etil gruplart baglidir (Gilman, 1943;
Cram et al., 1959).

Biitiin sterollerin ortak 6zelligi, tamamen doymus haldeki kaynagmis fenantren ve
siklopentandan olusan bir halka sisteminden tiiremeleridir (Un, 1967).

Steroller bulunduklar kaynaklara gore siniflandinimiglardir :

i. Zoo-steroller (Hayvansal kaynakl steroller)

ii. Fito-steroller (Bitkisel kaynakli steroller)

iii. Miko-steroller (Maya ve mantarlarda bulunan steroller)

iv. Marin-steroller (Deniz bitkileri ve hayvanlarinda bulunan steroller)

(Jakubke, 1983; Beyer, 1963)

Bu siniflandirma kesin degildir. Bir grupta ¢ok fazla miktarda bulunan bazi
steroller, diger bir grupta gok daha az miktarda bulunabilir.
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Hayvansal  kaynakhi  sterollerin, viicudun normal fonksiyonlarimin
yurtyebilmesindeki 6nemi ¢ok biuyiiktir. Hayvansal kaynakli sterollerin en
onemlisi kolesteroldiir ve safra taglarinin 6nde gelen yap taslarindandir. Serbest
halde veya esterleri halinde insan viicudundaki dokularin hemen tiimiinde ve
ozellikle beyinde ve sinir sisteminde daha ¢ok bulunur (Karlson, 1988; Goziikara,
1989; Un, 1967).

Bitkilerden elde edilen en 6énemli sterol fraksiyonu sitosterol’diir. Sitosteroiler,
bitkilerde ¢ok genig bir alana dagilmislardir. Bunlar, bugday tohumu, ¢avdar

tohumu, misir, pamuk ve diger tohum yaglarinda bulunurlar.

24

23

Sekil 2.4. Sitosterol ‘Gin yapist

Sitosteroller, belirli doymus steroller ile baglica B- sitosterol karigimdir.
f-sitosterol genel steroid yapisindadir. Molekiilde 17. karbon atomunda bir yan
zincir, A halkasinda 3. karbon atomunda hidroksil grubu ve 5 ile 6
pozisyonlarinda bir ¢ifte bag bulunmaktadir. Suda ¢6ziinmeyen, beyaz renkli,
tatsiz, kokusuz bir tozdur. B-sitosterol, 6zellikle kirmiz1 ve yesil yosunlar basta
olmak iizere deniz organizmalarinda da yaygin olarak goérilmustir (Gilman,

1943; Claus et al., 1965; Scheuer, 1973).
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Sitosteroller, antihiperkolesterolemik ajandir ve kan damarlarinin i¢ ¢eperlerinde
kolesteroliin depolanmasini onlerler ve damar tikaniklifim tedavi edebilecek
degerdedir. B-sitosterol, ilag sanayiinde “cytellin” adi altinda kullanilir (Billups,
1977; Claus et al.; Modell, 1976).

2.3.2.2.3. Kimyasal Reaksiyonlan

Steroidler, ¢ifte baglarin, hidroksil ve keto gruplarinin gosterdikleri

reaksiyonlarin tiimiina gosterirler.

C-3’deki hidroksil grubu, kullanilan reaktiflere gore bir ¢ok reaksiyona girebilir.
Eger C-17’ye bagli yan zincirde gifte bag varsa ozonlama yapilir. Bu yan zincirin

yapisi, ozonlama sonucu olugan ugucu aldehitlerin incelenmesi ile taninabilir.

Asetillenmis doymus sterollerin ya da doymus hidrokarbonlarin kromik asit ile
oksidasyonu sonucu yan zincirde pargalanma olur. Pargalanma urini olarak
ugucu ve ugucu olmayan ketonlar ile asidik bilesiklerden olusan bir karigim
meydana gelir. Bunlardan ugucu ketonlar, yan zincirin yapisinin

aydimlatilmasinda yardimet olurlar (Gilman, 1943).
2.3.2.2.4. Bitkilerden Elde Edilmeleri, Ayrilmalar ve Saflastinimalari

Steroidler, kurutulduktan sonra 6gitiilen bitkinin degisik polaritedeki ¢goziictilerle

ekstre edilmesinden elde edilirler.

Steroller i¢in tikketme genellikle polar olmayan ¢oziictilerle yapilir. Fakat steroid
molekiilinde hidroksil, karboksil gibi gruplarin bulunmasi ya da molekiiliin

glikozid yapisinda olmasi halinde etilasetat ve alkol gibi daha polar ¢oziciler

kullanilir.
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Steroidlerin genellikle hepsi, benzer yontemlerle birbirlerinden ayrlabilirler.
Ayirma ve saflagtirma iglemleri, kolon ve ince tabaka kromatografileri ile yapilir.
Adsorban olarak baglica silikajel, daha az olmak iizere aliiminyum oksid,
magnezyum silikat, magnezyum ftrisilikat, kiselgur, seliloz ya da poliamid
kullanilir. Coziicii ise molekiiliin yapisina bagh olarak : petrol eteri, siklohekzan,
karbontetrakloriir, benzen, kloroform, dietil eter, diizopropil eter, etilasetat,
aseton, etanol ve metanol gibi gesitli polaritedeki ¢oziiciilerden segilir. Ayirma ve
saflagtirma islemleri i¢in ayrica gaz kromatografisi, gaz-likid kromatografisi ya da
HPLC gibi daha modem yontemler de kullanilir (Kirchner, 1967; Stahl, 1969;
Hupe, 1980).

2.3.2.2.5. Taminmalar

Renk Reaksiyonlan

Steroller, taninma ve kantitatif analiz i¢in faydah olan bir ¢ok renk reaksiyonlarini
verirler. Fakat bu reaksiyonlar steroller igin tan1 degerinde degildir. Bu testlerde
H,S0,; ve diger giiglii asitler kullanilir. Eger madde halokromik bir tuz ise
renklenme gorilir. Uygulanan renk reaksiyonlann arasinda Salkowski
Reaksiyonu, Liebermann-Burchard Reaksiyonu ve Rosenheim Testi sayilabilir
(Neher, 1964; Stahl, 1969).

Salkowski Reaksiyonu, sterol’iin kloroformdaki ¢6zeltisine ayn1 hacimde derigik
H,SO, ilave edilmesi ile olugabilir. Liebermann-Burchard Reaksiyonu’nun
Salkowski Reaksiyonu’ndan farki ise bu karigima bir ka¢ damla asetanhidrid
eklenmesidir. Reaksiyon yavag ilerler ve renk mavi-yesil-mor geklinde degigir.
Rosenheim testi, serbest sterol veya sterol’iin kloroformdaki ¢oeltisi, % 90’hik

trikloroasetik asid ile muamele edilmesidir. Reaksiyonun olugmasi, ortamda bir
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konjuge karbon atomu sisteminin bulundugunu gosterir (Gilman, 1943;

Harborne, 1988).

Spektroskopik Yontemler

Steroidlerin yap1 tayininde, spektroskopik yontemlerden yararlanilir.

UV spektroskopisinde steroidler 3-OH “dan 6tiirii 200 nm’nin altinda ve € deéeri
8000-2200 civarinda olan bir maksimum verirler (Uluben et al., 1971). Cifte
baglar genellikle izole durumda olup 200-210 nm arasinda kuvvetli bir ug
absorpsiyon verirler. Bunun diginda genellikle konjugasyon olmadig: i¢in UV

spektrumlan fazla 6nemli degildir.

IR spektrumu bilesigin fonksiyonel gruplarinin saptanmasi agisindan énemlidir.
Parmak izi bolgesi steroidler igin karakteristik ve oldukg¢a kangiktir. IR
spektrumunda serbest ya da hidrojen bag1 yapan -OH gruplan 3550-3350 cm™ de,
karbonil band1 1700 cm™ civannda, metilen gruplan ise 1450-1350 cm™ de

gorulirler.

NMR spektrumunda metil bandlarn 0.5-1.5 ppm arasinda, metilen bandlan
1.5-2.5 ppm arasinda ¢ikar. Steroidler de metilen pikleri ¢ok karmasik ve
yaygindirlar.

Kitle spektrumunda baghca M", (M-CH;)", hidroksil grubu tagiyorsa (M-H,O)",
asetil grubu tastyorsa (M-CH;CO)" ve (M-CH3;COOH)" ayrica (M-D halkas1 +
yan zincir), (M-D halkasi-H)" ve (M-D halkas1 + H-H,0)" bantlan1 ve ayrica
steroidin tasidif1 ¢ifte bagin konumuna goére o6zel boélinmeler gozlenebilir

(Yamaguchi, 1970).
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2.3.3. Flavonoidal Bilesikler
2.3.3.1. Yapilan ve Dagihimlar

Flavonoidlere, yosunlarin biiytik bir kismi ile bakteriler hari¢ hemen her bitki
turinde yaygin olarak rastlanmaktadir. Bitkilerde flavonoid bilesiklerin
yayiligi, hidroksisinnamik asit tiirevlerinin  ve ligninlerin  yayihigina

benzemektedir. (Harborne et al, 1975).

Flavonoidler, kromon tiirevi olan dogal kaynakl: bilesiklerdir. Kromon iskeleti 15

karbon atomundan meydana gelen benzo-y-piron yapisindadir.

Flavonoidler bitkilerin kok, sap, ¢igek, polen, meyva, yaprak, odunsu kisim, kok
ve tohumlarinda bulunabilirler. Flavonoidler dogada genellikle serbest hidroksil

gruplar, metil esterleri yada glikozidleri halinde goriilebirler.

Flavonoidlerin yapisi, flovanlara benzemektedir. 1,5-Dihidroksi-3-keton’un
anhidridi olan y-piron (I), flavonoidal bilegiklerin ana maddesini olugturmaktadir.
y-piron, renksiz kat1 bir maddedir. y-piron’un kromon adi ile bilinen en basit
aromatik tiirevi benzopiron (II) yapisindadir. Benzopiron halkasinin 2 numarali
karbon atomuna, bir fenil grubunun baglanmasi ile flavon (2-fenilbenzopiron)
(Il halkas1 olugmaktadir. Flavon halkasinin 3 numarali karbon atomuna bir
hidroksil grubu baglandig1 zaman ise flavanol (3-hidroksiflavon) (IV) halkas:

meydana gelmektedir.

Kiicikk yapisal farkliliklari olan bir ¢ok flavonoidal bilesik bilinmektedir.
Bunlardan en yaygin olanlan : Isoflavon (V), flavonon (VI), dihidroflavonol
(VII), kalkon (VIHI), auron (IX), antosiyanidin (X) ve antosiyanin (XI)
halkalaridir (Sekil 2.5). Bu gruplardan flavon ve flavonollere bitkilerde ¢ok
rastlanmaktadir.
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II

Sekil 2.5. Flavonoidal Bilesikler
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Sekil 2.5’in devami
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Flavonoidlerin yapilarindaki fenil ve benzo radikallerinde hidrojen atomlarinin
yerine hidroksil gruplarinin gegmesi ile degistk flavonoid bilesikleri
olugmaktadir.

Flavonun kendisine bitkilerde ¢ok az rastlanmasina ragmen hidroksilli tiirevlerine
yaygin olarak rastlanmaktadir. Bu hidroksilli turevler, kromon halkasinda iki ya
da daha fazla hidroksil gruplan tagimaktadirlar. Flavonlar, hidroksil gruplarini
u¢iincii konumun diginda tagtyan hidroksilli tirevler grubuna girerler. Flavonlarin
monohidroksi tiirevleri ender olarak goriilmektedir. Buna karsihk iki, tg, dort,
bes hidroksilli tirevleri yaygin olarak bulunur. Bunlara drnek olarak luteolin
(5,7,3' 4'-tetrahidroksiflavon) ve rutia (3,5,7,3',4'-pentahidroksiflavon-3-
rutinoside) verilebilir (Gilman, 1943; Tanker ve digerleri, 1973; Auclair et al,
1976).

Luteolin Rutirn -

Sekil 2.6. Flavonoidlerin Hidroksilli Ttrevleri

Bitkilerde, flavonun hidroksilli tirevlerinden bagka metil tirevlerine de
rastlanmaktadir. Bunlar, kromon halkas: iizerindeki karbon atomuna bagli bir
metil grubu igeren flavon bilesikleridir. Fakat izole edilen bu tiir flavonlarin sayisi
cok azdir. Ayrica bitkilerde, hidroksilli flavonlar, furanoflavonlar ve flavonoidal

alkaloidlere de ¢ok az da olsa rastlanmaktadir (Tanker ve digerleri, 1973).
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3-Hidroksiflavonlar, genellikle 5. ve 7. konumlarda birer hidroksil grubu daha
tagirlar. Bu tip flavonoller fenil halkasindaki (B halkasi) hidroksil gruplarina gore
siniflandirilirlar. Bitkilerde rastlanan diger flavonoller ise 6. konumda 8.
konumda, hem 6. hem de 8. konumda ve 2’ konumda hidroksil grubu tagtyan
bilesiklerdir.

Flavanonlar, 2-fenilbenzopiran-4-on yapisinda olup dogada ¢ok az
rastlanmaktadir. Dogada rastlanan en basit flavanon 7-hidroksiflavanondur.
Flavanonlar, ikinci karbon atomunun asimetrik konumundan dolay1 optikge
aktiftirler. Dihidroflavonoller, flavanon ile ayn1 halka sistemine sahip bilesikler
olup bu bilesiklerin ugtncii karbon atomuna bir hidroksil grubu baghdir.
Dihidroflavonoller iki tane asimetrik karbon atomuna sahiptirler. 7-Hidroksi-
dihidroflavonol bu tiir bilesiklerin en basit tiyelerindendir.

Flavanon ve  dihidroflavonoller, B halkasindaki hidroksil sayisina gore
siniflandirilirlar. Bunlar, B halkasinda hidroksil tagimayanlar, bir, iki ve ii¢ tane
hidroksil grubu tagiyanlar olmak iizere dort gruba ayrnlirlar (Harborne et al, 1975;
Tanker ve digerleri, 1973).

Isoflavon turi bilesiklerin ana iskeleti flavon tiri bilesiklerin iskeletinden
farklihk gosterirler. Bu tiir bilesikler, t¢ karbonlu bir zincire iki benzen
halkasinin baglanmas: ile olusmaktadirlar. Isofalvonoidler grubuna giren degisik
bilesik gruplan arasinda isoflavgnlar (XII), isoflavanonlar (XIII), rotenoidler

(XIV), pterokarpanlar (XV) ve kumestanlar (XVI) sayilabilir (Sekil 2.7).

Kalkonlar, ana iskeletlerinde flavonlar gibi aym sayida karbon atomu tasiyan
bilesiklerdir. Bu bilesiklerdeki A ve B halkalari, agik bir zincir yardimi ile
birbirlerine baglanmislardir. Bu zincir ii¢ karbon atomundan meydana gelmistir

ve o ve B karbon atomlar: arasinda bir ¢ifte bag bulunmaktadir.
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Sekil 2.7. Isoflavon Grubundan Bilesikler

Kalkonlardaki A halkasinin 2',4’ ve 6’ konumlarina hidroksil grubu baglanabilir.
B halkasinda ise hidroksil grubu ya hi¢ bulunmaz ya da bir, iki veya ii¢ tane

bulunabilir.
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Dehidrokalkonlar da flavonlar ile ayn1 sayida karbon atomu tagiyan bilegiklerdir.
Bu bilesikler kalkonlarin indirgenmis tiirevleri seklindedirler.

Auronlar da flavonlar ile ayn1 sayida karbon atomu igermektedirler. Fakat bu tiir
bilegikler halka sistemi olarak piron yerine furanon halkasi tagirlar (Tanker ve
digerleri, 1973).

2.3.3.2. Olusumlari

Flavonoidler, bitkilerin ikincil metabolitlerindendir. Flavonoidler, bitkilerin
fotosentezle olusturduklar1 ve hayatsal faaliyetleri i¢in gerekli olan karbohidrat,

aminoasit v.b. gibi birincil metabolitlerden olusmuslardir.

Flavonoidlerin karbon iskeleti A, C ve B halkalarindan olusmaktadir. Bu halkalar
sirasiyla 6, 3 ve 6 tane karbon atomuna sahiptirler ($ekil 2.8).

Sekil 2.8. Flavonoidlerin Yapisi

Flavonoidal iskeleti iki ana birimden olusur. Bunlar ; C¢,C; (B ve C) ve C4 (A)
birimleridir. Bu birimlerin her biri dogada bakterilerden ytiksek bitkilere kadar
birgok organizmada bulunur. Fakat mikroorganizmalarda, bakterilerde ve alglarda

flavonoidlere rastlanmamaktadir (Geissman, 1962).
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Flavonoid bilesikleri, beyaz, sar1 ya da krem rengi ¢igekleri olan yiiksek bitkilerin
biitiin boliimlerinde (ko6k, sap, yaprak, ¢igek, polen, meyva, tohum, odunsu kisim
ve kabuk) glikozidleri halinde bulunabilirler. Glikozitlesme ya eter baglar
arasinda (O-glikozidler) ya da karbon baglar: arasinda (C-glikozidler) gortlebilir
(Sekil 2.9).

GL
0

Sekil 2.9. Flavonoidlere Sekerlerin Baglanma $ekilleri

Flavonoidler, bitkilerdeki sarnt renkten sorumlu bilesiklerdir. Bunun sebebi,
flavonoidlerin  hidroksilasyon, metilasyon ve glikolizasyon gibi basit
modifikasyonlar sonucunda belirgin sart renk olusturan maddeler olmasidir.
Ayrica bu tiir bilesikler, petallerde de glikozid formunda bulunurlar ve bunlarin
renkli olmasini saglarlar (Gilman, 1943; Harborne, 1967, Harborne, 1988).

2.3.3.3. Fiziksel, Kimyasal Ozellikleri ve Reaksiyonlar

Flavonoidlerin gogu, kristal halinde sar1 renkli kati1 maddelerdir. Erime noktalari
¢ok yiksektir (en > 200 °C). Bunlar genellikle suda, alkolde, seyreltik mineral

asitlerde ve alkalilerde ¢6ziiniirler.

Flavonoidler alkali ortamda (NaOH ve KOH ¢6zeltileri ile) havada koyulagan sarn
bir renk vererek ¢oziiniirler. Ortam asitlendirildiginde ise renginde bir agilma

gorilir ve ¢okelme olusur.
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Flavonoidlerin asitlerle ¢6ziinmesinin nedeni, y-piron g¢ekirdegindeki oksijen
atomunun bazik 6zellik gostermesidir. Oksijen atomu asitlerle katilma uriinleri
yaparak oksonyum tuzlarini meydana getirir. Bu tuzlar, kendilerini olusturan
bazlara gore daha renklidirler.

Flavonlar, alkaliler ile kaynatildiklar1 zaman heterohalka sistemleri agilarak,
genellikle bir fenol ve aside déniigtirler. Ornegin, flavon bu reaksiyona girdigi
zaman once o-hidroksidibenzoilmetan (I) daha sonra kismen salisilik asit (II) ile
asetofenon (III) ve kismen de o-hidroksiasetofenon (IV) ile benzoik asit (V)

meydana gelir (Sekil 2.10) (Gilman, 1943; Tanker ve digerleri, 1973; Oskay,
1990).

Flavon molekiiliinde bulunan A ve B halkalari, genellikle aromatik halkalar gibi
reaksiyona girerler. Hidroksiflavonlar ve bunlarin eterleri sibstitiisyon
reaksiyonlarinda fenoller ya da eterleri gibi davranirlar. Bu tir bilesikler
nitrolama, stilfolama ve bromlandirma reaksiyonlan yapabilirler. Ayrica, hidroksi

flavonlarin diazonyum tuzlan ile kenetlenme reaksiyonuna girebilirler.

Piron halkalan karbonil grubuna sahip olmasina ragmen flavon, hidroksilamin,

semikarbazid ve fenilhidrazin gibi karbonil reaktifleri ile bir reaksiyon

olusturamazlar.

Flavonlarda bulunan gifte baglar ve karbonil gruplar, hidrojen atomunun farkl
yollarla katilabilecegi konjuge bir sistem olugturmustur (Gilman, 1943; Finar,
1973).
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Sekil 2.10. Flavonun Alkalilerle Reaksiyonu ve Olusan Urtinler

2.3.3.4. Fitokimyasal On Denemeler ile Saptanmalari

Fitokimyasal denemeler i¢in bitki 6rneginin % 5°lik infiizyonu kullanilir. % 5°lik
infiizyon hazirlarken, kaba toz haline getirilmis 5 g 6rnek tizerine 100 ml sicak su
eklenir. Olusan karisim 5 dakika sicak su banyosunda bekletilir ve soguduktan
sonra siizge¢ kagidindan stizilir. Elde edilen infiizyon {izerinde gesitli bilesik

siniflarina ait 6n denemeler yapilabilir.
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Flavonoid bilesikleri (flavon, flavonol, flavonon) igin agagida verilen tanima

reaksiyonlan kullanilabilir. Cyanidin reaksiyonu genellikle polifenolik bilegikler

i¢in olumlu sonuglar vermektedir. Bu nedenle, cyanidin reaksiyonu spesifik bir
reaksiyon olarak bilinmektedir.

1) 5 ml infiizyon iizerine birka¢ damla NaOH ¢o6zeltisi ilave edilir, infiizyonun
koyu sartya dénen rengi kaydedilir.

2) 5 ml infiizyon lzerine birkag damla % 2’lik FeCl; ¢ozeltisi ilave edilir, olusan
renk kaydedilir (yesil, mavi, siyah). Polifenollerde 5. konumda serbest
hidroksil mevcut ise koyu yesil renk gortliir.

3) 5 ml inflizyon bir kapsiile konur ve su banyosu iizerinde kuruluga kadar
ugurulur. Olusan ¢okelti az miktarda aseton ile ¢oziilerek iizerine spatiil ucu ile
ince toz halindeki borik asit ile okzalik asit ilave edilir ve yine su banyosu
tizerinde kuruluga kadar ugurulur. Olusan san renkli ¢ozelti 10 ml eterde
¢ozilur. Eger eterli ¢ozeltide 5-hidroksiflavonol ve S-hidroksiflavon varsa UV
(366 nm) de 151k altinda fluoresan sari-yesil renk gorilir. Bu reaksiyon 5-
hidroksiflavononlarin varlifinda gergeklesmez.

4) Cyanidin Reaksiyonu : Flavon, flavonol ve flavonon tagiyan droglarin sulu
etanollii ekstresi tizerinde yapilir. Bu ekstre HCI’li ortamda Mg metali ile
turuncu-kirmizi veya mor bir renk alir. Bu islem bir deney tiiptinde yapilir.
Tiipteki infiizyon lizerine 5 ml etanol-derisik HCl-su (1:1:1) kangim ile az
miktarda Mg metali ilavesi ile reaksiyon baglatilir. Flavon varhiginda renk

turuncu, flavonollerde kirmizi, flavononlarda mor renk olusur (Tanker ve

digerleri, 1973).

2.3.3.5. Elde Edilmeleri

Flavonoidlerin elde edilmelerinde geleneksel yontemler diginda gelisen teknikler

sonucu ortaya ¢ikan kromatografik yontemler (6megin HPLC) bu alanda da
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kullanilmaya baglanmgtir.

2.3.3.5.1. Bitkilerden Ayriimalan

Kurutulduktan sonra 6giitiilen bitki maserasyon seklinde ya da Sokslet cihazi ile
sirasiyla polar olmayan ¢oziiciiden polar ¢éziiciiye dogru ekstre edilir. Bu islem
esnasinda bitkideki flavonlar polaritelerine gére kabaca bir 6n ayrilmaya ugramis

olurlar.

Ekstraksiyonda kullanilacak ¢éziiciiler, izole edilecek flavonoidin polaritesine
gore segilir. Eger flavonoid glikozidleri ayrilacak ise daha az polar ¢oziictler
kullanmak uygun olur. Polaritesi diisiik olan aglikonlar (6rmegin; isoflavonlar,
dihidroflavonoller veya yiiksek derecede metillenmis flavonlar ve flavononlar)
genellikle benzen, kloroform, dietileter veya etilasetat gibi ¢ozicilerle ekstre
edilir (Harborne et al., 1975; Tanker ve digerleri, 1973).

Bitki materyalinde bulunan steroller, karatenoidler ve klorofiller gibi bilesenlerin
uzaklagtirilmas1 petrol eteri veya hekzan gibi polar olmayan ¢oéziictlerle bir 6n
ekstraksiyon sonucu miimkiin olur. Fakat bu siwrada onemli flavonoid
aglikonlarida aynlabilir.

Hidroksillenmis flavonlar, flavonoller, biflavonoidler, auronlar ve kalkonlar gibi
daha polar olan flavonoid glikozidleri aseton, alkol-su veya bu ¢oziiciilerin
kombine sistemleri ile ekstre edilerek izole edilirler. Bu bilesik gruplan i¢in en

uygun ¢oziicii sistemi metanol-su (1:1) kartgimidir.

Flavonoid glikozidlerinin ekstraksiyonunda ¢6ziicti igine bazen asit ilave edilir.
Bu islem genellikle antosiyaninler igin kullanilir. Fakat bu arada glikozidler
hidrolize ugrayabilirler (Harborne et al., 1975).
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2.3.3.5.2. Kromatografik Yontemler

Bitki ekstrelerinden flavonoidlerin ayrilmas: ve saflastirilmasi i¢in kromatografik
yontemler kullanilir. Biytik miktarlardaki flavon eldesi i¢in kolon kromatografisi,
kiiguk miktarlar i¢in preparatif ince tabaka ya da kagit kromatografisinden

yararlanilir.

Kolon Kromatografisi

Ham bitki ekstresinden ¢ok fazla miktardaki flavonoidlerin izolasyonu i¢in kolon
kromatografisi en ¢ok kullanilan yontemdir. Kolondan flavonoidlerin ayrilmasi
icin kullamlan absorbanlar ; silikajel, kiselgur, magnezyum silikat, seliiloz,
aliminyum oksid, poliamid, sefadeks ve iyon degistirici reginelerdir. Bu
adsorbanlar arasinda en ¢ok tercih edileni ise sirasiyla silikajel, poliamid, seliiloz

ve sefadekstir (Harborne et al., 1975).
Silikajel

Silikajel genellikle isoflavon, flavonon, dihidroflavonol ve yiiksek derecede
metillenmis (asetillenmig) flavon ve flavonoller gibi apolar flavonoid

aglikonlarinin ayrilmasmnda kullanilir.

o o
]

—0-Si-0-Si-OH

O o

Sekil 2.11. Silikajel’in Yapisi
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Silikajel kolonlarda kullanilan ¢6ziicti sistemleri sirasiyla ; petrol eteri,
karbontetrakloriir, benzen, kloroform, dietileter, etilasetat, piridin, aseton,

n-propanol, etanol, metanol, su seklindedir (Harborne et al., 1975).

Silikajel kolon kromatografisi, polihidroksiflavonoller veya glikozidler gibi polar
flavonoidlerin ayrilmasi i¢in uygun degildir. Fakat glikozidlerin hidrolizi ile elde
edilen bir ¢ok flavonoid aglikonlarin saflagtinnimasi igin uygun bir yontemdir.
Silikajel tzerindeki flavonoid aglikonlarinin aynilmasi ¢6ziicii sistemindeki

metanol oraninin artigiyla saglanabilir (Mebry et al., 1970).

Seliiloz

Biitiin flavonoid ve glikozidlerinin ayrnilmasi igin seliiloz kolon kromatografisi en
uygundur. Kagit kromatografisi ig¢in kullanilan ¢6zictlerin hepsi kolon
kromatografisi i¢in de kullanilabilir. Seliloz kolon i¢in kulanilan en yaygin

¢oziiciiler ise sulu alkol ve asit karigimlaridir (Harborne et al., 1975).

Diger bir ¢ok polimer gibi seliiloz da alkol, su gibi dusik molekiil agirlikhi
sivilarda ve kendi molekiilleri arasinda hidrojen baglan olugturabilirler. Hidrojen
baglan yapan serbest -OH gruplan seliilozun yapisina polar 6zellik kazandirirlar

(Oskay, 1990).

H OH
---0 on A\
H
H o)
CH,OH

Sekil 2.12. Seliloz’un Yapisti
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Poliamid

Poliamid, flavonoid bilesikler i¢in yiliksek ayirma giictine sahip oldugundan kolon
kromatografisinde en ¢ok kullanilan adsorbandir. Poliamid molekiliindeki -NH,
ve C = O gruplan fenolik -OH’larla hidrojen bag1 yaparak flavonlarin ayriimasimi

saglarlar.

Kromatografide kullanilan poliamidler yapilan agisindan tig tiptir. Bunlar ;
Perlon tipi (polikaprolaktam)

Naylon tipi (polihekzametilendiamin)

Poliklar tipi (polivinilpirolidon, PVP) "dir.

Poliamidler; molekiiller arasi hidrojen baglaninin olusmasi sonucu metanol,
etanol, aseton ve dimetilformamid gibi hidrofilik ¢oziiciilerde yeteri derecede
¢oziinemezler. Fakat bu tir ¢ozicillerde sisebilme ozelliklerini gosterebilirler.
Poliamid tipi adsorbanlarda yikama ¢oziiciisii olarak gesitli oranlardaki metanol-
su kangimlant kullamilabilir. Bu ¢oziici karigimu ile isoflavon, flavon, flavonol,
dihidroflavonol ve flavononlarin aglikon ve glikozidlerinin kompleks

karigimlarini ayrabiliriz (Harborne et al., 1975; Mabry et al., 1970).

Sefadeks

Sefadeks, yiiksek sayida gapraz baglari olan bir dekstran maddesidir. Sefadeks
kolonda ayirma molekiil biyiikliigiine gore gergeklesir. Buna gore, kolondan
sirastyla dnce biiyiik molekiiller sonra kiigik molekiiller ayrilir.

Sefadeks tipleri genellikle hidroksil gruplan igerdigi igin kuvvetli hidrofilik

ozellik gosterirler. Bu nedenle aminoasitler, niikleik asitler, hormonlar ve

flavonoidler gibi maddelerin ayrilmasi igin kullanilirlar.
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Sefadeks, hem analitik hem de preparatif flavonoid ¢aligmalarinda kullanilan
yiiksek kapasiteli etkin bir adsorbandir. Bu kolonda, metanol ile flavonoidlerin
aglikon ve glikozidleri ayrilabilir. Flavonoidlerdeki adsorpsiyon, serbest fenolik
hidroksil gruplan ile gergeklesmektedir (Stahl, 1969; Zweig et al., 1972).

ince Tabaka ve Kagit Kromatografisi

Flavonoidal bilegiklerin ince tabaka kromatografisi ile preparatif olarak

ayrilmalarinda en gok kullanilan adsorbanlar silikajel, poliamid ve seltlozdur.

Flavonoidlerin ayrilmalan ve analizi i¢in kullanilan bir bagka yontem de kagit
kromatografisidir. Kagit kromatografisinde adsorban kagit oldugundan analitik
calismalar i¢in normalden daha kalin kagitlar kullanilmaktadir. Daha iyi ayirmalar
i¢in ¢ift dimensiyonlu kagit kromatografisi tercih edilmektedir.

Ince tabaka kromatografisinde kullanilan plaklar iizerinde flavonoid spotlarinin
saptanmasi, kagit kromatografisinde olduBu gibi plakanin dogrudan ya da NH;
buhart ve NA (difenilborik asit-2-aminoetilester) belirteci puskirtilerek UV
(366 nm) 151k altinda incelenmesiyle yapilabilir.

Preparatif c¢aligmalar sonucu flavonoidal bilesiklerden ¢ok az miktarda elde
edilebilmektedir. Elde edilen madde miktar1 ¢ok az oldugu i¢in UV ve kitle
spektrumlari ile yapilar1 aydinlatilabilmektedir.

Ucucu tiirevleri haline getirilmis flavonoidler i¢in gaz-likid kromatografisi ya da
yiiksek basingli sivi kromatografisi (HPLC) kullamilmaktadir (Mabry et al., 1970;
Harborne et al., 1975).
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2.3.3.6. Taminmalan
2.3.3.6.1. Renk Reaksiyonlan

Flavonoidal bilesikler yapilarina bagli olarak bir ¢ok renk reaksiyonlar
gosterirler. Flavonoidlerin ince tabaka ve kagit kromatografileri yapildiktan sonra
elde edilen kromatogramlarindaki lekeler once UV isik altinda dogrudan
incelenir, daha sonra siras1 ile NH; buharina tutulur ve NA belirteci puskirtiiliir.
Sonugta gosterdikleri renk degisikleri UV (366 nm) 151k altinda incelenir.
Boylece flavonoid bilesiginin tipi ve stibstitusyonlan1 hakkinda kabaca 6n bilgi
elde edilmis olur. Bu bilgiler Tablo 2.2 de verilmektedir (Mabry et al., 1970).

Sant renkli olan flavonoidler arasinda kalkonlar ve auronlar kolay bir gekilde

tanmnabilirler. Ciinkii bunlar NH;3’l1 ortamda kirmizi ve turuncuya dénen bir renk

degisimi yaparlar.

Flavonlarin 5 numarali karbonunda hidroksil grubu bulunuyorsa bunlar UV 151k
altinda mor renk verirler. 5,4'-dihidroksil durumunda NH; buhan ve NA belirteci
ile san ; 5,4',3'-trihidroksi durumunda NH; buhan ile sari, NA belirteci ile
turuncu renk verirler.

5-Deoksi, 5-O-glikozid ve 5-OCH; siibstitisyonlarinda Uv 11k altinda parlak
mavi ya da parlak yesil renklerde goruniirler.

Hidroksil gruplarimi 6. ve 8. konumlarda igeren flavon ve flavonoller sar1 renkli
olup kromatogramlar1 UV 151k altinda koyu renkli absorpsiyon spotlan verir. Bu
spotlar NH; buharindan etkilenmezler. Faikat 6. ya da 8. konumlarda hidroksil
gruplan igeren flavonoller genellikle bulunduklari bitki gruplart bakimindan
farklhilik gosterirler (Harborne et al., 1975).
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Flovanoller, UV 151k altinda sar1 renkte goriinmeleriyle flavonlardan aynlabilirler.
5. konumda hidroksil igeren flavonoller, NH; buhar1 ve NA belirteci ile san,
5,3'.4'-trihidroksil igeren flavoneller ise NH; buhan ile sari, NA belirteci ile

turuncu renk verirler.

Flavonollerde 3. konumdaki hidroksil serbest halde ise UV 1s1k altinda san renk
vererek flavonlardan ayirt edilebilirler. 3' ve 4-OH flavonoller ise NH; buhan ile

sar1, NA belirteci ile turuncu renk verirler (Mabry et al., 1970).

Flavonoidlerin bir gogu AlCl; ile kelat olusturabilirler. Flavonoidler, alkollii AlCl;
ile muamele edildigi zaman yofun sari-yesil fluoresans gosterirler. Fakat
bilegiklerin taninmasi i¢in faydal1 bir yontem degildir. Ciinkt bu tiir bilegiklerin
hepsi ayni reaksiyonu gosterirler (Harborne et al., 1975).

Flavonoidlerin bazi renk reaksiyonlan ise etanoldeki ¢ozeltilerine sulu NaOH,
derisik H,SO,, Mg/HCl ve Na-Hg (sonra asit) belirteglerinin ilave edilmesi ile
gerceklesir (Tablo 2.3). Bu reaksiyonlar bilesigin tirii ve substitiisyonlar
hakkinda 6n bilgi vermeleri bakimindan 6dnemlidir (Geissman, 1962).
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2.3.3.6.2. Spektral Yontemler

UV Spektroskopisi

Flavonoidler, konjuge aromatik sistemler oldugu i¢in spektrumun gériintir ve UV
bolgelerinde siddetli absorpsiyon bantlar1 gosterirler. UV spektroskopisi ile ¢ok
az madde kullanilarak flavonoidal bilesigin yapis1 hakkinda 6nemli bilgiler
edinilebilir (Harborne, 1988).

Flavonoidal bilegigin ana iskeleti ve siibstitientleri hakkinda genis bilgiler elde
etmek igin; bilesifin uygun bir ¢oziiciideki (metanol) ¢dzeltisinin spektrumuna ve
bu ¢ozeltiye 6zel belirtegler ilavesi ile alinan gesitli spektral egrilerde gozlenen
kaymalara, piklerin siddetine ve sekilleri arasindaki farklara bakilmast
gerekmektedir (Mabry et al., 1970).

Benzoil Sinnamoil

Bant II Bant I

Sekil 2.13. Flavonoid Molekiiliiniin Absorpsiyondan Sorumlu Bolgeleri



Flavonoid bilesiklerin UV spektrumunda genel olarak biri uzun dalga boyunda,
digeri kisa dalga boyunda olmak tizere iki biiytik absorpsiyon bandi gézlenir.
Bunlardan uzun dalga boyunda olan pik flavonoidin B halkasi (sinnamoil sistemi)
absorpsiyonlar ile ilgili olup Bant I adin1 alir. Kisa dalga boyunda olam ise A
halkas1 (benzoil sistemi) absorpsiyonlan ile ilgilidir ve Bant II adim alir
(Sekil 2.13) (Harborne, 1967, Mabry et al., 1970).

Flavonoid bilesiklerde uzun dalga boylarina kayma (batokromik kayma) A ve B
halkalarinda hidroksil sayisi ile dogru orantili olarak degisebilir. Ozellikle 3,5 ve
4' konumlarindaki hidroksil gruplarinin siibstitiie oimas ile Bant I ve Bant II’de
daha kisa dalga boylarina (hipsokromik kayma) kaymalar goértilebilir.

Metanol Spektrumu

Flavonoid bilesiZin metanol spektrumu 6zellikle iskelet tipi hakkinda bilgi verir.

Flavon ve flavonoller metanol spektrumlarinda 200-400 nm arasinda iki biyiik
pik verirler. Bant I, flavonlarda 304-350 nm arasinda, flavonollerde 3-OH grubu
serbest ise 352-385 nm arasinda, 3-OH grubu siibstitiie olmus ise 328-357 nm
arasinda gozlenir. B halkasindaki oksijen fonksiyonlarmin sayisinin artmasi ile
Bant I uzun dakga boyuna kayabilir.

Flavon ve flavonollerin oksijen igeren siibstitiientleri daha az oksijen igeren

siibstitientlerine oranla daha uzun dalga boyunda absorpsiyon yapabilirler.

Flavon ve flavonollerin A halkasinda oksijenli siibstitiient bulunmas1 metanolde
belirgin bir Bant II ve zayif bir Bant I spektrumu gostermesi beklenebilir. Fakat B
halkasinda da oksijenli siibstitiient bulunuyorsa Bant I daha belirgindir ve daha
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uzun dalga boyuna kayar. Flavon ve flavonollerde B halkasina eklenen oksijen
fonksiyonlar1 Bant I’in batokromik kaymasina neden olabilir. A ve B halkalarinin

her ikisinde de hidroksil grubu bulunuyor ise bantlarin giddetinde belirgin bir

azalma gozlenir.

A halkasinin 6. ve 8. konumlarindan oksijenlenmesi Bant II’nin uzun dalga
boyuna kaymasina neden olur. Ornegin, 6-OCH; sﬁbstitilsyonunda Bant I 270-
275 nm arasinda goézienir (Mabry et al., 1970).

6-OH flavonollerde 8-12 nm’lik bir hipsokromik kayma gézlenirken 6-OCH,
flavonollerde kayma gozlenmez. 8-OH flavonollerde ise 13-16 nm’lik bir
batokromik kayma gézlenir (Harborne et al., 1982).

Flavonoid ¢ekirdegi iizerindeki 3,5 ve 4'- hidroksil gruplarinin metillenmesi veya
glikozillenmesi 6zellikle Bant I’de hipsokromik kaymaya sebep olur. 3-OH
grubunun stbstitiisyonu ile ilgili kayma genellikle 12-17 nm kadardir. 4'-OH
grubunun metilasyonu ya da glikolizasyonu Bant I’de 3-10 nm’lik, 5-OH
grubunun siibstittisyonu ise Bant I ve Bant II’nin her ikisinde de 5-15 nm’lik
hipsokromik kayma gozlenebilir. 3., 5. ve 4'. diginda diger pozisyonlardaki
hidroksil gruplarinin siibstitiisyonunun UV spektrumu iizerine etkileri azdur.

A ve B halkalar arasinda konjugasyon bulunmayan isoflavonlar, flavononlar ve
dihidroflavonollerin UV spektrumlan flavonlarin UV spektrumlarindan kolaylikla
ayrilabilirler. Bant I absorpsiyonu, Bant II pikinde diigiik siddette bir omuz
seklinde gorilir. Bant II 245-270 nm ve Bant I omuzu 300-340 nm bélgesinde

ortaya cikar.



Kalkonlar ve auronlarin UV spektrasindan belirgin karakteristik 6zelligi, etkin bir

Bant I absorpsiyonu ve daha diisiik bir Bant II absorpsiyonu vermesidir.

Auronlarda Bant I genellikle 370-430 nm bolgesinde gorilir. Eger bu bilesikler
dogal olarak bulunuyor ise Bant I 388 nm ’den 413 nm ’ye kadar degisebilir.

Sodyum Metoksid Spektrumu

Sodyum metoksid kuvvetli bir baz oldugu i¢in flavonoid g¢ekirdegi tzerindeki
biitiin hidroksil gruplarini iyonize edebilir. Flavon ve flavonollerdeki 3 ve 4'-OH
gruplarinin saptanmasi i¢in sodyum metoksid spektrumu kullanilabilir. Bilesigin
metanoldeki ¢ozeltisine NaOMe ilavesi ile butin absorpsiyon bantlarinda
batokromik kayma gozlenebilir.

Flavon ve flavonollerde serbest 4’-OH grubu bulunuyorsa Bant I’de 40-60 nm’lik
bir batokromik kayma gozlenir, bunun yaminda pik siddetinde hi¢ bir azalma
gozlenmez. Serbest 4’-OH grubu icermeyen flavonollerdeki 3-OH grubu Bant
I’de 50-60 nm’lik batokromik kaymaya ve pik siddetinde azalmaya neden olur.

Flavon ve flavonollerde 7-OH grubu serbest halde ise Bant I’in kisa dalga boyuna
bakan kisminda 305-350 nm arasinda bazen omuz, bazen de diistik siddetli bir pik

halinde Bant III gortlebilir.

3,4'-dihidroksi flavonoller NaOMe’de kararsizdirlar ve NaOMe’deki absorpsiyon
pikleri birkag dakika sonra bozunur. 3,3'.4'-trihidroksil gruplarm igeren

flavonoller ise NaOMe ile oksitlenirler ve siddetleri zamanla azalan bantlar

verirler.
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fsoflavon, flavonon ve dihidroflavonollerdeki esas bantda kayma olmamasi A
halkasinda hidroksillenme olmadigini gésterir. Bu tiir bilesiklerde 5,6,7- ve 5,7,8-
trihidroksil sistemlerinin varliyi NaOMe spektrumunun zamanla bozunmasi ile

anlagilabilir.

Auronlarin 4'-OH grubu ve kalkonlarin 4-OH grubu Bant I’de sirasi ile 80-95 nm
ve 60-100 nm’lik batokromik kaymalarla anlagilabilir.

2 ya da 4'-OH gruplar igeren fakat 4-OH gruplar igermeyen kalkonlar, Bant I’de
60-100 nm’lik batokromik kayma ve pik siddetinde azalma gosterirler. 4’-OH
iceren kalkonlarda kayma, 2’-hidroksil ya da 4- alkoksil grubu bulundugu zaman
40-50 nm olur.

Aluminyum Kloriir ve Aluminyum Kloriir/Hidroklorik Asit Spektrumu

Flavon ve flavonollerin B halkasindaki orto dihidroksil gruplarinin varlign AlCl;
spektrumu ve AlCl;/HCI spektrumunun kargilagtiriimasi ile saptanabilir.

5. Karbonda ve 3. karbonda hidroksil gruplann ve B halkasinda orto dihidroksil
gruplan igeren flavon ve flavonoller AICl; ile ayrt ayri kompleks olustururlar.
Asit ilevesi, B halkasindaki orto dihidroksil gruplarinin AICl; ile olusturdugu
kompleksin bozunmasina ve Bant I’in 30-40 nm’lik hipsokromik kaymasina
neden olur. 3. ya da 5. karbondaki hidroksil gruplarmin AlCl; ile olusturdugu
kompleks kararli oldugu igin asit ilavesi ile bozunmaya ugramaz. Aynca 4.
karbondaki keto grubunun da AICl; ile meydana getirdigi kompleks asit
karsisinda dayaniklidir.
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A halkasindaki orto dihidroksil gruplarinin AlCl; ile olusturdugu kompleksler de
asit varliginda bozunurlar. Sonug olarak ; metanol spektrumunda Bant I ve Bant
II'de degismeden kalan bir kayma, flavonoidlerde 3- ve/veya 5-hidroksil
gruplarmin varligimi gosterir. AICl,/HC1 spektrumunun metanol spektrumu ile
aym olmasu ise 3- ve/veya S-hidroksil gruplarindan her ikisinin de olmadigini ya

da stibstitiie oldugunu gosterir.

AICI/HCI spektrumunda Bant II’deki batokromik kayma, S-hidroksil grubu
iceren isoflavonlarda 10-14 nm, flavonon ve dihidroflavonollerde 20-26 nm
civarindadir. Orto hidroksil gruplan sadece A-halkasinda (6,7- ya da 7,8-
pozisyonlarinda) bulundugu zaman saptanabilir. Bunlarin AICl; spektrumlarinin
Bant II’deki kaymasi, AlCl;/HCI spektrumlarindaki kaymalarinin 11-30 nm kadar
daha fazlasidir.

2'-Hidroksil grubu bulunan kalkonlarin ve 4-hidroksil grubu bulunan auronlarin
Bant I’deki (AICl;/HCl spektrumundaki) batokromik kaymalar1 sirasi ile
48-64 nm ve 66-70 nm arasindadir (Mabry et al., 1970; Harborne et al., 1975).

Sodyum Asetat Spektrumu

Sodyum asetat, sodyum metoksitten daha zayif bir baz oldugu i¢in daha asidik
hidroksil gruplarini etkiler. Sodyum asetat spektrumu, 7. karbondaki hidroksil

gruplarinin varligni gosterir.

7-Hidroksil gruplarina sahip flavon ve flavonollerde, Bant II’de 5-20 nm arasinda
batokromik kayma gozlenir. Flavonlarda (flavonoller harig) 6. ve 8. karbonlarda
oksijenlenmiy siibstitiientlerin bulunmasi, NaOAc ilavesi ile olusan batokromik

kaymanin kiigiik olmasina neden olur.
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3- ya da 7- OH gruplan serbest olmayan ve 4'-OH grubuna sahip flavon ve
flavonoller genellikle NaOAc varliginda Bant I’in uzun dalga boyu tarafinda
belirgin bir omuz gosterirler. 4’-OH grubunun serbest olup olmamasina

bakilmaksizin 7-OH grubu serbest ise Bant I’de de kayma gozlenir.

5,6,7- , 5,7,8- ve 3,3',4'- trihidroksil sistemleri gibi alkaliye duyarli gruplar
bulundugu zaman NaOAc spektrumu kisa bir siire sonra bozunur (Geissman,
1962).

Flavon ve flavonollerde NaOAc ilavesi ile elde edilen spektrumun Bant I’i,
NaOMe spektrumundaki Bant I’e gére daha diisiik dalga boyuna kayar.

Kalkonlarda 4'- ve/veya 4- karbonlarinda, auronlarda ise 4'- ve/veya
6- karbonlarindaki hidroksil gruplan Bant I’de batokromik kayma meydana
getirirler veya uzun dalga boyunda bir omuz gorilir (Mabry et al., 1970,
Harborne et al., 1975).

Sodyum Asetat/Borik Asit Spektrumu

Sodyum asetat varliginda, flavonoid ¢ekirdegi izerindeki S. ve 6. karbon atomlan
disindaki tiim pozisyonlarda bulunabilen orto dihidroksi gruplari ile borik asit
kompleks olusturur.

B halkasinda orto dihidroksi grubu varsa flavon ve flavonollerde Bant I 12-30 nm
kadar uzun dalga boyuna kayar. A halkasinda 6,7- veya 7.,8- karbonlarindaki
hidroksil gruplan bulunan flavonoidlerde bu kayma daha da artar (Mabry et al,,
1970).
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Isoflavon, flavonon ve dihidroflavonoller (sadece A halkasinda) Bant II’de
10-15 nm kadar kayma meydana getirirler. Fakat bu kayma 5,6-dihidroksil

gruplarinin varlifinda gézlenmez.

Auronlar ve kalkonlar (B halkasinda) Bant I’de 28-36 nm arasinda bir kayma
gosterirler (Harborne et al.,1975).

IR Spektroskopisi

Flavonoidlerin yapilarinin belirlenmesinde IR spektrumu pek kullanilmaz. Ciinka
IR spektrumunun yorumu zordur ve kaymalar tahmin edilemez. 5. karbon
atomunda hidroksil grubu igcermeyen flavonlar, 5. karbon atomunda hidroksil
grubu iceren flavonlardan IR spektrumlar1 yardimiyla kolaylikla ayrlabilirler.
Ciinki karbonil grubuna ait absorbsiyon frekanst 1653 cm” ya da daha yukari
olmas: gerekirken, 5. konumdaki hidroksil grubunun etkisi ile 1620-1639 cm™ de
bulunur. Ayrica, B halkasinda siibstitie olmams flavonlarin 680-870 cm™
bolgesindeki C-H deformasyon bantlari, 4'-stibstitiie flavonlarinkine oranla gok
farkhidir (Harborne, 1967).

NMR Spektrumu

Flavonoidlerin yapisal analizleri i¢cin NMR spektrumu 6nemli bilgiler veren bir
metoddur. Flavonoid bilesiklerin biiyiik bir kismi polar karakterde oldugundan ve
NMR spektrumu igin uygun ¢oziicii bulunamamasindan dolay: onceleri sadece
polar olmayan flavonoidlerin analizi yapilabilmigtir. Daha sonralar
de-dimetilsiilfoksid (DMSO-d¢) gibi polar ¢oziciler kullanilarak polar
karakterdeki flavonoidlerin de NMR spektrumlan yapilabilmistir. Ayrica, asetil
tirevleri ve tetrametilsilan (TMS) tiirevleri haline getirilebilen tim flavonoid

bilesiklerin NMR spektrumlarinin da analizleri saglanabilmistir.
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Flavonoid bilesiklerde hidroksil gruplarinin varlifi, de-dimetilsiilfoksid ¢oziiciisii
kullanildi§1 zaman saptanabilir. Ancak bu ¢oziciinin flavonoid bilesiklerde
zaman zaman bozunmaya neden olmasi ayrica kaynama derecesinin yiiksek olusu
nedeni ile analizi yapilan bilesigin geri kazamlmasinin zorlugu, ayrica
d¢-dimetilstilfoksidin havanin nemini kolayca adsorbe ederek NMR
spektrumunda kuvvetli su bantlar1 vermesi gibi nedenlerle glinimiizde olduk¢a az

kullanilmaya baglanmigtir.

TMS tiirevleri halinde flavonoidler polar olmayan ¢oziiciilerde ve CCl, gibi ucuz
olan ¢oziculerde ¢oziliip incelenirler, ayrica analizden sonra bilesikler kolayca

geri kazanilabilirler (Mabry et al., 1970).

TMS eteri halinde CCl,’de ¢oziilerek alinan NMR spektrumunda; normal olarak
bitiin flavon protonlann 0-9 ppm arasinda gézlenir, ancak serbest -OH gruplan

gbzlenmez.

BBC-NMR sinyalleri 0-200 ppm gibi genis bir alanda gozlendiklerinden "H-NMR
sinyallerine gore daha iyi aymm verebilirler. Fakat '"H-NMR’in aksine 6zel
onlemler alinmadan C-NMR spektrumlarinin integrasyonlar1 nicel bir bilgi
veremez (Harborne et al., 1982).

Kiitle Spektrumu

Flavonoid aglikon ve glikozitlerinin kitle spektrumlari bu tir bilegiklerin
yapilannin aydinlatilmasinda ¢ok kugiik miktardaki (1 mg’dan daha az)

maddelere uygulanabilen bir yontemdir.
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Flavonoid aglikonlarinin bir gogu kuvvetli molekiiler iyon piki (M") verirler, bu
genellikle spektrumdaki ana piktir. Flavonoid aglikonlarinin molekiiler iyondan
baska gozlenen belirgin pikleri (M-H)" ve (M-CO)*, metoksi flavonlar icin
(M-CH;)" ve (M-CO-CH,)" pikleridir.

Flavonoid bilesikteki bu iyonlarin diginda A ve B halkalan koparak bir seri iyon

olusturur, bu iyonlar A ve B halkalarinin stibstitiisyon durumunu belirlerler.

Flavonoid aglikonlarin A ve B iyon serilerini olusturmas: genelde iki yoldan olur.

Bu yollardan birincisi retro-Diels-Alder boliinmesidir (Sekil 2.13) (Harborne et
al., 1975).

I. YOL : retro-Diels-Alder Boliinmesi

II. YOL :
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Flavonoid bilesiklerin molekuler iyona, A ve B serilerinin piklerine karsilik gelen

kutle tnitelerine, hatta bu piklerin siddetlerine bakilarak yapilani hakkinda bilgi
edinmek mimkundiir.

2.2.3.7. Farmakolojik Ozellikleri

Flavonoidler, insan ve hayvanlar i¢in toksik degildir. Farmakolojik aktiviteleri
alkaloidler gibi diger bitkisel maddelere kiyasla daha zayiftir. Bir ¢ok flavonoidal
bilesik ditiretik ve diyaforetik (terletici) etki gosterir. Bazilan ise antispazmotik

6zelliktedirler.

Flavonoidlerin P vitamini aktivitesi gostermeleri 3’ ve 4’ karbonlarindaki
hidroksil gruplarindan ileri gelmektedir. Bu maddeler hidroksil gruplarindan
dolay1 hidrojen transportorii olarak rol oynarlar. |

Flavonoidlerin, bazi mikroorganizmalara karsi antibiyotik etki gosterdigi
deneylerle saptanmigtir. Flavonoidal bilegiklerin iltihap azaltici, sinirleri
yatigtirici, ¢irpinmayi Onleyici, agr kesici ve kalp uyarici etkilerinin de oldugu
belirlenmistir. Flavonoidlerin, baz1 kanserli hiicreler tizerinde etkili olduklan son
yillarda yapilan galigmalarla saptanabilmigtir. Ancak bu etkiler ¢ok belirgin
degildir (Harborne et al., 1975; Tanker ve digerleri, 1973).
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3. DENEYSEL BOLUM

3.1. KULLANILAN GENEL YONTEMLER

3.1.1. Kromatografik Yontemler

Sarcopoterium spinosum (L.) Spach. bitkisinin igerdigi bilesiklerin ayrilmasi i¢in
adsorpsiyon teknigine dayanan kolon kromatografisi ve ince tabaka
kromatografisinden yararlanild:.

3.1.1.1. Kolon Kromatografisi

Kurutulmus bitkiden tiiketilerek (sokslet cihazi ile ¢ekme islemi sonucu) elde
edilen ve yogunlagtirilarak koyu surup kivamina getirilen hekzan, kloroform ve

etanol ekstrelerinin i¢erdigi madde kanigimlarinin kaba fraksiyonlandirilmasi i¢in
kolon kromatografisi uygulandi.

Kullamilan Adsorbanlar

Silikajel 60, pargacik biryiikliigii 0.063-0.200 mm (70-230 mesh ASTM) (Merck).
Poliklar (Polyclar)
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Kolonlarin Hazirlanmasi

Silikajel Kolon

Koyu surup kivamindaki ekstre ¢ok az miktar silikajel ile kangtirilarak homojen
bir karigim haline getirildi. Karngimin ¢oziiciisti de kuruluga kadar buharlagtirilda.
Kolona yerlestirilecek ekstrenin yaklagik altmig kati kadar alinan silikajel
adsorban, kolon boyunun 2/3’sini dolduracak gekilde yerlestirildi. Kolonun ust
kismina da adsorban konularak kolon, polaritesi gittikge artan degisik ¢ozuctilerle
yikandi.

Poliklar Kolon

Poliklar adsorban, kloroform-etanol (2:1) ¢6ziicii sisteminde 48 saat bekletilerek
¢oziicli ile tamamen sigmesi saglandi. Daha sonra ekstre miktarina uygun olarak
secilen kolonun 2/3’sini dolduracak sekilde sigmis haldeki poliklar adsorban
yerlestirildi. Poliklarin kolona yerlestirilmesi, uzun siire alttan alinan ¢oziicliniin
iistten devrettirilmesi ile saglandi. Bir pipet yardimiyla ekstre ¢ozeltisi kolonun
tistinden poliklara yerlestirildi. Bu islemler tamamlandiktan sonra kolon elisyon
¢ozeltisi ile yikandi.

3.1.1.2. ince Tabaka Kromatografisi

ince tabaka kromatografisi kalitatif ya da preparatif amagh olarak kullanilir.
Kalitatif amacli ¢alismalarda kolon kromatografisi ile elde edilen fraksiyonlar
ince tabaka plaklar {izerine tatbik edilir. Daha sonra fraksiyonlarda ka¢ madde
oldugunu gormek amaci ile uygun ¢ozici sistemlerinde yiriitilirler. Preparatif

amach caligmalarda ise ¢oziicii sisteminin belirlenmesi yani fraksiyonlardaki
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spotlarin kromatogram (zerinde uygun bir sekilde ayrilmasi ile spotlara ait
bilesiklerin saflastirilmasi miimkiin olabilir. Flavonoidal bilegikler i¢in adsorban

olarak genellikle silikajel, seliiloz ve poliamid kullanilir.

3.1.2. Spektrofotometrik Yontemler

UV Spektrofotometresi

Bilesiklerin metanolde g¢ozilerek hazirlanan g¢ozeltilerinin UV spektrumlan
PHILIPS, PU 8740 UV/VIS Spektrofotometre aletinde 6lgiildu. Ayrica flavonoid
bilesiklerinin kayma spektrumlarinin alinabilmesi igin bilegiklerin metanoldeki
cozeltisine sirasiyla NaOMe, AlCl;, AICl;/HCL, NaOAc ve NaOAc/H;BO, ilave
edildi.

IR Spektrofotometresi

Bilegiklerin spektrumlan PHILIPS, PU 9714 Infrared Spektrofotometresi’nde
KBr tabletleri halinde veya NaCl kristalleri arasinda olguldi.

FTIR Spektrofotometresi

Bilegiklerin FTIR spektrumlann MATTSON 1000 FTIR spektrofotometresi’nde
KBr tabletleri halinde olgtildii.

GC/MS

Bilesiklerin GC/MS spektrumlar1 Hewlett Pachard GCMS, GC : 5890 plus II,
MS : 5972 MSD’de olguldii.
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3.1.3. Terpenoid ve Steroid Belirtecleri
3.1.3.1. Steroid Belirtecleri

Liebermann-Burchard Belirteci

Bilesigin kloroformdaki gozeltisine birkag damla asetanhidrid ilave edildikten
sonra derisik siilfiirik asid ile faz olugturulur.

Seriksiilfat Belirteci

2 g seryum (IV) siilfatin, % 10’luk 100 ml H,SO4’de ¢6ziilmesi ile hazirlanan
belirteg, kromatografi plagma puskurtildikkten sonra plak 105 %Cdeki etitvde
5-10 dakika lekeler belirinceye kadar bekletilir.

3.1.3.2. Flavonoid Belirtegleri

NH; Buhan

Kromatografi plaklari NH; buharna tutulduktan sonra dogrudan ve UV (366 nm)
151k altinda incelenir.

NA Belirteci (Naturstoffreagenz A, difenil borik asit-2-aminoetilester)

100 mg NA belirteci 100 ml metanol veya etanolde ¢ozilerek hazirlanr.

Kromatografi plagi once NH; buharina tutulur ve UV (366 nm) 151k altinda
incelenir. Daha sonra NA belirteci puskiirtiilir ve yine UV (366 nm) 151k altinda

incelenir.
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3.1.3.3. UV Spektrumu Kayma Belirtecleri

Bu belirtegler sadece flavonoidal bilegikler i¢in kullanilir.

Sodyum Metoksid Belirteci

Kigiikk pargaciklar halinde yeni kesilen 2.5 g metalik sodyum 100 ml saf

metanolde ¢6ziilerek hazirlanir.

Aluminyum Kloriir Belirteci

5 g susuz aluminyum klorir (III)’iin, 100 ml saf metanolde ¢6ziilmesi ile

hazirlanir,

Hidroklorik Asit Cozeltisi

50 ml derigik HCI, 100 ml distile suda ¢6ziilerek hazirlanir.

Sodyum Asetat Belirteci

Susuz, toz halinde saf sodyum asetat, kullanilmadan énce porselen bir krozede

eritilerek asetik asitten kurtarilir.

Borik Asit Belirteci

Borik asit susuz, toz halinde veya 100 ml saf metanolde doymus ¢ozeltisi

hazirlanarak kullanilabilir.
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3.1.4. Uygulanan Kimyasal Reaksiyon

Asetilleme

5-10 mg bilesik, kuru bir erlen igerisine konularak 1 ml susuz piridinde ¢ozilir.
Uzerine 1 ml asetanhidrid ilave edilir ve agz1 kapali olarak 24 saat oda 1sisinda
bekletilir. Bu siirenin sonunda 15-20 ml distile suya dokilerek kloroform ile
ekstre edilir. Piridinden kurtarmak igin birkag¢ kez su ile yikanir ve kloroform

vakumda ugurulur.

3.2. YAPILAN ISLEMLER

3.2.1. Bitkinin Tiiketilmesi ve Ekstrenin Elde Edilmesi

Bu ¢alisma, Canakkale ili sahillerinin taglik bolgelerinden Temmuz-Agustos,
1995°de toplanan Sarcopoterium spinosum (L) Spach. bitkisi (zerinde
yapilmistir. Caligilan bitki, Marmara Universitesi Eczacilik Fakiiltesi Farmosotik
Botanik Anabilim Dali Ogretim Uyesi Prof. Dr. Ertan TUZLACI tarafindan teshis
edildi ve aym dniversitenin herbaryumunda MARE 4734 numarasi ile kayit
edilmistir.

Bitki kuru iken toplandi. Bitkinin kok, dal ve meyvalan ayn ayn ogutilerek

inceleme yapildi.

Bitkinin ; 110 g kok, 38 g dal ve 75 g meyva kisimlar1 ayr1 ayr Sokslet cihazinda
n-hekzan, kloroform, etanol ve su ¢oziiciileri ile ekstre edildi. Elde edilen
ekstreler diigitk basingta koyu surup kivamina kadar yogunlastirildi. Daha sonra
etitvde (dustik sicaklikta) ¢oziiciileri tamamen uzaklagincaya kadar bekletildi.
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Tablo 3.1. Bitkinin koklerinin gesitli ¢ozucilerdeki ekstrelerinin genel

gorinigler:
Coziicii Goriiniis
n-Hekzan Sari-beyaz renkli, yagimsti
Kloroform Sari-kahverengi, yogun, yagimsi
Etanol Koyu kirmizi-kahverengi, yogunlastinlinca aym renkte
yapigkanimsi ¢ékelti
Su Koyu kirmizi-kahverengi

Tablo 3.2. Bitkinin dallarinin gesitli ¢6ziiciilerdeki ekstrelerinin genel goriintgleri

Coziici GOoriiniis
n-Hekzan Bulanik sari-beyaz renkli, yagimsti
Kloroform Bulanik sari-kahverengi, yagimsi
Etanol Koyu kirmizi-kahverengi, ¢ok yogun
Su Koyu kirmizi-kahverengi

Tablo 3.3. Bitkinin meyvalaninin ¢esitli ¢oziicilerdeki ekstrelerinin genel

gorinusleri
Coziicii Goriiniig
n-Hekzan Acik san renkli, yagimst
Kloroform Kizil sar, yagimsi, yogun
Etanol Koyu kirmizi, yogunlastirilinca yagimsi ve ¢ok yogun

Su Koyu kirmizi-kahverengi
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Sarcopoterium spinosum bitkisinin kok, dal ve meyvalarindan elde edilen
ekstrelerde, bulunabilecek bilesikler hakkinda 6n fikir edinebilmek i¢in silikajel
ve seliiloz plaklarda degisik c¢ozuciilerle ince tabaka kromatografileri yapildi.
Bunun sonucunda benzer 6zellikler gosteren ;

kok, dal ve meyvalarin hekzan ekstreleri,

kok ve dallarin kloroform ekstreleri,

meyvalarn ve koklerin alkol ekstreleri,

dallarin alkol ekstreleri ve meyvalarin kloroform ekstreleri

ayri ayri kolonlarda fraksiyonlandirildi.
3.2.2. Ekstrelerin Fraksiyonlandirilmasi ve Bilesiklerin Ayrilmasi
Hekzan Ekstresi

Bitkinin kok, dal ve meyvalarinin birlestirilmesi ile elde edilen 2.42 g hekzan
ekstresi ¢ok az miktar hekzanda g¢o6ziilerek aym miktar silikajel ile kangtirildi.
Coziiciisi kuruluga kadar buharlagtirildi.

62 x 4.5 cm boyutlarindaki cam kolona yas yontem ile silikajel dolduruldu. Yas
yontemde, hekzan ile kangtinlan silikajel homojen halde yavas yavas kolona
yerlestirildi. Silikajelin tamamen yerlesmesi igin kolon ¢oziicii ile tekrar tekrar
yikandi ve hazirlanan hekzan ekstresi kolona yerlestirildi. Eliisyona hekzan ile
basland1 ve % 10 artan oranlarda kloroforma kadar gegilerek 100 ml’lik kisimlar
halinde 94 tane fraksiyon alindi. Fraksiyonlar ince tabaka kromatografisi ile
dogrudan UV g1k altinda ya da seriksiilfat belirteci puskiirtiilerek etiivde
(105 °C) 5-10 dak. yakilarak inceleme yapildi. Ekstrelerden BH, bilesigi izole
edildi.
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Kloroform Ekstresi

Bitkinin meyvalarinin 1.80 g’lik kloroform ekstresi 68 x 3.4 cm boyutlarindaki
cam kolonda incelendi. Kolon, yas yontem kullamlarak silikajel ile dolduruldu.
Kloroform ekstresi kolona tamamen yerlestikten sonra eliisyona kloroform ile
baglanip % 10 artan oranlarda etanole kadar gegildi. 100 ml’lik kisimlar halinde
63 tane fraksiyon alindi. Fraksiyonlar ince tabaka kromatografisi ile hem
dogrudan UV 1sik altinda hem de seriksulfat belirteci puskirtiliip etiivde
105 °C de 5-10 dak. yakilarak incelendi. Ekstrelerden MK, ve MK, bilesikleri

izole edildi.
Etanol Ekstresi

Bitkinin koklerinin ve meyvalarinin birlestirilmesi ile elde edilen 16.3 g alkol
ekstresi 62 x 4.5 cm boyutlarindaki cam kolonda incelendi. Yas yontem
kullanilarak silikajel kolona yerlestirildi. Eliisyona 2:1 Kloroform : Etanol ¢6ziicii
sistemi ile baglandi. Etanol oram arttirlarak tamamen etanole ve tekrar % 10’luk
artiglarla metanole kadar gegildi. 100 ml’lik kisimlar halinde 98 tane fraksiyon
alindr. Fraksiyonlar ince tabaka kromatografisi ile dogrudan UV igik altinda ve
seriksiilfat belirteci puskurtiilerek incelendi. Benzer spot gosteren maddeler
birlestirildi ve 6énemli gorilenler 20 x 2.5 cm boyutlarindaki poliklar kolonda ve
selilloz plaklarda temizlendi. Bu ekstrelerden EE;, BF, ve BF, bilesikleri izole
edildi.

Elde edilen bilesiklerin kristal goruntiileri Leitz DMRP & RXP Polarizasyon
mikroskobu ve WILD MPS 48/52 kameras: ile alindi. Bilesiklerin erime ve

bozunma noktalari da yine aym mikroskobun Linkam isitici tablasi iizerinde

incelendi.
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BU CALISMADA KULLANILAN KIMYASAL MADDELER

Hekzan (n-Hexane extra pure, Merck, 4368)

Kloroform (Chloroform extra pure, Merck, 2431)

Etanol (CaO iizerinden destillenerek saflagtirildi)

Metanol (Methanol extra pure, Merck, 6008)

Benzen (Benzene extra pure, Merck, 1782)

Dietileter (Diethylether extra pure, Merck, 926)

Etilasetat (Ethylacetat extra pure, Merck, 864)

Asetik asit (Acetic acid % 90 extra pure, Merck, 58)

Sulfiirik asit (sulfuric acid extra pure, Merck, 713)

Hidroklorik asit (Hydrochloride acid fuming extra pure, Merck, 314)
Amonyak (Ammonia sol. extra pure, Merck, 5422)

Borik asit (Boric acid cryst. extra pure, Merck, 160)

Sodyum asetat (Sodium acetate anhydrous, Merck, 6268)

Sodyum (Sodium rod diameter2.5 cm, Merck, 6260)

Aluminyum Kloriir (Pure cryst., Riedel, 11016)

Seryum (IV) siilfat (extra pure, Merck, 2267)

NA (2-Aminoethyl diphenylborinate, Merck, 42810)

Asetik asit anhidridi (Acetic anhydride for synthesis, Merck, 822278)
Piridin (extra pure, Merck, 7462)

Kalsiyum oksid (Merck, 2112)



3.3. BU CALISMADA ELDE EDIiLEN BILESiKLER
HiDROKARBONLAR
3.3.1. BH; (MK,) Bilesigi = Alifatik Yag Ketonu

o)
I
R-C-(CHp),-R' n>4

R’ =H veya alkil

Bilesik, bitkinin hekzan (BH,) ve kloroform (MK,) fraksiyonlarinda bulundu.
Bilesigin ince tabaka kromatografisinde polaritesi distik ¢ozicilerle Ry degeri
yiksek bulunmustur. Bu da BH; bilesiginin hidrokarbon olabilecegini
digtindirdi.

Bilesik san yagimsi goriiniimde sivi bir maddedir. Seryum (IV) sulfat belirteci ile
kahverengi leke gorillmektedir.

Bilesigin Spektral Ozellikleri

Bilesigin UV spektrumunda (Sekil 3.1), 242 nm’de maksimum adsorpsiyon piki
verir. IR spektrumunda (Sekil 3.2) 2900-2850 cm™’de (C-H) gerilim bandlan,
1710 ecm™*deki keskin pik (C = O) grubuna ait bandlardir. 740 cm™’de ise

karakteristik yag piki gorulir.

Elde edilen sonuglar BH; bilesiginin yukarida verilen yapida olabilecegini
dogrulamugtir.
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Bilesigin Fiziksel Ozellikleri

Renk = Sar1 yagimsi s1vi

en.=48°C

Redegeri =0.49 (1: 4 : 4 Kloroform/Hekzan/Benzen)
UV (254) = acik kahverengi

Seryum (IV) siilfat belirteci = kahverengi
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3.3.2. MK, Bilesigi = Alifatik Yag Ketonu

0
[
R-C(CH,),-R’ n>4

R’ =H veya alkil

Bitkinin meyvalarninin kloroform fraksiyonundan elde edilen MK, bilesiginin,
apolar ¢oziculer ile yapilan ince tabaka kromatografilerinde plagin iist
kisimlarina kadar yuridigiu goruldiu. MK, bilesigi san renkli kati1 bir maddedir.
Seryum (IV) siilfat belirteci ile kahverengi leke gériilmektedir.

Bilesigin Spektral Ozellikleri

UV spektrumunda (Sekil 3.3), 206 nm’de absorpsiyon piki goriiliir. Bilegigin IR
spektrumunda (Sekil 3.4), 1710 cm™’de (C = O) piki, 740 cm™’de ise
karakteristik yag piki verir.

Kromatografik ve spektral incelemeler sonucu, MK bilesiginin yukanda verilen
formiil yapisinda oldugunu gostermistir.

MK, bilesigi, BH, bilesigine benzemesine ragmen, Ry degeri, UV ve IR
spektrumlan farkh olan yagims: bir katidir. Bu farkliliklanin karbon sayilarinin
farkl1 olmasindan kaynaklandig1 distiniilmistiir.
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Bilesigin Fiziksel Ozellikleri

Renk = Sar1 yagims: kat1

en.=103°C

Redegeri = 0.84 (1 : 10 Kloroform/Etanol)

UV (254) = agik kahverengi

Seryum (IV) siilfat belirteci = koyu kahverengi
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TERPENOID BILESIGI

3.3.3. EE, Bilesigi

R!=CH,0H R?=B-D-glucopyranosyl
R!=CH, R? = B-D-glucopyranosyl

Bitkinin alkol ekstresinin ilk fraksiyonlarnin (2-18) kiiciikk bir kolonda tekrar
fraksiyonlandiriimasi (2-8) ile elde edilen bu maddenin TLC’de yirttilmesi tek
bir spot gosterdi.

Bu maddenin UV 151k (366 nm) altinda renkli spot gostermemesi ve alkol
ekstresinin ilk fraksiyonlarindan alinmis olmast EE; bilesiginin Reher ve
arkadaslarinin (1991) ¢aligmalarinda izole ettikleri triterpenoidlerin yapisinda

olabilecegini diigundiirmugtiir.
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Bilesigin Spektral Ozellikleri

EE; bilesiginin UV spektrumunda (Sekil 3.5) 220 nm’de maksimum absorpsiyon
piki goriilmistir. IR spektrumunda (Sekil 3.6) 3413 cm™’de (OH), 1728 cm™’de
(-COO0-) ve 1620 cm™°de (C = C) bantlar1 bulunmaktadir.

EE, bilesiginin asetil tirevinin IR spektrumunda (Sekil 3.7) ise hidroksil piki
kaybolmus, 1750 cm™’de asetil band ile ester band: birleserek belirgin bir bant

gorulmiigtiir.

Bilesigin total GC/MS spektrumunda (Sekil 3.8) gortilen belirgin piklerin ayn
ayr1 GC/MS’leri ¢ekildi. Ayrica total GC/MS’in 14.135 ile 14.325 kisimlan B-D-
glucopyranosyl ile karsilastirildi (Sekil 3.9) ve bilyikk bir oranda benzerlik
goriildii. Spektrumdaki boliinmeler triterpenlerin  béliinmelerine uymaktadir
(Persaud, 1968).

Bilesigin Fiziksel Ozellikleri

Renk = Sar1, amorf, kat1

e.n.=278°C

R¢degeri = 0.88 (1 : 10 Kloroform/Etanol)

UV (254) = koyu kahverengi

Seryum (IV) siilfat belirteci = kizil kahverengi
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Resim 3.1. EE, bilegiginin kristal gortinima.
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FLAVONOIDAL BIiLESIKLER

BF; ve BF, bilesiklerinin kromatografik ve spektroskopik yontemlerle elde edilen
sonuglari, bu bilesiklerin flavonoidal yapida oldugunu gostermistir. BF, ve BF,
bilesiklerinin yapilarida flavonoidlerin taninmasi i¢in kullanilan yéntem-lerden

yararlanilarak yapilmigtir.

3.3.4. BF, Bilesigi

OH

OCH3
OH

Renk = Kizilims: sar1

Bozunma Noktasi = 210-235 °C
R¢ Degeri = 0.53 (%60 AcOH)
UV (366 nm) = Koyu mor
NH,/UV = Sar

NA/UV = Turuncu

San renkli olan BF, bilesigi UV 1s1k altinda koyu mor, NH; buhari ile sar1 ve NA
belirteci ile turuncu renk vermektedir. Bilesigin bu renk reaksiyonlarini
gostermesi sonucu 5-OH agik, 3-OH yok ya da kapali ve 3'4'-OH agik
olabilecegini soyleyebiliriz. Bilesigin metanolde ¢ozilerek alman UV
spektrumunda Bant I’in 330 nm’de ve Bant II'nin 280 nm’de absorpsiyon
bantlar1 vermesi ayrica renk reaksiyonlar1 gostermesi flavon yapisini

dogrulamaktadir.
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Bilesigin IR spektrumunda (Sekil 3.10) 1620 cm™’de pik goriilmesi 5-OH
varligim gosterir. 2950 cm™’de goriillen pik yapidaki -OCH; grubundan ileri
gelmektedir.

Metanol spektrumunda (Sekil 3.11) Bant I’in 330 nm’de goriilmesi 3-OH’1n
stbstitiie oldugunu, belirgin bir Bant II’nin gériilmesi de A halkasinda oksijenli
substitiientlerin varligin1 gosterir. Ayrica 280 nm’de goriilen tek pik yapida
4'-OH olabilecegini ortaya ¢ikarir. |

NaOMe spektrumunda, Bant I'in 35 nm’lik batokromik kayma gostermesi
4’-OH’1n varligini ve 330 nm’deki pik de 7-OH varhigim gosterir.

AICl; spektrumunda (Sekil 3.12) Bant I’in metanol spektrumuna gore uzun dalga
boyuna kaymas: 5S-OH’in agik oldugunu ve AICl; spektrumu ile AlCL/HCI
spektrumunun hemen hemen ayni gérillmesi bilesikte o-dihidroksi konumunda
hidroksiller olmadigimi gosterirken, NaOAc spektrumunun NaOAc/H;BO;
spektrumuna gore (Sekil 3.13) Bant I’e ait pikinde uzun dalga boyuna dogru bir
kayma gostermemesi o-dihidroksi gruplarinin olmadigini dogrulamaktadir.

Bilesigin GC/MS spektrumunda (Sekil 3.14) ;

GCMS : m/z=299 [M-H] m/z = 267 [M-OCH;]"
m/z =207 [M-93]" m/z =177 [M-93-31T
m/z= 149 [B,] m/z= 133 [A;-OH]"™

m/z =91 [B;-56]"

Biitiin bu veriler sonucu yapinin 5,7,4'-trihidroksi, 3-metoksi flavonol olabilecegi

ortaya gikmaktadir.
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3.3.5. BF, Bilesigi

(OH)

OH O

Renk = Kizilimsi sar

Bozunma Noktasi = 225-245 °C
R¢ Degeri = 0.47 (%30 AcOH)
UV (366 nm) = Mor

NH;/UV = Mor

NA/UV = San

Sar1 renkli olan BF, bilesigi UV 151k altinda koyu mor, NH; buhan ile mor ve NA
belirteci ile san renk gostermektedir. Bu renk reaksiyonlan sonucu bilesigin
5-OH agik, 3-OH yok ya da kapali, 4’-OH kapali ve 3'-OH agik bi¢iminde kabaca
formiiliinii ¢ikartabiliriz. Bilesigin renk reaksiyonlarim1 vermesi ve metanolde
coziilerek cekilen UV spektrumunda Bant I’in 355 nm’de ve Bant II’nin
265 nm’de absorpsiyon bantlan vermesi flavon yapisinda olabilecegini

gOstermektedir.

Bilesigin IR spektrumunda (Sekil 3.15) 1650 cm™’de goriilen pik 5-OH varlhigm:
gosterir. 2950 cm™*de pik goriilmemesi yapida alifatiklik olmadigimn belirtir.

Metanol spektrumunda (Sekil 3.16) Bant I'in 355 nm’de gorilmesi 3-OH
igermedigini dogrular. Bant II’'nin daha belirgin ¢ikmas: bilegigin A halkasinda
fazla oksijenli siibstitiilentlerin oldugunu gosterir. Aymi spektrumun 265 nm
kismindaki genis pik yapida 3'-OH varligin1 belirtir.
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NaOMe spektrumuﬁda, Bant II’deki batokromik kayma yapida 5,7-dihidroksi
gruplar oldugunu gosterir.

5-OH’in varhg, AICl; spektrumundaki (Sekil 3.17) Bant I’in metanol
spektrumuna oranla daha uzun dalga boyunda ¢ikmasiyla kanitlanabilir.

NaOAc spektrumunda ($ekil 3.18) Bant II’'nin metanol spektrumuna oranla
10 nm batokromik kaymasi 5,7-dihidroksi gruplarinin varhigim gésterir.

Bilesigin GC/MS spektrumunda ($ekil 3.19) ;

GC/MS : m/z =267 [M-H]" m/z = 25367 [M-OH]"
m/z =221 [M-30H]" m/z= 149 [A]'
m/z=119 [B,]"

Elde edilen veriler sonucu BF, bilesiginin 5,7 4 -trihidroksiflavon yapisinda

olabilecegi dusiniildii.
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Resim 3.2. BF; Bilegigi Kristal Gortintmii

Resim 3.3. BF, Bilesigi Kristal Gortintimii
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4. SONUC VE TARTISMA

Sarcopoterium spinosum (L.) Spach bitkisinin kimyasal yapisinin incelenmesi
amactyla yapilan bu galismada iki tane hidrokarbon bir tane terpenoik madde ve 2

tane de flavonoid olabilecegi diisiiniilen madde elde edildi.

Bitkinin hekzan ekstresinden elde edilen BH, bilesigi ile kloroform ekstresinden
elde edilen MK, bilesiginin ayni oldugu kromatografik ve spektroskopik

yontemlerle saptanmugtir.

Bitkinin meyvalarinin kloroform ekstresinden elde edilen MK, bilesiginin de yine
kromatografik ve spektroskopik yontemler sonucu hidrokarbon oldugu
gorulmistiir.

EE, bilesigi, bitkinin kok ve meyvalarinin etanol ekstresinden elde edilmistir.
Bilesifin kromatografik ve spektroskopik ozellikleri Reher ve arkadaglarinin
(1991) bulduklar triterpenoide benzer 6zellikler gostermektedir.

Bitkinin kok ve meyvalarinin etanol ekstresinden elde edilen BF, ve BF,
bilesiklerinin yapilar1 IR spektrumu, metanol ve kayma belirtegleri ile alinan

spektrumlar ve GC/MS spektrumlari sonucu yorumlanmustir.
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