T.L.
Istanbul Universitesi
Saplik Bilimleri Enstitiisi
Temel Eczacilik Bilimleri Boliimi
Eczacilik Temel Bilimleri Anabilim Dali
Genel Kimya Bilim Dal1
Danisman : Prof.Dr.Sevil OKSUZ

CENTAUREA AMANICOLA Hub-Mor.
BITKISININ FITOKIMYASAL INCELENMESI

48%23

Kim. F. Emel ERDEM

YUKSEK LISANS TEZI

T.0. YOuSEuazreTlyy 1o o
DOKUMARTASYOR Kicuiczl

ISTANBUL - 1996



TESEKKUR

Calismami titizlikle yonlendiren, bilgi ve disiinceleriyle daima
yardimct olan hocam Saym Prof. Dr. Sevil OKSUZ'e tesekkiirlerimi
sunarim.

Ayrica bilgi ve deneyimleriyle her zaman destek olan hocam Sayin
Prof. Dr. Ayhan ULUBELEN'e, ¢alismalarima yardimc: olan ve
desteklerini esirgemeyen ¢alisma arkadaglarima, bitkimin botanik
kisminim yazilmasimda yardimlarmi gordiigiim Farmasotik Botanik
Bdéliimiine tesekkiir ederim.



iciNDEKiLER

GIRIS VE CALISMANIN AMACT ..ot
1. TEORIK BOLUM  .......ooooiiiiiiiiiineiecinsi et esssns s

1.1. BITKININ TANIMI VE YAYILIST ..ooooooooooooooooeoeoeeeeoeooeoeee
1.1.1.COMPOSITAE FAMILYASIT ..o
1.1.2.CENTAUREA CINST ....oooooiiieieooeoeoeeeeeeesoeeoeeseseeeeeeersesssee e
1.1.3. TURKIYE FLORASINDA CENTAUREA

CINSINDEK! SEKSTYONLAR VE TURLER  ......0....ooooioi...
1.1.4.CENTAUREA AMANICOLA ......oooooooooooocoosseossesessoseeeseen, _.

1.2. CENTAUREA TURLERININ HALK ARASINDA
KULELANILIST i aionssniesiinimsimn o ibsimssiams o nmivieegs

1.3. GENEL BILGILER  ........oooooiiiiiieeeeeccae s es e es e,
1.3:1; TERPENOIT BILESIHIEBR ..ol oo omnion e i i
1.3.1.1. FLAVONOIT BILESIKLER .........cccooeveveiiiiinicceecenevennae,

1.3.1.2. TRITERPENLER .......cococooviviiiiiiieiieeseresssaese s s

132 AROMATIR BHESICLER:. «.nunnmumunsmmmsnain
1.3.3. KUMARINLER ........coooviiiiitiiicceeeesceesssaeissesesess st anssesesenesenes
1.3.4. STEROITLER
135S KARBONHIDRATEAR oo i rmnn
L3S 1, OLIROPITIER: ooncmmomnenasssmsmsmsswmnssssssmessmassmsiss

9 BUBGURAR oo e s s e e vt

2.1. TERPENOIT BILESIKLER .......oocooovooioroimoreieeemeeeeeseeeseseesenesanness
231 FLAVONOIT BILESIKEER:..cooocnnmmnnamnnmsasssgs
2.1.1.1. CAqBILESIGI : Apigenin ......ccccoooverorvrieniriesinninians
2.1.2. TRITERPENLER  ......otiiiitieieiiieee e b seese s
2121 ‘CAaBILESIOL : G-AmYHn s



2.2. AROMATIK BILESIKLER .......cccoooooiiiimiieieineseesensee e
2.2.1.CA3 BILESIGI : p-hidroksibenzoik asit ............c..cccccooooieviirnnnne,
2.2.2.CA4 BILESIG : Vanilik @it ...............coeeoorroooreeeeesseerereseereeeeennne
2.2.3.CAg BILESIGI : 4-Formil-n-heptanofenon .................c..cccooovvnnn...
2.2.4.CAg BILESIGI : 4'-Formil-2',6"-dimetoksi-n-heptanofenon...............

2:8:1:C R+ BILERIGL: Bevpolatitl o nmmummmanmsanassssising

2.4. STEROITLER

24.1.CAg BILESIGL: Boitosterol  .....cocmmumpiiiismmimissssssssssssn

2.5. GLIKOZITLER

2.5.1.CAg BILESIGI : Benzil fD-glukozit, +

2-Feniletil #-D-glukozit  ......ccccoeveevveciieiciencne,

% SONUC VE TARERIA 400N, A SN coocivisisss

4. DENEYSEL BOLUM

......................................................................................

4.1, GENEL TERNIKLER. ......c..osmmsemssusssessasnoseanssisstssssnssentascsns aspamsassssesens

4.1.1.1. SUTUN KROMATOGRAFISI ......ovvoooreereeeerereeeees e,
4.1.1.2. INCE TABAKA KROMATOGRAFIST .....cooovvovreirvireernn.
4.1.2 SPEKTROFOTOMETRELER. «.ccoviivimnisiiisss i
4.1.2.1. ULTRAVIYOLE SPEKTROFOTOMETRESI ..........ccccovuec...
4.1.2.2. INFRARED SPEKTROFOTOMETRESI g
4.1.2.3. JTHNMR VE 13C NMR SPEKTROFOTOMETRESI
4.1.2.4. KUTLE SPEKTROSKOPISI................ e s T A e
4 1.3 BELIRTECLER .....cocoomnseseressensibcssusscssssaressossassisssnssssnsransassononsad -
4.1.3.1. TERPENOIT BELIRTECI ..ot .
4.1.3.2. FLAVONOIT BELIRTECLERI..........coevveieerorerorereeernn,
4.1.3.3. UV SPEKTRUMU KAYMA BELIRTECLERI ................
R R e 4 s I TE—



42. YAPILAN ISLEMLER  ..oooooooooioooieooeeoeeeeeeeseee oo 84

4.2.1. BITKININ TUKETILMESI .......coovoiiiieoeiceeee e 84
4.2.2. KROMATOGRAFIK YONTEMLER ..........coccouiveiiiiiieienieeeiianns 84

423 KIMYASAL REAKSIYONLAR. ......covncimnassmmvssassvio 85
4.2.3.1. ASETILLEME REAKSIYONU..........coovmromrreeeoerrercenrerrecene 85

4.2.32. LIEBERMAN-BURCHARD REAKSIYONU ........c.cc..cc..... 85

4.3. ELDE EDILEN BILESIKLERIN SPEKTRAL OZELLIKLERI ......... 86
4.3.1. TERPENOIT BILESIKLER ...........ocovvoiieiiiriereeeenn s 86
4.3.1.1. FLAVONOIT BILESIKLER .........cccocooimuiiiicrceieeeerceneas 86

4.3.1.2. TRITERPENLER .........c.cccoooviieiiieeeeccs e en s 86

43 2. AROMATIR BHEESIRLER: .oiimsnsmiinsiisinimisimii 87

43 3. KUMARINLER. ... .omsums  ms o i sl v 89
ATRASTEROITEER. i slbiitorssss s slliormiaes cxsseilopmstsnesin onsessssaessoss 89

A3 ERAROZITEER . i i o s tesnsssnss s sins 90
SO0ZET ..o RNy AN AN ARSI . ..o 9]
6 SUMMARY I SN SO . N S 92



GIRIS VE CALISMANIN AMACI

Compositae familyas: ilkemizde ve diinyada en yaygm bulunan

familyalardan biridir. Ozellikle terpenoit, flavonoit ve poliasetilenik
organik bilesikler bakimindan zengin bir kaynaktir.
. Centaurea L. cinsinin iilkemizde 178 tiirii bulunmaktadir. Bunlardan
109'u endemiktir(1). Bu cinsin bir ¢ok tiiriiniin eski zamanlardan beri halk
arasmda tedavi amaci ile kullanildif bilinmektedir(s.354, 2). Baz tiirlerin
antitimor, sitotoksik, fitotoksik, antineoplastik, sitositatik, allergenik
aktivite gosterdigi literatiirlerde kayithdir(3-4). Simdiye kadar incelenmig
olan Centaurea tirlerinden terpenoit, flavonoit, poliasetilenik glikozitik
ve aromatik bilesikler elde edilmig(5-7).

Centaurea amanicola Hub-Mor. tiirii simdiye kadar incelenmemisg bir
tirdiir. Bu c¢alismada bitkinin kimyasal bakimdan degerlendirilmesi,
terpenoit, flavonoit, aromatik ve glikozitik bilegiklerinin incelenmesi, elde
edilen bilegiklerin saflagtinlmasi ve yapilannin agiklanmas: amaglanmigtir.



1. TEORIK BOLUM
1.1. BITKININ TANIMI VE YAYILISI
1.1.1. COMPOSITAE FAMILYASI

Bir yillik, iki yillik veya ¢ok yillik otsu veya ¢ali seklinde bitkilerdir.
Bazilarinda siit tagiyan borular bulunabilir. Yapraklar alternan veya
karsihikl dizilmis, stipulasiz (bazen stipulaya benzer yapilar bulunabilir),
tam, digli, loplu ya da ¢esitli sekillerde pargah olabilir.

Cigekler genellikle ¢ok sayida (nadiren 1) sapsiz ve kapitulum halinde,
1 veya ¢ok sirali braktelerden meydana gelen koruyucu involukrum ile
cevrilmigtir. Kapitulalar bazen bag geklinde ikinci bir kapitulum
olustururlar. Reseptakulum g¢iplak veya pullar, uzun tiiyler veya sert killar
tastyabilir. Cigeklerin ya hepsi erdisi ya da disi, erkek veya sterildir.

Kaliks ovaryumun iizerinde papusa indirgenmistir. Papus tity, kil veya
pul seklinde, bazen de bulunmaz. Korolla birlesik petalli, tiip, iplik veya
dil seklinde, bazen bulunmayabilir. Stamenler 4 (5) tane epipetal,
filamentler genelde serbest, anterler situlusun etrafinda silindir seklinde
birlesik bazilarinda serbesttir. Ovaryum alt durumlu, 1 karpelli, situlus
tepede ikiye dallanmugtir, disk seklindeki giceklerde stilus ¢ok defa firga
seklindedir. Meyva aken, genellikle kalic1 ya da diigiicti bir papus tasir,
papus sapsiz ya da gaga seklindeki bir uzanti {izerinde bulunur.

Compositae familyas: Tiirkiye'de 126's1 dogal 133 cins 1132'si dogal
1156 tiir ile temsil edilir. Bu tirlerin 430'u endemiktir(s.497, 1).

1.1.2. CENTAUREA L. CINSI

Bir , iki veya ¢ok yilik otsu, nadiren kiigikk dikenli ¢ali ya da daha
biiyiik her zaman yesil yaprakl yancalimsi bitkilerdir. Yapraklar alternan,
bazen hepsi tabanda veya farkli diziligtedir. Kapitulum heterogam, disk
seklinde, radianttir. Involukrum yumurtamsi, hemen hemen kiiresel,
silindirik veya ig seklinde. Involukrum seklindeki brakteler gok stral,
kiremit geklinde dizilmis, dik ve batici, zarims1 samanimsi veya derimsi
yapida, ¢ok farkh gsekillerde ekler bulunur. Reseptakulum kalin sert ve
diiz batic1 tiylidiir. Cigekler pembe, erguvani (siyalumsi-mor), sar ya da



beyazimsidir. Cevredekiler steril, huni geklinde 5-8 ya da daha ¢ok pargali
veya ipliksi ve belirgin olmayan 4-5 pargali, merkezdekiler hermafrodittir.
Akenler genellikle olgunlukta titysiizdir. Papus kalici1 veya nadiren erken
digiiciidiir. Papus esit olmayan, ¢ok sirali, merkeze dogru olanlar daha
uzun tily seklinde, en igtekiler ise ¢ogunlukla kisa ve daha ¢ok pula
benzer, bazen papus eksiktir.

Centaurea, cinsinin Tirkiye florasinda kayith 178 tirii vardir. Bu
tirlerin bir tanesi (C.pullata) yabanci kaynakli, ancak Tiirkiye'de
dogallagmig,geriye kalan 177 tir ise dogal olarak yetigir. Tirkiye
florasindaki 177 tiiriin 109'u Turkiye i¢in endemiktir. (s.513,1).

1.1.3. TURKIYE FLORASINDA CENTAUREA CINSINDEKI
SEKSIYONLAR VE TURLER {

Sect. Centaurea 20.virgata 38. jacea
* 1.amasiensis * 2l.sivasica 39.cassia
Sect. Stizolophus * 22.calolepis * 40.inexpectata
2 balsamita 23.diffusa 41 salicifolia
3.coronopifolia 24. spinosa 42‘nigres.cens
Sect. Acrolophus Sect. ammocyanus 43 stenolepis
4. arenari 25.patula Sect. Melanoloma
5.inermis 26.laxa e 44 pullata
7* 6 kilaea * 27 halophila Sect. Pseudoseridia
7.cuneifolia Sect. Phalolepis 45 stevenii
* 8.zeybekii * 28.cadmea * 46.lycopifolia
* 9.olympica * 29.aphrodisea 47 cheirolopha
* 10.polyclada * 30.amaena * 48 hermannii
* 11.sipylea * 3l.lycia * 49 drabifolioides
* 12.wiedemanniana * 32.luschaniana * 50.pseudokotschyi
* 13.cariensis * 33, lycaonica * 51.cheirolepidoide
* 14.austro-anatolica * 34.wagenitzii Sect. Pteracantha
* 15.dichroa * 35.tossiensis * 52 odyssei
* 16.consanguinea * 36.hierapolitana * 53 .xylobasis
17.aggregata Sect. Hyalaea Sect.Cheirolepis
* 18. anthemifolia 37.pulchella * 54 drabifolia

*

19.pinetrorum Sect. Jacea * 55 kotschyi



* 56.derdenifolia
* 57.deflexa
* 58.nivea
* 59.sericea
* 60.saligna
Sect Rhizocalathium
* 61.sessilis
62.rhizantha
* 63.armena
* 64.rhizocalathium
65.vanensis
. Grossheimia
* 66.helenioides
67.macrocephala
* 68.longifimbriata
. Chartolepis
69 glastifolia
70.pterocaula
* 71.demirizii
Sect.
* 72.paphlagonica
Sect. Phaeopappus
73 .spectabilis
74.aucheri
75 handelii
* 76.abtusifolia
77.albonitens
* 78 .stapfiana
Sect. Pseudophaeoppappus
* 79.antitauri
Sect. Cynaroides
80.cynarocephala

Plumosipappus

81.sclerolepis
* 82 kurdica
83.fenzli

84 haradjianii

*

*

* 85.doddsii

* 86.aladaghensis
87.gigantea

7* 88.chaldaecorum

89.spicata

90.arifolia

91 foliosa

92.tomentella

*

»*

*

*

93 .cataonica
94 haussknechtii
95.amanicola
Sect. Paraphysis
© 96.nemecii
Sect. Microlophus
97 .babylonica
98 .thracica
99.behen
100.polypod
* 101.hakarien
102.rigida
Sect. Tosimopappus

*

»

*

Sect. Mesocentron
105.solstitialis
Sect. Calcitrapa
106.iberica
107.calcitrapa
108.pamphylica
109.hyalolepis
Sect. Tetramorphaea
110.bruguierana
Sect. acrocentron

*

111.salonitana
112.athoa
* 113.pestalozzae

103.ptosimopappa
104.ptosimopappoide

Sect

114 acicularis
115.chrsantha
116.]1actucifolia
117.raphanina
118.urvillei
119.lydia
120.pseudoreflexa
121.scopulorum
122.antiochia
123.dawvisii
124.carduiformis
125.persica
126.vermiculigera
127.pseudoscabiosa
. Aegialophila
128.aegialophila

Sect. Psephelloideae

% % ¥ * =B

*

*

Sect

*

Sect

*

Sect

129.mucronifera
130.psephelloides
131.pyrrhoblephara
132.gracillima
133.taochia
134.holtziis
135.bornmuelleri
136.bervifimbriata
137 huber-borathii
138 schischkinii
139.pergamacea

. Hyalinella
140.simplicicaulis
141 .pecho

. Psephellus
142 hypoleuca
143 hedgei
144 dealbata

. Aetheopappus



145.pulcherrima
* 146.appendicigera
Sect. Ambiyopogon
* 147 karduchorum
* 148.poluninii
Sect. Odonotolophoidea
* 149.aucherana
* 150.eugenii
Sect. Xanthopsis

154. cheiranthifolia

155.bourgaei *
156.reuterana *
157.pichleri *
158.]anigera *

- 159.nigriimbriae %
160.triufettii

161.mathiolifolia
162.germanicopolitana *

167 cyanus
168.tchihatcheffii
169.ensiformis
170.sieheana

171 tardiflora

172 leptophylla
173.1a- mykaled
174.1b amplifolia
175.1c-iconiensis

151.erivanensis 163.woronowii * 176.13a cariensiformis
152 xanthocephala 164.thirkei * 177.15a-nydeggeri
* 153 .straminicepha 165.depressa 178. 127a- rechingeri
Sect. Cyanus 166.pinadii

* : Tiirkiye igin endemik tiirler
7% : Turkiye i¢in endemiklifi kesinlesmemis tiirler
e . Yabanci kaynakh tiir.

1.1.1.4. Centaurea amanicola Hub-Mor.

Iki ya da ¢ok yilhk, 65-80 cm yiikseklikte dik ve 2-8 kapitulum tagiyan
rasemler seklinde sadece iist kisimlarda dallanmigtir. Yapraklar kurudugu
zaman kafitsi, altlarda seyrek ve sert tiiyli, iistlerde ince yimiimsi tiyli,
- tam veya digli, taban yapraklan oblong-kordat saph, alttaki ve ortadaki
yapraklar oblong veya genis, lanseolat tabana dogru daralmig ve sapsiz,
orta ve iisttekler dekurrenttir. Involukrum 27-35 x 25-30 mm, ovoid veya
hemen hemen kiiremsidir. Braktelerin uzantilan biiyiik, taban kisimlarnm
tamamen gizler, kahverengi (distakiler beyazimsi), genis iicgen seklinden
kiireye kadar degigen sekillerde dairemsi, 6-8 (9) mm genigliginde, silya
tasimaz. Silyalar her iki kenarda yaklagik 12-16 (20) adet ve 3-6mm
uzunlukta tepedeki dikensi ¢ikintt 5-8 mm, aken 6 mm, papus 8-9 mm,
cicekler erguvani, giceklenme zamani 6-7. aylar. Cam ormanlarinda 900-
1300 m yiiksekliklerde bulunur. Dogu Akdeniz'e has endemik bir
tiirdiir(s.536, 8).



1.2. CENTAUREA TURLERININ HALK ARASINDA KULLANISI

Centaurea tiirlerinden bir kismu iilkemizde halk arasinda tedavi
amaciyla kullamlmaktadir(s.354, 2).

Centaurea cyanus: Ishal Kkesici, kuvvet verici, igtah agic1 ve gogiis
yumusatici etkileri nedeniyle, infiisyon halinde dahilen kullamlir. Haricen
sag kepeklenmesine ve goz hastaliklarina karsi kullamlmaktadir. Infiisyon
ile, bas yikanir ve goézler banyo yapilir.

Centaurea behen: Cigekleri midevi ve adet getirici olarak kullanr,

Centaurea calcitrapa: Infiisyon halinde (%2-6) dahilen ates diistiriicti
olarak kullanilir.

Centaurea jacea: Bitki ates diistiriicii, adet getirici, kabiz ve igtah agici
olarak kullanilmaktadir.




1.3. GENEL BILGILER

1.3.1. TERPENOIT BILESIKLER

Tim canh organizmalarda bulunan terpenoit bilesikler ¢esitli yapilariyla
dogal bilesiklerin en yaygin bulunan ve biyolojik 6énemi olan simflarindan
birini olugtururlar.

Terpenler bitki dokularinda genellikle serbest olarak bulunurlar.
Bazilann glikozitleri veya organik asit esterleri halinde, bazen de
proteinlerle birlesmis olarak bulunurlar. Terpenoit bilesikler izopren
birimlerinden [CH, = C(CH3) CH= CHj5] olusurlar.

3 mol CH3COOH'm kondensasyonu ile olugan ve alti karbonlu bir
bilesik olan mevalonik asit (Sekil 1) HyO ve CO, kaybi ile izopren
birimlerini olugtururlar.

GHs
HOOC—CH,—C—CH,CH,0H
OH

Sekil 1. Mevalonik asit

Mevalonik asit yanhzca terpenlerin sentezini saglar. ATP
(Adenosintrifosfat) ile mevalonik asit-5-pirofosfat'1 verir(Sekil 2).

i, ATP ¥
HOOC—CH,—C—CH,CH,0H ——> H0OC—CH,—C—CH,CH,OPP
OH OH

Mevalonik asit-5-pirofosfat

Sekil 2. Mevalonik asit-5-pirofosfat'm olugumu



Mevalonik asit-5-pirofosfat tersiyer OH grubunun fosforlanmasindan
sonra dekarboksilasyon wve dehidrasyon ile izopentil pirofosfat
olusur($ekil 3).

CH, CH,
| |
HOOC—CH,—C—CH,CH,OPP H-—-Ofltlll _@__g_cuzcnzopp
OH 0 {oep
s
© CH,==C—CH,CH,0PP
izopentil pirofosfat

Sekil 3. Izopentil pirofosfat olusumu

Izopentil pirofosfat, biyogenetik izopren birimidir. Izoprenoit
biyosentezine katilim ancak bir enzim vasitastyla olur ve izomerizasyonu
(prototropi) sonucu dimetil allil ester olusur($ekil 4) (s.241, 9).

g Es
CH,==C—CH,CH,0PP ====== (CH,—C=CH—CH,O0PP

Sekil 4. Izopentil pirofosfatin izomerizasyonu

Bu iki izomerin kondensasyonu geranil pirofosfati olusturur(Sekil 5).
Bu madde monoterpenleri verir.



C‘I,H3 r\ (}H3
CHa—‘C:CH'—CHZ OPP ' CH2="—C.—‘-EH-—-CHZOPP —
" H

G4 g8,
H,C—C==CH—CH,CH,C=CH—CH,OPP

Geranil pirofosfat

OFPP

Geranil pirofosfat

Sekil 5. Geranil pirofosfat olusumu

Geranil pirofosfatin izopentil pirofosfat ile kondensasyonundan farnesil
pirofosfat olugur. Bu madde seskiterpenlerin gegis bilesigidir.

Bu maddenin tekrar izopentil pirofosfat ile kondensasyonu geranil-
geranil pirofosfat1 verir. Geranil-geranil pirofosfatda diterpenleri olugturur.

Izopentil, geranil ve farnesil pirofosfat molekiillerinin birbirleriyle
degisik kondensasyonlar1 sonucu daha yiiksek yapili terpenoitler olugur.
~ Omegin triterpenler iki famesil pirofosfatin, karotenoitler ise iki geranil-
geranil pirofosfatin kondensasyonu ile olugmaktadir. izopentil pirofosfat
molekiillerinden iki, Gi¢, dort, alti ve sekizi birleserek agik zincirli ya da
halkali terpenoit bilesikleri olustururlar. Terpenoitlerin ana iskeletleri 5
karbonlu izopren (2 metil-1,3 butadien) molekillerinden olustugundan
- smiflandinlmalan izopren birimlerinin sayisina gore yapilir,. _

Ruzicka tarafindan ortaya atilmig olan "Izopren Kurah"na gore Dittiin
terpenik bilegiklerin karbon iskeletleri izopren birimlerinin iki ya da daha
fazlasimn birlesmesiyle olugmustur(s.3, 10).

Terpenler fiziksel 6zelliklerine gore iki gruba aynlabilirler.

1. Ucucu terpenler: Subuhan ile siiriiklenebilen kiigiik molekiillii
monoterpenler ve seskiterpenler

2. Ugucu olmayan terpenler: Biiyikk molekiillii seskiterpenler,
triterpenler ve politerpenler.
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izopren Sayis1 Smmifi Karbon Sayisi

1 Hemiterpenler 5C

2 Monoterpenler 10C

3 Seskiterpenler 15C
4 Diterpenler 20C
5 Sesterpenler 25C
6 Triterpenler 30C
8 Tetraterpenler 40C

(Karetenoitler)
n Politerpenler (5C)n

1.3.1.1. FLAVONOIT BILESIKLER

Flavonoitler hemen her bitki tirtinde yaygin bulunan dogal fenolik
bilesiklerin en genis smiflarindan biridir, yayiliglan en yiiksek yapili
bitkilerden basit yapili mantarlara kadar olmaktadir. (Yosunlarin biiyik
bir kismu ve bakteriler hari¢) Flavonoitler sari renkli bitki pigmentidir.
Birgok dogal bitkisel boyalarnn ana maddesidir.

- Flavonoitler kimyasal bakimdan 2-fenil benzopiran .yapis1 gosterirler...
(Sekil 6).

Sekil 6. 2-fenil benzopiran
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Flavonoitler glikozit seklinde de bulunurlar. Glikozitlesme eter bag ile
(0-glikozitler) ya da karbon baglan arasinda (C-glikozitler) olur.
Glikozitler suda kolay ¢oziiniirler. Aglikonlar hidroksil gruplarmnm
sayisina goére sulu alkol ve kloroform da g¢Oziniirler. O-glikozitlerinin
yapisimn  aydinlatilmasinda kimyasal veya enzimatik hidrolizden
yararlamlir. Seker grubunun aglikondan aynlmas: hem aglikon, hem de
seker grubunun yapisimnin belirlenmesini saglar. Sekerin bagh oldugu yeri
saptamak i¢in once glikoziti metillemek, asetillemek veya trimetilsilileter
tirevlerini hazirlamak ve ardindan hidrolizlemek gerekir. Serbest kalan
hidroksil grubu sekerin bagh oldugu yeri belirleyecektir. C- glikozitleri
enzim ya da asit ile hidrolizlenmez, gekerin yeri UV kaymalan ile
saptanir(s.258,11). Flavonoitlerin farkl iskelet yapilan (Sekil 7) gosteril-
migtir. '

Flavonoitlerin ekstreden ayrilmasi ve saflagtirilmasi i¢in kromatografik
yontemler uygulamir. Poliamid, sefadex LH-20, silikajel, seliiloz, en ¢ok
kullanilan adsorbanlardir.

Flavonoitler UV 1sikta flouresans gosterirler. Aynica fenolik yapilarn
nedeniyle de NH3 ve diger bazlarla renk degistirirler. Bu 6zelliklerinden
yararlanarak ince tabaka ve kafit kromatografisinde UV 151k (254 ve
366nm) ile incelenir. Hidroksil gruplarinin bagh olduklan yerlere gére UV
isikta, NH3 buharinda ve NA ( Naturstoffreagenz A= difenil borikasit
P-aminoetilester) belirteciyle verdikleri renkler degisir(Tablo 1).

UV spektroskopisi, flavonoit bilegiklerin yapis1 hakkinda onemli
“bilgiler-veren bir yoéntemdir(Tablo 2). Bilesigin metanoldeki ¢6zeltisine
ayn ayn NaOMe, susuz AICI;, AICI3/HCI, susuz NaOAc ve
NaOAc/H3BO3 in metanoldeki ¢ozeltilerinden az miktarda ilave edilerek
alman spektrumlarda gozlenen kaymalar, piklerin giddeti ve sekilleri
arasindaki farklar flavonoit bilegifin ana iskeleti ve molekiildeki hidroksil
gruplan hakkinda fikir verir(s.258, 11).



Tablo 1. Flavonoit yapis: ve renk reaksiyonlari

Suibstitiient UV UV/NH, UV/NA
a)Flavon, 5-OH ve 4'-OH Koyu Mor | San San
b)Flavonol, 5-OH ve 4'-OH, 3-OR . Sari-yesil San
c)Flavon, 5-OH, 3', 4-OH E " Oranj
d)Flavonol, 5-OH, 3', 4-0OH, 3-OR " " Oranj
e)Flavon, 5-OH, 4-OR ¥ Renk degismez | Kahve-mor
f)Flavonol, 5-OH, 4-OR ve 3-OR L Kahve-mor Kahve-mor

YFlavonol, 5-OH, 4-OH ve.6-OH " " Mor
a)Flavonol, 3-OH, 5-OH yada 5-OR | Soluk Sann | Renk degismez | San
b)Flavonol, 3-OH, 3' 4'-OH Oranj
a)Flavon, 5-OR Agik Mawvi ‘| Sari-yesil Sari-yesil
b)Flavonol, 5-OR, 3-OR " Mavi-yesil - San
c)Flavonol, 5-OR, 3', 4-OH i Fluoresans Oranj

Tablo 2. Flavonoitlerin UV spektroskopisindeki absorbsiyon bandlari.

Bant 1 Bant I1
Flavon 304 - 350 nm 250 - 270 nm
Flavonol 352 - 385 nm 250 - 270 nm
Flavonon ' 310- 330 nm 275 - 290 nm
Kalkon 360 - 390 nm 240 - 260 nm
Auron 390 - 430 nm 240 - 260 nm
Antosiyanidin 475 - 560 nm 275 - 280 nm
Izoflavon 300 - 340 nm 245 - 270 nm
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Flavon Flavonol

Flavanon S Dihidroflavonol

0] >
6
5
4 6‘ Sl
(0]
Auron

Antosiyanidin

Sekil 7. Flavonoitlerin farkl iskelet yapilan



Flavonoit bilesiklerin UV spektrumunda biri uzun digeri kisa dalga
boyunda olmak iizere iki absorbsiyon bandi gozlenir. Uzun dalga boyunda
olan, flavonoit yapimnin B halkasimn (Sinnamoil) absorbsiyonuyla iligkilidir
ve Bant I adim alir. Kisa dalga boyunda olan A halkasiyla (Benzoil grubu)
iligkilidir ve Bant IT adim alir (Sekil 8) (s.46, 11).

Bant I (0] Bant I
Benzoil 1 Sinnamoil
4 |

Sekil 8. Bant I ve Bant II 'yi gosteren gruplar

Bant I ve Bant II 'nin yeri flavonoit bilegikleri birbirinden farklandinir.

B halkasinda oksijen fonksiyonunun artmasi Bant I in, A halkasinda 6
ve 8 konumunda oksijen fonksiyonu bulunmasi Bant II nin uzun dalga
boyuna kaymasma neden olur. Halkalarin her ikisinde de hidroksil
grubunun olmamasi bantlarin giddetinin zayif olmasiyla belli olur.
Izoflavonlarda, Bant II 245-270 nm ve Bant I 300-340 nm'de omuz
seklinde izlenir.C-6 - C-7 dioksijene izoflavonlar olduk¢a giddetli Bant II
absorbsiyonu gosterirler.

NaOMe kuvvetli baz oldugundan, flavon ¢ekirdegindeki tiim OH
gruplanm iyonlagtirir. Ozellikle 4' ve 7-OH gruplanmn saptanmasinda
bilgi verir.

4'-OH tagiyan flavonoitler Bant 1 de 45-60 nm lik batokromik kayma
yapar ve bantin giddeti artar. 7-OH flavon ve flavonollerde 305-345nm
arasinda disiik siddette bir bant g6zlenir. Bant III olarak tammlanr.

AICl3 A halkasinda C-3 ve C-5 konumunda serbest hidroksil gruplan
ve B halkasmdaki orto-dihidroksi gruplan ile ayn ayn kelat olustururlar.

Seyreltik HCI ilavesiyle B halkasmdaki orfo-dihidroksi gruplan ile
olusan kelat bozunur. Ayrica AICI3/HCl spektrumu Bant I de olusan
batokromik kayma metanol ile alinan spektrumdaki Bant I e nisbeten 35 -
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50 nm uzun dalgaboyuna kayarsa 5-OH, 6-H gruplarinin; 25-30 nm uzun
dalgaboyuna kayarsa 5-OH, 6-OH gruplarnmn; 16-22 nm kayarsa 5-OH,
6-OMe gruplarmin varligim gosterir.

Sodyumasetat, sodyum metoksitten daha zayif bir baz oldugundan, asit
karakterdeki fenolik hidroksilleri iyonize eder C-7 de serbest OH grubu
varsa Bant II de 5-20 nm uzun dalga boyuna kayma yapar. Eger C-6 veya
C-8 de oksijen fonksiyonu varsa flavonlarda 4 - 8 nm bir kayma gozlenir
veya hig gozlenmeyebilir(s.48, 11). 4'-OH, 7-OR ise Bant I, NaOMe Bant
Iiile aym dalga boyunda ¢ikar.

NaOAc / H3BOj3 spektrumu flavon ve flavonollerde B halkasinda orfo-
dihidroksi gruplan varsa bunlar borikasit ile kelat olugtururlar Bant I 12-
30 nm uzun dalga boyuna kayar. 3'-4' serbest hidroksil yoksa spektrum
MeOH spektrumu ile aymdii(s.51, 11).

TH NMR spektrumu, flavonoit bilesiklerin aromatik halka protonlarini
ve siibstitiientlerin durumunu gosterir. Siibstitientlerin aromatik halka
protonlari 5.00 - 8.00 ppm arasinda izlenirler. Orto etkilesimlerde J = 8 -
9 Hz, meta etkilesimlerde J = 2 - 3 Hz arasindadir. Metoksi gruplan 3.8 -
3.9 ppm civaninda singlet olarak goriiliir, eger bir seker grubu bagh ise
monoglikozitlerde geker protonlant 3.0 - 4.0 ppm arasinda goézlenirken,
sekerin H-1' protonu daha asag: alanda 4,8 - 6.0 ppm duplet olarak
goriilir,. Birbirine bagh iki seker varsa, halkaya bagl sekerin H-1'
protonu, aromatikligin etkisiyle asag alana kayar (5.1 - 5.9 ppm) ikinci
sekerin H-1" protonu daha alifatik karakter gﬁsterdlgmden 4.5 -5.0 ppm
civarinda multiplete benzer pik verir. .

Kiitle spektrumunda, flavonoit aglikon ve ghkozztlenn yap1 anahzlen
hakkinda 6nemli bilgiler saglanir. Flavonoit aglikonlarinin ¢ogu siddetli
molekiiler iyon piki [M]T verirler. Bu ana pike ek olarak, flavon
aglikonlar1 [M-H]* ve [M-COJ" piklerini verirler. Metoksi flavon olmasi
halinde [M-CHj3]* ve [M-CO-CHj3]" pikleri gozlenir(s.82, 12).

Flavonlarin antifungal, antioksidant, antimikrobiyal, antibakterial
sitotoksik aktivite gosteren tipleri vardir(13 - 17).
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1.3.1.2. TRITERPENLER

Triterpenler alti izopren biriminden olugmus 30 karbonlu halkah
yapilardir. Bitkilerde hem serbest hem de triterpenik saponinler olarak
bilinen glikozitler halinde bulunurlar. Serbest triterpenler -OH, -COOH, -
CH,OH, -CHO, C=0, epoksi ve lakton gruplarindan bir ya da birkagim
bir arada tasiyabilirler(s.32, 10). Dogal ftriterpenik bilegiklerin iskelet
yapilan Sekil 9 da gosterilmektedir. Triterpenler tagidiklan halka sayisina
gore trisiklik, tetrasiklik ve pentasiklik olmak iizere {i¢ grupta toplanirlar.
Bu yapilar (Sekil 9) gosterilmistir. Hig siibstitiient tagimazlarsa triterpenik
hidrokarbonlar olarak isimlendirilirler

Triterpenlerin tamnmalarinda renk reaksiyonlar énemlidir. Liebermann
-Burchard en gok kullamlan renk reaksiyonudur. H,SOj ile olugan mavi-
yesil renk friterpenlerin varlifini gosterir(s.469, 10). Bu reaksiyonu
steroitlerde verir fakat bu reaksiyonun steroitlerde ¢ok yavag yiiriimesi ve
kizil-kahverengi bir renk vermesiyle steroit ve triterpeni kolayca ayirt
edebiliriz.

Triterpenlerin biiyilkk ¢ogunlugu konjuge ¢ifte baga ve oksokrom
gruplarna sahip olmadiklarindan UV alanda absorbsiyon géstermezler.

IR spektrumu yapidaki fonksiyonel gruplar hakkinda bilgi verir.

IH NMR spektrumu, triterpenler igin oldukga dnemlidir. Karakteristik
metilen zarflan 30 karbonlu bilegigin steroit veya triterpen oldugu
hakkinda bilgi verir. Metilen zarfi genis steroit, daha sivri ise pentasiklik
triterpen oldugu anlagiir. Ayrica metil gruplanmn kimyasal kayma
degerleri ve boliinme durumlan iskelet hakkinda bilgi verir(18).

13C NMR spektrumu, yapmin karbon iskeleti, hidroksil, karbonil ve
doymamghk gruplan hakkinda bilgi verir. Karbonlara bagh hidrojen
sayist APT spektrumuyla anlagilir. ‘

Spin-decoupling deneyleri ile protonlarin birbirleri ile etkilegmeleri
anlagilir.

Kiitle spektrumu bilesigin kapalh molekiller formiilinii gosterir ve
degisik pargalanma firiinleri ile iskeletteki fonksiyonel gruplarn yerlerinin
saptanmasin saglar(19). |

Triterpenlerin, sitotoksik, sitostatik, antifungal, antibakteriyel, antiviral,
ditiretik, antitiimor aktivite gosteren tipleri vardir(20-24).
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Sekil 9. Dogal triterpenik bilegiklerin iskelet yapilarn
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Ayrica hemen hemen her bitkide bulunan e-amyrin ve ﬂ-amyrinjn-
antiartritik ve antilipoksigenas etkileri vardir(25-27).

1.3.2. AROMATIK BILESIKLER

Aromatik Dbilesikler ozellikle dogal kaynaklardan kazamilan ve
karakteristik kokuya sahip bulunan bilesikler sinifidir. Aromatik smifin ilk
iiyesi benzendir. Benzen, siibstitiie benzen ve diger aromatik bilesiklerin
kaynag petrol ve dogal kaynaklardir.

Aromatik bilesikler halkali ve diizlemsel bilesiklerdir. Halka ya da
halkalardaki her bir C atomunun halka diizlemine dik p orbitali bulunur.
Altili halka iginde alternatif dizilmis ti¢ ¢ifte bag tagirlar. Ancak, birbirini
izleyen tek ve ¢ift bagh, aromatik olmayan halkali organik bilesiklerde
vardir. Siklooktatetraen gibi (Sekil 10).

.7/ ) -\

Benzen Siklooktatetraen

Sekil 10

Alman kimyaci Erich Hiickel, tek halkah diizlemsel bir bilesigin
aromatik olabilmesi i¢in (4n+2)n elektronuna sahip olmas1 gerektigini 6ne
siirmiigtiir. Burada n pozitif bir tamsayidir. Hiickel kuralina gére 2,6,10
ve 14n elektronu tagiyan halkalar aromatik olabilir. 8 ve 12n elektronu
tastyan halkalar aromatik olamaz. Molekiilin aromatik olabilmesi igin
biitiin & elektronlan ortaklasa kullamlmahidir ve biitiin baglayici orbitaller
dolu olmahdir. Béyle bir sistem aromatik kararhlik i¢in gerekli maksimum
ortiismeyi saglar(s.509, 28).
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Hiickel kuralina uyan yapilar arasina benzen ve tiirevlerinden bagka
polisiklik aromatik hidrokarbonlar (kondanse aromatik hidrokarbonlar,
kondanse benzenoid hidrokarbonlar) ile halka iginde heteroatom tagiyan
heteroaromatik bilesiklerde girer(s.572, 29).

fki ya da daha fazla halkamn orto konumlarindaki iki karbon atomunun
ortak kullanmak suretiyle baglanmalarindan olugmus aromatik sistemlere
"polisiklik aromatik hidrokarbonlar” denir. Aromatik karakter gosteren bu
halka sistemlerinin en yaygin olanlan, naftalen, azulen, fluoren antrasen,
fenantren, naftasen dir(Sekil 11).

5 3
5 4 4
naftalen azulen
9 1 g 9
CIT 1Y ; =
6 3 6 3
5 4 5 10 4
fluoren antrasen

8 9 7 6 5 4

fenantren naftasen

Sekil 11. Eczaciik bakimindan 6nemli kondanse halkalar

Bu kondanse halka sistemleri eczacihk bakimindan 6zellikle dnem
tagirlar. Naftalen halka sistemi tagiyan ilaglar arasinda koagiilan 6zellikte
olan K vitaminleri 6rnek verilebilir($ekil 12) (s.575, 29).
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; =~ ;

H a
(o] CH; ' n n=1+13

K, Vitaminleri K, Vitamini
Sekil 12. Koagiilan 6zellikteki K vitaminleri

Antrasen halka sistemi katartik etkide dogal maddeler olan emodin,
krizofanik asid gibi yapilann ana ¢ekirdegini olusturur. Kondanse
durumdaki halkalardan, dogal kaynakh ilag maddeleri veren bir digeri
fenantrendir. Ulkemizin 6nemli tarim iiriinlerinden olan haghag bitkisinden
elde edilen afyon alkaloidleri fenantren halkalarn tagimaktadirlar.

Heteroaromatik yapilar 5, 6, 7 vb. karbonlu halkalar olup halka i¢indeki
heteroatom (O, N, S) sayis1 bir ya da birden ¢ok olabildigi gibi bu atomlar
ayn ya da farkh cinsten olabilir, ayrica heteroaromatik yapilar tek halkali
ya da kondanse durumda bulunabilir,

Benzen ve diger aromatik hidrokarbonlar polar degildir. Suda
¢oziinmezler, ancak dietil eter, karbontetrakloriir ya da hekzan gibi
organik goziiciilerde ¢ozinirler. Benzen ¢ok kullanilan bir ¢éziiciidiir.
Aromatik hidrokarbonlarin kaynama noktalar1 oldukg¢a yiiksektir.

Aromatik yap1 IR spektrumunda iki bolgenin incelenmesiyle belirlenir.
Genelde zayif olan aril CH gerilmelerinin absorbsiyonu 3030cm-1
dolaymnda alifatik CH absorbsiyonunun hemen solunda ortaya ¢ikar. Aril
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C-C titregimlerinin absorbsiyonu 1450-1600 cm-1 de dort pik halinde
izlenir. Ancak doért pikin hepsi her zaman goézlenemeyebilir. IR
spektrumunda benzendeki siibstitlisyonun konumu belirlenebilir. Farkh
siibstitile benzen halkalan yaklasik 680-900 cm-l de karakteristik
absorbsiyon yaparlar(Sekil 13).

Sekil 13. Siibstitiie benzenlerin C - H egilim absorbsiyonlari

monosibstitile @ iki pik 730 - 770 cm! 12.9-13.7 pm
690 - 710 em™! 14.0-14.5 um
o - dislibstitite (} birpik  735-770 cm’! 12.9-13.6 pm
m - dislibstitie i¢ pik 860 - 900 em! 11.1-11.6 pm
750 - 810 cm"! 12.3-13.3 um
680 - 725 cm"! 13.7-14.7 pm
p - distibstitie —-@— bir pik 800 - 860 en! 11.6-12.5 ym

Aromatik bilesiklerin proton NMR spektrumlan karakteristiktir.
Aromatik halkadaki protonlar dugiik alanda absorbsiyon yaparlar. 3
degerleri 6.5 - 8.00 ppm arasindadir. Asag alanda absorbsiyonun nedeni
halkadaki protonlan1 daha az perdeleyecek sekilde molekiiller magnetik
alan olusturan halka akimidir. Benzenin kendi protonlanimn kimyasal
kaymas1 & 7.26 dir(Sekil 14). Halkadaki elektronegatif siibstitiientler
komsu protonlarin absorbsiyonunu daha asag alana, elektron verici
gruplar daha yukan alana kaydirnirlar. Bazen aril protonlarmin basit
yarilmalar verdigi gozlenirsede ¢ogu kez yanima gok kangiktir. Benzilik
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protonlar aromatik halka akimindan halka protonlar1 kadar etkilenmezler.
Absorbsiyonlar olduk¢a yukar alanda & 2.00 ppm civarmdadir.

H H
/,—> H CH,R
5 7.26 u u \lbenzilik protonlar & = 2.3
\_/l

Sekil 14. Benzen ve benzilik protonlarin kimyasal kaymasi

Benzen ve diger aromatik bilesiklerin UV spektrumlan basit 71 —n*
gegisleri ile kolaylikla agiklanamaz. Bu karmagikhik enerji diizeyi diisiik
bir ¢ok uyarilmig halin olmasindan kaynaklanmaktadir. Benzen 184 ve
202 nm lerde kuvvetli absorbsiyon ve 230-270 nm arasinda bir seri
absorbsiyon bantlann verir. Benzen igin A, degeri olarak en kuvvetli
absorbsiyon olan 260 nm alinmaktadir. Benzen bilesiklerinin UV
spektrumlan, kullamlan coziiciilere ve halkadaki siibstitiientlere gore
degismektedir.

Kaynagmig benzen halkalarindan olugan aromatik bilesiklerde halka
arti1, konjugasyonda ve uyarilmis halin rezonans kararlilifinda artiga yol
actigindan bu bilesiklerin UV absorbsiyonlar1 uzun dalga boylarma kayar.

1.3.3. KUMARINLER

Kumarinler bitkilerde serbest veya glikozitleri halinde bulunurlar.
Serbest kumarinler bitkiden petrol eteri, benzen kloroform veya eter ile
tikketilir. Glikozitleri ise, metanol etanol veya etanol-su karngim ile ekstre
edilir.

Kumarinler, kolon kromotografisi ile uygun adsorban kullanilarak izole
edilirler. Saflagtirmak igin preparatif ince tabaka kromotografisi, siitun
kromotografisi, sefadex LH-20 kullamlabilir(s.24, 30).

Kumarinler benzo a-piron halkasi tagtyan bilegiklerdir($ekil 15).



Sekil 15. Benzo a-piron halkasi

Yapisal 6zelliklerine gére kumarinler dort gruba aynlirlar(Sekil 16).
1) Benzen halkasinda siibstitlient tagiyan kumarinler

2) Furano kumarinler
3) Dihidrofurano kumarinler
4) Dihidropirano kumarinler
’ LI
CH,—0 0o 0
HO™ ; ; ; Farnesiferol A
3)
2) CH.,—C ,—Hc s
07 "% '\ / CH,
(6]
I,
o (o) o)
Furano kumarin (oxypeucedanin) Dihidrofuranokumarin (C olumbianadin)
4 ) .
o (6] (6]
OH

Dihidropiranokumarin (lomatin)

Sekil 16. Yapisal 6zelliklerine gore kumarin halkalar
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Kumarinlerin  bazilanmin  antikoagiilan, ditiretik, antibakteriyal
hepatotoksik, sitotoksik etki gosterdikleri literatiirlerde kayithdir
(s:21,31).

Kumarinler UV igikta (366 nm) floresans gosteren maddelerdir.

IR spektrumu lakton grubunun varhifim gostermesi bakimindan
dnemlidir. Karbonil bantlari 1700-1750 cm-! arasinda ¢ikar. C-O gerilimi
1300-1100cm-! de izlenmektedir (s.51, 31).

Kumarinler, UV spektrumlann tamnmalarinda o6nemli rol oynar.
Genellikle kumarinler 220 ve 320 nm civannda iki kuvvetli, 250-260
arasinda bir veya iki daha zayif absorbsiyon verirler(s.42, 31).

IH NMR spektrumunda kumarinlerin C-3 ve C-4 protonlar1 6.04-6.40
ppm ve 7.49 - 8.20 ppm arasinda etkilegim degeri J= 9 - 10 Hz olan iki
duplet verirler. Diger aromatik protonlar, halkadaki siibstitiisyona bagh
olarak (hidroksil, metoksi, metilen vb.) gbzlenirler.

El-kiitle spektrumunda, genellikle molekiiler iyon pikinden sonra
izlenen en belirgin pik lakton karboniline ait [M-28]" kopusudur. Boylece
bilesik benzofuran tipine doniisiir.

13C NMR spektrumunda; C-2, 160 ppm civaninda; C-3 115 ppm; C-4,
140 ppm; ; C-5, 128 ppm; C-6, 125 ppm C-7, 131 ppm, C-8, 116 ppm
civarinda ¢ikmaktadir(s.44, 30). Bu degerler siibstitiisyonlarin cinsine ve
konumuna bagh olarak degisiklikler gosterirler.

.1.3.4. STEROITLER

Steroitler siklopentanperhidrofenantren halka sistemi igerirler. Halkalar
A, B, C, D, harfleriyle belirtilirler ve iskelet asagidaki gibi
numaralandinhir($ekil 17).

Sekil 17 Siklopentanperhidrofenantren
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Steroitler bitki ve hayvanlarda yaygin bulunan bilesiklerdir. Steroitler
mide ve safra asidleri, cinsiyet, adrenal korteks hormonlan, kalp
glikozitleri, D vitamini gibi hayati fonksiyonlar iizerinde etkili olan
maddelerdir(s.517, 32).

Bitkiden degisik polaritede ¢oziiciilerle ekstre edilirler. Genellikle polar
olmayan ¢6ziiciller kullamlir. Ancak steroit molekiiliiniin hidroksil
karboksil gibi gruplar igermesi veya glikozit yapida olmasi durumunda
alkol etilasetat gibi daha polar ¢oziiciiler kullanilir.

Steroit ekstrelerinin ayrilma ve saflagtirma iglemleri kolon ve preparatif
ince tabaka kromotografisi ile yapilir(s.316, 33).

Bitkisel sterollerin yapisinda biyogenetik olarak C-3 de bir hidroksil
grubu C-5 de bir ¢ifte bag vardir ve C-17 den de bir yan zincir
baglanmistir C-3 de ki hidroksil grubu halkadaki metil gruplan ile dik ag1
yaparsa cis yapidadir. Bu konuma /£ sekli denir. Paralel olursa trans yapi
ya da «a sekli denir. Dogal steroitler de A ve B halkalan cis- veya trans, B
ve C halkalan daima frans-, C ve D halkalann da genellikle trans-
durumundadir(s.671, 32).

Dogada steroller, serbest, ester veya glikozitleri halinde bulunurlar.

Sterollerin taninmasinda bir ¢ok renk reaksiyonundan yararlanilir. En
¢ok uygulanan renk reaksiyonu Liebermann-Burchard Reaksiyonu-
dur(s.1601, 34).

Steroitlerin yapilarinin  saptanmasinda  spektroskopik  yontemler
Onemlidir.

- Steroitlerin tanmmasinda UV spektrumu fazla bilgi: vermez. Genellikle
¢ifte baglar izole durumda oldugundan 200 - 210 nm arasmnda bir ug
absorbsiyon verirler(35).

IR spektrumu, bilesigin fonksiyonel gruplarinin saptanmasi ag¢isindan
o6nemlidir. Parmak izi bolgesi steroitler i¢in karakteristik ve oldukga
kanigiktir. 3350-3550 cm-! arasinda serbest veya hidrojen bagi yapan
hidroksil gruplan, 2850-2900 cm-! alifatik C-H baglan 1640-1650 cm-!
de ¢ifte baglar izlenebilir.

IH NMR spektrumunda metil bantlar1 0.5 - 1 5 ppm arasinda goriiliir,
metilen bantlari 1.5-2.5 ppm arasinda ¢ikar. Steroitlerde metilen pikleri
¢ok karmagik ve yaygindir; bu nedenle metilen bantlann yerine metilen
zarfi‘denir. Hidroksile komgu hidrojenler 3.5 - 4.5 ppm de doymamighk
bantlar1 5 - 6 ppm arasinda gorilir.
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Kiitle spektroskopisi, steroitlerin yapi tayininde ¢nemli rol oynar.
Spektrumlarda molekiil agirhgmmi ve molekil formiilinii tayin etmeye
yarayan molekiiler iyon piki goriilir. En ¢nemli pikler, M+, [M-CH3]™,
hidroksil grubu varsa [M-H,O]" banti ve [M-D halkas: + yan zincir] ,
[M-D halkas1 +H], [M-D halkas1 +M-H,0] bantlandir(s.32, 10).

1.3.5. KARBONHIDRATLAR

1.3.5.1. GLIKOZITLER

Glikozitler karbonhidrat smifindandir. Karbonhidratlar 6zellikleri
bakimindan ¢ok farklihk gosterirler. Cesitli tiplerdeki karbonhidratlar
arasindaki en belirgin farklilik molekiillerin biiyiikliiklerinden kaynaklanir.
Genellikle basit sekerler olarak adlandirilan monosakkaritler en basit
karbonhidrat birimleridir ve daha kiiciik karbonhidrat birimlerine
hidrolizlenemezler. En 6nemli bes monosakkaritin yapisal formiilii ve
Fischer izdiistimleri agsagida gosterilmigtir(Sekil 19).

Monosakkaritler dimer, trimer, ve polimer vermek tizere birbirlerine
baglanabilirler. Dimerlere disakkaritler denir. Sakkaroz bir disakkarittir ve
bir birim glukoz ile bir birim fruktoz vermek iizere hidrolizlenebilir($ekil
18). Mono ve disakkaritler suda ¢6ziiniirler ve genellikle tathdirlar(s.991,
36).

H,0, H*
——-
181

1M sakkaroz IM glukoz + 1M fruktoz
disakkarit

Sekil 18. Sakkarozun hidrolizi



1CHO
He2C —=0H
HO w—C —=}
H =—C —=0 H
H w=C —=0 H
¢ CH,0H

CH,0H

HO s —=H
H =—C —=0 H
H me—C —=0 H

CH,0H

CHO
H =—C —=O H
HO =—C —=H
HO =—C —=H
H —=0 H
CH,OH

cCHO
H =—C =0 H
H =—C —==0 H
H =—C —=0 H
CH,O0H

CHO

H »—C —=0 H

H ==—C —=0 H
CH,0H

Yapisal Formiilii

27

ya da

D - glukoz

ya da

D - fruktoz

ya da

D - galaktoz

va da

D - riboz

ya da

2 - deoksi - D - riboz

CHO
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H=——1T—0H

CH,0H

CH,0H

HO H
H ————0 H
H—1—0H

CH,0H

CHO

HO ——H
HO ——H
H———OH
CH,O0H

CHO

H ——t+—0'H
H ——t4——0 H
CH,OH

Fischer izduisiimi

Sekil 19. En 6nemli monosakkaritler
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Ikiden sekize kadar monosakkarit birimi igeren karbonhidratlar
oligosakkaritler olarak tammlanir. Bir karbonhidratn hidrolizinden sekiz
birimden fazla monosakkarit olusuyorsa bu karbonhidrat bir
polisakkarittir.

Glukoz en 6nemli monosakkarittir, kan gekeri, tiziim gekeri ve dekstran
olarak adlandirilir, polarize 15131 saga g¢evirir. Memeliler sakkaroz, laktoz
maltoz ve nisastayr glukoza doniigtiirebilirler ya da glikojen olarak
depolanir. Organizmanin enerjiye ihtiyaci oldugu zaman glikojen yeniden
glukoza gevrilir.

Fruktoz polarize 15181 sola geviren bir geker oldugu i¢in leviiloz olarak
adlandinlir. En tath dogal sekerdir, meyvelerde ve balda bulunur.
Glukozla birlegmis olarak sakkarozda da bulunur.

Galaktoz, bir disakkarit olan laktozda, glukoza bagh olarak bulunur.
Riboz niikleikasitlerin polimerik yapilarmin bir kismim olugtururlar.

Karbonhidratlar "-oz" eki ile ifade edilirler. Aldehit grubu igeren
monosakkaritler aldozlar (aldehit+oz) olarak  ifade edilirler. Glukoz,
galaktoz, riboz ve deoksiriboz gibi.

Fruktoz gibi keton grubu iceren monosakkaritlere ise ketozlar
(keton+oz) denir. Bir monosakkarit karbon sayisina bagh olarak (iigten
yediye kadar) tri, tetra, penta vb. gibi belirtilir(Sekil 20). Omegin trioz tig
karbon igeren bir monosakkarit, heksoz ise alti karbon igeren bir
monosakkariti belirtir. Glukoz heksoza bir 6rektir(s.349, 37).

CHO
o H—¢—on
CHO H_?—OH. HO—C—H
S HO—(!,—H HO_(f_H_ H—C—OH
H—&—0H H—CI,—OH H'—(i—OH H—C—oOH
CH, 08 CH,0H CHLOH CH,0H
D - gliserinaldehit D - treoz D - ksiloz D - glukoz
trioz tetroz pentoz heksoz

Sekil 20



Glukozun alti karbon atomu vardir. 1 nolu karbonunda aldehit grubu
bulunur. Alkollerle aldehitler arasinda "yar asetal" olugur (Sekil 21).

(0] OH
Il H*
R—C—H + R'OH —_— R—CH—OR'
yan asetal

Sekil 21. Yan asetal olusumu

Sulu ¢ozeltide glukoz, halkali yanasetal vermek iizere molekil igi
tepkimeye girer. Bes tiyeli halkali yanasetal (4 nolu karbondaki hidroksil
grubu ile) ya da alti-tiyeli halkali yariasetaller (5 nolu karbondaki hidroksil
grubu ile) olusur (Sekil 22).

1CHO 1%HO
- o H—’(f—on
HO—C—H HO—C—H
ya da 5 |
H—-C —OH H—(f-—OH
H—C—OH H—sfi—OH
6§ CH,OH 6 CH,OH

Sekil 22. Glukozda halkah yan asetal olusumu

(%Hzoﬂ
0 % 0
HOH
5~ H0n H/H \OH
C [ ] . 1
; - g ;
\.ll HO HO\ H I_II/H

O
==t A
OH H 4 OH
D-fruktofuranoz D-glukopiranoz

Sekil 23. D-Fruktofuranoz ve D-Glukopiranoz halkalan
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| l | | OH HO | | H
. - e
H OH H OH H OH
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aqik - zincirli aldehit gekli Bl Al Rinnercomen

Sekil 24

Agik - zincirli yapida kiral (dort farkhi grup bagh olan karbon atomu)
olmayan 1 nolu karbon (aldehit karbonu) halkalagma ile kiral hale gelir.
Bu nedenle, halkalagma ile bir ¢ift diastreomer olugur. Sulu ¢ozeltide
biitiin yanasetal yapilar aldehit yapisiyla dengede bulunurlar (Sekil 24).

Alt1 karbonlu halkal yan asetal seklindeki monosakkarite piranoz adi
verilir. Aym sekilde beg karbonlu halkali yanasetal sekline furanoz denir.
Furanoz ve piranoz terimleri genellikle monosakkaritin adi ile birlestirilir.
Omegin D-glukozun halkali yapis1 i¢in D-glukopiranoz, D-fruktozun
halkah yapis1 i¢in D-fruktofuranoz terimleri kullambir (Sekil 23).

Sekerlerin halkali yapilarnm gostermek tizere, Haworth izdiigiim
formiilleri gelistirilmistir. Haworth formiilinde 1 nolu karbon sagda
gosterilerek ¢izilir. ~-CHpOH grubu, D-serisinde halka diizleminin
iistinde, L-serisinde halka diizleminin altinda yer alir (Sekil 25).

CH,O0H

CH,OH

D - serisi L - serisi

Sekil 25. Sekerin Haworth izdiigtim formiiliinde D ve L serileri
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Konformasyon formiiliinde piranoz halkasi sandalye seklinde gosterilir
(Sekil 26).

H,OH

H oH
° \on

OH
o — D - glukopiranoz

Sekil 26. a-D-glukopiranozun Haworth formiilii ve sandalye sekli

Eger CH,OH grubu, Haworth formiilinde halka diizleminin altinda
gosterilmigse, konformasyon formiilinde de altta gosterilir. Herhangi bir
alti tiyeli halkada oldugu gibi burada da substitiientlerin ekvatoryal
konumu yegledigi kabul edilir.

Diastreomerlere, yani sadece 1 nolu karbonda konfigiirasyon farklihig
bulunan monosakkaritlere birbirinin anomer'i denir. Monosakkaritteki
karbonil karbonu (C-1) anomerik karbondur (Sekil 27).

H,0H H,OH
0
| OH
H OH
° \ox HO N\ oy
OH OH
o - D - glukopiranoz B - D - glukopiranoz

Sekil 27. Birbirinin anomeri D-glukopiranozlar
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Glikozit karbonunu (aldozdaki 1 nolu karbon) tanimak kolaydir. Ciinkii
bu karbona iki tane oksijen fonksiyonu baglanmigtir(Sekil 28).

OR

glikozit

Sekil 28

Bir monosakkaritin yan asetali, sulu ¢ozeltilerinde agik-zincir sekli ve
anomeri ile dengede oldugu halde bir asetal notral ve bazik ¢6zeltilerde
kararlidir. Bu nedenle, bir glikozit sudaki ¢ozeltisinde aldehit ve anomer'i
ile dengede bulunmaz.

Glikozitler genel olarak kati, kristalize, renksiz ve aci lezzetli
bilesiklerdir. Cok farkli yapiya sahip olduklarindan stabiliteleri
¢oziintirlitkleri ve polarize 1513a karst olan etkileri degisiktir. Sudaki
¢oziniirlik dereceleri degisik olmakla birlikte genellikle etanolde
¢oziniirler. Oksijensiz organik ¢oziiciilerdeki ¢oziniirlikleri ¢ok azdir.

Enzim veya seyreltik asit etkisiyle yapilan hidroliz sonunda glikozitler

seker ve seker olmayan kisimlara (aglikon) aynlirlar.
. Aglikon aromatik veya alifatik yapida olabilir. Enzimlerin etkileri
spesifik oldugu igin her bir enzim ancak bir tip glikoziti hidroliz edebilir
6megin S-glikoz ile olugmus bir glikozit ancak S glikozidaz emiilsin ile
pargalanabilir, a-glikozidas (maltaz) bu glikozite tesir etmez.
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2. BULGULAR
2.1. TERPENOIT BILESIKLER
2.1.1. FLAVONOIT BILESIKLER

2.1.1.1. CA; BILESIGI : Apigenin

RS ORY.
C "
OH 0]

Sekil 29

CA, bilesigi agik san renkli, amorf, silikajel plakta UV lamba altinda
incelendifinde kizil-kahverengi serik siilfat belirteci piskiirtiildiigiinde,
110°C bekletildiginde san renk vermektedir.

%30 Iuk CH3COOH ¢ozeltisinde selilloz plakta yiiriitiiliip, UV lamba
(366 nm) altinda incelendiginde kizil-kahve, NH3 buharna tutuldugunda
sari, NA belirteci puskurtildigiinde san-yesil renk vermesi bilesigin
- 4'-OH 5-OH yapisinda bir flavon oldugunu ditgiindiirmiigtiir... :

- CA, bilesiginin metanol'de UV spektrumu alindiginda(Sekil 30) Bant I
336 nm de, Bant II 266 nm de izlendi. NaOMe ilavesi ile Bant I de
goriilen 56 nm lik batokromik kayma 392 nm ve bant siddetindeki artma
4'-OH grubu oldugunu gostermektedir. AICl; ilavesiyle alinan spektrumda
Bant I in 384 nm ye, AlCl; / HCI ile alinan spektrumda Bant I 381 nm
kaydign gozlenmistir. HCI ilavesiyle elde edilen spektrumdaki Bant I in
orjinal spektrumdaki MeOH Bant I ile arasinda 45 nm lik bir kayma
oldugu gorilmektedirr Bu durum C-6 da hidrojen bulundugunu
belirtmektedir. NaOAc ile alman spektrumdaki Bant I in NaOMe ile
alinan spektrumdaki Bant I'den daha kisa dalga boyuna 376 nm kaymas:
ve ayrica NaOMe spektrumda Bant III iin 324 nm goriilmesi C-7 de OH
grubu bulundugunu gostermektedir. NaOAc/H3;BO;3; spektrumunda, Bant 1
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in orjinal Bant I ile aym dalga boyunda (336 nm) gikmasi C-3' de hidrojen
bulundugunu gostermektedir.

1H-NMR spektrumunda (CD;0D, 8 ) (Sekil 31); 7.85 ppm (2H, d, J=
8.5 Hz, H-2' ve H-6' ), 6.95 ppm (2H, d, J= 8.5 Hz, H-3' ve H-5')
protonlan izlenmektedir. 6.46 ppm de (1H, d, J= 2.5 Hz, H-6), 6.22 ppm
de (1H, d, J= 2.5 Hz, H-8) ve 6.58 ppm de (1H, s, H-3) protonlan
gorillmektedir. |

CA,  bilesiginin  spektroskopik oOzelliklei ve ince tabaka
kromatografisinde (ITK) standart madde ile Kkarsilagtiilmasi sonucu
apigenin oldugu anlagiimgtir.
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Sekil 30 Apigenin in UV spektrumu, nm, (MeOH)
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Sekil 31. Apigenin in'H NMR spektrumu, 8 , (CD;0D)
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2.1.2. TRITERPENLER

2.1.2.1. CA, BILESIGI : a-Amyrin

CA, bilesigi renksiz kristal halinde, silikajel plakta UV 151k altinda
goriinmeyen, serik sillfat belirteci piiskiirtilliip 110°C de bekletildiginde
kahve-mor aras: renk alan bir bilesiktir.

UV spektrumunda (MeOH) (Sekil 33); 210 nm de bir ug absorbans
gostermektedir.

IR spektrumunda (CHCl3) (Sekil 34); 3400 cm-! de hidroksil grubunu
ve 1650 cm-! de doymamughk pikini gostermektedir. 2950 cm-1 de
alifatiklik, 1450 cm-! 'de CHj3 gerilim pikleri, 1380 ve 1360 cm-! de gem-
dimetil grubunun varhgm ortaya koymustur.

IH NMR spektrumunda (CDCl3,8) (S$ekil 35); iist alanda izlenen metil
pikleri bilesigin triterpen yapisinda oldugunu belirtmigtir.0.85,0.96, 1.04
0.87, 0.79, 1.06 ppm lerdeki singletler ile metil gruplan gézlenmigtir. 1.00
ppm de (J= 6.5 Hz) ve 1,02 ppm de (J=6.5 Hz) deki metil dupletleri ile
bilegigin triterpen oldugu kesinlik kazanmigtir. 3.24 ppm deki double
duplet (J = 5 ve 10 Hz) hidroksil grubuna komsu bir protonu (H-3), 5.18
ppm deki triplet ( J=2.5 Hz.) vinilik protonu (H-12) g6stermektedir.

Ursan tipi triterpenlerde genellikle hidroksil grubu C-3'de B -
pozisyonunda, gifte bag ise C-12 ve C-13 arasinda yer almaktadir.

Standart madde ile karsilastinlan CA, bilesiginin yapisi a-amyrin
olarak agiklanmugtir,
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Sekil 33 @-Amyrin in UV spekturumu, nm, (MeOH)
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Sekil 34. a-Amyrin in IR spektrumu, cm-! , (CHCl3)
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Sekil 35. a-Amyrin in 'H NMR spektrumu, & , (CDCl3)
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2.2. AROMATIK BILESIKLER

2.2.1. CA3; BILESIGI : p- Hidroksibenzoik Asit

COOH

OH

Sekil 36

CAj bilesigi san renkli amorf haldedir. Silikajel plakta UV 151k altinda
(254 nm) incelendiginde mor goriinen ve serik siilfat belirteci pliskiirtilliip
110°C bekletildiginde agik grimsi bir renk almast bu maddenin asit
yapisinda olabilecegini diiglindiirmiigtiir.

UV spektrumunda (MeOH)(Sekil 37) 225, 250, 280 nm lerdeki
maksimum absorbanslar aromatik bir yapiya sahip oldugunu
gostermektedir.

IR spektrumunda (KBr)(Sekil 38); 3417 cm-! de bir hidroksil grubu
1693 cm-!1 de asit karbonili, 2921-2852 c¢cm-1 de bir omuz ve 1651, 1597,
. 1548, 1461 cm-! deki pikler yapmn aromatik oldugunu dogrulamis ve
1250 cm-! de C-O gerilim piki izlenmigtir. “

IH NMR spektrumunda (CD30D, 8§ )(Sekil 39), 7.82 ppm'de (2 H, d,
J= 9 Hz, H-2 ve H-6) ve 6.72 ppm de (2H, d, J= 9 Hz, H-3 ve H-5)
pikleri 1,4-disiibstitiie aromatik halka protonlanm, 3,65 ppm de (genig
singlet, OH) ise hidroksil grubunu gostermektedir.

Aynca CA; maddesinin standart madde ile yapilan kargilagtirma
- sonucunda p-hidroksibenzoik asit oldugu tespit edilmistir.
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Sekil 37 p-Hidroksibenzoik asit in UV spektrumu, nm, (MeOH)
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2.2.2. CAyBILESIGI : Vanilik Asit

Sekil 40

CA, bilesigi sart renkli amorf haldedir. Silikajel plakta UV 151k altinda
(254 nm) incelendiginde mor ve serik siilfat belirteci piiskirtiliip 110°C
bekletildiginde grimsi bir renk almaktadir.

UV spektrumunda (MeOH)(Sekil 41) 290, 250, 220 nm lerdeki
absorbanslar aromatik bir yapiya sahip oldugunu gdstermektedir.

IR spektrumunda (KBr)(Sekil 42); 3450 cm-! de OH- grubu, 2920
2840 cm-! de C-H gerilim piki, 1690 cm! de asit karbonili, 1600, 1520
cm-! lerde aromatiklik, 1220 cm-! de C-O gerilim pikleri izlenmektedir.

1TH NMR spektrumunda (CD30D, §)(Sekil 43) 3.90 (3H, s) OCHj,
6.80 (1H, d, J= 8 Hz, H-6), 7.50 (1H, dd, J= 8 Hz, 2 Hz, H-5), 7.55 (1H,
d, J=2 Hz, H-3) pikleri izlenmigtir.

El-Kiitle spektrumunda (Sekil 44) molekiller pik m/z 168 C3H304
kapah formiiliinti vermekte, m/z 123 piki [M-45]* asit grubunun (COOH)
kopusunu gostermektedir.

Standart madde ile ITK da yapilan kargilaghrma sonucu bu bilesigin
vanilik asit oldugu tespit edilmigtir.
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Sekil 43. Vanilik asit in IH NMR spektrumu, & , (CD3;0D)



100%
95
90

853

80

753

70:

65

602

55

453

123

168

153

o
Lt
{
e

60 350 abu 450  s5d0 5

]
b

0

600

65

0

5.4E6
5.2E6
4.9E6
4.6E6
4.3Eb6
4.1E6
3.8E6
3.5E6
3.3E6
3.0E6
2.7E6
2.4E6
2.2E6
1.9E6
1.6E6
1.4E6

1.1E6

8.2ES5
5.4ES

2785

0.0E0
m/z

Sekil 44. Vanilik asit in EL-Kiitle spektrumu, §

6t



50

2.2.3. CAs BILESIGI : 4'-Formil-n-heptanofenon

1 C—CH,CH,CH,CH,CH,CH,
(I)l ' 2 3 4 5 6 7

Sekil 45

CAj bilesigi UV 151k altinda (254 nm) mor goriinmekte serik siilfat
belirteci piiskirtiilip 110°C de bekletildiginde kahverengi bir renk
almaktadr.

UV spektrumunun (MeOH)(Sekil 46); 220 ve 285 nm lerde iki
absorbsiyon gOstermesi, aromatik bir yapiya sahip olduunu
diisiindiirmektedir.

IR spektrumunda (CHCl;)(Sekil 47); 3200 cm-! de kiigiik bir omuz ile
aromatik C-H gerilimi, 1710 cm-! de aromatik halkaya bagh aldehit
karbonili ve 1690 cm-! de keton karbonili, 1620-1480 cm-1 arasindaki
dort pik ile aromatik halkanmn karakteristik pikleri, 1185 cm-1 de C-O
gerilim pikleri izlenmektedir.

IH NMR spektrumunda (CDCls, 8 ) (Sekil 48); 9.87 ppm de bir
singlet ile aldehit protonu, 7.81 ppm de (2H, d, J= 8,5 Hz, H-5', H-3"),
6.95 ppm de (2H, d, J= 8.5 Hz, H-2', H-6") bir ¢ift duplet ile 1,4
distibstitiie aromatik halka protonlarim 2.36 ppm de (3H, t, J= 7Hz, H-2)
ve 1.62 ppm (2H, t, J= 7 Hz, H-3) lerde genislemis tripletler halinde -
CHp- (metilen) grubu protonlan izlenmektedir. ayrica 1.20-1.30 ppm ler
arasinda silikajel pikinin altnda -CH»- gruplan bulundugu spin-
decoupling deneyleri ile anlagilmigtir (Preparatif ince tabaka
kromotografisi ile yapilan temizlemelerde silikajelden ileri gelen pik 1.20
- 1.25 ppm ler arasinda izlenmektedir.) 0.90 ppm deki (3H, t, J= 7Hz, H-
7) triplet molekiilde bir terminal metil grubu -CH,-CHj3 g6stermektedir.

Spin-decoupling deneyleri ile hem aromatik protonlar, hem de yan
zincirdeki gruplarm birbirlerine gére konumlan kolayca izlenmistir.
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6.95 ppm deki duplet (J= 8.5 Hz) iginlandiginda 7.81 ppm deki duplet
bir singlete donismugtir. 1.30 ppm de multiplet igmlandifinda iki
sinyalde 6nemli degisiklik izlenmistir. 0.90 ppm de triplet singlete, 1.62
ppm deki genig triplet ise sadelesmistir Bu durum -CH,-CH,-CHj
grubunun varhgm goéstermektedir.

Ayrica 1.62 ppm deki sinyalin 1gmnlanmasi 2.36 ppm deki tripleti
singlete donigtiirerek birbirlerine komsu oldugunu ve 2.36 ppm deki CH,
grubunun bir taraftan bir CH, grubuna (1.62 ppm) diger taraftan bir
kuarterner karbona komgu oldugunu agik¢a belirtmektedir.

I3C NMR (APT) spektrumu (Sekil 49) ; 201.0 ppm de bir keton, 190.7
ppm de aldehit karbonu, 132.3 ve 1159 ppm lerde aromatik CH
karbonlarimi gostermektedir. Ust alanda 33.4, 31.9, 24.7 22.4 ppm lerde
metilen karbonlari, 14.1 ppm de bir CH; karbonu izlenmektedir. Madde
miktar1 az oldufundan biitiin kuartemer karbonlar spektrumda
gbzlenememistir.

Bilesigin El-kiitle spektrumu (Sekil 50) molekiiler iyon pikini m/z 219
[M+1]*+ vererek C;4H;30, kapali formiiline uygunluk gostermigtir. m/z
113 [M-C;HsO]" aromatik halkanm , bagli  zincirden kopusunu
gostermektedir..

"Tiim spektroskopik bulgular ile bilesigin yapisinin  4'-formil-n-
heptanofenon yapisinda oldugu anlagilmugtir. Literatir ¢aligmalart (s5.435,
43; 39) bu maddenin dogal olarak ilk kez elde edildigini gostermistir.

Tablo 3.
Isinlanan Proton Degisen Proton Sinyalde Izlenen Degisiklik
ppm (3) ppm (8) |
6.95 (H-2', H-6) 7.81 (H-5', H-3") | duplet —singlet
1.62 (H-3) 2.36 (H-2) triplet —singlet
1.30 (H-6) multiplet —sadelesti
1.30 (H-6) 0.90 (H-7) triplet —singlet
1.62 (H-3) triplet —>sadelesti
0.90 (H-7) 1.30 (H-6) multiplet —>genis triplet
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Sekil 46  4'-formil-n-heptanofenon un UV spektrumu, nm, (MeOH)
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2.2.4. CAz BILESIGI : 4'-Formil-2',6'-Dimetoksi n-Heptanofenon

CHO

H,CO OCH,
C—CH,CH,CH,CH,CH,CH,
0

Sekil 51

. CAg bilesigi UV 151k altinda (254 nm) kizil-kahve renkli, serik siilfat
belirteci ile 110 °C de bekletildiginde kahverengi bir renk almaktadir.

UV spektrumu (MeOH) (Sekil 52); 305 ve 220 nm lerde iki maksimum
absorbsiyon gdstermisgtir.

IR spektrumunda (CHCI3) (Sekil 53); 3040 cm-! kiigik omuz ile
aromatik C-H gerilimi, 2920 - 2940 cm-! de alifatiklik, 1670 cm-1 de
aromatik halkaya bagh karbonil, 1700 cm-1 de bir aldehit karbonili, 1600-
1510 cm-! lerde aromatik halkanin karakteristik pikleri izlenmistir.

IH NMR spektrumunda (CDCI3,8) (Sekil 54); 0,90 ppm deki (3H, t,
J= 7 Hz, H-7) triplet ile bir terminal metil grubu 1.10-1.30 ppm ler
arasinda silikajel pikinin altinda -CH,- gruplarmm bulundugu spin-
decoupling deneyleri ile anlagilmigtir(H-4, H-5," H-6). 1.62 ppm de ve
2.32 ppm lerdeki (J= 7Hz, H-3, H-2) genis tripletler ile metilen grubu
protonlan goriilmiigtir. Ayrica 3.93 ppm deki (6H, s, OCH;3) singlet
metoksi grubunu ve 7.16 ppm deki (2H, s, H-3', H-5") iki protonluk bir
singlet aromatik protonlar1 9.83 ppm deki (1H, s, CHO) singlet ile aldehit
grubu protonu izlenmigtir.

Spin-decoupling deneyi (Sekil 55) (Tablo 4) protonlarin, dzellikle metil
.ve metilen gruplarinin birbirleri ile etkilesimlerini agik¢a gostermigtir. 1.62
ppm deki genis triplet 1gmlandifinda 2.32 ppm deki genis triplet, bir genis
singlete doniigiirek, bu iki grubun birbirine komsu oldugunu, 1.10 - 1.30
ppm deki silikajel pikinin altindaki protonlarda sadelesme goriilmiistiir,
ayrica 2.32 ppm deki grubun diger taraftan bir tersiyer karbona komsu
oldugunu goéstermistir.
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Tablo 4. CA4 bilesiginin 'H NMR Spin-decoupling deneyleri

Isinlanan proton Degisen proton Sinyalde izlenen degigiklik
ppm (3) ppm ()
2.32 (H-2) 1.62 (H-3) genis triplet — keskin triplet
1.62 (H-3) 1.30 (H-6) multiplet — sadelesti
2.32 (H-2) genis triplet — singlet
1.30 (H-6) 0.90 (H-7) triplet — singlet
0.90 (H-7) 1.30 (H-6) multiplet — genis triplet

Bu islemin tersi yapildiginda yani 2.32 ppm'deki sinyal 1gmlandiginda
1.62 ppm deki genig triplet sadelesmis fakat 0.90 ppm deki metil sinyali
etkilenmemigtir. Bu durum 1.62 ppm deki CH, grubunun, CH3 grubuna
komsu olamayacafmi, ancak bagka bir CH, grubuna komsu oldugunu
agikca belirtir. Diger taraftan 0.90 ppm'deki metil sinyali 1smmlandifinda
1.30 ppm deki sinyal sadelesmis , bunun tersi yapildiginda 0.90 ppm deki
triplet singlete doniigmiigtiir. Bu deneyler molekiilde

- (1:—— CH, - CH, - (CH,), - CH, grubu bulunabilecegini géstermistir.

I3C NMR (APT) spektrumu (CDCl3-MeOH) (Sekil 56) bu bilesigin
simetrik bir bilesik oldufunu diigiindiirmiigtiir. 202.2 ppm de bir keton
karbonili, 190.8 ppm de bir aldehit karbonu goériilmiistiir. 151.2 ppm de
oksijene komsu aromatik karbon (C-2', C-6") 106.7 ppm de aromatik
halka karbonlarn (C-3', C-5"), 66.5 ppm de metoksi karbonu izlenmektedir.
Spektrumun alt alaninda 14.1 ppm de bir metil sinyali (C-7) , 24.6 , 29.6,
34.9 ppm lerde CH, gruplarinin karbonlan (C-2, C-3, C-4, C-5, C-6)
izlenmektedir.

Bilesigin El-Kiitle spekturumu (Sekil 57) molekiiler iyon pikini #2/z 279
da [M+1]* vererek Cy¢H,,04 kapali formiiliinii gostermigtir. m/z 165 [M-
C4JH,30]* aromatik halkaya bagh zincirin kopusunu gostererek molekiilde
"5 adet CH, grubu bulunmasi gerektigini dolayisiyla zincirin
-CH, -CH, -CH, -CH, -CH, -CH, seklinde oldugunu gosterir m/z 113
[M-CogHgO3]* ve m/z 141 [M-CgHgO,]* Kkopuslann spektrumda
izlenmektedir. Spektroskopik bulgular degerlendirilerek CAg¢ bilesiginin
aromatik keton yapisinda oldugu anlagiimgtir.
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Tum spektroskopik bulgular ve literatiir ¢aligmalar yardum ile bilesigin
yapis1 4'-formil-2',6'-dimetoksi-n-heptanofenon olarak agiklanmistir. Bu
bilesik dogadan ilk kez tarafimizdan elde edilmistir.
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Sekil 52 4'-formil-2',6'-dimetoksi-n-heptanofenon un UV spektrumu, nm
(MeOH)
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Sekil 55. 4'-Formil-2',6'-dimetoksi-n-heptanofenon un spin-decoupling spektrumu, §, (CDCls)



I

B

|]|||2°r° -llqtoluutrslolllltyélrt‘k|||‘5° Io"'1136 ”2‘0'_'_'"6 l||}°l6' -o o"’}o‘“‘&o‘l‘l o|1||;°ll]||3°|ll']_ia||]"|]o

Sekil 56. 4'-Formil-2',6'-dimetoksi-n-heptanofenon un 13C NMR: (APT) spektrumu, 8, (CDCl5)
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2.3. KUMARINLER

2.3.1. CA, BILESIGI : Scopoletin

Sekil 58

CA; bilesigi sar1 renkli, amorf haldedir. Silikajel plakta UV g1k altinda
(254 nm) incelendiginde parlak mavi, serik siilfat belirteci puskirtiliip
110°C bekletildiginde san renk almaktadir.

UV spektrumunda (MeOH) (Sekil 59), 343 ve 227 nm lerde iki
absorbsiyon ile 287 nm de kiigiik bir omuz bulunmasi hem aromatik
yapiya sahip oldugunu hem de bir kumarin olabilecegini diistindiirmiigtiir.

IR spekturumda (CHCl3) (Sekil 60); 3788, 3404 cm-! bantlan ile
hidroksil gruplarim, 1722 cm-! de bir karbonil grubunu 1611 cm-! de
doymamughk bantlarm gostermektedir.

TH NMR spektrumu (CDCl3,8) (Sekil 61); 7.60 ppm de (H-3) ve

6.27(H-4) ppm de birer duplet (J=10 Hz). 6.92 ve 6.85 ppm lerde .

gozlenen piklerin singlet olmas1 C-6 ve C-7 de fonksiyonel gruplarn
bulundugunu ve bu singletlerin H-5 ve H-8e ait olduklarim
gostermektedir. 3.96 ppm deki singlet molekiilde bir metoksi grubu
bulundugunu gostererek, C-6 veya C-7 nin metoksi siibstitiie olabilecegini
diigtindiirmugtiir.

CA, bilesiginin spektroskopik 6zellikleri scopoletin  bilesiginin
spektroskopik ¢zelliklerine tam olarak uymaktadir. Standart madde ile
ince tabaka kromotografisinde yapilan Kkarsilagtrma ve literatiir
¢aligmalan maddenin scopoletin oldugu kesinlik kazanmgtir.
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Sekil 59 Scopoletin in UV spekturumu, nm, (MeOH)



S9.804
=T

8.0a

Sekil 60. Scopoletin in IR spektrumu, cm-!, (CHCl3)

_u-‘"—f-" o J
L ’b
4389 36889 28843 16868 cm-t

89



L

.ﬁﬁ.ﬂ.,.ﬁ,._’/j """--ﬂ.__n...ﬁ:.zk,n__._.-j WJ LL%__,,..:___,:._;U_ =

i e i

~y

v ——— —

8o

A I

-

7.20 660

MUT

_-b"'—"'_

~—

&
=}

3490

Sekil 61. Scopoletin in 1H NMR spektrumu, 8, (CDCls)

6.10

69



70

2.4. STEROITLER

2.4.1. CAg BILESIGI : p - Sitosterol

Sekil 62

CAg bilesigi renksiz, amorf haldedir. ince tabaka kromatografisinde,
silikajel plakta serik siilfat belirteci ile kirmizi-turuncu renk vermesi,
bilesigin sterol yapisinda olabilecegini gostermistir. UV 1sik altinda
absorbansi yoktur.

Bilesigin UV spektrumunda (MeOH) (Sekil 63); 205 nm de ug -
absorbans vermesi molekiilde bir konjugasyon olmadiini belirtmigtir.

IR spektrumu (CHCI3) (Sekil 64); 3400 cm-! de hidroksil grubu, 1650
cm-! de doymamighk, 1375 cm-1 de gem-dimetil ve 1060-1070 cnrl de
(C-0) bantlanim gdstermektedir.

1H NMR spektrumunda (CDCl3,5) (Sekil 65); 0.70 ppm de (3H, s, H- .
18), 0.80 ppm (3H, d, J= 7 Hz, H-21) 0,85 ppm (3H, dd, J=2.5 - 5 Hz,
H-29), 0,92 ppm de (6H, d, J= 6.5 Hz, H-26 ve H-27) ve 1.0 ppm de
(3H, s, H-19) de 6 metil piki izlenmektedir. 3.52 ppm de (1 H, m)
hidroksile komsu proton (H-3), 5.37 ppm de (1H, d, J=5 Hz) vinilik
proton (H-6) pikleri gorilmektedir.

. CAg bilesiginin standart madde ile gesitli ¢dziicii sistemlerinde yapilan
ince tabaka kromatogramlarindan £ - sitosterol oldugu anlagiimigtir.
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Sekil 63 SB-Sitosterol tin UV spekturumu, nm, (MeOH)
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2.5. GLIKOZITLER

2.5.1. CAg BILESIKLERI : Benzil B-D-glukozit
2-feniletil p-D-glukozit

HO
6
4 9
"0 /%/0 s '
3
10

Sekil 66. Benzil f-D-glukozit

HO .
HO oH \7-/@“
Sekil 67. 2-feniletil A-D-ghikozit

CAg bilesigi silikajel plaga tatbik edilip UV lamba (254 ve 366 nm)
altinda incelendiginde kahve-mor gozikiip serik siilfat belirteci
puskiirtiliip 110°C de bekletildiginde koyu gri leke halinde goriilmektedir.

Bilesigin !H NMR spektrumu (CDCl; - CD;0D, 8)(Sekil 68), 2.95
ppm de (2H, t, J=7 Hz, H-8') genis bir triplet, 3.20 - 3.50 ppm, 3.75 - 3.85
ppm aralarinda multipletler, 4.10 ppm genis bir multiplet (H-7"), 4.31 ppm
(1H, d, J=8 Hz, H-1") ve 4.41 ppm (1H, d, J=8 Hz, H-1) lerde iki duplet,
4.66 ppm (1H, d, J=12 Hz, H-7a) ve 4.91 ppm (1H, d, J=12 Hz, H-7b)
lerde iki duplet ve 7.20-7.40 ppm ler arasinda aromatik protonlar
gostermigtir.
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Bilesigin birkag sistemde yapilan ince tabaka kromotografisinde tek
leke halinde goézlenmesine ragmen !H NMR spektrumunda fazla sayida
proton izlenmesi bir karigim olabilecegi izlenimini vermisgtir.

I3C NMR (APT) spektrumunda (Sekil 70) aromatik protonlara ilaveten
seker grubunun Kkarakteristik karbon rezonanslann ve CH, karbonlar
izlenmigtir. Bu spektrum da CAg bilesiginin karigim olabilecegini
gostermigtir, Ozellikle aromatik karbon sinyallerinin siddetinin fazla
olmasi ve iki adet anomerik karbon (C-1) ve (C-1") sinyalinin izlenmesi bu
diiginceyl desteklemigtir. Hem bu durumu kontrol etmek,¢oziintirligi
arttirmak ve Dbilegikteki hidroksil gruplarmin sayisimi anlayabilmek
amaciyla CAg bilesifinin asetil tiirevi hazirlanmigtir. Ancak asetil
tirevinin ince tabaka kromotografisinde de bilesigin tek leke oldugu
gozlenmigtir. '

Asetil tiirevinin CDCl; de alman 'H NMR spektrumunda (Sekil 69)
baz1 protonlarin kimyasal kaymalar degismezken, seker molekiiliine ait
olan protonlar paramagnetik kayma gostermislerdir. Bu spektrumda
protonlan daha iyi izleyebilmek miimkiin olmustur. 3.60-3.70 ppm deki
multiplet her iki bilesifin seker molekiiliiniin H-5 protonlarina aittir. Bu
protonun 1§inlanmasi ile 4.28 ppm deki (dd, J=5, 12 Hz, H-6a) ve 4.16
ppm deki (dd, J=2.5, 12 Hz, H-6b) birer singlete doniigmiis ve 5.03 ppm
deki sinyal sadeleserek H-4' protonunu géstermigtir. 1.99 (x1), 2.00 (x2),
2.01 (x2), 2.09 (x1), 2.10 (x1) de toplam 8 tane asetil piki gozikkmektedir.
2.89 ppm de triplet (J=7 Hz, H-8"), 4.10 ppm deki multiplet H-7', 4.48
ppm de (d, J=7.8 Hz, H-1"), 4.54 ppm de (d, J=7.8 Hz, H-1), 4.63 ppm de
(d, J=12Hz, H-7a), 4.91 ppm de (d, J=12,5 Hz, H-7b), 4.98 ppm (dd, J=9,
7.8 Hz, H-2"), 5.10 ppm de (dd, J=9, 8Hz, H-2), 5.18 ppm de (t, J=9 Hz,
H-3"), 5.11 ppm (t, J=9 Hz, H-3) protonlan izlemektedir. Bu bulgular
bilesigin aromatik glikozit yapisinda olabilecegini digtindiirmiigtiir.
Ayrintili literatiir ¢aligmalart aromatik glikozit bilesiklerinin ¢esithi
kaynaklardan dogal olarak elde edildigini gostermistir(40-42). Bu
literatiirler dikkatlice incelendiginde CAq bilesiginin de arl glikozit
yapisinda oldugu anlagilmigtir.

Ancak hem H NMR hem de 13C NMR spektrumunda izlenen pikler
CA,y Dbilesiginin iki madde karigimi oldugunu ve birbirlerinden
ayrnilmalarmin normal sartlarda gergeklesmemesi molekil agirliklarmin
¢ok yakin oldugunu belirtmistir.
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Bilesigin asetil tirevinin 'H NMR spektrumu dikkatlice incelendiginde
maddelerden birinde O-CH,-, Aril grubu (4.63, d ve 4.91 d) digerinde ise
O-CH,-CH,-Aril grubu (2.89 t ve 4.10 d t) oldugu anlasiimigtir.

Bu durum !13C NMR (APT) spektrumunda da izlenmektedir(Sekil 70).
Seker molekiiliiniin nonanomerik karbonlan tstiste gikarken; 69.9 (C-4,
C4", 71.4 (C-7), 73.5 (C-2, C-2"), 75.8 (C-5, C-5"), 76.3 (C-3, C-3",
63.5 (C-6, C-6"),anomerik karbon sinyalleri 102.0 (C-1) ve 102.3 (C-1")
ppm lerde gézlenmis aromatik CH karbonlan bir arada rezonans yaparken
aromatik kuarterner karbonlar 137.1 (C-8) ve 138.3 (C-9") ppm lerde,
aromatik karbonlar; 128 (C-1f), 128.2 (C-11"), 126.4 (C-12), 128.5 (C-9),
128.9 (C-10") ppm lerde ve metilen karbonlan da 36.1 (C-8'), 70.8 (C-
7", 71.4 (C-7) ppm lerde izlenmistir.

- Literatiir caligmalarinda CAq bilesigini olusturan maddelerin daha ¢nce
Carica papaya bitkisinin meyvelerinden elde edildigi anlagilmigtir(39).
Bilesiklerin yapilan Benzil f-D-glukozit ve 2-feniletil S-D-glukozit olarak
agiklanmigtir. Bilesiklerin biitiin spektral 6zellikleri literatiirlerde verilen
degerlere tam olarak uymaktadir.
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Sekil 68. Benzil f-D-glukozit + 2-Feniletil #-D-glukozit in 'H NMR spektrumu, 8, (CDCl; + CD;0D)
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Sekil 69. Benzil B-D-glukozit + 2-Feniletil f-D-glukozit in asetil tirevinin 'TH NMR spcktrumu, 8, (CDCls)
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Sekil 70. Benzil S-D-glukozit + 2-Feniletil 8-D-glukozit in I3C NMR (APT) spektrumu, 8, (CDCls)
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3. SONUC ve TARTISMA

Centaurea amanicola Hub-Mor. bitkisinin i¢erdigi bilegiklerin yapisim
aydinlatmak amaci ile yapilan bu ¢aligmada iki yeni olmak tizere dort
aromatik bilesik, bir flavon, bir kumarin, bir triterpen, bir steroit ve iki
glikozit olmak iizere toplam on bilesik izole edilmigtir.

Bu bilegiklerden ikisi bitkilerde ¢ok yaygm bulunan @-amyrin ve
[-sitosterol diir. Yapilan standart bilesiklerle kromotografik ve spektros-
kopik 6zelliklerin kiyaslanmasi yoluyla agiklanmigtr.

Flavonoit bilegigin yap1 tayininde Ozellikle UV ve 1H NMR
spektroskopisinden yararlanilmigtir. UV de kayma belirtegleri ile alinan
spektrumlann incelenmesi ve 1H NMR da aromatik proton sinyalleri ve
diper pikler flavonoit bilesiin yapis1 hakkinda fikir vermistir. Yapi
standart madde spektrumuyla ve ince tabaka kromotografisinde
kiyaslamayla dogrulanmigtir. Bilegifin yapisi  apigenin  olarak
agiklanmigtir.

Scopoletin yaygin bir kumarin tipidir. Ozellikle UV spektroskopisinde
gorillen absorbanslan karakteristiktir. IR ve 'H NMR spektrumundaki
bilgilerden de yararlanarak ve standart madde ile yapilan karsilastirma
sonucu yapisi scopoletin olarak ag¢iklanmigtir.

p-hidroksibenzoik asit ve vanilik asit aromatik yapida olup, UV, IR ve
IH NMR spektrofotometreleri ile alinan spektrumlarin yorumlanmasi ve
standart madde ile yapilan kargilastirma sonucu yapilan agiklanmugtir.

4'-formil-n-heptanofenon ve 4'-formil-2',6'-dimetoksi-n-heptanofenon
bilesikleri aromatik yapida olup, UV, IR, IH NMR, spin-decoupling,
APT, kiitle spektrumu ile yapilan aydinlatlmigtir. Bilesikler dogada ilk
kez Centaurea amanicola tiriinden elde edilmis yeni bilegiklerdir.

Benzil f-D-glukozit ve 2-feniletil f-D-glukozit ise 'H NMR, APT ve
asetil tirevinin 1H NMR spektrumuyla ve yapilan literatiir ¢aligmalan
sonucu yardimiyla yapilan agiklanmigtir.

Sonu¢ olarak Centaurea amanicola tirinden toplam 10 bilesik izole
edilmis ve yapilan aydmlatilmigtir. Ikisi yeni olan bu bilegiklerden 8 tanesi
daha 6nce bagka bitki tiirlerinden de elde edilmistir.
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4. DENEYSEL BOLUM

4.1. GENEL TEKNIKLERI

4.1.1. KROMATOGRAFI

4.1.1.1. SUTUN KROMATOGRAFISI

Ekstrelerin fraksiyonlandinlarak ayrilmasi amaci ile kullamidi.
Adsorban olarak Merck firmasmin, kieselgel 100 (0.0063- 0,200m, 70-
230 mesh ASTM) kullamidi. Adsorban dibine az miktarda pamuk
yerlestirilmis cam siitunlara homojen bir sekilde ve kuru olarak
yerlestirildi. Ekstre miktarma uygun (az miktarda) adsorbanla kanstirild:
ve ¢Oziciisi tamamen ugurulduktan sonra siitunun (st kismina
yerlestirildi. Ekstrenin miktarina bagh olarak farkhh ebatlarda siitunlar
kullanilmigtir.

4.1.1.2. INCE TABAKA KROMATOGRAFISI

35 g silikajel G (Kiesel G, E. Merck. Typ 60) adsorbanin 70 ml distile
su ile galkalanip CAMAG plak kaplama aletiyle 20x20 cm boyutlarindaki
cam plaklarin 0.5 mm kalinhkta kaplanmasi ve oda 1s1sinda kurutulup 105
°C de 1 saat aktive edilmesiyle hazirlanan plaklar preparatif amagla
kullamlda.

Ayrica ince tabaka igin (G. Merck) hazir plaklardan yararlamld.

4.1.2. SPEKTROFOTOMETRELER
4.1.2.1. ULTRAVIYOLE SPEKTROFOTOMETRESI ,
Spektrumlar Varian Techtron 635 cihazinda 1 cm lik kuvars kiivetlerde

alnd1. Olgiimler, bilesiklerin metanoldeki ¢ozeltilerinde yapildi. Flavonoit
bilesiklerin kayma spektrumlarmin alinabilmesi i¢in bilesigin metanoldeki

Ll
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¢ozeltisene sirastyla NaOMe, susuz AICl;, AlICI3/ HCI susuz NaOAc ve
NaOAc/ H3BOj ¢ozeltileri ilave edildi.

4.1.2.2. INFRARED SPEKTROFOTOMETRESI

IR spektrumlan CHCI3 ¢ozeltisinde veya KBr tabletleri halinde Perkin
Elmer FTR 1200 Spectrophotometre cihazinda alind.

4.1.2.3. IH NMR VE 13C NMR SPEKTROFOTOMETRESI

IH NMR spektrumlan Bruker AC 200 MHz, 13C NMR spektrumlan
Bruker AC 50.32 MHz aletlerinde almmustir. Referans olarak
tetrametilsilan, ¢6ziicii olarak CDCl3, CD3;0D, MeOH ve kangimlan
kullanilmugtr.

4.1.2.4. KUTLE SPEKTROSKOPISI

Kiitle spektrumlan VG Zapspec aletiyle alinmgtir.

4.1.3. BELIRTECLER

4.1.3.1. TERPENOIT BELIRTECI

Serik Siilfat Belirteci: 2 g Seryum IV siilfatin Ce(SO4)2 100 ml
%10'luk siifirik asit ¢Ozeltisinde ¢o6zilmesi ile hazirlandi. Belirteg
puskiirtiilditkten sonra kromatografi plagi 100°C'de 5-10 dakika lekeler
olusuncaya kadar bekletildi.
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4.1.3.2. FLAVONOIT BELIRTECLERI

a) Amonyak (NH3) buharlan

b)NA Belirteci (Naturstoffreagenz A: Difenil borik asit-$-
aminoetilester) 100 mg toz NA bilesigi 100ml metanolde ¢oziilerek
hazirlandi.

4.1.3.3. UV SPEKTRUMU KAYMA BELIRTECLERI

a) Sodyum Metoksit (NaOMe) Belirteci: 2.5 g temizlenmis metalik
sodyum kiigik pargaciklar halinde 100 ml saf metanole dikkatlice ilave
edilerek hazirlandi.

b) Aluminyum Kloriir (AlCl;) Behrtem 5 gr susuz aluminyum (III)
kloriir 100 ml saf metanol de ¢6ziilerek hazirlandi.

c¢) Hidroklorik asit (HCl) Cozeltisi: 50 ml saf derigik HCI in 100 ml
distile su ile kangtinlmasiyla hazirlands.

d) Sodyum Asetat (NaOAc) Belirteci: Toz halinde susuz saf sodyum
asetat kullanildi.

e) Borik Asit (H3BO3): Toz halinde susuz saf borik asit kullanildi.

4.1.4. COZUCULER
Ekstraksiyon islemlerinde ve siitunda 6n ayirma iglemlerinde teknik

¢oziiciiler distillenerek kullamlmig, maddelerin saflagtinlmasinda Merck
¢6ziiciiler, spektral analizler igin spektroskopik ¢oziiciiler kullanilmigtir.
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4.2. YAPILAN ISLEMLER
4.2.1. BITKININ TUKETILMESI

Centaurea amanicola Hub-Mor. 1. Temmuz.1982 tarihinde Osmaniye
Yarpuz arasinda Amonos daglarindan toplandi. (ISTE: 49944)

Bitkinin Toprak tistii kismi1 (994 gr) golgede agik-havada kurutulup toz
haline getirilerek PE: eter: EtOH (1;1;1) kangmm ile 24 saat
maserasyonda birakildi. Bu islem 4 kez tekrarlandi. elde edilen ekstre 40-
50°C de kuruluga kadar distilendi. Az alkol ilavesi ile 40-50°C'de su
banyosunda 1sitilarak ¢ozildii ve 1 saat buzlukta bekletildi. uzun zincirli
doymamig bilesikler ¢okti ve siizillerek aynldi. Cokelti bir kag kez az
miktarda soguk alkolle yikandi. Alkolli kisimlar birlestirildi ve vakumda
kuruluga kadar ucuruldu. Alkolii tamamen uzaklastirmak igin biraz
benzen ilave edildi, tekrar uguruldu ve bu islem bir kag¢ kez tekrarlandi.
Caligma baglayincaya kadar ekstre buzdolabinda 4°C de muhafaza
edilmistir.

4.2.2. KROMATOGRAFIK YONTEMLER

Elde edilen (48 gr) toprak iistii ekstresi az miktarda petrol eter-eter
kanigiminda ¢6ziildii, az miktarda silikajel ilave edildi, ¢oziiciisii uguruldu
ve ekstre adsorbam yerlestirilmig stitunun tist kismina konup ayirima tabi
tutuldu.

Eliisyona petrol eteri ile baslandi, giderek artan oranda eter ve sonunda
alkol ilave edilerek yikamaya devam edildi.

% 100 Petrol eteri %5 Eter %10 Eter %25 Eter %50 Eter %100 Eter
%35 EtOH %25 EtOH %50 EtOH %100 EtOH

Fraksiyonlar UV lamba altinda ve ince tabaka kromatografisinde
incelendi ve benzer olanlar birlestirildi. Birlestirilen fraksiyonlardan tek
maddeler elde etmek igin gerektifinde daha kiigiik boyutlarda silikajel
situnlar kullamlmigtir. Elde edilen tek maddelerin saflagtiriimasi
islemlerinde preparatif ince tabaka kromatografisinden (Merck)
yararlamlmigtir. Saf madde elde edilene kadar bazen bu iglem birkag kez
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tekrarlanmigtir. Ayrica tek maddeler elde etmek igin gerekli oldugunda
Sephadex LH-20 ile hazirlanan siitunlar kullamidi.

4.2.3. KIMYASAL REAKSIYONLAR

4.2.3.1. ASETILLEME REAKSIYONU

Bilesige 1 ml asetanhidrit 1 ml piridin ilave edilir ve 3 saat geri ¢eviren
sofutucuda 1sitillir. Sonra ince tabaka kromotografisi yontemi ile standart
madde ile kiyaslanarak kontrol edilir.

4.2.3.2. LIEBERMANN-BURCHARD REAKSIYONU

Bilesigin kloroformdaki ¢o6zeltisine bir kag damla asetanhidrit ilave
edilir, sonra der. HySOy ile iki tabaka olusturulur. Triterpenlerde mawvi-

yesil, kirmiz1 renkler, steroitlerde ise reaksiyon olmaz, kahve renkleri
olusur.
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4.3. ELDE EDILEN BILESIKLERIN SPEKTRAL
OZELLIKLERI

4.3.1. TERPENOIT BILESIKLER
4.3.1.1. FLAVONOIT BILESIKLER
4.3.1.1.1. CA; BILESIGI : Apigenin

UV spektrumu 2% nm, (Sekil 30) : 336, 266

NaOMe 1392, 324, 274
AICl; : 384, 348, 301, 276
AICI;/HCI : 381, 340, 299, 276
NaOAc : 376, 301, 274

NaOAc / Hy BO3: 336, 302, (omuz), 268

TH NMR spektrumu (Sekil 31) (CD;0D, 6, 200 MHz, ppm); 7.85 (2H,
d, J= 8,5 Hz, H-6', H-2"), 6.95 (2H, d, J= 8,5 Hz, H-3', H-5"), 6.46 (1H, d,
J=2,5 Hz, H-6), 6.22 (1H, d, J= 2.5Hz, H-8), 6.58 (1H, s, H-3)

4.3.1.2. TRITERPENLER
4.3.1.2.1. CA, BILESIGI : a. - Amyrin

UV spektrumu 227" nm ($ekil 33) :210

IR spektrumu v¥*% cmel, (Sekil 34) : 3400, 1650., 2950, 1450, 1380,
1360,

TH NMR spektrumu (Sekil 35) (CDCl3, 8, 200 MHz, ppm) 0.79 (s, H-
24), 0.87 (s, H-23), 0.85 ( s, H-25) 0.96 (s, H-28), 1.00 (d, J= 6,5 Hz, H-
29), 1.02 (d, J= 6.5Hz, H-30), 1.04 (s, H-26), 1.06 (s, H-27), 3.24 (dd, J=
5, 10 Hz, H-3), 5.18 (t, J= 2.5 Hz, H-12)
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4.3.2. AROMATIK BILESIKLER

4.3.2.1. CA; BILESIGI: p-Hidroksibenzoik asit

UV spektrumu 2% nm, (Sekil 37) : 225, 250, 280

IR spektrumu v® cm-1, (Sekil 38) : 3417, 2921, 2852, 1693, 1651,
1597, 1548, 1461, 1250

IH NMR spektrumu (Sekil 39) (CD;0D, 8, 200 MHz, ppm); 7.82 (2H,
d, J= 9 Hz, H-2, H-6), 6.72 (2H, d ,J= 9Hz, H-3, H-5), 3.65 (bs, OH)

4.3.2.2. CAyBILESIGI: Vanilik Asit

UV spektrumu 2% nm (Sekil 41) :220, 250, 290,

IR spektrumu v cm-1, (Sekil 42) : 3450, 2920, 2840, 1600, 1520,
1220

IH NMR spektrumu (Sekil 43) (CD3;OD, & 200 MHz, ppm): 7.55
(1H,d,J=2Hz, H-3), 750 (1H, dd, J= 8Hz, 2Hz, H-5), 6.80 (1H,d, J= 8Hz,
H-6) 3.90 (3H,s, OMe)

El- Kiitle spektrumu (Sekil 44) : m/z 168 [M]*, m/z 123 [M-COOH]*

4.3.2.3. CA5 BILESIGI: 4'-formil-n-heptanofenon

UV spektrumu 2% nm (Sekil 46) :220, 285 nm

IR spektrumu v cm-1, (Sekil 47) : 3200, 1710, 1690, 1620, 1480,
1185

IH NMR Spektrumu (Sekil 48) ( CDCls, & ,200 MHz, ppm) 9.87 (1H,
s, CHO), 7.81 (2H, d, J= 8,5 Hz, H-3', H-5") 6.95 (2H, d, J= 8.5 Hz, H-2',
H-6"), 2.36 (3H, t, J= 7 Hz, H-2) 1.62 (2H, t, J= 7THz, H-3 ), 1.30 (2H, m,
H-6), 0.90 (3H, t, J= 7THz, H-7)
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Spin-Decoupling Spektrumu (CDCl3, 6)

Isinlanan Proton Degisen Proton
6.95 (d, J= 8.5 Hz, H-2', H-6') 7.81 (d, J= 8.5 Hz, H-5', H-3") s
1.30 (m, H-6, ) 0,90 (t, J=7Hz, H-7) s
1.62 (t, J= 7 Hz, H-3) Sadelesti
1.62 (t, J=7Hz, H-3) 236 (t,J=7Hz,H-2) s

13C NMR spektrumu (Sekil 49) (CDCls, 8, 50. 32 MHz) : 201.0 (C-1),
190.7 (CHO), 132.3. ve (C-3', C-5"), 115.9 (C-2', C-6"), 33.4 (C-2), 31.9
(C-3), 29.6 (C-4), 24.7 (C-5), 22.4 (C-6), 14.1 (C-7)

El-Kitle spektrumu (Sekil 50) : m/z 219 [M+1]* , m/z 113 [M-
C7HsOJ*

4.3.2.4. CA4 BILESIGI : 4'-formil-2',6'-dimetoksi-n-heptanofenon

UV spektrumu 2% nm (Sekil 52) :305, 220 nm

IR spektrumu &% cm-1, (Sekil 53) : 3040, 2920, 2940, 1670, 1700,
1600, 1510

IH NMR spektrumu (Sekil 54) (CDCLs, &, 200 MHz): 0.90 (3Hyt, J=
" THz, H-7), 1.62 (2H, t, J= 7THz, H-3), 2.32 (2H, t, J= 7Hz, ‘H-2), 1.10-
1.30 (4H, m, H-4, H-5, H-6) 3.93 (6H, s, OMe), 7.16 (2H, s. H-3', H-5"),
9.83 (1H, s, CHO)

Spin-Decoupling Spektrumu (CDCI3) (Sekil 55):

Isinlanan Proton Degisen Proton
2.32 (t,J=17 Hz, H-2) 1.62 (t, J="THz, H-3) Keskin Triplet
1.62 (t, J=7 Hz, H-3) 1.10-1.30 (m, H-4,H-5, H-6) Sadelesti
2.32 (t, J= 7THz, H-2) Sadelesti
1.30 (m, H-6) 0.90 (t, J= THz, H-7) Sadelesti

0.90 (t, J=7 Hz, H-7) 1.30 (m, H-6) Genig Triplet
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13C NMR spektrumunda (Sekil 56) (CDCI, 8, 50.32 MHz): 202.2
(C-1), 190.8 (CHO), 151.2 (C-2', C-6"), 106.7 (C-3', C-5"), 66.5 (OMe x
2), 24.6 (C-6), 29.6 (C-5, C-4, C-3), 34.9 (C-2), 14.1 (C-7).

El-Kiitle Spektrumu (Sekil 57) : m/z 279 [M+1]* , m/z 165 [M-
C,H, 301+, m/z 113 [M-CoHgO3]*

4.3.3. KUMARINLER
4.3.3.1. CA, BILESIGI : Scopoletin

UV spektrumu 2" nm (Sekil 59) : 343, 309, 287, 270, 227

max

IR spektrumu " cm-! (Sekil 60) : 3788, 3404, 1722, 1611

IH NMR Spektrumu (Sekil 61) : (CDCl3, 8, 200 MHz): 7.60, (d, J=10
Hz, H-3), 6.27 (d, J= 10 Hz, H-4), 6.85 (s, H-5), 6.92 (s, H-8), 3.96 (s,
OMe)

4.3.4. STEROITLER

4.3.4.1. CAg BILESIGI : p-Sitosterol

UV spektrumu 2% nm (Sekil 63) :205

IR spektrumu % cm-l, (Sekil 64) : 3400, 2925, 2850, 1650, 1375,
1060, 1070

TH NMR spektrumu ($ekil 65) (CDCI;, 8, 200 MHz) = 0.85 (3H, dd,
J=2.5-5Hz, H-29), 0.92 (6H, d, J= 6.5 Hz, H- 26, H-27), 0.80 (3H, d, 7
Hz, H-21), 1.00 (3H, s, H-19), 0.70 (3H, s, H-18), 5.37 (1H, d, J= 5Hz,
H-6), 3.52 (1H, m, H-3)



4.3.5. GLIKOZITLER

4.3.5.1. CAg BILESIGI :  Bengil B-D-glukozit
2-feniletil p-D-glukozit

1H NMR Spektrumu (CDCl;-CD30D, 8, 200 MHz)(Sekil 68) 2.95
(2H, t, J= 7 Hz, H-8'), 4.10 (m, J=7 Hz, H-7"), 4.31 (1H, d, J=8 Hz, H-1"),
441 (1H, d, J=8 Hz, H-1) 4.66 (1H, d, J=12 Hz, H-7a), 4.91 (1H, d, J=12
Hz, H-7b), 7.20-7.40 (arom., H), 3.20-3.50, 3.75-3.85 (m, sekerin
nonanomerik protonlar).

Asetil tiirevin 1H NMR spektrumu (CDCl;, 8, 200 MHz)(Sekil 69)
'1.99 (x2), 2.00 (x2), 2.01(x2), 2.09(x1), 2.10(x1) (OCOCH3), 2.89 (2H,
t, J=7Hz, H-8"), 3.60-3.70(m, H-5, H-5"), 4.28 (dd, J=5, 12 Hz, H-6a),
4.16 (dd, J=2.5, 12 Hz, H-6b) 4.10 (m, H-7"), 4.48 (1H, d, J=7.8 Hz, H-
1), 4.54 (1H, d, J=7.8 Hz, H-1), 4.63 (1H, d, J=12 Hz, H-7a), 4.91 (1H,
d, J=12.5 Hz, H-7b), 4.98 (1H, dd, J=9, 7.8 Hz, H-2"), 5.10 (1H, dd, J=9,
8 Hz, H-2), 5.18 (1H, t, J=9 Hz, H-3"), 5.11 (1H, t, J=9 Hz, H-3), 5.03
(1H, t, J=9 Hz, H-4")

13C NMR (APT) spektrumunda (Sekil 70) (CDCls, 6, 50.32 MHz)
102.0 (C-1), 102.3 (C-1"), 73.5 (C-2, C-2"), 76.3 (C-3, C-3"), 69.9 (C+4,
C-4", 75.8 (C-5, C-5"), 63.5 (C-6, C-6"), 71.4 (C-7), 70.8 (C-7), 137.1
(C-8), 36.1 (C-8"), 128.5 (C-9), 138.3 (C-9", 128.2 (C-10 ve C-11"),
128.9 (C-10"), 128 (C-11), 126.4 (C-12)
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5. OZET

Bu c¢aligmada Centaurea amanicola bitkisi kimyasal bakimdan
incelenmigtir. Bitkinin petrol eteri : eter : etanol (1:1:1) kangsmm ile
hazirlanan ekstresi stitun kromatografisinde fraksiyonlandinlmis ve ince
tabaka kromatografisinde fraksiyonlarin igerdigi maddeler kontrol
edilmigtir. Elde edilen maddelerin saflagtinimasinda da kromotografik
yontemlerden yararlamlmgtir.
~ Toplam 10 bilesik elde edilmigtir. Bilegiklerden biri flavon, biri
triterpen, dordii aromatik bilesik, biri kumarin, biri steroit, ikisi glikozit
olup yapilan agiklanmgtir. 4'-formil-n-heptanofenon ve 4'-formil-2',6'-
dimetoksi-n-heptanofenon bilesik ilk kez Centaurea amanicola 'dan elde
edilmigtir. Diger 8 bilesik apigenin, c-amyrin, vanilik asit, p-
hidroksibenzoik asit, scopoletin, S-sitosterol, benzil AD-glukozit, 2-
feniletil /-D-glukozit diger bitki tiirlerinde de bulunmaktadir. Yeni ve
bilinen bilesiklerin yap1 tayinleri IR, UV, 1H NMR, APT, spin-
decoupling, kiitle spektroskopisi deneylerinden yararlanilarak yapilmigtir.
Bir bilesik i¢in kimyasal reaksiyondan yararlanilmistir.

Bulgular ayrintili olarak agiklanmigtir.
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6. SUMMARY

In this study, Centaure amanicola Hub-Mor. was chemically
investigated. The petrol ether:ether:ethanol (1:1:1) extract of the plant
was fractionated by column chromatography. The contents of the fractions
were checked by thin layer chromatography under UV lights with/without
spraying reagents. The single compounds were cleaned on preparative
thin layer chromatography and column chromatography when necessary.

Totally 10 compounds were obtained. One of them was flavon, one of
them was triterpen, four of them were aromatics, one of them was
coumarin, one of them was steroid, two of them were glucosides. 4'-
formil-n-heptanofenon, 4'-formil-2',6'-dimetoksi -n-heptanofenon were
obtained for the first time from Centaure amanicola. The other 8
compounds are common in plant species. The were identified as apigenin,
a-amyrin, vanilic acid, p-hydroxybenzoic acid, scopoletin, B-sitosterol,
benzyl B-D-glucoside, 2-phenyethyl B-D-glucoside  structure
determination of the new and known compounds were achieved by
spectral methods such as IR, UV, IH NMR, 13C NMR, Mass
spectroscopy and spin-decoupling experiments. Chemical reaction was
also carried out for one compound. The results were discussed.
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