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OZET

Doktora Tezi

Veratrum album BITKiSININ RiZOMLARINDAN INSEKTISIT AKTIVITE
GOSTEREBILECEK SEKONDER METABOLITLERIN iZOLASYONU VE
KIMYASAL YAPILARININ BELIRLENMESI
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Atatiirk Universitesi
Fen Bilimleri Enstittisi
Kimya Anabilim Dalh

Danisman: Prof. Dr. Ahmet CAKIR
Ortak Danigsman: Prof. Dr. Cavit KAZAZ

Veratrum album’un rizomlarindan elde edilen ekstre ve bazi metabolitlerin, 6nemli bir
tarim zararlis1 olan, patates bocegine (Leptinotarsa decemlineata) karsi toksik etkilerini
test etmek amaciyla, bitkinin gélgede kurutulmus rizomlar1 ayr1 ayr aseton, NH,OH-
benzen, kloroform ve etanol ile ekstrakte edildi. Elde edilen ekstrelerden kolon
kromatografisi ve ince tabaka kromatografisi yontemleri kullanilarak degisik miktarlarda
15 bilesik izole edildi. UV, IR, MS, *H-NMR, ®*C-NMR ve 2D-NMR spektroskopisi
yontemleriyle, izole edilen bilesiklerden 14 tanesinin kimyasal yapilari; n-oktakosanol
(VA-1), B-sitosterol (VA-2), stearik asit (VA-3), diosgenin (VA-4), resveratrol (VA-5),
moracin J (VA-6), oksiresveratrol (VA-7), B-sitosterol 3-O-B-D-glikopiranozit (VA-8),
diosgenin 3-O-a-L-ramnopiranozil (1—2)-B-D-glikopiranozit (VA-9), oksiresveratrol 3-
O-B-D-glikopiranozit (VA-10), jervin (VA-11), pseudojervin (VA-13), 1-hidroksi 5,6-
dihidrojervin (VA-14) ve sakkaroz (VA-15) olarak aydinlatildi. Yapisi aydinlatilan
bilesiklerden diosgenin (VA-4), moracin J (VA-6), diosgenin 3-O-a-L-ramnopiranozil
(1-2)-B-D-glikopiranozit (VA-9) ve oksiresveratrol 3-O-p-D-glikopiranozit (VA-10) V.
album rizomlarindan ilk defa, bu ¢alismada izole edildi. Diger taraftan, VA-12 kodlu
oligosakkaritin kimyasal yapist aydinlatilmadi. Ekstre ve bazi saf metabolitlerin patates
bocegine kars toksik etkileri test edildi ve alkaloit bakimindan zengin NH,OH-benzen,
aseton ve kloroform ekstreleri ile saf metabolitlerden B-sitosterol-3-O-f-D-glikopiranozit,
oksiresveratrol, ve nispeten jervinin gii¢lii bocek oldiirticti etkisinin oldugu belirlendi.
Yapilan bu c¢alisma ile ilk defa, V. album bitkisinin rizomlarindan elde edilen ekstre ve
bazi metabolitlerin, ‘“Patates bocegi” adiyla bilinen L. decemlineata *ya (Colorado potato
beetle) kars1 giiclii toksik etki gdsterdikleri ve dogal insektisit olarak kullanilabilecekleri
ortaya konuldu.

2012, 222 sayfa

Anahtar Kelimeler: Veratrum album, Leptinotarsa decemlineata, steroidal
alkaloit, izolasyon, insektisit.
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ISOLATION OF INSECTICIDAL SECONDARY METABOLITES FROM
RHIZOMES OF Veratrum aloum AND IDENTIFICATION OF THEIR
CHEMICAL STRUCTURES

Tuba AYDIN

Atatlirk University
Graduate School of Natural and Applied Sciences
Department of Chemistry

Supervisor: Prof. Dr. Ahmet CAKIR
Co-Supervisor: Prof. Dr. Cavit KAZAZ

The dried rhizomes of Veratrum album were individually extracted with acetone,
NH4OH-benzene, chloroform and ethanol to test the toxic effects against Colorado
potato beetle, Leptinotarsa decemlineata which is an important agricultural pest.
Fifteen compounds in various amounts were isolated from the extracts using column
and thin layer chromatographic methods. From these compounds, chemical structures
of fourteen compounds were characterized as n-octacosanol (VA-1), B-sitosterol (VA-
2), stearic acid (VA-3), diosgenin (VA-4), resveratrol (VA-5), moracin J (VA-6),
oxyresveratrol (VA-7), B-sitosterol 3-O-B-D-glucopyranoside (VA-8), diosgenin 3-O-
a-L-rhamnopyranoside (1—2)-B-D-glucopyronoside (VA-9), oxyresveratrol 3-O-f-
D-glucopyranoside (VA-10), jervine (VA-11), pseudojervine (VA-13), 1-hydroxy-
5,6-dihydrojervine (VA-14) and saccharose (VA-15) using UV, IR, MS, 'H-NMR,
BC-NMR ve 2D-NMR spectroscopic methods. Diosgenin (VA-4), moracin J (VA-6),
diosgenin  3-O-a-L-rhamnopyranoside (1—2)-p-D-glucopyranoside (VA-9) and
oxyresveratrol 3-O-p-D-glucopyranoside (VA-10) were isolated from V. album
rhizomes for the first time in the current study. On the other hand, chemical structure
of VA-12 was not characterized. Toxic effects of the extracts and some compounds
isolated were tested against Colorado potato beetle and were evaluated potent toxic
effects of NH,OH-benzene, rich in alkaloids, acetone and chloroform extracts and the
compounds, B-sitosterol-3-O-f-D-glucopyranoside, oxyresveratrol as well as jervine.
In this study, for the first time, it has been documented that the extracts and some
metabolites isolated from the rhizomes of V. album have potent toxic effects against
L. decemlineata known as Colorado potato beetle, and they can be used as natural
insecticides.

2012, 222 pages

Keywords: Veratrum album, Leptinotarsa decemlineata, steroidal alkaloids,
isolation, insecticidal effect
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1. GIRIS

Bitkiler alemi, zengin bir kimyasal madde liretme hazinesidir. Eskiden beri agri ve
acilarin azaltilmasinda bitkiler etkili olmustur. Bocek, bakteri, mantar ve viriislere karsi
miicadelede kullanilmalarinin yani sira, diinyanin bir¢ok yerinde kaynatilarak elde
edilen ekstreler, cesitli hastaliklarin tedavisinde kullamlmistir (Jacobson 1983). Ornegin
eski donemlerde Misirlilar furanokumarin igeren Ammi majus (dis otu) bitkisini deride
olusan lekelerin tedavisinde; Kizilderililer Podophyllum peltatum (6rdek otu) bitkisini
sigillerin, Veratrum cinsine ait tiirlerin koklerini ise yaralarin tedavisinde kullanmistir.
Bitkilerden elde edilen kimyasallar1 geleneksel yontemlerle tedavilerde kullanmak bati
tibbinda da yaygin olarak kabul gérmiistiir. Glinlimiizde ise dogal bitkilerle alternatif
tedavi yontemi her gecen giin ilgi gérmektedir. Cesitli kimyasal igerikleri ile bitkiler,
farkli farmakolojik aktiviteler gostermekte ve giiniimiizde hala sifa kaynagi olarak

kullanilmaktadir (McFerren 2006).

Degisik biyolojik aktiviteye sahip olan bitkilerden, gecmiste dogal insektisit olarak da
yararlanilmistir (Sener et al. 1998). Ornegin Romanyalilar Veratrum album ve
Veratrum nigrum bitkilerini fareler iizerinde tibbi olarak kullanmalarinin yaninda
insektisit olarak da kullanmistir. Romanyalilar ilk zamanlarindan 20. yiizyila kadar

tiitiin, piretrum ve helleboru insektisit olarak kullanmistir (Jacobson 1983).

Tiirkiye olaganiistii zengin bir bitki Ortiisiine sahip olup, lilkemizin degisik bolgelerinde
farkl1 tibbi bitkiler bulunmaktadir (Sener et al. 1998). Ulkemiz ayn1 zamanda genis bir
tarim arazisine sahiptir. Tarimsal iretim bir yandan artirilmaya calisilirken, diger
yandan ekinlerdeki tarim zararlilar1 tretimi sinirlandirmaktadir. Bu yilizden tarim
alanlarin1 zararhilardan ve patojenlerden korumak, bilim adamlarinin ilgisini ¢eken bir
konu olmustur. Gegtigimiz yillarda ¢ok sayida sentetik bocek ilaclari gelistirilmis ve bu
ilaclar tarim zararlilar1 ile miicadelede kullanilmistir (Fetoui et al. 2010; Cordeiro et al.
2010). Ancak bu sentetik insektisitlerin kullanilmasi insanlar ve ¢evre i¢in son derece
olumsuz sonuglar dogurmustur. Sentetik insektisitlerin tekrar tekrar uygulanmasi ayni

zamanda boceklerin insektisitlere karsi direnglerini artirmistir. Boceklerin bu ilaglara



kars1 direnglerini artirmasi1 ve de faydali organizmalarin bu ilaglardan zarar gérmesi
cevre i¢in telafisi uzun bir siire¢ gerektiren kirlilik problemini de beraberinde getirmistir
(Giindiiz 1998; Girard 2005). Tarim zararlis1 olan boceklerle miicadelede sentetik
insektisitlerin yerine dogal insektisitlerin kesfedilmesi ve kullanilmasi ¢evreyi daha az
kirletecektir (Singh and Saratchandra 2005). Cevre sorunlarini azaltmak iizere yaygin
insektisit olarak kullanilan bazi sentetik organofosfat ve karbamatlar, ABD Cevre
Koruma Ajansi (EPA) tarafindan yasaklanmistir (Klein and Dunkel 2003). Ayrica
boceklerle miicadelede alternatif yontemler gelistirilmektedir. Bunlardan bazilar1 meyve
agaclarin1 korumak icin kilden yapilmis koruyucu filmler; kekik, keklik otu, karanfil ve
insektisit sabun gibi biyopestisitlerdir (Hardman et al. 1995; Isman 2000; Lapointe
2000; Garcia 2001; Hummelbrunner and Isman 2001; Klein and Dunkel 2003).

Bitkisel insektisitler ham bitki materyali, ekstre ya da recine olarak hazirlanir ve
kullanilir. Bu amagla bitkilerin kdk, yumru, tohum, ¢i¢ek, meyve ya da yapraklar
kullanilmaktadir. Insektisit olarak kullanilan bitki tiirleri, genellikle bocek oldiiriicii
etkilerinden ziyade bocek uzaklastirici etkiye sahiptir. Bitkisel insektisitler istah kesici
ve tiksindirici etkileri ile boceklerin normal gelisimini kisitlar. Ayrica dogal insektisitler
sentetik ilaclara gore ¢evrede daha kolay bozunmakta ve hayvan dokularinda fazla
depolanmamaktadir. Bununla beraber bitkisel insektisitlerin etkileri sentetik
insektisitlerin etkileri kadar kalic1 degildir (Singh and Saratchandra 2005).

Insektisidal 6zellik gdsteren bitkilerin birgogu insan ve diger canlilar igin toksik 6zellige
sahip olabilir. Bu yiizden bitkiler insektisit olarak kullanilmadan 6nce ¢evre ve insan
sagligr acisindan zararlari bilimsel olarak tespit edilmeli ve kullanilmalidir. Ayrica
birgok bitki tiirlinlin ekosistemlerde nesli tilkenmekte olup insektisidal olarak
kullanilacak bitkilerin uzun Omiirlii, genis bir alana dagilmis ve dogada yayginliginin
fazla olmasma dikkat edilmelidir (Singh and Saratchandra 2005). Bu konuya olan
ilginin artmasindan dolay1 literatiirde diinya florasinda yayilis gdsteren bircok bitkinin
ve ekstrelerin insektisidal 6zelligi kesfedilmekte ve rapor edilmektedir (Moreau et al.
2006; Pavela 2010; Pavela et al. 2010; Dan et al. 2012). Hindistan’da neredeyse 2400



bitki tlirlinlin insektisidal 6zellige sahip oldugu tahmin edilmektedir (Baskaran and

Narayanswamy 1995).

Dogal insektisitler iizerine yapilan bilimsel ¢alismalara olan ilgi iilkemizde de her gecen
giin artmaktadir. Bu baglamda iilkemizde yayilis gosteren bir¢ok bitki tiirlinden elde
edilen ekstre ve sekonder metabolitlerin degisik bocek tiirlerine karsi insektisidal
etkilere sahip oldugu tespit edilmistir (Cetin et al. 2011). Ornegin iilkemizde yetisen
Inula viscosa L., Pimpinella anisum L., Ononishatrix L., Melissa officinalis L.,
Origanum onites L. ve Teucrium divaricatum Sieber bitki tiirlerinin mantar sinegine
kars1 toksik 6zellikleri rapor edilmistir (Erler et al. 2009). Yapilan literatiir taramasina
gore zehirli Veratrum tiirlerinin insektisidal o6zellikleriyle ilgili birkag¢ literatiire
rastlanmuistir.  Ulkemizde Veratrum tiirlerinden dogal olarak Veratrum album
yetismektedir (Jacobson 1958; Yilmaz and Kansu 1987).

Cizelge 1.1. de dogal insektisit maddeler ve bunlarin bitkisel kaynaklar1 gdsterilmistir
(Singh and Saratchandra 2005).

Cizelge 1.1. Farkl tiirlerden elde edilen bitkisel insektisitler ve bitki kaynaklari

Madde ismi Kimyasal Grup Bitki Kaynag

Azadirachtin Alkaloit Azadirachta indica

Nicotine Alkaloit Nicotiana tabacum, N. Rustica

Anabasine Alkaloit Anabasis aphylla

Piperine Alkaloit Piper nigrum

Veratine Alkaloit Schoenocaulon officinale,
Veratrum album, Veratrum viride

Ryanodine Alkaloit Ryania speciosa

Wilfordine Alkaloit Tripteryglum wilfordii

Quassin, Neoquassin, Diterpen Quassia amara, Lactones excelsa

Picrasmin Diterpen Quassia amara, Lactones excelsa

Sesamin Lignan Sesamum indicum

Rotenone (ellipton) Rotenoid Deguella elliptica

Pyrethrin | Piretrin Chrysanthemum cinerari

Pyrethrin |1 Piretrin C. roseum, C. carreum




2. KAYNAK OZETLERI

2.1. Liliaceae (Zambakgiller) Familyas1 ve Veratrum Cinsi

Liliaceae (Zambakagiller), Liliales bitki takimina ait bir bitki familyasidir. Bu familyada
Ozellikle rizom, yumru ve sogan gibi toprakalt1 kisimlariyla ¢ok y1l yasayan otsu bitkiler
bulunur (Baytop 1989). Diinya florasinda bu familya 250 cins ve 3500 kadar tiirle
temsil edilmektedir. Ulkemiz florasinda 44 cins ve 430 tiiriin yayilis gosterdigi
bilinmektedir (Satil ve Akan 2006). Bu familyaya ait bitkiler fitokimyasal ve
farmakolojik yonden bir¢ok bilimsel arastirmanin konusu olmustur (Tanaka et al, 2011;
Ivanova et al 2011; Zhu et al. 2011) ve bu bitkilerin farmakolojik 6zelliklerinin
sentezledikleri kompleks yapili steroidal alkaloitlerden ileri geldigi diisiiniilmektedir (Li
et al. 2006).

Veratrum, Zambakgiller familyasina ait 6nemli bir bitki cinsidir. Diinya florasinda,
kuzey yarim kiirenin 1liman bolgelerinde 45 civarinda Veratrum tiirii yetismektedir.
Asya, Avrupa ve Kuzey Amerika’da yayilis gosteren Veratrum tiirlerinin 20 kadarina
Cin’de rastlanmaktadir. Bu bitki tiirli Cin’de ¢ok iyi taninmakta ve geleneksel tipta
yaygin bir kullanima sahiptir. Veratrum tiirlerinin kuru kok ve rizomlarindan hazirlanan
ilaglar Cin kaynaklarinda “Lilu” ismiyle bilinmektedir. Eski Cin tip kaynaklarinda
Lilu’dan yiiksek tansiyon, iltthaplanma, pihtilasma ve spazm gibi rahatsizliklar tedavi
edici bitki olarak bahsedilmektedir (Hollman 2003; Wen et al. 2005; Tang et al. 2010).
Kizilderililer ve sanayilesme oncesinde Avrupalilarda; oksiiriik, bogaz agrisi, bademcik
iltihaplanmasi, ruh hastaliklari, sara hastaligi, sarilik, uyuz, bakteriyel enfeksiyonlar,
yilan sokmasi, zithrevi hastaliklar ve yaralanmalar gibi cesitli hastaliklarin tedavisinde
Veratrum tiirleri kullanmilmistir (Li et al. 2006; Li et al. 2007; Tanaka et al. 2011).

Veratrum tiirleri, “hellebore”, “Amerikan ¢Oplemesi”, “yalanci ¢opleme” ve “beyaz

¢opleme” gibi yerel isimlerle bilinmektedir (Li et al. 2007).



Veratrum tiirlerinin 300 yil1 agkin bir siiredir farmakolojik aktiviteleri dikkat ¢ekmistir.
Veratrum tiirlerinden elde edilen ekstreler 1950°li yillara kadar bazi zararli bocek
tiirlerine karsi insektisit olarak kullanilmistir (Jacobson 1958). Bu nedenle 1930’lu
yillardan itibaren Veratrum tiirleri lizerinde fitokimyasal ¢alismalar yapilmis ve 100’{in
tizerinde degisik farmakolojik ozelliklere sahip alkaloit tipli metabolit tespit edilmistir

(Gaffield et al. 1986; Rahman et al. 1991, 1992, 1996).

Veratrum bitkilerinde alkaloitlerin yan1 sira flavonoit ve stilbenoit sinifina dahil
maddelerin oldugu da rapor edilmistir (Hanawa et al. 1992; Zhou et al. 1999, 2001,
Tang et al. 2007; Huang et al. 2008; Dai et al. 2009). Bunlar arasinda en fazla biyolojik
aktivite gosteren metabolitlerin steroidal alkaloitler oldugu tespit edilmistir. (Rahman et
al. 1992; Sener and Rahman 1996; Zhou et al. 1999; Zhu et al. 2011; Ivanova et al.
2011). Son yillarda kimyasal maddelerin yap1 belirlenmesinde spektroskopik yontem ve
tekniklerin gelismesi (6zellikle de 2D-NMR yontemleri) ile Veratrum tiirlerinde birgcok
metabolitin kimyasal yapisi aydinlatilmistir (Hanawa et al. 1992; Zhou et al. 1999,
2001; Tang et al. 2007; Huang et al. 2008; Dai et al. 2009). Ayn1 zamanda alkaloitlerin
yapt karakterizasyonu ve biyolojik aktiviteleri {lizerine yapilan bilimsel caligsmalar

artmistir (Wen et al. 2005).

2.1.1. Veratrum album (beyaz ¢copleme)

Veratrum album, iilkemizde de yayilis gosteren, igeriginde zehirli steroidal alkaloit ve
glikozit bulunduran bir bitki tiiriidiir (Baytop 1989, 1999). Avrupa ve kuzey Asya’da
yiiksek rakimli daglarda ve ormanlik alanlarda yayilis gosterir. Ulkemizde Zigana
Daglarn ile Toros Daglari’nda orman agikliklarindaki ¢ayirlarda yayilis gostermekte ve
halk arasinda “copleme”, “ak ¢Opleme”, “beyaz ¢opleme”, “kdkenfiye” ve “cemah”
isimleriyle bilinmektedir (Harvey 1976; Baytop 1989, 1999; Anonim 2006). Yetistigi
yerler kis boyunca karla kaphdir ve azotga zengin igerige sahip alanlardir. Veratrum
album, bulundugu yerdeki bitkilere kiyasla daha erken biiylimeye baslar (Jaeger and

Monson 1992; Lipson et al. 1999; Kleijn et al. 2005).



Sekil 2.2. Veratrum album’un toprak alt1 kisimlari



Veratrum album, 1,5 metreye kadar yiikselebilen, sapsiz, dayanikli, uzun omiirlii ve
otsu bir bitkidir. Yapraklar1 genis, oval ve paralel damarhidir. Cicekleri beyaz ve
yesildir. Tohumlari tek kapsiilliidiir. Bitki yalnizca bir rizoma sahiptir. Rizomu ortalama
8 cm uzunlugunda, 2-3 cm kalinliginda ve koyu kahverengidir. Rizomun biitiin
yiizeyinde 3-4 mm capinda ve ortalama 30 cm uzunlukta, agiktan koyuya dogru
kahverengi olan, silindirik kokler vardir. Bitkinin kdk ve rizomlart %1-2 oraninda
steroidal alkloit igerir (Baytop 1989; Bruneton 1999). Buna ilaveten rizom bitkide
karbohidrat ve azot deposu gorevi gormektedir (Schaffner et al. 1995). Toksik
ozelliginden dolay1 otgullar tarafindan tiiketilmez (Kleijn et al. 2005).

Veratrum album, halk hekimliginde, tedavi amacli, yaygin olarak kullanilmis ve
oldukca zehirli bir bitkidir. Tad: ac1 ve tozlari ¢ok aksirticidir. Ishal ve alerji yapici
etkiye sahiptir. Bitki cok tahris edici oldugu i¢in halk hekimliginde dahilen
kullanilmamaktadir. Infiisyonu (%0,5) baz1 deri hastaliklarma ve viicut parazitlerine
(uyuz) karst haricen kullanilmaktadir. Rizomlar1 nezle ve siniizit sonucu meydana gelen
tikanikliklarda burnu agmak amaciyla kullanilmaktadir. Bu amagla rizomlardan elde

edilen tozun ¢ok az bir kismi1 buruna ¢ekilmek suretiyle kullanilir (Baytop 1999).

Veratrum preparatlari, kan dolasimi bozukluklar1 tedavisinin yam sira zararl bocekler
ile miicadelede de yillarca kullanilmistir. Son zamanlarda tipta sentetik ilaglarin, ziraatte
ise sentetik bocek ilaglarinin yerini almaya baglamistir (Ujvary et al. 1991). Cok eski
donemlerden beri bocek kacirict veya bocek oOldiiriicii etkisi ile bilinen Veratrum
album’un alkaloitleri, 6zellikle insanlar ve sogukkanli hayvanlar i¢in son derece
zehirlidir. Toksik etkileri uyarilabilir hiicrelerin membranlarinda dayanikli sodyum
kanallarmin gegirgenliginin bir sonucu olarak tespit edilmistir (Wang and Wang 2003;

Lipinski et al. 2008).

Cilt kanserine kars1 timit verici antikanser 6zellik gosteren cyclopamine maddesi ilk kez
1964’te ABD’de yayilis gosteren Veratrum californicum tiiriinden izole edilmis ve
karakterize edilmistir (Keeler 1969; James 1999). Cyclopamine maddesinin kanserli

hiicrelerin ¢ogalmasinda 6nemli olan Hedgehog sinyal yolunun giiclii bir antagonisti



oldugu rapor edilmistir (Altaba et al. 2002; di Magliona and Hebrok 2003; McMahon et
al. 2003; Sanchez et al. 2005; McFerren 2006; Lee et al. 2007; Lipinski et al. 2007,
2008; Tremblay et al. 2008; Oatis et al. 2008; Zhang et al. 2008; Tang et al. 2010).
Cyclopaminin bu o6zelligi bu maddenin prostat, akciger, cilt, meme, yumurtalik,
pankreas gibi kanser tiirlerinin yani sira sedef hastaligi gibi genetik hastaliklar1 da
basarili bir sekilde tedavi ettigi tespit edilmistir (Vachalkova et al. 1998; Tas and Avci
2004a,b; Lipinski et al. 2007, 2008; Tang et al. 2008; Tremblay et al. 2008; Zhang et al.
2008; Growdon et al. 2009; Zunich et al. 2009; Jimeno et al. 2009). Cyclopamine
maddesine son zamanlarda yapilan bir ¢alisma ile Veratrum dahuricum tiiriinde de
rastlanmistir (Tang et al. 2008). Veratramine ve germine alkaloitlerinin de cyclopamine
kadar olmasa da antitimér etkiye sahip oldugunu tespit etmislerdir. Bu acidan
giiniimiizde ve de gelecekte Veratrum tiirleri ve bu tiirlerin icerdigi bazi alkaloitlerin
kanser tedavisinde 6nemli bir yer tutacagi goriilmektedir. Bununla beraber, iilkemizde
yetisen V. album tiiriinde cyclopamine maddesinin olup olmadig iizerine herhangi bir
kayda rastlanmamistir. Cyclopamine maddesinin yan1 sira bu maddeden sentezlenen

bazi cyclopamine tiirevlerinin de antikanser ozellikleri rapor edilmistir (Zhang et al.

2008).

Veratrum tiirlerinden izole edilen O-acetyljervine, jervinone, protoveratrine A,
protoveratrine B, germitetrine, neogermitrine, germidine, germerine ve jervin
maddelerinin kan basincini disiiriicii etkiye sahip oldugu tespit edilmistir (Gilani et al.
1995). Veratrum viride’den izole edilen cryptenamine alkaloidinin de tansiyon disiiriicii

etkisi oldugu rapor edilmistir (Kupchan and Gruenfeld 1959).

Protoveratrine A, dolagim sistemindeki etkilerinin yaninda, son yillarda giiclii bir
insektisit olarak da umut vermektedir (Li et al. 2009). Canli deneylerinde rizom ve
koklerinin etanol ekstrakti kullanilan Veratrum taliense’den 13 steroidal alkaloit elde
edilmigtir. Veratrum nigrum’un rizom ve koklerinden 3 melanojenez inhibitorii
belirlenmistir (Li et al. 2006). Veratrum dahuricum bitkisinden izole edilen ¢esitli
steroidal alkaloitlerin antitiimor aktivite gosterdigi belirlenmistir (Tang et al. 2008).

Ayni bitkinin bagka bir ¢alismada kanin pihtilasmasini 6nleyici etkiye sahip oldugu



anlagilmistir (Tang et al. 2010). Neoverataline A, neoverataline B ve jervine
metabolitlerinin Veratrum taliense’den izole edildigi bir c¢alismada ise bu steroidal
alkaloitlerin gii¢lii antifungal etki gosterdigi belirlenmistir (Zhou et al. 2003). Veratrum
dahuricum tiirinden izole edilen bir stilben glikozitin kan pihtilasmasini azaltic1 etkiye
sahip oldugu belirlenmistir. Ayni1 c¢aligmada izole edilen resveratrol maddesinin

antimikrobiyal aktiviteye sahip oldugu belirtilmistir (Dai et al. 2009).

Literatiirde Veratrum alkaloitlerinin, boceklere karsi insektisit aktiviteye sahip oldugunu
gosteren bir¢ok arastirma mevcuttur. 73 Veratrum alkalodinin insektisidal aktivitesinin
arastirildigl bir ¢alismada 44 bilesigin sivrisinek ya da bdceklere karsi insektisit etki
gosterdigi belirlenmistir. Veratrum alkaloitleri, bir¢cok farkli taksondaki bécek grubuna
oldukga toksik etki gostermistir (Ujvary et al. 1991; Gfeller et al. 1995). Veratrum
alkaloitleri ve bunlar1 igeren tiirevlerinin insektisit etkileri, bu alkaloitlerin yetiskin
sivrisinekler ve ipekbdceklerine karst uygulamalari sonucunda ortaya ¢ikmistir. Bu
maddelerin ve bu maddeleri iceren ekstrelerin boceklerin Na* kanallarinda degismelere
neden olmalar1 sonucu insektisidal etki gosterdikleri bilinmektedir (Bergmann et al.
1958; Wen et al. 2005). Veratrum album ekstrelerinin, sivrisinek ve boceklere karsi
insektisidal aktivitesini gosteren ¢alismalar da mevcuttur (Sener et al. 1998). Jacobson
(1958)’un raporuna goére Veratrum tiirlerinden V. album, V. californicum, V.
dahuricum, V. eschscholtzii, V. grandiflorum, V. japonicum, V. maximoviczii, V.
nigrum, V. stamineum, V. viride ve Veratrum sp. gesitli bocek tiirlerine karsi toksik
etkiye sahiptir. Ayni1 ¢alismada Veratrum tiirlerinden izole edilen veratrine maddesinin
49 farkli bocek tiirtine karsi oldukga toksik etkiye sahip oldugu anlasiimistir (Jacobson
1958). Incir bahgelerinde sirke sinegi olarak taninan Drosophila melanogaster Meig. e
karst Veratrum album bitkisinin etkilerinin arastirildigi bir ¢aligmada, Veratrum
album’un toprak alt1 kisimlarindan elde edilen aseton ekstresinin sirke sinegine karsi

insektisit 6zelliginin oldugu belirlenmistir (Y1lmaz ve Kansu 1987).
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2.2. Leptinotarsa decemlineata Say (Coleoptera: Chrysomelidae)

L. decemlineata (Colorado potato beetle), iilkemizde “patates bocegi” adiyla bilinen ve
patates yapraklarina onemli Olglide zarar veren bir bocek tiridir. Kuzey Amerika,
Avrupa ve Asya’da 16 milyon km? civarinda bir alana yayllmistir ve yayilmaya devam
etmektedir. L. decemlineata tiim donemlerinde patates yapraklariyla beslendigi ve
patateste uzun siire kaldigi igin, bu bdcek tiiriine karsi higbir kontrol teknigi
gelistirilememistir. Bocek patates bitkisinin gelisimini yavaslatip iiretimin azalmasina
neden olmaktadir. Bu 6zelliginden dolayr kimyasal miicadeleyi de zorunlu kilmaktadir
(Casagrande 1987; Unal ve Ugurlu 2000; Alyokhin et al. 2008a). Hizli iireyen, farkli
fiziksel kosullarda yasayabilen ve insektisitlere kars1 dayaniklilik gelistiren bir zararli
olup, patates iiretiminde 6nemli bir tehdit olmaya devam etmektedir (Alyokhin et al.
2008a). L. decemlineata’nin anavatam Giineybati Amerika ve Meksika’dir. ilk defa
1811°de Thomas Nuttall tarafindan toplanmis ve sonra 1814 yilinda Thomas Say
tarafindan tanimlanmistir. L. decemlineata major olarak ilk kez Amerika’da
Kizilderililerin yasadigi bir yer olan Nebraska’nin batisinda 1859 yilinda ortaya
¢ikmaya baglamistir (Jacques 1988; Alyokhin et al. 2008a). Bocek hem ugma hem de
yliriime yetenegine sahip oldugu i¢in diger alanlara kolayca yayilabilmektedir. L.
decemlineata iilkemizde ilk defa 1963 yilinda Edirne’nin Yunanistan ile sinir olan
koylerinde goriilmiistiir. Bu tarihten itibaren zararli ile miicadele yontemleri

gelistirilmis, ancak cok fazla basarili olunamamistir (Unal ve Ugurlu 2000).

L. decemlineata nin erginleri kis boyunca toprak altinda yasar, topraktan ¢iktiktan sonra
patates, domates ya da patlican yapraklarini bulmak igin arastirmaya baslar, baslangigta
yiiriiyerek yiyecek arastirir. Eger yiyecek bulamazlarsa daha uzak alanlarda aragtirma
yapmak iizere ucar (Ferro et al. 1999). Disi bocekler uygun iklim ve yiyecek ortami
bulduktan hemen sonra yumurtlar. Yalnizca bir disi bocek yaklasik 600 civarinda
yumurta verebilir. Yumurtalar her yaprak altinda ortalama 20-60 arasinda birakilir ve
kisa stirede larvaya doniisiir. Hem ergin hem de larvalar siirekli patates yapraklar ile
beslenirler (Lefevere and De Kort 1989; Ferro et al. 1991; Weber and Ferro 1994;
Weber 2003; Alyokhin et al. 2008a).
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Sekil 2.3. L. decemlineata Say (Colorado Potato Beettle) (Patates Bocegi) (Weber
2003)

L. decemlineata’ya kars1 biyolojik miicadele amaciyla bazi bocek tiirleri kullanilmistir.
Ancak, biyolojik miicadele ile sayis1 azaltilan L. decemlineata nin yogunlugu ticari
tehlikeyi giderecek diizeyde olmamistir. Bilinen biyolojik kontrol ajanlarindan higbiri
yeterince L. decemlineata’yr uzaklastiramamistir (Ferro 1994; Alyokhin 2009). L.
decemlineata ile miicadelede ilk kullanilan kimyasallardan biri 1939 yilinda DDT
(dikloro difenol trikloretan) olmustur (Hitchner 1952; Gauthier et al. 1981). Bocegin
sentetik pestisitlere direng gosterme egiliminin ilk 6rnegi 1952 yilinda DDT’ye karst
oldugu rapor edilmistir (Quinton 1955; Alyokhin 2009).

L. decemlineata ile miicadelede sentetik bocek ilaglarinin kullanimi oldukg¢a yaygindir.
Ancak mevcut bocek ilaglarinin hasat sonrasi iirinlerde kalint1 madde olarak kalmasi ve

boceklerin bu ilaglara karsi direng gelistirmeleri bu kimyasallarin kullaniminda 6nemli
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bir sorun olusturmaktadir (Scott et al. 2003; Gokce et al. 2006; Kordali et al. 2007,
Alyokhin et al. 2008a). Bu durum, yeni bocek ilaglarmin gelistirilmesini kagimilmaz
kilmaktadir. Ayrica sentetik veya yar1 sentetik tarim ilaglariin dogada biyolojik
bozunmalar1 dogal maddelere nazaran daha yavastir. Bu durum da g¢evre kirliligine
neden olmakta ve bu maddelerin gida firiinlerine ge¢mesi de insanlar i¢in sorun
olmaktadir. Son zamanlarda tiiketiciler tarafindan yaygin olarak tercih edilmeye
baslanan organik iiriinler ve organik tarim onemli hale gelmistir. Bu nedenle organik
tarimda yeni, dogal ve daha giivenilir bocek ilaglarmin gelistirilmesine ihtiyag
duyulmaktadir (Scott et al. 2003; Gokce et al. 2006; Kordali et al. 2007; Alyokhin et al.
2008a).

L. decemlineata birgok insektiside karsi direng gelistirebilen zararli bir tiirdiir. Son 60
yilda L. decemlineata oOnemli insektisit sayilan 52 farkli bilesige karsi direng
gelistirmistir. Bu nedenle, L. decemlineata modern bdcek ilaci endiistrisinin
olugmasinda olduk¢a dnemli yer kaplamistir. 1864°ten beri yiizlerce bilesik bu bocege
kars1 denenmis ve zararlarini azaltmak {izere c¢esitli ilaclar gelistirilmistir. Secilen ilk
ilaglar kursun arsenat gibi arsenik iceren kimyasallar ve bazi bitki koklerinden elde

edilen ilaglar olmustur (Brown 1951; Gauthier et al. 1981; Alyokhin et al. 2008a,b).

L. decemlineata’ya karsi kullanilan bocek ilaglarinda aktif olan kimyasallarin karbamat,
organofosfat, siklodien organoklorin, piretroid, piretrin, neonikotinoit, spinosad,
avermektin, kriyolit, Bacillus thuringiensis subsp. tenebrionis bakterisinden elde edilen
endotoksinler, benzoiliire, azadirachtin, indoxacarb ve bifenazat oldugu rapor edilmistir
(Alyokhin et al. 2008a). L. decemlineata nin tarlada veya laboratuar ortaminda direng
gelistirdigi insektisitler Cizelge 2.1°de gosterilmistir (Whalon et al. 2008).
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Cizelge 2.1. L. decemlineata nin direng gelistirdigi insektisitler

Kimyasal Grup

Yaygin isim

Karbamatlar

Organofosfatlar

Organoklorinler
Siklodien Organoklorinler

Organotinler
Inorganikler
Piretroidler, Piretrinler

izoflavonlar
Neonikotinoidler

Aldicarb, carbaryl, carbofuran, cloethocarb, dioxacarb,
oxamyl, propoxur

Azamethiphos, azinphosethyl, azinphosmethyl,
chlorfenvinphos, malathion, methamidophos, methidathion,
monocrotophos, parathion, parathion-methyl, phorate,
phosmet, phoxim, quinalphos, tetrachlorvinphos, trichlorfon
DDT, methoxychlor

Aldrin, chlordane, dieldrin, endosulfan, endrin,
HCH-gamma, toxaphene

Azocyclotin

HCN

Cypermethrin, deltamethrin, esfenvalerate, fenvalerate,
permethrin

Rotenone

dinotefuran, acetamiprid, clothianidin, thiacloprid

N-desmethylthiamethoxam, imidacloprid,
N- thiamethoxam,methylimidaclopridnitenpyram,

Makrosiklik laktonlar Abamectin
(avermektin)

Nereistoksin analoglari Cartap
Spinosad Spinosad

Bacillus thuringiensis subsp.  tenebrionis endotoxins Bt

Bitkisel insektisitlerin L. decemlineata’ya karsi istah kesici, uzaklastirici veya toksik
etki gostermenin yaninda, L. decemlineata tarafindan bitkiye verilen zarari azaltici
etkisinin oldugu da tespit edilmistir. Ayni1 zamanda bdcek kontroliinde kullanilan
bitkiler, gelismekte olan {ilkelerde yetistirilmesi ya da satin alinmasi yoniinden

avantajlidirlar (Dev and Koul 1997; Perry 1998; Murray et al. 1999; Gokce et al. 2006).

Baz1 bitki tlirlerinden degisik organik c¢oziiciilerle elde edilen ekstrelerin yani sira

bitkilerden izole edilen baz1 pirolizidin alkaloitlerinin, cardiopetaminlerin,
terpenoidlerin, cucurbitacinlerin, silphinenlerin ve limonoidlerin L. decemlineata’ya
kars1 toksik 6zellik gosterdigi belirlenmistir (Bentley et al. 1990 ; Mendel et al. 1991;
Gonzalez-Coloma et al. 1995; Murray et al. 1999; Scott et al. 2003; Gokce et al. 2006).
Kitin sentezi inhibitérii olan Novaluron, L. decemlineata nin yumurta iiretmesini

azaltict etki gosterdigi belirlenmistir (Alyokhin et al. 2008a). L. decemlineata nin larva



14

ve yetigkinlerine karst 30 monoterpenin etkisinin arastirildigi bir calismada bazi
monoterpenlerin L. decemlineata’ya kars1 giiglii toksik etkilerinin oldugu belirlenmistir
(Kordali et al. 2007). Piper tiirii bitkilerden elde edilen piperamitler de L.
decemlineata ya kars1 toksik 6zellik gostermistir (Scott et al. 2003).

Veratrum tiirlerinin ekstre ve metabolitlerinin L. decemlineata’ya karsi insektisit etkileri

konusunda literatiirde herhangi bir kayda rastlanmamustir.

2.3. Alkaloitler

Alkaloitler, alkali 6zellik gosterdikleri i¢cin “baz gibi” anlamina gelen “alkaloit” adini
almiglardir. Bitkilerden elde edilen, kuvvetli fizyolojik ve farmakolojik aktivite
gosteren, halka icinde bir veya birden fazla azot atomu tasiyan bazik karakterli
maddelerdir. Hemen hemen tiim bitkilerde az veya ¢ok miktarlarda sentezlenirler.
Ozellikle azotlu ve sicak bolgelerde, giibrece zengin topraklarda yetisen tiirler
alkaloitlerce zengindirler. Alkaloitler bitkilerde hiicre 6z suyunda ¢oziinmiis olarak
bulunmakla birlikte serbest ya da tuzlar1 halinde de bulunabilirler (Tanker ve Tanker

1990).

Alkaloitler oldukga genis bir sinifi temsil eden metabolitlerdir. Basit yapida olabildikleri
gibi karmagsik yapida da olabilirler. Yap: bakimindan en basit alkaloitlerden biri
nikotindir. Ilk defa saf olarak izole edilen alkaloit 1805 yilinda hashas bitkisinin sakiz
ve tohumlarindan elde edilen morfindir (Fessenden and Fessenden 2001). Kimyasal
yapilarina gore pirolidin, piperidin, piridin, tropan, pirolizin, kinolizin, kinolein,
izokinolein, imidazol, indol, purin, steroidal ve terpenik alkaloitler olarak
smiflandirilirlar (Tanker ve Tanker 1990; Bruneton 1999).

Molekiil yapisinda steroit iskeleti tasiyan alkaloitler “steroidal alkaloitler” olarak
adlandirtlir. Steroidal alkaloitler igerdikleri karbon atomu sayisina gore basitce 21, 24

ve 27 karbonlu iskelet yapili olarak gruplandirilir (Bruneton 1999).
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Zambakgiller familyasindaki steroidal alkaloitler 27 karbonludur. Bu grup 27 karbonlu
kolestan iskeletinin bes veya alt1 karbosiklik ya da heterosiklik halka ile birlesmesiyle
olusan steroit yapisidir. 27 karbonlu steroidal alkaloitler karbon iskelet yapisina gore
steroidal alkaloitler ve izosteroidal alkaloitler olarak iki grupta incelenebilir. Birinci
gruptakiler genellikle Solanum steroidal alkaloitleri olarak bilinirler ve Solanidine ve

Verazine gruplarini igerirler.

Solanidine Verazine

Ikinci gruptaki izosteroidal alkaloitler ise, steroit iskeletindeki C halkasmin bir karbon
atomu kaybedip, D halkasinin bir karbon atomu kazanmasi seklindeki halka
diizenlenmesi ile yapmin C-nor-D-homo formuna doniistiigli yapilardir. Bu tiir
maddelere Abnormal Steroidal Alkaloid adi da verilmektedir. Bu tiir steroidal alkaloitler
Cevanine, Veratramine ve Jervine gruplarini igerirler. Veratrum tiirlerinde izosteroidal
alkaloit yapidaki bilesikler yaygindir (Tanker ve Tanker 1990; Bruneton 1999; Wen et
al. 2005; Li et al. 2006; Li et al. 2007).

Cevanine Veratramine
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Jervine

Veratrum tiirlerinden bugiine kadar yapilan fitokimyasal calismalarda 100 civarinda
steroidal alkaloit saflastirilmistir (Tang et al. 2008). Daha ¢ok toprak alti kisimlari
alkaloitlerce zengin olan bu tiirde Veratrum album un yapraklarindan O-acetyljervine
ve metiljervine-N-3" propanoat steroidal alkaloitleri izole edilmistir (Rahman et al.
1991). Veratrum album rizomlarinin etanol ekstresinden ise jervinone ile
verabenzoamine maddeleri izole edilmistir (Rahman et al. 1992). Yapilan farkli bir
calismada Veratrum dahuricum’un rizomlarmin n-bitanol ekstresinden stilben

glikozitler izole edilmistir (Dai et al. 2009).

Veratrum tiirlerinden 1980-2005 yillar1 arasinda izole edilen steroidal alkaloitler

Cizelge 1.3’te gosterilmistir (Li et al. 2006).



Cizelge 2.2. Veratrum tiirlerinden izole edilen steroidal alkaloitlerin isimleri

Vertarum Cinsinin Ismi

Igerdigi Steroidal Alkaloitler

Kaynak

V. album

V. album ssp. lobelianum

V. dahuricum

V. formosanum
V. lobelianum

Neojerminalanine
Verussurine
Veramanine
O-Acetyljervine

Methyljervine-N-3-propanoate

Jervinone

1-Hydroxy-5,6-dihydrojervine

Jervine
Pseudojervine

3-Acetyl-15-veratroylgermine

15-Veratroylgermine
Veramarine
Verarine

Veralobine
Rhamnoveracintine
Verazine
Veralkamine
Veramine

Veralinine
Veratroylzygadenine
Veramarine
Veratrosine

Veratramine
Jervine

Pseudojervine
Verdine

Rubijervine
Isorubijervine
Verazine

Veramine
Angeloylzygadenine
Germinalinel

Germitetrine 2
Germinine

3,15-0,0'-(2-Methylbutyroyl)germine

Veralodine

Veratrine
Germbudine
Veratroylzygadenine

Germerine

15-O-(2-Methylbutyroyl)germine

Isojervine
Verdine

Rahman et al. 1996
Rahman et al. 1992
Rahman et al. 1996
Rahman et al. 1991
Gilani et al. 1995
Rahman et al. 1991
Rahman et al. 1992
Rahman et al. 1993
Rahman et al. 1993
Rahman et al. 1991
Rahman et al. 1996
Tomko and Vassova 1981
Tomko and Vassova 1981
Tomko and Vassova 1981
Tomko and Vassova 1981
Tomko and Vassova 1981
Grancai et al. 1986
Tomko and Vassova 1981
Tomko and Vassova 1981
Tomko and Vassova 1981
Tomko and Vassova 1981
Bondarenko 1984a
Bondarenko 1984a
Nakhatov et al. 1980
Quan et al. 2003
Nakhatov et al. 1980
Nakhatov et al. 1980
Bondarenko 1984a

Quan et al. 2003
Nakhatov et al. 1980
Nakhatov et al. 1980
Bondarenko 1984a
Bondarenko 1984a
Bondarenko 1984a
Bondarenko 1984a
Chung et al. 1992

Shakirov and Yunusov 1983

Nakhatov et al. 1984
Shakirov et al. 1995

Shakirov and Yunusov 1983

Shakirov 1997
Shakirov et al. 1995
Kitajima et al. 1981
Kaneko et al. 1985
Xu et al. 1990
Foldesiova et al. 1995
Nakhatov et al. 1984

Taskhanova and Shakirov 1981

Jiaetal. 1983
Nakhatov et al. 1984
Jiaetal. 1983
Nakhatov et al. 1983
Foldesiova et al. 1995
Nakhatov et al. 1984
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V. maackii

V. mentzeanum

V. nigrum

V. nigrum var. ussuriense

V. oblongum

Jervine

Pseudojervine
O-Acetyljervine
Rubijervine

Isorubijervine
Isorubijervosine
Verdinine
Diacetylveralkamine
Tetrahydroveralkamine
Veralosine

Veralomidine

Verazine

Veralomine
Veracintine
Maackinine
Zygadenine

Germanitrine
Angeloylzygadenine

Verazine

Epi-verazine
Verazinine
3-Angeloylgermine
3,15-Diangeloylgermine
Veratramine
Veratramine N-oxide
Solanidine
Veramiline
Neogermbudine
Veratroylzygadenine
Veratramine

Jervine

Rubijervine
Isorubijervine
Verazine

Veramine
Verussurinine
Verussurine
Verabenzoamine
15-0-(2-Methylbutyroyl)germine
Neogermbudine
Germidine
Germerine

Jervine

Verazine
Veratroylzygadenine
Angeloylzygadenine

Nakhatov et al. 1984
Foldesiova et al. 1995
Foldesiova et al. 1995
Suladze and Vachnadze 2002
Nakhatov et al. 1984
Shakirov et al. 1995
Taskhanova and Shakirov 1981
Shakirov 1997
Shakirov et al. 1995
Foldesiova et al. 1995
Foldesiova et al. 1995
Taskhanova and Shakirov 1981
Nakhatov et al. 1984
Nakhatov et al. 1984
Shakirov et al. 1995
Jiaetal. 1983
Nakhatov et al. 1984
Foldesiova et al. 1995
Zhao et al. 1989

To et al. 1988

Zhao et al. 1989
Zhao et al. 1989
Zhao et al. 1986
Zhao et al. 1989

To et al. 1988

Zhao et al. 1989

Han and Ruegger 1992
Han and Ruegger 1992
Zhao et al. 1989
Yang et al. 1987
Yang et al. 1987
Yang et al. 1987
Yang et al. 1987
Yang et al. 1987
Yang et al. 1987
Zhao et al. 1987
Bondarenko 1979

Jin et al. 2002
Bondarenko 1979
Zhao et al. 1987
Bondarenko 1979
Bondarenko 1979
Zhao et al. 1987

Jin et al. 2002
Bondarenko 1979
Zhao et al. 1991
Tezuka et al. 1998a
Tezuka et al. 1998a
Zhao et al. 1991
Zhao et al. 1991

Zhao et al. 1991
Zhao et al. 1991

Zhao et al. 1991
Zhao et al. 1991
Kadota et al. 1995
Kadota et al. 1995
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V. oxysepalum

V. patulum

V. stenophyllum

V. taliense

V. viride

Cevadine

Shinonomenine
Vanilloylzygadenine

Oblonginine
Veratroylzygadenine

Germerine

Veramarine

Rubijervine

Verazine

Veramine

20-Isoveratramine
23-0-b-D-Glucopyranosyl-20-
isoveratramine
(22S,23R,255)23-0-b-D-Glucopyranosyl-
5,11,13-veratratrienine-3b,23-diol
Veratrosine

Veratramine
Verapatuline
Jervine
Stenophylline
Veratroylzygadenine
Zygadenine
Angeloylzygadenine
Jervine
Stenophylline
Neoverataline A
Neoverataline B
Germine

Veratroylzygadenine
Angeloylzygadenine
Angeloylzygadenine b-N-oxide
15-Angeloylgermine
15-(2-Methylbutyroyl)germine
Jervine

Jervine 3-O-b-D-glucopyranoside
Solanidine

Stenophylline

Vertaline

Veramiline 3-O-b-D-glucopyranoside

Stenophylline B 3-O-b-D-glucopyranoside

Veramitaline
Rubivirine
Veramivirine

Kadota et al. 1995
Kadota et al. 1995
Kadota et al. 1995
Kadota et al. 1995
Bondarenko 1982
Bondarenko 1982
Bondarenko 1984b
Bondarenko 1982
Bondarenko 1984b
Bondarenko 1984b
Tezuka et al. 1998b
Irsch et al. 1993

Irsch et al. 1993

Irsch et al. 1993
Tezuka et al. 1998b
Tezuka et al. 1998b
Tezuka et al. 1998b
Tezuka et al. 1998b
Liang and Sun 1984a
Liang and Sun 1984b
Liang and Sun 1984b
Liang and Sun 1984b
Liang and Sun 1984b
Liang and Sun 1984b
Zhou et al. 2003
Zhou et al. 2003
Zhou et al. 1999
Zhou et al. 2003
Zhou et al. 1999
Zhou et al. 2003
Zhou et al. 2003
Zhou et al. 2003
Zhou et al. 1999
Zhou et al. 2003
Zhou et al. 1999
Zhou et al. 2003

Min et al. 1988

Zhou et al. 1999
Zhou et al. 2003
Zhou et al. 2003
Zhou et al. 2003

Min et al. 1988

Zhou et al. 2003

Min et al. 1988

M izuno et al. 1990
Zhou et al. 1999
Zhou et al. 2003

M izuno et al. 1990
Zhou et al. 1999
Zhou et al. 2003
Zhou et al. 2003

El Sayed et al. 1995
El Sayed et al. 1995
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Veratrum maackii var. japonicum bitkisinin toprak istii kisimlarindan Cevanine tipi
alkaloitler olan Veramadines A ile Veramadines B izole edilmistir (Tanaka et al. 2011).
Gliniimiize kadar Veratrum album ve diger Veratrum tiirlerinden izole edilen bazi

steroidal alkaloitlerin kimyasal yapis1 asagida verilmistir.

Jervine (Heretsch et al. 2010)

Cyclopamine (Heretsch et al. 2010)
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Veratramine (Heretsch et al. 2010)

Glukoz

Vertatrosine (Tang et al. 2010)

Verapatuline (Tezuka 1998b)
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Germine (Tang et al. 2010)

H CHs CHj
OH OCOCH4
o) 0]
OH OH
R= CH3 R= CH3
CH3 CH3
OH
Protoveratrin A Protoveratrin B

(Ujvary et al. 1991)
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2.4. Calismanin Amaci

Veratrum tiirleri icerdikleri steroidal alkaloitlerden dolay1 kuvvetli farmakolojik etkiye
sahip onemli bitkilerdir. Cok eski donemlerden bu yana geleneksel tipta kullanilan bu
tiirler 6zellikle Cin’de bir¢ok hastaligin tedavisinde kullanilmistir. Diinya florasinda 45
civarinda cinsi bulunan Veratrum tiirlerinden iilkemizde Veratrum album tiiriine daha
yaygin rastlanmaktadir. Veratrum album gesitli hastaliklarin tedavisinde kullanilmasinin
yani sira gegmis donemlerde bocek ilaci olarak da kullanilmistir. Literatiirde yaptigimiz
arastirmalarda Veratrum album’un ekstre ve saf metabolitlerinin Leptinotarsa
decemlineata’ya (patates bocegi) karsi insektisidal etkisini belirlemeye yonelik bir
calismaya rastlanilmamistir. Bu c¢alismadaki amacimiz; iilkemizde yetisen Veratrum
album bitkisinin degisik organik ¢oziiciilerle elde edilecek ekstrelerindeki sekonder
metabolitleri izole etmek, metabolitlerin kimyasal yapilarini spektroskopik yontemlerle
belirlemek ve bazi kiiltiir bitkileri igin zararli olan Leptinotarsa decemlineata’ya

(patates bocegi) karsi insektisidal aktivitelerini belirlemektir.
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3. MATERYAL ve YONTEM

Bu boéliimde ¢alismamizda kullanilan bitkisel materyal, canli materyal, kimyasal maddeler ve

aletler ile kullanilan teknikler verilmistir.

3.1. Materyal

3.1.1. Bitki materyali

Calismalarda kullandigimiz Veratrum album bitkisinin rizomlar1 ve toprak istii
kisimlari, 2009 yili Temmuz ve Agustos aylarinda Zigana Daglari’nin kuzey eteklerinde
yer alan Hamsikdy yakinlarindaki ormanlik alanlardan toplandi. Bitkinin tiir teshisi
Atatiirk Universitesi, Fen Fakiiltesi, Biyoloji Boliimii Ogretim Uyesi Yrd. Dog. Dr.
Meryem SENGUL tarafindan yapildi. Bitki ornegi Atatiirk Universitesi, Kazim

Karabekir Egitim Fakiiltesi herbaryumunda muhafaza edilmektedir.

3.1.2. Bocek materyali

Calismada kullanilan Leptinotarsa decemlineata’nin (patates bocegi) erginleri Erzurum
[li Aziziye Ilgesine bagl Sogiitli Kdyiinden 2011 yili Agustos ayimnda, ilaglama
yapilmamus tarlalardaki patates bitkisinin, yaprak ve siirgiinleri tizerinden toplandi. Tiir
teshisi Atatiirk Universitesi, Ziraat Fakiiltesi, Bitki Koruma Béliimii Ogretim Uyesi
Dog. Dr. Goksel TOZLU tarafindan yapildi. Toplanan erginler, hava alabilecek bir
bicimde diizenlenmis plastik kaplara konularak laboratuvara getirildi. Bocekler
laboratuvara getirilirken beslenmesi i¢in kap icerisine ilaglama yapilmamis tarlalardan
alinan patates yapraklar1 konuldu. Bocekler bekletilmeden deney ortaminda uygulamaya

alindi.
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3.1.3. Kimyasal maddeler

Bu calismada kat1 kimyasal madde olarak vanilin (Merck) ve potasyum bromiir (Merck)
kullanilmistir. S1vi kimyasal madde olarak metanol, etanol, aseton, kloroform, dotere-
kloroform, détere-metanol, dotere-piridin, DMSO-dg, etil asetat, hekzan, metilen kloriir,

benzen, amonyak (Merck), ve siilfiirik asit (%98, Merck) kullanildi.

3.1.4. izolasyon ve analiz ¢alismalarinda kullamlan aletler

NMR Spektrometre : Bruker 400 MHz

Ultraviyole Spektrofotometre : Lambda 35 UV/VIS Spectrometer
Kiitle Spektrometre : Hewlett Packart MS 597117
Infrared Spektrofotometre : Perkin-Elmer

Doner Buharlastirict (Rotary Evaporatér)  : Heidolph 94200

UV Lambasi : Camag UV Bethrachter
Erime Noktasi Tayin Cihazi : Thermo Scientific 9200
Polarimetre : Bellingham Stanley Ltd. ADP 220

3.1.5. Kromatografik calismalarda kullanilan adsorbanlar

Kolon Kromatografisi: Silika jel (Kiesel gel 60, 70-230 mesh, Merck; Kiesel gel 60,
230-400 mesh, Merck)

ince Tabaka Kromatografisi: Silika jel (Hazir plak, Kiesel gel 60 Fzs4, 0,2 mm,
Merck, 5554)

Preparatif Ince Tabaka Kromatografisi: Silika jel (Hazir plak, Kiesel gel 60 Fas4, 0,5
mm, Merck 5557)
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3.1.6. Kullanilan revelatorler

Vanilin/Siilfiirik asit: Vanilinin %1°lik derisik H,SO; (%98) i¢indeki ¢ozeltisi
(ptiskiirtmeden sonra kromatogram 105°C’de birkag¢ dakika 1sitilir).

UV Lambasi: UV554 NM Ve UVage NM

3.2. Yontem

3.2.1. Aseton ile ekstraksiyon ve kromatografik ¢calismalar

3.2.1.a. Ekstraksiyon

Veratrum album un toprak alt1 kisimlar1 dogrudan gilinese maruz birakilmadan goélgede
kurutulduktan sonra blenderde dgiitiiliip elendi. Ogiitiilmiis bitkiden 4000 g alindiktan
sonra aseton ile (5x4L) oda sicakliginda, 48 saat bekletilerek ekstrakte edildi. Asetonlu
ekstre, adi siizge¢ kagidinda siiziildii. Siiziintiiler birlestirildikten sonra, 50°C sicaklikta
ve diisiik basingta doner buharlastiric1 ile yogunlagtirildi. Ekstraksiyon sonucunda 76 g

ham aseton ekstresi elde edildi.

3.2.1.b. Aseton ekstresi iizerinde yapilan kromatografik ¢calismalar

Aseton ekstresi once metanolde ¢oziildii, degisik ¢oziicii sistemlerinde ITK ydntemi ile
kontrol edildi. ITK’da olusan renkler yardimiyla SKK ile fraksiyonlama yapmak igin
uygun ¢ozilicii sistemleri belirlendi. Ekstredeki bilesikleri SKK ayirmak tizere, 385 g
silika jel 60 (70-230 mesh) kloroform ile siispansiyon haline getirildi ve kolona (4x66
cm ebatlarinda) tatbik edildi. Ekstre (36 g) 30 g silika jele iyice emdirildikten sonra
kuru tatbikle kolona yiiklendi. Eliisyona 1000 ml kloroform ile baglandi. Etil asetatin
artan oranlarinda kloroform-etil asetat (90:10, 80:20, ........... , 0:100) karisimi ve
metanoliin artan oranlarinda etil asetat-metanol (90:10, 80:20, 60:40, 40:60) eliient

sistemleri ile devam edildi. Fraksiyonlar 50 ml hacimler halinde toplandi.
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Yogunlastirilan fraksiyonlar, ITK da degisik ¢oziicii sistemleri ile kontrol edilerek ayni
R degerli bilesikleri tastyan fraksiyonlar birlestirildi. Ayni1 islemler, 40 g aseton ekstresi
icin de tekrarlandi. Bu amagla, 400 g silika jel 60 (70-230 mesh) kloroform ile
siispansiyon haline getirildi ve 3,6x84 cm boyutlarindaki kolona tatbik edildi. Ekstre (40
g) 40 g silika jele iyice emdirildikten sonra kuru tatbikle kolona yiiklendi. Eliisyona
onceki kolondaki gibi devam edildi. iki ekstrenin fraksiyonlar: ITK ile kontrol edildi ve
ayn1 seviyedeki lekeleri igeren fraksiyonlar birlestirildi. Fraksiyonlama isleminin
sonucunda aseton ham ekstresi VA (4,459 g), VB (4,2 g), VC (4,34 g), VD (2,2 g9), VE
(3,95 g), VF (4,15 g), VG (6,45 g), VH (2,54 g), VI (11,5 g) ve VJ (22 g) olmak iizere
toplam 10 fraksiyona ayrildi. Bu fraksiyonlardan VA fraksiyonu, diisiik polaritedeki
maddeler igerdigi ve daha yiiksek polaritedeki maddelerin izole edilmesi

amaglandigindan dolay1 bu fraksiyon iizerinde herhangi bir ¢alisma yapilmadi.

VB fraksiyonu iizerinde yapilan kromatografik calismalar: 100 g silika jel (230-400
mesh), kloroform-hekzan (70:30) sisteminde siispansiyon haline getirildikten sonra
kolona (2,8x36 cm) dolduruldu. VB fraksiyonu (4,2 g) kloroform-hekzan (70:30)
¢oziicl sisteminde ¢oziilerek kolona tatbik edildi. Eliisyona kloroform-hekzan (70:30)
sistemi ile baslandi ve ayni ¢0Oziicii sistemiyle devam edildi. Fraksiyonlar 25 ml
hacimler halinde topland: ve toplanan fraksiyonlar ITK ile degisik ¢oziicii sistemlerinde
kontrol edildi. Ayn1 R degerli lekeleri igeren 14-23. fraksiyonlar (260 mg) VBA, 28-35.
fraksiyonlar (1650 mg) VBB olarak kodland1 (Sekil 3.1).

VBA’nin ITK ile yapilan kontroliinde vanilin/H,SO, reaktifi ile pembe renk veren
major bir maddeyi ihtiva ettigi belirlendi. Bu fraksiyonlar oda sartlarinda bekletilme
esnasinda major maddenin kendiliginden kristallendigi go6zlendi. Kristaller ayrildi,
metanol ile iyice yikandi ve ITK ile yapilan kontrolde saf oldugu gézlendikten sonra

VA-1 (120 mg) olarak kodlandi (Sekil 3.1).

VBB fraksiyonundaki maddeleri SKK ile saflastirilmak amaciyla 65 g silika jel (230-
400 mesh), kloroform-hekzan (80:20) sistemi ile slispansiyon haline getirilerek (2,4x36)

kolona dolduruldu. Aymi ¢oziicii sisteminde ¢oziilen VBB kolona tatbik edildi ve
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kloroform-hekzan (80:20) yiiriitiicii faz ile eliie edildi. Fraksiyonlar 10 ml hacimler
halinde topland1 ve ITK ile kontrol edildi. ITK ile yapilan kontrolde 1-18. fraksiyonlarin
vanilin/H,SO, reaktifi ile mor renk veren bir madde ihtiva ettigi belirlendi. Madde (358
mg) kloroform-hekzan (80:20) tizerinden kristallendirildi. Saflastirilan madde VA-2
(150 mg) olarak kodlandi (Sekil 3.1).

VB Fraksiyonu (4,2 g)

SKK
Fr. 14-23 Fr. 28-35
(VBA, 260 mg) (VBB, 1650 mg)
Kristallenme SKK
VA-1 (120 mg) Fr. 1-18 (358 mg)
Kristallenme
VA-2 (150 mg)

Sekil 3.1. VB fraksiyonundan maddelerin izolasyonu ve saflastirilmasi

VC fraksiyonu iizerinde yapilan kromatografik calismalar: VC fraksiyonunu (4.34
g) cozmek Tlzere lizerine metanol eklendi ve bu islem sonrasinda kabin dibinde
metanoliin ¢ozemedigi ¢cokelek olustu. Cokelek siiziildii (1215 mg), metanol {izerinden
yikand1 ve daha sonra iizerinde calismak lizere bekletildi. Metanolde ¢6ziinen kisim
(3120 mg) yogunlastirildi ve kloroform-hekzan (90:10) ¢oziicii karisimi ile ¢oziildii.
S1vi kismi SKK’ya tabi tutuldu. Bu amagla 110 g silika jel (230:400 mesh) ayni1 ¢oziicii
sistemi ile silispansiyon haline getirildi ve kolona (2,5x51 cm) dolduruldu. Coziilmiis
olan ekstre kolona tatbik edildi ve sonra kloroform-hekzan (90:10) ¢oziicii sistemi ile
eliie edildi. Fraksiyonlar 20 ml hacimler halinde topland1 ve toplanan fraksiyonlar ITK
ile ayn1 ¢oziicii sisteminde kontrol edildi. Ayn1 Rf degerli lekeleri bulunduran 12-13.
fraksiyonlar VCA (307 mg) ve 14-27. fraksiyonlar VCB (2570 mg) olarak kodlandi
(Sekil 3.2).
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VCA fraksiyonu Kkloroform-metanol ¢oziicii karisimi iizerinden -4°C bekletilerek
kristallendirildi. Kristaller ayrildiktan sonra metanol ile yikandi. Vanilin/H,SO;, reaktifi
ile pembe renk veren kristallerin ITK ile kontrol edildiginde saf oldugu gozlendi ve VA-
3 (70 mq) olarak kodlandi (Sekil 3.2).

VCB fraksiyonu klorofom ile ¢6ziildiikten sonra sephadeks KK ile fraksiyonlara ayrildi.
Fraksiyonlar 15 ml hacimler halinde topland: ve toplanan fraksiyonlar ITK ile degisik
¢Oziicii sistemlerinde kontrol edildi. Aymi R¢ degerli lekeleri bulunduran 5-9.
fraksiyonlar (1255 mg) yeniden SKK’ya tabi tutuldu. Bu amagla, 63 g silika jel
(230:400 mesh) kloroform-aseton (97:3) ¢oziicii sisteminde siispansiyon haline getirildi
ve kolona (1,8x66 cm) dolduruldu. Ekstre (1255 mg) kloroform-aseton (97:3) ¢oziicii
sisteminde ¢oziildiikten sonra kolona tatbik edildi ve ayni sistemde eliisyon yapildi.
Fraksiyonlar 10 ml hacimler halinde toplandi. 24-34. fraksiyonlarda (127 mg)
kristallenmenin oldugu gozlendi. Kristaller ITK ile kontrol edildiginde saf oldugu ve
goriiniir 1g1kta, UVas54 Nm ve UV3gs nm’de renk vermedigi, vanilin/H,SO, reaktifi ile
sar1 renk verdigi tespit edildi. Saflagtirilan madde VA-4 olarak kodlandi (65 mg). Sekil
3.3’de VC fraksiyonunun metanolde ¢oziinmeyen kismmin (1215 mg) ITK ile
kloroform-hekzan (90:10) ¢oziicii sisteminde yapilan kontroliinde saf olmadigi, VA-2

ve VA-4 maddelerini igerdigi gbzlendi.
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VC Fraksiyonu (4,34 q)
MeOH ile Cokelme

l

Stv1 Kisim (3120 mg)

l

Cokelek (1215 mg)
VA-2 ile VA-4
karigmu

SKK

Fr. 12-13
(VCA, 307 mg)

Kristallenme

VA-3 (70 mg)

|

Fr. 14-27
(VCB, 2570 mg)

Sephadeks
KK

Fr. 5-9 (1215 mg)
SKK

Fr. 24-34 (127 mg)

Kristallenme

VA-4 (65 mg)

Sekil 3.2. VC fraksiyonundan maddelerin izolasyonu ve saflastirilmasi

Sekil 3.3. VC fraksiyonundan MeOH ile ¢oken kismin ITK da yiiriitiilmesi*

! Pembe leke VA-2’ve, sari leke VA-4’e ait
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VD fraksiyonu iizerinde yapilan kromatografik cahsmalar: 175 g silika jel (230-400
mesh), kloroform-aseton (98:2) sisteminde siispansiyon haline getirildikten sonra
kolona (3,2x52 cm) dolduruldu. VD fraksiyonu (2,2 g) kloroform-aseton (98:2) ¢oziicii
sisteminde coziilerek kolona tatbik edildi ve ayni sistemde eliisyona devam edildi.
Fraksiyonlar 25 ml hacimler halinde toplanirken ITK ile degisik ¢oziicii sistemlerinde
kontrol edildi. Ayn1 R¢ degerli lekeleri iceren 33-57. fraksiyonlarin (400 mg) daha 6nce
saflagtirllan  VA-4 maddesini igerdigi belirlendi. Bu fraksiyonlarin bekletilmesi

esnasinda kristallenen VA-4 maddesi temiz bir sekilde karisimdan ayrildi (170 mg).

VE fraksiyonu iizerinde yapilan kromatografik ¢cahismalar: VE fraksiyonuna (3,95
g) bu fraksiyonu ¢6zmek tizere kloroform-metanol (95:5) ¢oziicii karisimi eklendiginde
balonun dibinde ve kenarlarinda acik kahverengimsi renkte amorf bir maddenin
¢oziinmedigi gozlendi. Karisim siiziildii ve kat1 kisim metanol {izerinden yikandi. Kati
madde ITK ile kloroform-metanol (80:20) ¢oziicii sisteminde kontrol edildi ve saf
oldugu belirlendi. Saflagtirilan yeni madde VA-5 olarak kodlandi (975 mg). VA-5
maddesinin goriiniir 1s1kta agik kahverengimsi, UV254 nm’de mor renkli, UV3g nm’de
renksiz ve vanilin/H,SOy reaktifi ile kiremit renginde oldugu tespit edildi. Sivi kisim
(2,7 g) ITK ile kontrol edildiginde major VA-5 maddesini igerdigi gozlendi. VA-5

miktarini artirmak tizere sivi kistm SKK’ya tabi tutuldu.

Bu amagla 170 g silika jel (230-400 mesh) kloroform-metanol (95:5) ¢oziicli sistemi ile
siispansiyon haline getirildikten sonra kolona (3,2x50 cm) tatbik edildi. Ekstre (2,7 g)
ayni ¢Oziicli sisteminde ¢oziilerek kolona eklendi ve kloroform-metanol (95:5) ¢oziicii
sistemi ile eliisyona devam edildi. Fraksiyonlar 20 ml hacimler halinde topland: ve iITK
ile yapilan kontrolde 69-126. fraksiyonlar VEA (590 mg), 127-148. fraksiyonlar VEB
(370 mg) olarak kodlandi. VEA fraksiyonunu yeniden eliie etmek igin 100 g silika jel
(230-400 mesh) kloroform-metanol (90:10) ¢oziicli sisteminde siispansiyon haline
getirildi ve kolona (2,6x75 cm) yiiklendi. VEA ekstresi (590 mg) 1 g silika jele
emdirildikten sonra kuru tatbikle kolona eklendi. Eliisyon islemi kloroform-metanol
(90:10; 80:20) ile yapildi ve fraksiyonlar 10 ml hacimlerle toplandi. ITK ile yapilan
kontrolde 14-22. fraksiyonlarda (155 mg) major bir maddenin oldugu belirlendi. Bu
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maddeyi almak {izere kloroform:aseton (70:30) ¢dziicii sisteminde preparatif ITK
yapildi. Basarili bir sekilde saflastirilan bu maddenin goriiniir 1s1kta agik kahverengimsi,
UV25, nm’de mor renkli, UVsg nm’de renksiz ve vanilin/H,SO, reaktifi ile kirmizi
renge doniistiigii belirlendi ve VA-6 (20 mg) olarak kodland: (Sekil 3.4).

VEB fraksiyonunu (370 mg) bekletme esnasinda fraksiyonda katilagan madde ayrildi ve
bu maddenin VA-5 (345 mg) oldugu belirlendi (Sekil 3.4).

VE Fraksiyonu (3.95 @)
Kloroform-Metanol ile Cokelme

l l

Kati Kisim Svi1 Kisim
VA-5 (975 mg) (2,79 9)
SKK
Fr. 69-126 Fr.127-148
(VEA, 590 mg) (VEB, 370 mg)
SKK
Fr. 14-22 (155 mg) VA-5 (345 mg)

Preparatif ITK
VA-6 (20 mg)

Sekil 3.4. VE fraksiyonundan maddelerin izolasyonu ve saflastirilmasi

VF fraksiyonu iizerinde yapilan kromatografik ¢alismalar: VF fraksiyonunu (4,15
g) yeniden fraksiyonlamak i¢in 160 g silika jel (230-400 mesh) kloroform-metanol
(90:10) ¢oziicii sisteminde siispansiyon haline getirildi ve kolona (2,6x75 cm) yiiklendi.
Eliisyon islemi kloroform-metanol (90:10) ile yapild1 ve fraksiyonlar 20 ml hacimlerle
topland1. ITK ile yapilan kontrolde 28-46. fraksiyonlarda saf bir maddenin daha énce
saflagtirilan VA-5 (100 mg) ile ayn1 madde oldugu anlasildi. Sonraki fraksiyonlardan
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54-63. fraksiyonlarm ITK ile yapilan kontroliinde, goriiniir 1s1kta kahverengi, UV 254 NM
de mor renkli, UV3ss nm de parlak beyaz renk veren ve vanilin/H,SO, reaktifi ile
kirmizi1 renge donilisen saf bir madde icerdigi belirlendi. Fraksiyonlar birlestirildi,

tartildi (1,3 g) ve VA-7 olarak kodlandi.

VG fraksiyonu iizerinde yapilan kromatografik ¢cahsmalar: VG fraksiyonunun ITK
ile yapilan kontroliinde yiiksek oranda VA-7 maddesi igerdigi tespit edildi. Bu
maddenin miktarin1 artirmak i¢in VG fraksiyonu kloroform-metanol (90:10) ¢6ziicli

sistemi kullanilarak SKK’ya tabi tutuldu ve 460 mg VA-7 saflagtirild.

VH fraksiyonu iizerinde yapilan kromatografik cahsmalar: Silika jel (100 g, 230-
400 mesh) Kkloroform-metanol (90:10) ¢o6ziicii sisteminde siispansiyon haline
getirildikten sonra 2,3x60 cm ebatlarindaki kolona dolduruldu. VH fraksiyonunun (2,54
g) eliisyonuna kloroform-metanol (90:10) sistemi ile baslandi ve metanoliin artan
oranlartyla (80:20, 70:30) devam edildi. Fraksiyonlar 25 ml hacimler halinde toplandi.
Toplanan fraksiyonlar ITK ile kontrol edildi ve 21-39. fraksiyonlarin (270 mg) goriiniir
1s1kta, UV3zes NM ve UVos4 Nm’de renksiz, vanilin/H,SO, reaktifi ile mor renk veren bir
major madde ihtiva ettigi gozlendi. Bu fraksiyonun bekletilmesi esnasinda major
maddenin ¢oktiigii gozlendi. Cokelek sivi kisimdan ayrildi ve ITK ile kontrol
edildiginde saf oldugu goriildi. Madde VA-8 (65 mg) olarak kodlandi. Ayn1 SKK’nin
40-43. fraksiyonlarmin ise ITK ile yapilan kontrolde VA-7 (80 mg) maddesini saf
olarak icerdigi gozlendi. Fraksiyonlar birlestirildi ve onceki saflastirilan VA-7

maddesinin tizerine eklendi (Sekil 3.5).
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VH Fraksiyonu (2,54 g)

SKK
Fr. 21-39 Fr.40-43
(270 mg) VA-7 (80 mg)

Cokelme

VA-8 (65 mg)

Sekil 3.5. VH fraksiyonundan maddelerin izolasyonu ve saflastirilmasi

VI fraksiyonu iizerinde yapilan kromatografik calismalar: Kloroform-metanol
(80:20) ¢oziicii sisteminde siispansiyon haline getirilen silika jel (175 g, 230-400 mesh)
2,8x69 cm ebatlarindaki kolona dolduruldu. VI fraksiyonu ayni sistemde ¢oziildiikten
sonra yine ayni ¢oziicli sistemi ile eliisyona baslandi ve metanoliin artan oranlariyla
(80:20, 70:30, 60:40) devam edildi. Fraksiyonlar 25 ml hacimler halinde toplandi ve
toplanan fraksiyonlar ITK ile kontrol edildi. Ayn1 Ry degerli lekeleri bulunduran 14-22.
fraksiyonlar (880 mg) VIA, 34-43. fraksiyonlar (730 mg) VIB, 44-60. fraksiyonlar
(1550 mg) VIC ve 61-92. fraksiyonlar (2070 mg) VID olarak kodlandi.

VIA fraksiyonunda bekletilme esnasinda kendiliginden ¢okme oldugu gozlendi. Coken
kisim siiziilerek ayrildi ve metanol iizerinden yikandi. ITK ile kontrol edildiginde
maddenin saf oldugu (170 mg) ve daha 6nce saflastirilan VA-8 ile ayn1 madde oldugu
anlasildi. Madde daha dnce saflastirilan VA-8 fraksiyonu ile birlestirildi.

VIB fraksiyonundaki maddeleri saflastirmak iizere, 64 g silika jel (230-400 mesh)
kloroform-metanol (80:20) sisteminde siispansiyon haline getirilerek 3x25 cm
ebatlarindaki kolona dolduruldu. VIB fraksiyonu ayn1 sistemde ¢oziilerek kolona tatbik
edildi ve kloroform-metanol (80:20) ile eliie edildi. Fraksiyonlar 10 ml hacimlerle
topland1 ve ITK ile kontrol edildi. Aym R; degerli lekeleri ihtiva eden 17-45.
fraksiyonlar (350 mg) birlestirildi. Birlestirilen fraksiyona aseton eklenince bir

¢okmenin oldugu gozlendi. Coken kisim ayrildi ve ITK ile kontrol edildiginde saf bir
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madde oldugu goriildii. Goriiniir 1s1kta, UVsgs nm ve UVys nm’de renksiz,
vanilin/H,SO, reaktifi ile sar1 renk veren madde VA-9 olarak kodlandi (120 mg).

VIC fraksiyonundaki maddeleri ayirmak tizere, 70 g silika jel (230-400 mesh)
kloroform-metanol (75:25) ile siispansiyon haline getirilerek 3x31 cm ebatlarindaki
kolona dolduruldu. Eliisyon kloroform-metanol (75:25) sistemi ile yapildi ve
fraksiyonlar 10 ml hacimler halinde toplandi. ITK ile yapilan kontrolde ayni R¢ degerli
lekeleri bulunduran 18-25. fraksiyonlar (160 mg) birlestirildi. Bu fraksiyonun da madde
ozellikleri ve R¢ degerine gére VA-9 oldugu tahmin edildi. Benzer sekilde fraksiyon
tizerine aseton eklendiginde bir ¢okmenin meydana geldigi gozlendi. Cokelek ayrildi
(40 mg) ve VA-9 ile ayn1 madde oldugu anlasildiktan sonra daha once saflastirilan

maddenin Uizerine eklendi.

VID fraksiyonunu ayirmak igin, 80 g silika jel (230-400 mesh mesh) kloroform-metanol
(70:30) sisteminde silispansiyon haline getirildi ve sonra 3x32 cm ebatlarindaki kolona
dolduruldu. Eliisyon kloroform-metanol (70:30 ve 60:40) sistemiyle yapildi ve
fraksiyonlar 10 ml hacimler halinde toplandi. Toplanan fraksiyonlar ITK ile kontrol
edildi ve ayn1 R¢ degerli lekeleri bulunduran 51-58. fraksiyonlarin saf bir madde icerdigi
tespit edildi. Goriliniir 1g1kta ve UV3gs NM’de renksiz, UVas, nm’de mor renkli ve
vanilin/H,SO, reaktifi ile kirmizi renk veren madde VA-10 (135 mg) olarak kodlandi
(Sekil 3.6).
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VI Fraksiyonu (11,5 g)

SKK
Fr. 14-22 Fr. 34-43 Fr. 44-60 Fr. 61-92
(VIA 880mg)  (VIB,730mg)  (VIC, 1550 mg)  (VID, 2070 mg)
Cokelme SKK SKK SKK
VA-8 (170 mg) Fr. 17-45 Fr. 18-25 Fr. 51-58
(350 mg) (160 mg) VA-10 (135 mg)

VA9 (120mg) VA9 (40 mg)

Sekil 3.6. VI fraksiyonundan maddelerin izolasyonu ve saflastirilmast

VJ fraksiyonu iizerinde yapilan kromatografik calismalar: VJ fraksiyonundaki
maddeleri saflastirmak tizere 160 g silika jel (230-400 mesh) kloroform-metanol (90:10)
sisteminde slispansiyon haline getirildi ve sonra 2,2x100 cm ebatlarindaki kolona
dolduruldu. Kolona kloroform-metanol (90:10) eliient sistemi ile basland1 ve metanoliin
artan oranlariyla (80:20, 70:30, 60:40, 50:50) devam edildi. Fraksiyonlar 20 ml hacimler
halinde toplandi, ITK ile kontrol edildi ve aym lekeleri iceren 18-40. fraksiyonlarmn
(2500 mg) VJA, 64-71. fraksiyonlar VJIB (5100 mg) olarak kodlandi (Sekil 3.7).

VJA fraksiyonu iizerine aseton eklenip bekletildiginde ¢cokme meydana geldi. Coken
kistm ayrildi ve metanol ile yikandi ve ITK ile kontrol edildiginde saf oldugu goriildii.
Gortniir 1s1kta ve UV3g6 NM de renksiz, UV,s4 nm de mor renkli olan ve vanilin/H;SO4
reaktifi ile yesil renk veren madde VA-11 (1,65 g) olarak kodlandi1 (Sekil 3.7).

VJB fraksiyonunu eliie etmek igin, 90 g silika jel 60 (230-400 mesh) kloroform-metanol
(60:40) sisteminde silispansiyon haline getirildikten sonra 3x39 cm ebatlarindaki kolona
dolduruldu. Eliisyon kloroform-metanol (60:40) sistemiyle yapildi ve fraksiyonlar 15 ml
hacimler halinde toplandi. iTK ile yapilan kontrolde 6-8. fraksiyonlarin (100 mg) daha
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once saflastirilan VA-11 kodlu madde ile ayn1 madde oldugu anlasildi. ITK ile yapilan
kontrolde 15-45. fraksiyonlarin (2,95 g) goriiniir 1s1ikta, UV3ss Nm ve UVasy M de
renksiz olan ve vanilin/H,SQO, reaktifi ile siyahimsi bir renk veren saf bir madde i¢erdigi
gozlendi. Yeni saflagtirilan madde VA-12 (2,95 g) olarak kodlandi (Sekil 3.7).

Ayrica VJ fraksiyonunun 2 g’lik kismi ters faz kromatografisi ile eliie edildi. Bu amagla
ters faz kolonu (3,5x18 cm) 300 ml metanol ile pompa agilarak yikandi. 100 ml distile
su-metanol (90:10) sistemi ile kolon sartlandirildiktan sonra VVJ ayni sistemle c¢alkaland1
ve kolona tatbik edildi. Eliisyona 100 ml distile su-metanol (90:10) sistemiyle baslandi
ve metanoliin artan oranlartyla (80:20, 70:30, .., 20:80, 0:100) devam edildi.
Fraksiyonlar 100 ml hacimler halinde toplandi, ITK ile kontrol edildi ve 8-11.
fraksiyonlarin (520 mg) saf olarak daha once saflastirilan VA-11 maddesini igerdigi
tespit edildi (Sekil 3.7).

VJ Fraksiyonu (22 g)

SKK Ters Faz KK l
Fr. 8-11
v VA-11 (520 mg)
Fr. 18-40 Fr. 64-71
(VJA, 2500 mg) (VJB, 5100 mg)
Cokelme SKK
\ 4
VA-11 (1650 mg) l l
Fr. 6-8 Fr. 15-45
VA-11 (100 mg) VA-12 (2950 mg)

Sekil 3.7. V] fraksiyonundan maddelerin izolasyonu ve saflastirilmasi
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3.2.2. NH;OH-benzen ile ekstraksiyon ve kromatografik ¢calismalar

3.2.2.a. Ekstraksiyon

Veratrum album 'un toprak alt1 kisimlar1 dogrudan giinese maruz birakilmadan golgede
kurutulduktan sonra blenderde &giitiildii. Ogiitiilen materyal (1300 g) %7,5 (3,4 mol)
seyreltilmis NH4OH ile muamele edildikten sonra benzen (5L) ile 40°C sicaklikta geri
sogutucuda ekstrakte edildi. Ekstre siiziildii ve siiziintii 50°C sicaklikta ve diisiik

basingta doner buharlastirici ile yogunlastirildi. Bu islemin sonunda 24 g ekstre elde

edildi.

3.2.2.b. NH;OH-benzen ekstresi iizerinde yapilan kromatografik ¢calismalar

Benzen ekstresi 6nce kloroformda ¢oziilerek ITK ile kloroform, kloroform-metanol
(95:5) ve kloroform-metanol (90:10) ¢oziicii sistemlerinde yiiriitiildii ve UV2s4, UV3g6
nm ve vanilin/H,SO, revalatérii ile kontrol edildi. Bu islemin amac1 ITK’da, SKK’da
uygun ¢oziicli sistemlerini belirlemekti. Uygun eliient sistemleri belirlendikten sonra
benzen ekstresini fraksiyonlarina ayirmak tizere, 350 g silika jel 60 (70-230 mesh)
kloroform ile silispansiyon haline getirildi ve 3,6x74 cm ebatlarindaki kolona
dolduruldu. Benzen ekstresi (24 g) kloroformda ¢6ziildii ve kolona tatbik edildi.
Eliisyona kloroform ile baslandi ve kloroform-metanol (95:5) sistemiyle devam edildi.
Fraksiyonlar 25 ml hacimler halinde toplandi, ITK ile kontrol edildi ve ayn1 R¢ degerli
lekeleri igeren fraksiyonlar birlestirildi. Boylece 5-28. fraksiyonlar VA" (3,8 g), 29-31.
fraksiyonlar VB' (4,65 g), 32-41. fraksiyonlar VC' (3,9 g), 42-46. fraksiyonlar VD' (3,1
g), 47-59. fraksiyonlar VE' (3 g), 60-95. fraksiyonlar VF' (4,4 g) olarak kodlandi. Bu
fraksiyonlardan VE' ile VF' fraksiyonlar1 iizerinde yapilan c¢aligmalarda olumlu
sonuglar alinirken, VB', VC' ve VD' fraksiyonlari lizerinde yapilan ¢alismalarda madde
saflastirilamadi. VA" fraksiyonun ise, diisiik polaritelerde ve ¢ok sayida bilesik ihtiva
ettigi icin, lizerinde kromatografik calismalar yapilmadi (Sekil 3.8).
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VE' fraksiyonu iizerinde yapilan kromatografik cahsmalar: VE' fraksiyonunu (3 g)
¢ozmek tlizere lizerine aseton eklendiginde ¢okme meydana geldi. Coken kisim sivi
kisimdan ayrildiktan sonra metanol ile yikandi ve ITK ile kontrol edildi. ITK da tek
leke oldugu tespit edilen maddenin daha 6nce saflastiritlan VA-11 kodlu madde ile R¢
degerleri mukayese edildi. Mukayese sonucu saflastirilan maddenin VA-11 oldugu
anlasildi (1,3 g). Coken kisim ayrildiktan sonra geriye kalan sivi kisminda major olarak
VA-11 maddesini igerdigi, yapilan ITK ile anlasildi. VA-11 miktarmi artirmak iizere
stvi kisim (1,7 g) yeniden kloroform-metanol (90:10) ¢oziicii sistemiyle SKK yapildi ve
1,2 g VA-11 saflastirildi (Sekil 3.8).

VF' fraksiyonu iizerinde yapilan kromatografik calismalar: VF' fraksiyonu (4,4 Q)
ITK ile yapilan kontroliinde VE' fraksiyonu gibi major olarak VA-11 maddesini
icerdigi gozlendi. VE' fraksiyonu i¢in yapilan islemlerin tiimii VF' fraksiyonu i¢inde

yapild1 ve islemin sonunda 2,9 g VA-11 maddesi saflastirildi (Sekil 3.8).

NH40OH-Benzen Ekstresi (24 g)

SKK
Fr.5-28  Fr.29-31 Fr.32-41  Fr.42-46  Fr.47-59  Fr.60-95
VA'(389) VB'(4650) VC' (399) VD' (31¢) VE (39) VF (449
SKK
Aseton ile
¢Okelme VA-11 (2,9 )

l l

VA-11 (1,3 g) SviKism (1,7 g)
SKK

VA-11 (1,2 g)

Sekil 3.8. NH;OH-benzen ekstresinden maddelerin izolasyonu ve saflagtiriimasi
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3.2.3. Kloroform ile ekstraksiyon ve iizerinde yapilan kromatografik ¢calismalar

3.2.3.a. Ekstraksiyon

Biyolojik aktivite ¢aligmalarinda kullanilacak madde miktarini artirmak i¢in Veratrum
album "un toprak alt1 kisimlar1 golgede kurutulduktan sonra blenderde 6giitiiliip elendi.
Ogiitiilmiis bitkiden 2150 g alindi ve kloroform ile (5x4L) oda sicakliginda, 48 saat
bekletilerek ekstrakte edildi. Ekstre, 50°C sicaklikta ve diisilk basingta doner

buharlastiricida konsantre hale getirildi ve tartildi1 (30 g).

3.2.3.b. Kloroform ekstresi iizerinde kromatografik calismalar

Kloroform ekstresini fraksiyonlara ayirmak i¢in 365 g silika jel 60 (70-230 mesh)
CH,Cly-etil asetat (80:20) ¢Oziicli sisteminde siispansiyon haline getirilerek kolon
(3,6x80 cm) hazirland1 ve CH,Cly-etil asetat (80:20, 70:30, ........... , 0:100) ve etil
asetat-metanol (90:10, 80:20, 60:40, 40:60, 50:50) ile eliie edildi. Fraksiyonlar 50 ml
hacimler halinde topland1 ve ITK’da kontrol edildi. Ayn1 R¢ degerli lekeleri bulunduran
1-26. fraksiyonlar VA" (2,9 g), 27-34. fraksiyonlar VB" (1,5 g), 35-47. fraksiyonlar
VC" (2,6 g), 48-94. fraksiyonlar VD" (3,5 g), 95-129. fraksiyonlar VE" (3,6 g), 130-
151. fraksiyonlar VF" (4,8 g), 152-176. fraksiyonlar VG"™ (4,7 @), 177-193.
fraksiyonlar VH" (1,7 g) olarak kodlandi.

Bu fraksiyonlardan VA" ile VB iizerinde kromatografik ¢aligmalar yapilmadi. VC"
fraksiyonu iizerinde yapilan SKK ¢alismalarindan VA-5 (110 mg); VD" fraksiyonu
tizerinde yapilan SKK c¢alismalarinda VA-5 (130 mg) ve VA-7 (200 mg); VE"
fraksiyonu tizerinde yapilan SKK ¢alismalarinda VA-8 (100 mg); VF' fraksiyonu
tizerinde yapilan KK ¢alismalarinda VA-10 (120 mg) kodlu maddeler izole edildi (Sekil
3.9).

VG" fraksiyonunu SKK ile fraksiyonlara ayirmak amaciyla 120 g silika jel (230-400

mesh) kloroform-metanol (90:10) ¢oziicli sisteminde silispansiyon haline getirildikten
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sonra kolona (3x45 cm) dolduruldu. Kuru tatbikle VG fraksiyonunu kolona yiiklemek
icin VG fraksiyonu 5 g silika jele emdirildi ve kolona tatbik edildi. Fraksiyonlar 15 ml
hacimler halinde topland1 ve ITK’da kontrol edildi. Ayn1 R¢ degerli lekeleri bulunduran
14-49. fraksiyonlarda daha once izole edilen VA-11 maddesinin oldugu goézlendi (2400
mg). Ayni kolonun 115-116. fraksiyonlarinda major bir madde tespit edildi. Aseton
tizerinden yikandiktan sonra temiz bir sekilde alinan bu maddenin goriiniir 1s1kta beyaz,
UV2s, nm de mor, vanilin/H,SO,4 revelatorii ile yesil renkli ve UVggg NM de renksiz
oldugu belirlendikten sonra, madde VA-13 (130 mg) olarak kodlandi (Sekil 3.9).

VH" fraksiyonundaki maddeleri saflastirmak iizere 90 g silika jel (230-400 mesh)
CH,Cl,-CH30H (85:15) ¢oziicli sisteminde siispansiyon haline getirildi ve kolona
(3x33 cm)dolduruldu. VH" fraksiyonu (1,7 g) kolona tatbik edildi ve CH,Cl,-CH3OH
(85:15) ile eliie edildi. Fraksiyonlar 10 ml hacimler halinde topland: ve ITK’da kontrol
edildi. Ayn1 R¢ degerli lekeleri bulunduran 50-56. fraksiyonlarda bekletilme esnasinda
kendiliginden ¢okme oldu. Coken kisim siiziildii, aseton iizerinden yikand1 ve ITK’da
yapilan kontroliinde saf oldugu goriildii. Goriiniir 1s1kta beyazimsi, UV2s4 nm de mor,
vanilin/H,SO,4 revelatori ile yesil renkli ve UV3gs NM de renksiz olan bu madde VA-14
(30 mg) olarak kodland1 (Sekil 3.9).
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Kloroform Ekstresi (30 g)

SKK
Fr.1-26 Fr.35-47 Fr.95-129 Fr.152-176
VA" (299 V€ (269 |, VE (360 VG' (479
Fr.27-34 Fr.48-94 Fr.130-151 Fr.177-193
VB (159) VD''(359) VF' (4.8 VH" (17 9)
VA5 VA-8
(110 mg) (100 mg) VA-10 VA-14
(120 mg) (30 mg)

| .

VA-5 VA-7
(130 mg) (200 mg) VA-11 VA-13
(2400 mg) (130 mg)

Sekil 3.9. Kloroform ekstresindeki maddelerin izolasyonu ve saflastirilmasi
3.2.4. Etanol ile ekstraksiyon ve kromatografik ¢alismalar
3.2.4.a. Ekstraksiyon ve izolasyon

Veratrum tiirlerinden olduk¢a polar yapili protoveratrin A ve protoveratrin B
maddelerinin izole edildigi daha 6nce yapilan calismalarda rapor edilmisti. Mevcut
calismada bu maddeleri saflagtirmak ve insektisidal etkisini arastirmak hedeflerimizden
birisiydi. Bu maddelerin rizomlardan etanol ile ekstrakte edilebilecegi diistiniildi ve 200
g oOgiitilmiis rizom etanol ile (5x1L) oda sicakliginda 24 saat bekletilerek tiiketildi.
Ekstreler stiziildii ve 50°C sicaklik ve diisiik basingta doner buharlastirici ile konsantre
hale (5 g) getirildi. Ekstre SKK ile fraksiyonlamak iizere metanol-kloroform
karisiminda ¢oziildii. Bekleme esnasinda agik kahverengi bir maddenin kristallendigi
goriildii. Kristaller ayrildi ve ayni ¢oziicii karisimi iizerinden yikandi. ITK ile
kloroform-metanol (75:25) sisteminde kontrol edildiginde kristallerin saf oldugu

belirlendi. Goriiniir 1s1kta, UV3ee nm’de renksiz, UVys nm’de mor renkli ve
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vanilin/H,SO, reaktifi ile koyu yesil renk veren bu madde VA-15 olarak kodland1 (70
mg). Bu ekstrenin geri kalan kismi ITK’da kontrol edildiginde bu maddenin disinda
onemli bir madde i¢ermedigi tespit edildi ve bu nedenle iizerinde kromatografik

caligmalar yapilmadi.

3.2.5. insektisidal etkinin belirlenmesi

Veratrum album’dan elde edilen aseton, benzen ve kloroform ekstreleri ve saf
maddelerin Leptinotarsa decemlineata’ya (patates bocegi) karsi insektisidal etkilerini
belirlemek amaciyla deney materyali olarak patates boceginin erginleri kullanildi.
Saflagtirilan tim maddelerin miktarlar1 biyolojik aktivite c¢aligmalar1 ic¢in yeterli
diizeyde degildi. Bu nedenle sadece yeterli miktarda saflastirilan VA-2, VA-5, VA-7,
VA-8 ve VA-11 kodlu maddeler toksik etkileri igin arastirilabildi. Ayrica VA-4 kodlu
madde saf halde yeterli miktarda izole edilmedigi icin bunun yerine VA-2 ve VA-4

karigimi kullanildu.

Deneylerde kullanilan boceklerin hazirlanmasi: Deneylerde kullanilan patates
bdceginin erginleri erkek ve disi ayirt etmeksizin rastgele 10 iiyeli gruplar halinde petri
kaplarina konuldu. Petri kaplarina boceklerin beslenmesi i¢in ilaglanmamis taze patates

yapraklar ilave edildi.

Deneylerde kullanilan soliisyonlarin hazirlanmasi: Her maddenin 3 dozda soliisyonu
hazirlandi. 1. dozda 50 mg, 2. dozda 100 mg ve 3. dozda 200 mg madde ile 50 mg
CMC, 4 ml saf su ve 1 ml DMSO siispansiyon haline getirildi. Boylece 10, 20 ve 40

mg/ml konsantrasyonlarda soliisyon hazirlanmis oldu.

Soliisyonlarin boceklere uygulanmasi: Hazirlanan siispansiyondan 1 ml alinarak tiim
bocekleri 1slatacak sekilde her petriye sprey edildi. Tim doz uygulamalar paralel 3
tekerriir halinde gergeklestirildi. Uygulama yapildiktan sonra petri kaplarinin etrafi
parafilm ile kapatildi. Her 12 saatte yasayan bocekler sayildi ve kaydedildi. Uygulama
96 saatte sona erdirildi.



44

Maddelerin toksik etkilerinin belirlenmesi: Bilgisayarda SPSS 16.00 istatistik veri
paketi kullanilarak, verilerin karsilastirilmasinda “Varyans Analiz” yontemi, ortalamalar
aras1 farkin kontroliinde ise “Duncan” testi uygulandi. Istatistiki veriler kullanilarak
cizelge ve grafikler olusturuldu. Ayrica insektisit olarak kullanilan maddelerin toksik
etkilerini belirlemek amaciyla Probit Analiz yontemi kullanilarak 12. saatteki LDsg

degerleri belirlendi.
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4. ARASTIRMA BULGULARI

4.1. Saflastirllan Sekonder Metabolitlere Ait Deneysel Bulgular

4.1.1. ince tabaka kromatografisi sonuclar

Veratrum album’un aseton, benzen, kloroform ve etanol ekstrelerinden izole edilen 15
bilesigin ince tabaka kromatografisi ile degisik ¢Oziicii sistemlerinde belirlenen Ry

degerleri Cizelge 4.1 de verilmistir.

Cizelge 4.1. Izole edilen bilesiklerin farkli ¢dziicii sistemlerindeki R degerleri

Bilesik Coziicii Sistemi R¢ Adsorban
VA-1 Metilen kloriir-Hekzan (90:10) 0,30 Silika jel
Etil asetat- Hekzan (95:5) 0,85 “
VA2 Kloroform-aseton (95:5) 0,46 «“
Metilen kloriir-Hekzan (90:10) 0,25 “
VA3 Kloroform-metanol (98:2) 0,70 «“
Kloroform-aseton (97:3) 0,75 “
VA-4 Kloroform-aseton (95:5) 0,50 «“
Kloroform-aseton (97:3) 0,47 “
VA5 Kloroform-metanol (90:10) 0,34 «
Metilen kloriir-aseton (70:30) 0,68 “
VA-6 Kloroform-metanol (90:10) 0,22 “
Metilenkloriir-aseton (70:30) 0,44 “
VA-7 Kloroform-metanol (85:15) 0,78 «
Metilenkloriir-aseton (50:50) 0,36 “
VA8 Kloroform-metanol (85:15) 0,36 «
Kloroform-aseton (50:50) 0,52 “
VA-9 Kloroform-metanol (85:15) 0,24 “
Kloroform-metanol-etil asetat (70:25:5) 0,22 “
VA-10 Kloroform-metanol (85:15) 0,60 «
Kloroform-metanol-etil asetat (70:25:5) 0,66 “
VA-11 Kloroform-metanol (90:10) 0,51 «“
Kloroform-metanol (80:20) 0,76 “
VA-12 Kloroform-asetik asit-MeOH(40:2:58) 0,62 “
Kloroform-metanol (70:30) 0,32 “
VA-13 Kloroform-metanol (70:30) 0,46 “
Kloroform-metanol-etil asetat (70:25:5) 0,24 “
VA-14 Metilenkloriir-metanol (60:40) 0,50 “
Kloroform-metanol (90:10) 0,47 “

VA-15 Metilenkloriir-metanol (60:40) 0,32 “
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4.2. Saflastirtlan Sekonder Metabolitlere Ait Spektral Bulgular

Bu boliimde Veratrum album’dan izole edilen 15 bilesigin molekiil yapilarini
aydinlatmak tizere aliman IR, UV, MS ve NMR yontemleri ile elde edilen spektral

bulgular degerlendirilmistir. Yapilan analizler neticesinde yapisi belirlenen bilesikler

asagidaki gibidir.

VA-1 ; n-oktakosanol

VA-2 : B-sitosterol

VA-3 : stearik asit

VA-4 : diosgenin

VA-5 : resveratrol

VA-6 : moracin J

VA-7 : oksiresveratrol

VA-8 : B-sitosterol 3-O-B-D-glikopiranozit

VA-9 : diosgenin 3-O-a-L-ramnopiranozil (1—2)-p-D-glikopiranozit)
(Dioscin’in Prosapogenin A’s1)

VA-10 ; oksiresveratrol 3-O-p-D-glikopiranozit

VA-11 ; jervin

VA-13 : pseudojervin (Jervin 3-O-p-D-glikopiranozit)

VA-14 : 1-hidroksi 5,6-dihidro jervin

VA-15 : sakkaroz
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4.2.1. VA-1 kodlu bilesik

13 11 9 7 5 3 1

14 OH

15
16 18 20 22 24 26 28

n-Oktakosanol; C,gHssO; MA: 410 g/mol

VA-1 bilesigi kiigiik, beyaz ignemsi kristaller halinde saflastirildi. ITK’da
yiritildiglinde goriiniir 1s1kta, UV254 NM ve UV3g6 NM de renksiz olup, H,SO4-vanilin
reaktifi (105°C) ile pembemsi bir renk vermektedir. Bilesigin H,SOy4-vanilin reaktifi ile
pembemsi renk vermesi steroit veya terpenik yapili bir madde olacagi diisiincesini bizde
olusturdu. Bilesik UV spektrumunda (Amax M, CH3CI) 239 nm de maksimum absorbans
gosterdi ve bilesigin erime noktas1 72-73°C olarak ol¢iildii. Bilesigin IR spektrumunda
(Sekil 4.1) 2845-2920 cm™ araliginda gozlenen kuvvetli absorbanslar alifatik C-H
titresimlerine ait bantlardir (Erdik 1998; Fessenden and Fessenden 2001). Bu bantlar
molekiilde alifatik gruplarmin fazla oldugunu gostermektedir. OH titresim bandi

absorbanst ise 3264 cm™ de gdzlenmistir.

VA-1 bilesigin kiitle spektrumunda (Sekil 4.2) M" piki gdzlenememistir. Bunun yaninda
diiz zincirli alifatik alkollerin kiitle spektrumuna benzer yarilma pikleri gézlenmistir

(Erdik 1998; Fessenden and Fessenden 2001; Adams 2007).

VA-1 bilesiginin 'H-NMR spektrumundan (Sekil 4.3) bilesigin uzun zincirli alifatik bir
alkol oldugu anlasildi. Yap1 ile uyumlu olarak 1 numarali H atomlar1 0=3,63 ppm’de
triplet (J=6,60 Hz) vermistir. En ugtaki CHj3 hidrojenlerine ait sinyal ise 0=0,84 ppm’de
triplet (J=6,60 Hz) olarak gozlenmistir. Molekiildeki fazla sayidaki CH, grubunun
kimyasal kayma degerleri birbirine ¢ok yakin oldugu i¢in 0= 1,00 - 1,40 ppm arasinda
siddetli bir sinyal vermektedirler. Integrasyon ile dort hidrojene ait oldugu anlasilan 2

numarali CH; protonlart 0=1,33 ppm’de pentet sinyali vermistir. Hidrojenlerin
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integrasyon oranlari, sinyallerdeki yarilmalar ve kimyasal kayma degerlerinden

molekiiliin yapisinin n-oktakosanol oldugu belirlendi.
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Sekil 4.1. VA-1’in (n-oktakosanol) IR Spektrumu
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Sekil 4.2. VA-1’in (n-oktakosanol) kiitle spektrumu
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VA-1 bilesiginin "*C-NMR spektrumunda (Sekil 4.4) toplam 13 karbon sinyali
gozlenmistir. 0=29,91 ppm’deki siddetli sinyal ayni noktada rezonans olan fazla
sayidaki CH, grubunun oldugunu géstermektedir. 1 numarali C atomunun rezonansi1 O
atomunun indiiktif etkisinden dolay1 diger atomlara gore daha asagi alanda, 0=63,30
ppm’de goézlenmistir. Bilesigin DEPT spektrumu da (Sekil 4.5) oOnerilen yapi ile

uyumludur.

VA-1 bilesiginin *H-'H COSY ve *C-'H HETCOR (Sekil 4.6) spektrumlari dnerilen
yapi ile uyumludur. *C-'H HETCOR spektrumunda (Sekil 4.6) 6=0,87 ppm’de triplet
sinyal 6=14,30 ppm’deki karbon sinyali ile; 6=3,63 ppm’deki 1 numarali protonlara ait
triplet sinyal 6=63,30 ppm’deki karbon sinyali ile ve 6=1,25 ppm’deki fazla sayidaki
CH, protonlarina ait siddetli sinyal ise 6=29,91 ppm’deki kuvvetli karbon sinyali ile

korele oldugu gozlenmektedir.
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4.2.2. VA-2 kodlu bilesik

Tl

OH

B-Sitosterol; CogHs00; MA: 414 g/mol; [a]if = -35° (CHCl3,c=1)

VA-2 bilesigi amorf kat1 bir madde halinde izole edildi. ITK’da goriiniir 151kta, UVasy
ve UV3g NmM de renk vermeyen bu madde H,SO4-vanilin reaktifi (105°C) ile pembe-mor
renk vermektedir. Bilesigin H,SOg4-vanilin reaktifi (105°C) pembemsi renk vermesi
steroit veya terpenik yapili bir madde olacag: diislincesini bizde olusturdu (Sakar ve
Tanker 1991; Wagner and Bladt 1996). Bilesigin erime noktasi1 136-138°C olarak
belirlendi ve bilesik UV spektrumunda (Amax NM, CH3Cl) 244 nm de maksimum
absorbans gosterdi. VA-2 bilesiginin IR spektrumunda (Sekil 4.7) 3359 cm™ dalga
boyunda gozlenen genis ve siddetli absorbans bandi molekiil yapisinda OH grubunun
olduguna isaret etmektedir. Molekiilde alifatik gruplarin oldugunu dogrulayan C-H
titresim bantlar1 ise 2933 cm™, 2950 cm™ ve 2868 cm™ dalga boylarinda gozlenmistir.
Bunlarin yani1 sira 1463 cm™ ve 1376 cm™ dalga boylarinda gozlenen absorbans bantlari
C=C baglarina, 1060 cm™ deki absorbans band1 ise C-O bag titresimine aittir (Erdik
1998; Fessenden and Fessenden 2001).
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Sekil 4.7. VA-2’nin (B-sitosterol) IR Spektrumu

VA-2 maddesinin *H-NMR spektrumunda (Sekil 4.8) 6=0,67-2,28 ppm araliginda
alifatik hidrojenlere ait sinyaller molekiiliin steroit veya triterpenik yapida oldugunu
gostermektedir. Bilesigin BC NMR spektrumundaki (Sekil 4.9) toplam 29 karbon
sinyali molekiiliin triterpenik yapida degil de steroit yapisinda oldugunu gostermektedir.
Bir maddenin steroit veya triterpen yapisinda oldugu ‘H-NMR spektrumundaki
sinyallerden kolayca anlasilabilmektedir. Triterpenlerin 'H-NMR spektrumunda yukari
alanda CHs; hidrojenlerine ait daha fazla sayida singlet sinyal gozlenirken steroitlerde
metil gruplarina ait daha az sayida singlet sinyal gozlenmektedir. Bilesigin DEPT
spektrumunda (Sekil 4.10) alt1 adet CH3 karbon sinyali gdzlenmistir. Bu alt1 adet CH3
protonlarin ikisi singlet, li¢ii ise dublet sinyal vermistir. Bu bilgiler bilesigin steroit
yapisini dogrulamaktadir. Metil gruplarindan 18 ve 19 numarali CHjz protonlari sirasiyla
0=0,67 ve 0=1,00 ppm’de singlet vermislerdir. Diger metil gruplarindan 29 numarali
CH3; grubu 6=0,83 ppm’de dublet (J=6,60 Hz), 21 numarali CH3 grubu 6=0,80 ppm’de
dublet (J=6,97 Hz), 27 numarali CHj protonlar1 ise 6=0,91 ppm de dublet (J=6,60 Hz)
vererek rezonans olmuslardir. H-3 protonu ise 6=3,52 ppm de multiplet sinyal vermistir.
Bir adet olefinik H ise (H-6) 0=5,35 ppm’de dublet (J=5,13 Hz) sinyal vermistir.
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Bilesigin DEPT spektrumundaki 6 adet CH3 sinyali, 10 adet CH sinyali ve 9 adet CH
sinyali steroidin yapist ile uyumludur. 1 ve 2 boyutlu spektral veriler VA-2’nin
yapisiin bitkilerde ¢ok yaygin bir steroit olan, p-sitosterol oldugunu géstermektedir.
VA-2 bilesiginin *H-'H COSY ve C-'H HETCOR (Sekil 4.11) spektrumlari da
Onerilen yapi ile tam uyumludur. VA-2 bilesiginin kimyasal yapis1 ayrica literatiir
verileri ile de desteklenmistir (Giivenalp 1999, Cakir 2000; Kovganko et al. 2000;
Fessenden and Fessenden 2001).
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Sekil 4.8.

VA-2’nin (B-sitosterol) ‘H NMR (CDCls, 400 MHz) spektrumu
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4.2.3. VA-3 kodlu bilesik

17

18

Stearik asit; C1gH3602; MA: 284 g/mol

ITK’da goriiniir 151kta, UV2s4 V& UV3ss nm’de renk vermeyen, H,SOg4-vanilin reaktifi
(105°C) ile hafif pembe renk veren VA-3 bilesigi, aseton ekstresinden amorf bir kati
olarak izole edildi. Bilesigin erime noktast 70-71°C olarak belirlendi ve bilesik UV
spektrumunda (Amax NM, CH3Cl) 244 nm de maksimum absorbans gosterdi. Bilesigin IR
spektrumunda (Sekil 4.12) molekiilde alifatik gruplarin fazla olmasindan dolay1 2845-
2920 cm™ araliginda C-H titresimlerine ait kuvvetli absorbanslar gdzlenmistir. OH

titresim band1 absorbansi ise 3264 cm™ de gbzlenmistir (Erdik 1998; Fessenden and

Fessenden 2001).
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VA-3 bilesiginin 'H-NMR spektrumu (Sekil 4.13) VA-1 bilesiginin NMR spektrumuna
¢ok benzemektedir. VA-3’lin 'H-NMR spektrumunda VA-1 den farkli olarak CH,OH
protonlarma ait triplet sinyal gézlenmemistir. VA-3 {in terminal -CH3; grubuna ait
protonlar =0,88 ppm’de triplet (J= 6,78 Hz) sinyal vermistir. integrasyon orani iki
protona karsilik gelen 6=2,34 ppm’deki triplet (J=7,70 Hz ve 7,33 Hz) sinyali karbonil
karbonuna komsu metilenik protonlara (H-2) aittir. C-3 karbonuna baghh -CH;
hidrojenleri 6=1,63 ppm’de pentet vermektedir.

Bilesigin B¥C-NMR spektrumunda (Sekil 4.14) 6=179,65 ppm’de gozlenen karbon
sinyali molekiildeki bir ester veya asit karbonil karbonuna aittir. Bilesigin *H-NMR
spektrumunda 6=3 ppm’den daha asagi alanda ve *C-NMR spektrumunda ise 6=60
ppm civarinda sinyalin gozlenmemesi VA-3’lin bir esterden ziyade asit oldugunu
gostermektedir. Bilesigin "H-NMR spektrumunda 6=1,25 ppm’de gozlenen kuvvetli
sinyalin integrasyonu yaklasik olarak 28-30 hidrojene ait oldugunu gostermistir. Bu
bilgilerden yola c¢ikilarak bilesigin stearik asit veya nonadekanoik asit olabilecegi
diisiiniildii. Dogada ¢ift karbonlu yag asitleri tek karbonlu yag asitlerine gore ¢ok daha
yaygindir. 18 karbonlu yag asitleri bitkilerde en yaygin yag asitleri oldugu bilgisinden
yola ¢ikilarak bilesigin kimyasal yapist 18 karbonlu stearik asit oldugu diistiniildii. VA-
3iin C DEPT (Sekil 4.15), 'H-'H COSY ve ®C-'H HETCOR (Sekil 4.16)

spektrumlar1 da Onerilen stearik asit yapisiyla uyumludur.
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Sekil 4.13. VA-3’iin (stearik asit) "HNMR (CDCls, 400 MHz) spektrumu
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4.2.4. VA-4 kodlu bilesik

Diosgenin; CasH4205; MA: 414 gimol; [a]%) = -127° (CHCl;, c=1)

VA-4 bilesigi amorf beyaz bir kat1 olarak izole edildi. ITK da goriiniir 1s1kta, UVs4 Ve
UV365 NM de renksiz, H,SO4-vanilin reaktifi ile (105°C) sar1 renk veren bilesigin erime
noktas1 191-193°C olarak belirlendi. Bilesik UV spektrumunda (Amax M, CH3CI) 239,
285 ve 318 nm degerlerinde maksimum absorbans gosterdi. VA-4’iin IR spektrumunda
(Sekil 4.17) 3318 cm™ de gbzlenen titresim bandi molekiilde —OH grubunun oldugunu
gostermektedir. IR spektrumunda 2850-2930 cm™ arahginda gozlenen kuvvetli
absorbans bantlar1 alifattik —CH titresimlerinden ileri gelmektedir. C=C gerilme
titresimleri ise 1450 cm™ de gozlenmis olup molekiilde c¢ift bagin oldugunu
gostermektedir. C-O bagina ait titresim absorbansi ise 1065 cm™ de gbzlenmistir (Erdik

1998; Fessenden and Fessenden 2001).
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Sekil 4.17. VA-4’iin (diosgenin) IR Spektrumu

Bilesigin '"H-NMR (Sekil 4.18) ve *C-NMR (Sekil 4.19) spektrumlarinin yorumundan
VA-4’iin steroit tipli bir madde oldugu goriilmektedir. VA-4 bilesigine ait UV, IR, *H-
NMR (Sekil 4.18), *C-NMR (Sekil 4.19), DEPT (Sekil 4.20, 4.21), *H-'H COSY (Sekil
4.22), Bc-'H HMQC (Sekil 4.23), ve HMBC (Sekil 4.24), spektral verilerine dayanarak
molekiilin kimyasal yapist diosgenin olarak aydmlatildi. VA-4’in  *H-NMR
spektrumunda (Sekil 4.18) —CHg gruplarina ait iki singlet, iki dublet sinyal gézlenmistir.
Molekiil yapisina uygun olarak 21 ve 22 numarali —CHj3 protonlar sirastyla, 0=0,81 ve
0=1,05 ppm’de singlet vererek rezonans olmuglardir. Diger 20 ve 27 numarali —CHg3
protonlart ise sirastyla 6=1,02 ve 6=1,10 ppm’de dublet vererek rezonans olmuslardir.
Bu sinyaller i¢in etkilesme sabitleri J=6,80 Hz ve J=7,12 Hz olarak hesaplanmistir.
Bilesigin H-6 olefinik protonu ¢=5,37 ppm’de multiplet sinyal vermistir. H-26
diastropik protonlar1 ise bir AB sistemi vermis ve 0=3,98 ppm’de dd (H-26a, J;=10,96
Hz, J,=2,68 Hz) ve 6=3,32 ppm’de dublet (H-26b, J=10,92 Hz) vererek rezonans
olmustur. H-3 protonu ise 6=3,53 ppm’de multiplet vermistir. H-16 protonuna ait sinyal
17 nolu protonla etkileserek dublete, 15 numarali protonlarla da etkileserek 6=4,44
ppm’de dt (J;=7,12 Hz, J,=7,56 ve 7,68 Hz) sinyaline yarilmistir.
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Bilesigin *C-NMR spektrumunda (Sekil 4.19) molekiil yapisiyla uygun olarak toplam
27 karbon sinyali gozlenmistir. Olefinik karbonlara ait sinyaller 6=140,8 (C-5) ve
0=121,4 (C-6) ppm’de gézlenmistir. C-19 karbon sinyali bagh iki oksijen atomunun
indiiktif etkisinden dolay1r asagi alanda 0=109,8 ppm’de rezonans olmustur. VA-4
bilesiginin molekiil yapisina bakildiginda C-16, C-3 ve C-26 karbonlarina oksijen
atomu bagli olup bu karbonlarin asagi alanda rezonans olmasi beklenir. Beklenildigi
gibi bu karbon atomlar1 sirasiyla 6=80,9, 6=71,8 ve 0=65,1 ppm’de rezonans

olmuslardir.

VA-4 bilesiginin DEPT spektrumunun (Sekil 4.20 ve 4.21) molekiil yapistyla uyumlu
olarak 4 adet —CHgs, 10 adet —CH, ve 9 adet —CH karbon sinyali gozlenmistir. VA-4
bilesiginin HMQC spektrumu (Sekil 4.23) da Onerilen yapiyr dogrulamaktadir.
Spektrumdan da goriilecegi tizere 0=71,8 ppm de karbon sinyali (C-26) 6=3,98 ppm ve
0=3,32 ppm’deki proton sinyalleriyle korele olmustur. Bu korelasyon bu proton
sinyallerinin diastropik H-26 protonlarina ait oldugunu dogrulamaktadir. HMQC
spektrumunda 0=4,44 ppm deki proton sinyali (H-16), 6=80,9 ppm’deki karbon
sinyaliyle; 6=3,53 ppm’deki multiplet sinyal (H-3) 6=71,8 ppm’deki karbon sinyali ile;
0=5,37 ppm’deki olefinik hidrojene ait (H-6) sinyal 6=121,4 ppm’deki karbon sinyali ile
korele olmustur. Sekil 4.22 den goriilecegi lizere tiim korelasyonlar VA-4’{in molekiil
yapist ile uyum igerisindedir. VA-4 bilesiginin molekiil yapis1 "H-"H COSY (Sekil 4.22)
ve HMBC (Sekil 4.24) spektral verileri ve daha Once yayinlanan literatiir verileri
(Espejo et al. 1982; Tal et al. 1984; Chen and Snyder 1989; Indrayanto et al. 2001;
Pires et al. 2002; Saxena and Shalem 2004; Yoon and Kim 2008) ile de dogrulanmustir.
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Sekil 4.18. VA-4"iin (diosgenin) *H NMR (CDCls, 400 MHz) spektrumu
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4.2.5. VA-5 kodlu bilesik

5

Resveratrol; C14H1,03 MA: 228 g/mol

VA-5 bilesigi, UV3zgs NmM de parlak, UV;54 nm de mor renk veren amorf, goriiniir 1s1kta
acik kahverengimsi renkli bir madde olarak izole edildi. Bilesigin UV254 Nm de mor
renk vermesi fenolik karakterli bir madde oldugunu gostermektedir (Skoog et al. 1998).
H,SO4-vanilin reaktifi (105°C) ile kiremit kirmizisit seklinde bir renk veren bilesigin
erime noktas1 255-256°C (bozunma ile) olarak belirlendi. VA-5’in UV spektrumunda
(Amax nm, CH3Cl) maksimum absorbans degerleri 220 ve 305 nm olarak 6Slgiildii. Bu
maksimum absorbans degerleri maddenin fenolik karakterli olduguna isaret etmektedir

(Skoog et al. 1998).

VA-5 bilesiginin IR spektrumunda (Sekil 4.25) 3270 cm™ dalga boyunda gozlenen
kuvvetli absorbans ve 2800-3000 cm™ dalga boyu araliginda gdzlenemeyen alifatik -CH
titresim bantlar1 molekiilin fenolik karakterli oldugunu dogrulamaktadir. Aromatik
halkadaki C=C baglar titresim bantlar1 ise 1578, 1514 ve 1325 cm™ dalga boylarinda
gozlenmistir (Erdik 1998; Skoog et al. 1998).
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Sekil 4.25. VA-5’in (resveratrol) IR spektrumu

VA-5’in kiitle spektrumunda (Sekil 4.26) M" piki beklenildigi gibi

m/z=229 olarak

gbzlenmistir.
229.0
m,;hﬂ 4.490e+7 =
750 ]
228.0
2.907e+7
5036 B
2110
1.623e+7
¢
i 250 ]
2401 1
s_ore«s 1
1
. |
i "1l oo "ate s

Sekil 4.26. VA-5’1n (resveratrol) kiitle spektrumu
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VA-5 bilesiginin molekiil yapis1 UV, IR, MS, *H NMR, *C NMR, DEPT, *H-'H COSY
ve ¥C-'H HETCOR spektral verileri ile resveratrol olarak aydinlatiimistir.
Resveratrolin *H NMR spektrumunda (Sekil 4.27) aromatik ve olefinik protonlarin
rezonanslar1 6= 6,09-7,38 ppm aralifinda gozlenmistir. Olefinik protonlar (H-a ve H-B)
bir AB sistemi vererek 0=6,78 ppm (J=16,4 Hz) ve 6=6,91 ppm’de iki ayr1 dublet sinyal
vermislerdir. J=16,4 Hz olmasi bu hidrojenlerin trans oldugunu gostermektedir. H-2",
H-6', H-3', H-5" protonlar1 p- dallanmaya baglh olarak 6=7,37 ppm ve 6=6,73 ppm’de
(J=8,60 Hz) bir AA'XX" sistemi vermistir. H-2 ve H-6 protonlar1 6=6,36 ppm (J=2,20
Hz) de, H-4 protonu 6=6,1 ppm (J=2,20 Hz)’de rezonans olmaktadir. Aromatik halkaya
bagli —OH gruplari ise 6=9,18 ppm (2xH) ve 6=9,53 ppm (1xH) rezonans olmuslardir.

VA-5’in BC-NMR spektrumunda (Sekil 4.28) toplam 9 karbon sinyali gozlenmis olup
tiim sinyaller olefinik bolgededir. Bu rezonans bilgileri resveratroliin molekiil yapisi ile
uyumludur. VA-5 bilesigi 14 karbonlu olmasina ragmen spektrumda 9 sinyalin
gozlenmesi ¢akigmalardan ileri gelmektedir. Spektrumda da goriilecegi lizere C-2 ve C-
6 karbonlar1 6=104,99 ppm, C-3' ve C-5' karbonlan 6=116,19 ppm, C-2" ve C-6
karbonlar1 6=128,51 ppm ve C-3 ve C-5 karbonlar1 6=159,17 ppm’de beraber rezonans

olmuslardir.

Bilesigin DEPT spektrumu (Sekil 4.29) da molekiill yapist ile tam bir uyum
icerisindedir. DEPT spektrumundan goriilecegi lizere molekiilde —CH; ve CH;
karbonlar1 gdzlenmemis, sadece 6 adet —CH karbon sinyali gozlenmistir. Bilesigin 'H-
'H-COSY (Sekil 4.30) ve *C-"H HETCOR (Sekil 4.31) spektrumundaki korelasyonlar
da resveratroliin molekiill yapisin1 dogrulamaktadir. VA-5’in molekiil yapisinin
resveratrol oldugu ayrica daha once yaymlanms literatiir bilgileriyle de dogrulanmistir

(Mattivi et al. 1995; Trela and Waterhouse 1996).
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Sekil 4.30. VA-5’in (resveratrol) *H-'H COSY (DMSO-dg, 400 MHz) spektrumu
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4.2.6. VA-6 kodlu bilesik

Moracin J; C14H1203 MA: 272 g/mol

VA-6 bilesigi gorliniir 1s1kta acgik kahverengimsi, UV3gs nm de renksiz, UVys, nm de
mor renk veren, amorf, koyu kahverengi bir madde olarak izole edildi. Maddenin UV s,
nm de mor renk vermesi fenolik karakterli bir madde oldugunu gostermektedir (Skoog
et al. 1998). Bu ozellikleri VA-6 maddesinin bizde resveratrol (VA-5) veya
oksiresveratrol maddeleri (VA-7) tirevi bir madde olacagi diisiincesini dogurdu.
H,SO4-vanilin reaktifi (105°C) ile kiremit rengi veren bilesigin UV spektrumunda (Amax
nm, DMSO) maksimum absorbans degeri 330 nm olarak o6lgiildii. Bu maksimum
absorbans maddenin fenolik karakterli olabilecegine isaret etmektedir (Skoog et al.
1998).

VA-6 bilesiginin IR spektrumunda (Sekil 4.32) fenolik karakterli bir bilesikten
beklendigi gibi 3240 cm™ de aromatik —OH titresim bantlar1, 1594 ve 1450 cm™ de C=C
titresim bantlar1, 1141 cm™ de kuvvetli C-O absorbans bandi gozlendi (Erdik 1998;
Skoog et al. 1998).
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Sekil 4.32. VA-6’nin (moracin J) IR spektrumu

VA-6 bilesiginin molekiil yapist UV, IR, *H NMR, *C NMR ve DEPT spektral verileri

ile stilbenoid tirevlerinden fenolik karakterli bir madde olan moracin J olarak

aydinlatildi.

Moracin J molekiiliniin (VA-6) "H-NMR spektrumundan (Sekil 4.33) goriilecegi lizere,
integrasyon ile 3 protona tekabiil eden, aromatik —OH hidrojenleri 6=8,43 ppm (2xH) ve
0=7,74 ppm’de (1xH) genis singlet vererek rezonans olmuslardir. Diger aromatik
hidrojenler ise 0=6.37-7.24 ppm arasinda integrasyon ile 6 protona karsilik gelecek
sekilde rezonans olmuslardir. H-4" protonu 6=6,37 ppm’de (J=1,5 Hz) triplet sinyal
vererek rezonans olurken, H-2' ve H-6' protonlarina ait rezonans sinyalleri 6=6,86
ppm'de (J=1,5 Hz) dublet, H-4 ve H-7 protonlarina ait rezonans sinyalleri 6=7,03 ppm
ve H-3 protonuna ait rezonans sinyal ise 6=7,14 ppm’de singlet olarak gozlenmistir.
Metoksil grubuna ait sinyal ise 6=3,91 ppm'de siddetli bir singlet olarak

gozlenmektedir.
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VA-6 bilesiginin *C-NMR spektrumunun (Sekil 4.34) resveratrol (VA-5) ve
oksiresveratroliin (VA-7) *C-NMR spektrumlarina ¢ok benzemesi VA-6’nin da
stilbenoit tiirevi bir madde oldugunu agik¢a gostermektedir. Bu maddelere ait Bc-
NMR spektrumlarda oldugu gibi VA-6 bilesiginin *C-NMR spektrumunda toplam 13
karbon sinyali gézlenmistir. Molekiil yapisina uygun olarak karbon sinyalinde goriilen
eksiklik baz1 karbon sinyallerinin ayni yerde rezonans olmasindan kaynaklanmaktadir.
Spektrumdan goriilecegi iizere 6=159,0 ve 0=102,8 ppm’de gozlenen karbon sinyalleri
diger karbon sinyallerine nazaran daha siddetli olup bu sinyaller sirasiyla 3'-5' ve 2'-6'
karbonlarina aittir. O atomuna bagh 2, 7a, 5 ve 6 numarali karbon atomlar1 diger
olefinik karbonlara gore daha asagi alanda sirasiyla 6=154,2 ppm, 0=149,4 ppm,
0=146,1 ppm ve 6=145,8 ppm’de rezonans olmustur. 6=132,3 ppm ve 6=120,5 ppm’de
gozlenen karbon sinyalleri sirasiyla C-1' ve C-3a karbonlarina ait sinyallerdir. OH grubu
tasimayan karbonlar ise daha yukari alanda, 0=103,4-98,4 ppm araliginda rezonans
olmuslardir. 6=56,6 ppm’de gozlenen karbon sinyali ise -OCHj3 karbonuna ait sinyaldir.
VA-6’nin DEPT spektrumunda (Sekil 4.35) onerilen molekiil yapisiyla uyumlu olarak
bir adet —-OCH3 karbonuna ait sinyal ve 6 adet ise 0=103,4-98,4 ppm araliginda

rezonans olan -CH karbon sinyali gézlenmistir.

VA-6 bilesiginin spektral verileri daha dnce yayinlanmis olan spektral verilerle de uyum
icerisinde olup VA-6’nin molekiil yapisinin moracin J oldugunu dogrulamaktadir
(Basnet et al. 1993; Kanchanapoom et al. 2002; Tan et al. 2010).
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Sekil 4.33. VA-6’min (moracin J) *H-NMR (aseton-ds, 400 MHz) spektrumu
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Sekil 4.34. VA-6’nin (moracin J) **C-NMR (DMSO-dg, 400 MHz) spektrumu
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4.2.7. VA-T kodlu bilesik

Oksiresveratrol; C14H1204. MA: 244 g/mol

VA-7 bilesigi, goriiniir 1s1kta renksiz, UV3zg6 NmM de parlak beyaz, UV,s4 nm de mor renk
veren, amorf, koyu kahverengi bir madde olarak izole edildi. Maddenin UV,s4 nm de
mor renk vermesi fenolik karakterli bir madde oldugunu gostermektedir (Skoog et al.
1998). Bu ozellikleri agisindan VA-7 bilesigi resveratrol (VA-5) maddesine ¢ok
benzemektedir. H,SO4-vanilin reaktifi (105°C) ile kirmizi renk veren maddenin erime
noktast 199-200°C olarak belirlendi. VA-7’nin UV spektrumunda (Amax hM, DMSO)
maksimum absorbans degerleri 223, 289 ve 327 nm olarak 6lgiildii. Bu maksimum

absorbanslar maddenin fenolik karakterli oldugunu dogrulamaktadir (Erdik 1998).

VA-7 bilesiginin IR spektrumu da resveratroliin IR spektrumuna ¢ok benzemektedir. Bu
bilgiler bize VA-7’nin resveratrol benzeri bir madde oldugu diisiincesini olusturdu. VA-
7°nin IR spektrumunda aromatik —OH titresim bantlar1 3694 cm™ dalga boyunda ve
aromatik —CH titresim bantlar1 3040 cm™ de gozlenirken, aromatik C=C baglar1 1599,
1457 ve 1305 cm™ dalga boylarinda absorbans vermistir (Erdik 1998; Skoog et al.
1998).
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Sekil 4.36. VA-7’nin (oksiresveratrol) IR spektrumu

VA-7 bilesiginin molekiil yapis1t UV, IR, 'H-NMR, *C-NMR, DEPT, *H-'H COSY,
3C-'H HETCOR ve HMBC spektral verileri ile resveratrol benzeri bir madde olan

oksiresveratrol olarak aydinlatilmistir.

VA-7 bilesiginin "H-NMR spektrumunda (Sekil 4.37) 0=9-10 ppm arasindaki yayvan
sinyaller aromatik hidroksil gruplarina ait protonlar1 gostermektedir. H-a ve H-f
protonlar1 0=7,13 ppm’de (J=16,4 Hz) ve 6=6,77 ppm’de dublet (J=16,4 Hz)
vermislerdir. H-6' ve H-5' protonlar1 sirasiyla 6=7,32 ppm ve 06=6,30 ppm’de
birbirleriyle etkileserek dublet sinyal (J=8,20 Hz) vermislerdir. Diger aromatik
hidrojenler 0=6,40 ppm’de (H-2 ve H-6), 6=6,30 ppm (H-3") ve 6=6,10 ppm’de (H-4)

rezonans olmuslardir.

VA-7 bilesiginin *C-NMR spektrumunda (Sekil 4.38) toplam 12 karbon sinyali
gozlenmistir. Resveratroliin BC-NMR spektrumunda oldugu gibi az karbon sinyalinin

gozlenmesi Ozdes karbon atomlarmin ayni yerde rezonans olmasindan
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kaynaklanmaktadir. Ozdes C-2 ve C-6 karbonlart §=104,71 ppm’de, C-3 ve C-5
karbonlar1 6=158,09 ppm’de ayn1 yerde rezonans olmuslardir.

VA-7’nin DEPT spektrumunda (Sekil 4.39) 6nerilen molekiil yapisiyla uyumlu olarak

sadece 8 adet -CH karbon sinyalleri gézlenmistir.

VA-7 bilesiginin *H-"H COSY (Sekil 4.40), *C-'H HETCOR (Sekil 4.41) ve HMBC
(Sekil 4.42) spektrumlar1 da 6nerilen yapiyr dogrulamaktadir. Bilesigin spektral verileri

daha once yayinlanmis olan spektral verilerle de uyum igerisindedir (Ban et al. 2006;

Hakim et al. 2008).
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Sekil 4.38. VA-7nin (oksiresveratrol) *C-NMR (DMSO-ds, 400 MHz) spektrumu
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Sekil 4.40. VA-7nin (oksiresveratrol) *H-'H COSY (CDCls, 400 MHz) spektrumu
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Sekil 4.41. VA-7nin (oksiresveratrol) **C-*H HMQC (DMSO-ds, 400 MHz) spektrumu
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4.2.8. VA-8 kodlu bilesik

[-Sitosterol 3-O-B-D-glikopiranozit; C3sHgoOs; MA: 576 g/mol;
[]2) = -30° (CsHsN, c=1)

VA-8 bilesigi amorf bir katt madde olarak izole edildi. ITK’da goriiniir 151kta UV 54 NM
de mor renk veren ve UVsg nm de renk vermeyen VA-8, H,SOg4-vanilin reaktifi
(105°C) ile pembe-mor renk vermektedir. Maddenin erime noktasi 297-299°C olarak
belirlendi. Madde aymi zamanda erirken de bozunmustur. H,SOs-vanilin reaktifi
(105°C) ile maddenin pembemsi renk vermesi maddenin steroit veya terpenik yapili bir
madde olacag diisiincesini bizde olusturdu (Sakar ve Tanker 1991; Wagner and Bladt
1996). Bilesik UV spektrumunda (Amax M, MeOH) 224 nm de bir steroit veya terpen
yapisina uygun olarak maksimum absorbans vermistir. VA-8 bilesiginin IR
spektrumunda (Sekil 4.43) 3363 cm™ dalga boyunda gozlenen genis ve siddetli
absorbans bandi molekiil yapisinda -OH grubu veya gruplarinin olduguna isaret
etmektedir. Molekiilde alifatik gruplarin oldugunu dogrulayan C-H titresim bantlar1 ise
2932 cm™ dalga boyunda absorbans vermislerdir. Bunlarm yani sira 1366 cm™ dalga
1

boylarinda gozlenen absorbans bantlari C=C baglarina, 1060 cm’
titresimlerine aittir (Erdik 1998; Skoog et al. 1998).

ise ve C-O bag
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Sekil 4.43. VA-8’in (B-Sitosterol 3-O-p-D-glikopiranozit) IR spektrumu

VA-8 bilesiginin *H-NMR spektrumundaki sinyaller (Sekil 4.44), 6=4.00-4.60 ppm
arasindaki monosakkarit birimine ait sinyaller ile 6=5,04 ppm’de gozlenen dublet sinyal
hari¢ daha 6nce yapist aydinlatilmis olan B-sitosterol (VA-2) bilesiginin sinyallerine ¢ok
benzemektedir. Bu bilgiler bize VA-8 bilesiginin B-sitosteroliin glikoziti oldugunu
gostermektedir. Aym benzerlik bilesigin *C-NMR (Sekil 4.45) spektrumundaki
sinyaller i¢in de gecerlidir. VA-8 bilesiginin kimyasal yapisi IR, UV, 'H-NMR, ¥C-
NMR, DEPT, 'H-'H COSY ve C-'H HETCOR spektral verilerine dayanarak p-
sitosterol-3-O-B-D-glikopiranozit olarak aydinlatildi. B-sitosterole bagli monosakkarit
biriminin anomerik protonu (H-1") karakteristik olarak 0=5,04 ppm’de dublet sinyal
vermistir. Bu dubletin etkilesme sabitinin J=7,68 ppm olmasi monosakkaritin glikoz
oldugunu ve B-glikopiranozit formunda oldugunu gostermektedir (Cakir 2000; Usuki et
al. 2008). Glikoz sekerinin diastropik H-6' protonlar1 6=4,55 ppm’de dd (H-6'a,
J1=11,76 Hz, J,=2,36 ve 2,28Hz) ve 0=4,40 ppm’de (H-6'b, J:=11,76 Hz, J,=5,22 ve
6,52 Hz) dd vermislerdir.
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VA-8 bilesiginin *C-NMR spektrumunda (Sekil 4.45) toplam 35 karbon sinyali
gbzlenmis olup bunun 6 tanesi monosakkarit birimine ait karbon sinyalleridir. Bu
durum molekiiliin steroit glikoziti oldugunu ve Onerilen yapiyr dogrular niteliktedir.
VA-8’in DEPT spektrumunda (Sekil 4.46) 6 adet CH3 karbon sinyali, 12 adet CH,
karbon sinyali ve 14 adet CH karbon sinyali gzlenmistir. VA-8 bilesiginin *C-NMR
ve DEPT sinyalleri mukayese edildiginde toplam 3 adet kuarterner karbona ait sinyaller
DEPT spektrumunda yapiyla uyumlu olarak gdzlenmemistir. *H-NMR spektrumunda
bu 6 adet CH3 protonlarinin ikisi singlet, birisi triplet ve ti¢ii ise dublet sinyal vermistir.
Metil gruplarindan 18 ve 19 numarali -CHj3 protonlar sirasiyla 0=0,68 ve 0=0.92 ppm
de singlet vermislerdir. Diger metil gruplarindan 29 numarali CHz grubu ¢= 0,84
ppm’de triplet (J=4.25 Hz) verirken 21, 26 ve 27 numarali -CH3 gruplarinin verdigi ti¢
ayrt dublet sinyal ise 0=0.81-0.90 ppm araliginda birbirine karistigindan tam olarak
ayristirilamamustir (Sekil 4.44). Bir adet olefinik H ise (H-6) 0=5,33 ppm’de multiplet

sinyal vererek rezonans olmustur.

VA-8 bilesiginin *H-"H COSY (Sekil 4.47) ve *C-'H HMQC (Sekil 4.48) spektrumlari
da onerilen yapi ile tam uyumludur. Ornegin, 6=5.04 ppm’de Kkarakteristik anomerik
protona ait sinyal 6=102.37 ppm’deki karbon sinyali ile korele olmustur. Yapiyla
uyumlu olarak 6=3.90-4.60 ppm arasindaki glikoz birimine ait proton sinyalleri = 71-
78 arasindaki toplam 4 karbon sinyal ile korele olmuslardir. Glikozun 0=4,55 ve 6=4,40
ppm’deki diastropik H-6' protonlarina (H-6'a ve H-6'b) ait sinyal ise 6=62.63 ppm’deki

karbon sinyali ile korele olmustur.
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Sekil 4.44. VA-8’in (B-Sitosterol 3-O-B-D-glikopiranozit) *H-NMR (CsDsN, 400 MHz)

spektrumu
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Sekil 4.45. VA-8’in (B-Sitosterol 3-O-p-D-glikopiranozit) **C-NMR (CsDsN, 400 MHz)
spektrumu
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Sekil 4.46. VA-8’in (B-Sitosterol 3-O-B-D-glikopiranozit) DEPT (CsDsN, 400 MHz)

spektrumu
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Sekil 4.47. VA-8’in (B-Sitosterol 3-O-p-D-glikopiranozit) *H-'H COSY (CsDsN, 400
MHz) spektrumu
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Sekil 4.48. VA-8’in (B-Sitosterol 3-O-B-D-glikopiranozit) **C-'H HMQC (CsDsN, 400

MHz) spektrumu
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4.2.9. VA-9 kodlu bilesik

Diosgenin 3-O-a-L-ramnopiranozil (1—2)-p-D-glikopiranozit (Dioscin’in Prosapogenin

A); CaoHe2012; MA: 722 g/mol; [a]}) = -60° (CsHsN, c=1)

VA-9 bilesigi amorf bir kat: madde halinde izole edildi. VA-9 bilesigi ITK da goriiniir
1sikta ve UV3g6 NM de renksiz olup, UVas4 Nm de mor renk vermektedir. VA-9 bilesigi
H,SO4-vanilin reaktifi (105°C) ile sar1 renk vermistir. Maddenin erime noktasi 248-
250°C olarak belirlendi. Bilesik UV spektrumunda (Amax NM, MeOH) 216 ve 285 nm de
bir steroit veya terpen yapisina uygun olarak maksimum absorbanslar vermistir. VA-9
bilesiginin IR spektrumunda (Sekil 4.49) 3354 cm™ de —OH, 2929 cm™ de alifatik —
CH, 1050 cm™ de ise cok kuvvetli C-O titresim bantlart gozlenmistir (Skoog et al.
1998).
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Sekil 4.49. VA-9’un (diosgenin 3-O-a-L-ramnopiranozil (1—2)-p-D-glikopiranozit) IR
spektrumu

UV, IR, H-NMR, BC-NMR, DEPT, 'H-'H coOSY, ®C-'H HMQC ve HMBC
yontemleri ile elde edilen bilgilerden VA-9 bilesiginin kimyasal yapist diosgenin 3-O-
a-L-ramnopiranozil (1-—2)-p-D-glikopiranozit (Dioscin’in Prosapogenin A’si)
olarak karakterize edildi. VA-9 bilesiginin 'H-NMR spektrumunda (Sekil 4.50)
gozlenen proton sinyalleri daha dnce izole edilen ve yapis1 aydinlatilan diosgenin (VA-
4) maddesine ¢ok benzemektedir. Bilesigin "H-NMR spektrumunda gozlenen 9=3,90-
5,20 ppm arasinda gozlenen proton sinyalleri molekiilde bir disakkarit biriminin
oldugunu gostermektedir. Disakkarit birimine ait anomerik protonlardan birisi 0=5,08
ppm’de dublet (J=7,28 Hz) verirken diger anomerik proton ise 0=6,42 ppm’de singlet
vermistir. Bu bilgiler bize VA- 9 un diosgenin bilesiginin disakkarit birimi i¢eren bir 3-
O-glikozit oldugunu gostermektedir. Bilesigin 'H-NMR spektrumunda (Sekil 4.50)
diosgenin bilesiginin "H-NMR (Sekil 4.18) spektrumundan farkl olarak 6=1,78 ppm’de
gozlenen CHs; protonlarina ait dublet sinyal (J=6,24 Hz) monosakkaritin birisinin

ramnoz sekeri olduguna isaret etmektedir (Agrawal 1989; Cakir 2000; Cakir et al.
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2003). Ramnoz monosakkaritine ait anomerik protonun ise 6=6,42 ppm’de singlet
vererek rezonans olmasi a- formunda bagli oldugunu gostermektedir (Agrawal 1989;
Cakir 2000; Cakir et al. 2003). Monosakkaritlerin ¢ogu D- formunda bulunurken
ramnoz monosakkariti L- formunda bulundugu rapor edilmistir (Agrawal 1989; Cakir
2000; Cakir et al. 2003). Bu bilgilerden ramnoz monosakkaritinin o-L- formunda
diosgenin aglikonuna baglandig1 agik¢a goriilmektedir. Diger monosakkarit biriminin
spektral verilerinden ve etkilesme sabiti degerinden (J=7,28 Hz) B-D-glikoz oldugu
tespit edilmistir (Agrawal 1989; Cakir et al. 2006). VA-9 bilesiginin diger metil
protonlar1 ise 6=0,83 ppm (H-21, s), 0=1,06 ppm (H-22, s), 6=1,08 ppm (H-20, d,
J=7,08 Hz) ve 0=1,15 ppm (H-27, d, J=6,92 Hz)’de rezonans olmuslardir.

VA-9 bilesiginin BC-NMR spektrumunda (Sekil 4.51) onerilen yaptyla uyumlu olarak
toplam 39 karbon sinyali gozlendi. Bu sinyallerden 12 adeti glikoz ve ramnoz
monosakkaritlerine, diger 27 adeti ise diosgenin molekiiliine ait karbon sinyalleridir.
Ramnoz ve glikoz monosakkaritlerinin anomerik karbonlar1 karakteristik olarak
sirastyla 6=101.9 ppm ve 6=100,2 ppm’de rezonans olmuslardir. Molekiildeki 19 nolu
karbon atomu iki adet oksijen atomuna bagli olmasindan dolay1 asagi alanda 6=109,5
ppm’de rezonans olmustur. Monosakkarit birimlerine ait diger 9 adet karbon sinyalleri
ise 0=60-80 ppm arasinda gozlenmistir. Glikoz monosakkaritine ait C-6 karbon sinyali
ise 0=62.5 ppm’de gozlenmistir. VA-9’un DEPT-90 spektrumunda (Sekil 4.52) yapiyla
uyumlu olarak toplam 19 adet CH karbon sinyali gézlenmistir. Bilesigin DEPT-135
spektrumunda (Sekil 4.53) -CH3 ve -CH karbonlara ait toplam 24 adet pozitif karbon
sinyal (5 adet —CHg3, 19 adet —CH karbonu), 11 adet —CH, ve kuarterner karbonlara ait
negatif sinyal (8 adet —CH,, 3 adet q) gozlenmistir. Bu veriler VA-9’un Onerilen

yapistyla tam bir uyum halindedir.

VA-9 bilesiginin *C-'"H HMQC spektrumundan da (Sekil 4.55) yapiyir dogrulayici
bilgiler elde edilmistir. Yapiyla uyumlu olarak 6=6,42 ppm’deki ramnoz
monosakkaritinin anomerik protonuna (H-1") ait sinyal 0=101,9 ppm’deki karbon
sinyali ile, glikozun anomerik protonuna ait (H-1') 6=5,08 ppm’deki dublet sinyal

0=100,2 ppm’deki karbon sinyali ile korele olmustur. Ramnozun 6=1,78 ppm’de 6" CHs
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protonlarina ait sinyal 0=18,5 ppm’deki karbon sinyali ile korele olmustur. Bilesigin
B3¢-'H HMQC spektrumunda (Sekil 4.55) gozlenen tiim korelasyonlar nerilen yapi ile
tam bir uyum halindedir. VA-9 bilesiginin *H-'H COSY spektrumu (Sekil 4.54) ve
HMBC spektrumu (Sekil 4.56) onerilen yapi ile tam bir uyum halindedir.

VA-9 bilesiginin kimyasal yapisinin diosgenin 3-O-a-L-ramnopiranozil (1—»2)-p-D-
glikopiranozit (Dioscin’in Prosapogenin A s1) oldugu daha 6nce yaymlanmis literatiir
verileri ile de desteklenmistir (Espejo et al. 1982; Tal et al. 1984; Agrawal et al. 1985;
Chen and Synder 1989; Han et al. 1999; Indrayanto et al. 2001; Pires et al. 2002;
Saxena and Shalem 2004; Agrawal 2005; Yoon and Kim 2008; Wang et al. 2009,
2010).
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Sekil 4.50. VA-9’un (diosgenin 3-O-a-L-ramnopiranozil (1—2)-B-D-glikopiranozit)
'H-NMR (CsDsN, 400 MHz) spektrumu
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Sekil 4.51. VA-9’un (diosgenin 3-O-a-L-ramnopiranozil (1—2)-p-D-glikopiranozit)

BC-NMR (CsDsN, 400 MHz) spektrumu
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Sekil 4.52. VA-9’un (diosgenin 3-O-a-L-ramnopiranozil (1—2)-B-D-glikopiranozit)
DEPT-90 (CsDsN, 400 MHz) spektrumu
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4.2.10. V-10 kodlu bilesik

Oksiresveratrol 3-O-B-D-glikopiranozit; CooH2209; MA: 406 g/mol; [a]2 = -27°
(CH5OH c=1)

VA-10 bilesigi koyu sar1 amorf bir kat1 olarak izole edildi. Bilesik ITK’da gériiniir
1s1kta sar1 renkli, UVs4 nm de mor renkli, UV3gs Nm de ise renk vermemektedir. VA-10
bilesigine ait ITK’daki leke H,SOs-vanilin reaktifi ve sonrasinda isitma (105°C) ile
kirmizi renge dontigmiistiir. VA-10 bilesiginin UVas54 nm de mor renk, H,SO4-vanilin
reaktifi ile resveratrol ve oksiresveratrol gibi kirmizimsi renk vermesi bizde maddenin
stilbenoit yapili bir madde oldugu diistincesini dogurdu (Sakar ve Tanker 1991; Wagner
and Bladt 1996). Bilesik UV spektrumunda (Amax NM, DMSQO) 333 nm de bir stilbenoit

yapisina uygun olarak maksimum absorbans vermistir.

UV, IR, *H-NMR, *C-NMR, DEPT, H-'H COSY, “*C-'H HMQC ve *C-'H HMBC
yontemleri ile elde edilen bilgilerden VA-10 bilesiginin kimyasal yapisi
oksiresveratrol 3-O-p-D-glikopiranozit olarak karakterize edildi. VA-10 bilesiginin
IR spektrumunda (Sekil 4.57) 3411 cm™ de —~OH, 2846-2923 cm™ araliginda olefinik
—CH, 1659 cm™ de C=C titresim bantlar1, 1050 cm™ de ise ¢cok kuvvetli C-O titresim
bantlar1 gozlenmistir (Erdik 1998; Fessenden and Fessenden 2001).
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Sekil 4.57. VA-10’un (oksiresveratrol 3-O-B-D-glikopiranozit) IR Spektrumu

VA-10’un 'H-NMR spektrumunda (Sekil 4.58) 6=6,30-7,40 ppm arasinda aromatik
veya olefinik sekiz hidrojene ait oldugu belirlenen sinyaller gézlenmistir. Bir stilbenoit
yapisina uygun olarak o- ve B- hidrojenleri sirast ile 0=6,90 ppm ve 6=7,33 ppm’de
dublet sinyal vererek rezonans olmuslardir. Bu protonlara ait etkilesme sabitinin
J=16,40 Hz olmas1 bu protonlarin trans- oldugunu gostermektedir. H-6' protonu H-5'
protonu ile orto etkileserek 0=7,36 ppm’de d sinyal (J=8,92 Hz) vermistir. H-2 ve H-6
protonlari ise sirasiyla, 6=6,77 ppm de triplet (J=1,64 ve 1,56 ppm) ve 6=6,64 ppm’de
triplet (J=1,60 ve 1,52 Hz) vererek rezonans olmuslardir. Benzer sekilde H-3' protonu
ise 0=6,46 ppm’de triplet sinyal (J=2,16 ve 2,12 Hz) vermistir. Diger taraftan, 6=6,30-
6,35 ppm arasinda gozlenen multiplet sinyal H-4 ve H-5' protonlarina aittir. VA-10"un
'H-NMR spektrumunda (Sekil 4.58) 6=3,40-4,00 ppm arasinda gozlenen sinyaller
molekiilde bir monosakkarit biriminin oldugunu gostermektedir. Monosakkaritin
anomerik hidrojenine (H-1") ait sinyal metanoliin keskin piki altinda kaldigindan
gdzlenememistir. Ancak bilesigin DMSO-ds icersinde alinan *H-NMR spektrumunda
(Sekil 4.59) anomerik protana ait sinyal 6=4,78 ppm’de dublet (J=7,56 Hz) olarak
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gbzlenmistir. Anomerik protonun rezonanst ve etkilesme sabiti bize monosakkaritin
glikoz oldugunu ve B- bagi ile baglandigini isaret etmektedir (Dai et al. 2009).
Diastropik H-6" protonlarina ait sinyaller 6=3,95 ppm (1H, dd, J;=12,04 Hz, J,=1,76 ve
1,68 Hz) ve 6=3,76 ppm’de (1H, dd, J;=12,04 Hz, J,=4,88 Hz) gozlenmistir.

VA-10 metabolitinin *C-NMR spektrumunda (Sekil 4.60) stilbenoit yapisina uygun
olarak molekiiliin aglikon kismindaki karbonlara ait §=100-160 ppm arasinda 14 adet
karbon sinyali, 6 adet ise glikoza ait karbon sinyali olmak {izere toplam 20 karbon
sinyali gozlenmistir. Glikozun karakteristik anomerik karbonu (C-1" ve C-6") karbonu
sirastyla 6=101,0 ppm ve 6=61,1 ppm’de rezonans olmuslardir. VA-10 bilesiginin
DEPT spektrumunda (Sekil 4.61) molekiil yapisi ile uyumlu olarak bir adet CH, karbon
sinyali, 13 adet —CH karbon sinyali gézlenmistir. Bu bilgilerden VA-10 bilesiginin 6

adet kuarterner karbonu icerdigi anlasilmaktadir.

VA-10 bilesiginin *H-"H COSY spektrumu da (Sekil 4.62) yapi hakkinda detayli
bilgiler vermistir. H-6"a diastropik hidrojenine ait 6=3,95 ppm’deki sinyal 6"b
diastropik hidrojene ait 6=3,76 ppm’deki sinyal ile korele olmustur. Molekiil yapisina
uygun olarak H-6" hidrojeni sinyali H-5' hidrojeni ile, H-a hidrojeni sinyali ise H-f
hidrojeni ile korele olmustur. VA-10 bilesiginin “*C-‘H HMQC NMR spektrumu da
(Sekil 4.63) onerilen yap1 ile uyumludur. Glikoz monosakkaritin 6' karbonuna bagl
diastropik hidrojenlere ait 0=3,95 ppm ve 6=3,76 ppm’de gozlenen sinyaller 6=61,1
ppm’deki karbon sinyali ile korele olmustur. Anomerik hidrojene ait (H-1") ait 0=4,78
ppm’deki dublet sinyal ise 6=101,0 ppm deki karbon sinyali ile korele olmustur.
Molekiildeki olefinik C-a0 ve C-B karbonlara ait, sirasiyla 6=124,8 ppm ve 6=124,0
ppm’deki sinyaller 6=6,90 ppm ve 6=7,33 ppm’deki dublet sinyaller ile korele olmustur.
HMQC spektrumundaki diger tiim korelasyonlar da Onerilen molekiil yapisim

dogrulamaktadir.

VA-10 bilesiginin *C-'H HMBC spektrumu da (Sekil 4.64) onerilen yap ile tam
uyumludur. Molekiildeki ii¢ bag iizerinden etkilesimler Sekil 4.63’de verilmistir. VA-10

bilesiginin molekiil yapisinin oksiresveratrol 3-O-B-D-glikopiranozit oldugu daha
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once yayinlanan raporlardaki spektral verilerle de dogrulanmistir (Kanchanapoom et al.

2002; Awaad 2006; Dai et al. 2009).
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Sekil 4.58. VA-10’un (oksiresveratrol 3-O-B-D-glikopiranozit) *H-NMR (CDsOD, 400
MHz) spektrumu
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Sekil 4.59. VA-10’un (oksiresveratrol 3-O-B-D-glikopiranozit) *H-NMR (DMSO-d,
400 MHz) spektrumu
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Sekil 4.64. VA-10"un (oksiresveratrol 3-O-B-D-glikopiranozit) **C-*H HMBC (CD3sOD,
400 MHz) spektrumu



130

4.2.11. VA-11 kodlu bilesik

Jervin; Co7HzNOg; MA: 425 g/mol; o] = -167° (CHCls, ¢=1)

Amorf, toprak rengi bir kati olarak izole edilen VA-11’in kimyasal yapis: UV, IR, 'H-
NMR, **C-NMR, DEPT, *H-'H COSY, *C-'H HETCOR ve *C-'H HMBC yéntemleri
ile elde edilen bilgilerden, bir steroidal alkaloit olan jervin olarak aydmlatilmistir. VA-
11 UV spektrumunda (Amax NM, CH3Cl) bir steroidal alkaloit yapisina uygun olarak 251
nm de maksimum absorbans vermistir. VA-11 bilesiginin IR spektrumunda (Sekil 4.65)
3297 cm™t de gozlenen keskin absorbans bandi karakteristik —NH titresiminden
kaynaklanmakta olup maddenin steroidal alkoloit tipli bir madde oldugunu
gostermektedir. 3300 cm™ de gdzlenen absorbans bandi ise molekiildeki —OH
grubundan kaynaklanmaktadir. Molekiilde ¢ok fazla sayidaki alifatik —CH titresimlerine
ait absorbanslar ise 2800-2936 cm™ arasinda gdzlenmistir. IR spektrumundaki 1708 cm’
! de ki kuvvetli absorbans bandi ise C=0 grubuna aitken, C=C gerilme titresimi ise
1463 cm™ de gozlenmistir. Molekiildeki C-O titresim bandi ise 1060 cem? de ¢ok
kuvvetli olarak gozlenmistir (Erdik 1998; Skoog et al. 1998).
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Sekil 4.65. VA-11’in (Jervin) IR spektrumu

VA-11 bilesiginin 'H-NMR spektrumunda (Sekil 4.66) bir steroidal alkoloit yapisina
uygun olarak 6=0.92-3,51 ppm arsinda ¢ok sayida alifatik protona ait sinyal
gozlenmistir. Spektrumda 4 adet metil grubuna ait iki singlet (6=0,98 ppm, H-19 ve
0=2,15 ppm, H-18) ve iki adet dublet (6=0,93 ppm, J=6,22 Hz, H-27 ve 6=0,94 ppm,
J=5,95 Hz, H-21) sinyal gozlenmistir. H-23 protonu bir adet H-22 ve iki adet de H-24
protonlari ile etkileserek 0=3.29 ppm’de dt sinyali (J;=10,25 Hz, J,=4,03 Hz) vermistir.
H-26 diastropik hidrojenlerden birisi 6=3,06 ppm’de (H-26a, dd, J;=12,4 Hz, J,=4,03
Hz) ve 6=2,31 ppm’de t (J=12,5 Hz) sinyal vermistir. 0=3,49 ppm’de gozlenen

multiplet sinyal ise H-3 protonuna aittir.

VA-11 bilesiginin *C-NMR spektrumunda (Sekil 4.67) steroidal alkoloit yapisiyla
uyumlu olarak toplam 27 karbon sinyali gozlendi. Keton karbonil karbonuna ait sinyal

0=207,01 ppm’de gozlenirken, C-12, C-5, C-13 ve C-6 olefinik karbonlara ait sinyaller
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ise sirasiyla, 0=146,0 ppm, 06=142,6 ppm, 06=137,4 ppm ve 6=121,1 ppm’de
gozlenmistir. 6=85,8 ppm’de gozlenen karbon sinyali ise C-17 kuarterner karbonuna ait
sinyaldir. VA-11 bilesiginin DEPT spektrumu da (Sekil 4.68, 4.69) onerilen uyumlu
olup, 4 adet CHgs, 8 adet CH; ve 9 adet CH gruplarina ait karbon sinyali gdzlenmistir.
DEPT spektrumunda gozlenmeyen 6 adet karbon sinyali ise kuarterner karbon

atomlarina aittir.

VA-11 bilesiginin kimyasal yapisinin jervin oldugu 2D-NMR spektrumlari ile de
dogrulanmistir. VA-11’in B¢c-'H HETCOR spektrumunda (Sekil 4.71) 6=121,1
ppm’deki karbon sinyali 6=5,35 ppm’deki H-6 protonuna ait sinyal ile, 6=76,6 ppm’de
rezonans olan C-23 sinyali 6=3,29 ppm’deki proton sinyali ile korele olmustur. C-26
karbonuna ait 6=54,8 ppm’deki karbon sinyali 6=3,06 ppm ve 0= 2,31 ppm’deKi

diastropik hidrojenlere ait hidrojen sinyalleri ile korele olmustur.

VA-11 bilesiginin (jervin) *H-'H COSY (Sekil 4.70) ve *C-'H HMBC (Sekil 4.72)
spektrumlari da onerilen yapiyr dogrulamaktadir. Bilesigin **C-"H HMBC (Sekil 4.72)
spektrumunda 6=0,98 ppm’deki -CHj3 (19) protonlarina ait olan sinyal 6=142, 6 ppm
deki C-5 karbon sinyali ile korele olmustur. 6=0,93 ppm ve 0=0,94 ppm’de gozlenen H-
21 ve H-27 —CHs; hidrojenlerine ait birbiri ile c¢akisan iki dublet sinyal uzak bag
etkilesimi ile C-17 (6=85,8 ppm), C-22 (6=66,8 ppm), C-26 (0=54,8 ppm), C-24
(0=39,1 ppm) ve C-25 (6=31,7 ppm) karbon sinyalleri ile korele olmustur. H-18 metil
grubu protonuna ait singlet sinyal ise beklenildigi gibi ii¢ bag lizerinden 6=85,8 ppm
deki C-17, 6=146,0 ppm’de rezonans olan C-12 ve 6=137,4 ppm’de rezonans olan C-13
karbonlari ile korele olmustur. Benzer sekilde 6=0,98 ppm’deki metil grubuna ait sinyal
(H-19) ti¢ bag etkilesimi lizerinden 6=62,8 ppm’deki C-9 ve 6=37,0 ppm’deki C-1
karbon sinyali ile korele olmustur. Jervinin yapis1 ayrica literatiirde daha once

yayinlanmis spektral verilerle de desteklenmistir (Rahman et al. 1991, 1992, 1996).
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4.2.12. VA-12 kodlu bilesik

Veratrum album rizomlariin aseton ekstresinden amorf bir kati olarak izole edilen VA-
12 bilesigi ITK’da goriniir 1s1kta UVass V& UV3es nm de renk vermemistir. HpSOy4-
vanilin reaktifi (105°C) piiskiirtiildiigiinde ise siyahimsi bir renk vermektedir. VA-12
bilesiginin IR spektrumunda (Sekil 4.73) 3324 cm™ de —OH, 1343 cm™ de olefinik
—CH, 1049 cm™ ve 1066 cm™ de ise ¢ok kuvvetli C-O titresim bantlari gdzlenmistir
(Skoog et al. 1998).
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Sekil 4.73. VA-12 bilesiginin IR spektrumu

VA-12 molekiiliiniin *H-NMR spektrumunda (Sekil 4.74) tiim proton sinyalleri =2.91-
5.00 ppm araliginda gozlenmistir. Protonlarin tiimiiniin bu aralikta rezonans olmas1 ve
cok fazla sayida proton sinyali gbzlenmesi VA-12 molekiiliiniin oligosakkarit tlirevi bir

molekiil oldugunu gostermektedir. 6=1,68 ppm’de gbzlenen sinyal molekiilde bir veya
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iki adet -CH3 grubunun oldugunu gosterirken, molekiildeki -OCH3; grubuna ait proton

sinyalleri 0=3.20 ppm’de rezonans olmuslardir.

Bilesigin *C-NMR spektrumunda (Sekil 4.75) bir oligosakkarit yapisina uygun olarak
0=60-105 ppm arahiginda c¢ok sayida karbon sinyali gozlenmistir. Bilesigin
spektrumunda oligosakkarit birimine ait toplam 30 karbon sinyalinin gozlenmesi
molekiiliin 5 adet monosakkarit birimi igerdigine isaret etmektedir. Molekiilde —CHj3
grubunun varligina isaret olarak 0=24,5 ppm’de bir karbon sinyali gozlenmistir. Bu
sinyalin ramnoz monosakkaritine ait 6 numarali karbon sinyali olabilecegi
diisiiniilebilir. Ancak bu sinyalin *H-NMR spektrumunda Sekil 4.74) bir d sinyal yerine
S sinyal vermesi ramnozun 6 numarali —CHs; grubundan ileri gelmedigini
gostermektedir. Bu kuvvetli sinyal molekiildeki -OCOCHj3 (asetoksi) grubundan ileri
gelebilir. *C-NMR spektrumunda 6=177,5 ppm’de gozlenen sinyal de bunu dogrular
niteliktedir. 9=49.1 ppm de gozlenen sinyal ise molekiilde bir metoksi grubunun
oldugunu gostermektedir. VA-12 oligosakkarit bilesiginin DEPT-90 spektrumunda
(Sekil 4.76) toplam 18 adet —CH sinyali belirlenirken, DEPT-135 spektrumunda (Sekil
4.77) ise 7 adet —CH, sinyali tespit edilmistir. DEPT-135 spektrumunda (Sekil 4.77)
0=49,1 ppm ve 0=24,5 ppm’de gozlenen sinyallerin —CHj3; grubuna ait sinyal oldugu
acik bir sekilde gozlenmektedir. Bu bilgilerden yola ¢ikarak oligosakkaritin 4 adet
kuarterner karbon igerdigi belirlenmistir. Bu kuarterner karbonlar oligosakkaritin bir
veya iki fruktoz icerdigini gostermektedir. Bununla beraber VA-12 molekiiliiniin

kimyasal yapis1 bu bilgilerden yola ¢ikilarak aydinlatilamamaistir.
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4.2.13. VA-13 kodlu bilesik

26 27

(Pseudojervin) (Jervin 3-O-B-D-Glikopiranozit); C33H49NOg; MA: 587 g/mol
[a]2 = -160° (CsHsN, c=1)

ITK’da goriiniir 1s1kta renksiz, UVa54 nm de mor renkli ve UV3gs nm’de renk vermeyen
VA-13 bilesigi kloroform ekstresinden amorf beyaz bir kat1 madde halinde izole edildi.
H,SO4-vanilin reaktifi (105°C) piiskiirtiildiikten sonra 1sitilinca yesil renge doniismekte
olan maddenin erime noktasi ise 291-293°C olarak belirlendi. VA-13 bilesiginin UV 54
nm de mor renk vermesi, maddenin stilbenoid yapili bir madde oldugu diisiincesini
bizde olusturdu (Sakar ve Tanker 1991; Wagner and Bladt 1996). Bilesik UV
spektrumunda ise (Amax NM, MeOH-CHCI3) 357, 279 ve 277 nm degerlerinde
maksimum absorbanslar vermistir. Bununla beraber bilesigin *H-NMR, *C-NMR,
DEPT, 'H-'H COSY, *C-'H HMQC ve *C-'H HMBC spektral verileri, stilbenoit tipli
madde yerine jervinin bir glikoziti oldugunu gostermistir. Spektral verilerden
faydalanarak VA-13’iin kimyasal yapist jervinin bir glikoziti olan, pseudojervin

(Jervin-3-O-p-D-glikopiranozit) olarak aydinlatildi.



147

VA-13 bilesiginin IR spektrumunda (Sekil 4.78) 3297 cm™ de —NH, 2936 cm™ de
olefinik —CH, 1708 cm™ de C=0 titresim bandi, 1463 cem™ de C=C gerilme titresimi,
1060 cm™ de ise ¢cok kuvvetli C-O ve C-N titresim bantlari gozlenmistir (Erdik 1998).
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Sekil 4.78. VA-13’iin (Pseudojervin) IR spektrumu

Pseudojervin bilesiginin *H-NMR spektrumunda (Sekil 4.79) 6=3.90-4.61 ppm arasinda
gozlenen sinyaller ile 0=5.07 ppm’de gozlenen glikozun anomerik protonuna ait d
sinyal (J=7.41 Hz) hari¢ diger tiim sinyaller jervin molekiiliine ait proton rezonanslari
ile hemen hemen aynidir. Bir steroidal alkoloit yapisina uygun olarak ¢ok sayida alifatik
protona ait sinyaller 6=0.92-3.51 ppm arasinda gézlenmistir. Molekiildeki 18 ve 19
numaralr iki adet metil gruplar1 beklenildigi gibi 6=2,41 ppm ve 6=1,00 ppm’de singlet
sinyal vererek rezonans olmuslardir. Diger 27 ve 21 numarali metil gruplarn ise
sirastyla 0=0,80 ppm ve 6=1,02 ppm’de dublet (CHs-21 i¢in J=6,63 Hz, CH3-27 igin
J=7,41 Hz) vermislerdir. H-23 protonu bir adet H-22 ve iki adet de H-24 protonlar1 ile
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etkileserek 0=3,38 ppm’de dt sinyali (J;=10,14 Hz, J,=3,50 ve 2,73 Hz) vermistir.
Molekiildeki H-26 diastropik hidrojenlerden birisi 6=3,05 ppm’de (H-26a, dd, J;=12,09
Hz, J,=3,90 Hz) ve 6=2,24 ppm’de t (J=11,70 Hz) sinyal vermistir. Jervin molekiiliinde
0=3,49 ppm’de rezonans olan H-3 protonu, pseudojervin molekiilinde C-3
pozisyonundaki monosakkarit birimindeki oksijen atomlarinin indiiktif etkisinden
dolay1 daha asagi alanda, 06=4,27 ppm’de rezonans olmustur. Monosakkarit biriminin
karakteristik anomerik protonu 6=5,04 ppm’de dublet (J=7.41 Hz) vererek rezonans
olmustur. Anomerik protona ait etkilesme sabiti ve rezonans bolgesi monosakkaritin
glikoz oldugunu ve B- bagi ile jervine baglandigina isaret etmektedir (Dai et al. 2009).
Glikozun diastropik H-6' protonlarina ait sinyaller ise 6=4,57 ppm (1H, dd, J;=11,70
Hz, J,=2,34 Hz) ve 6=4,40 ppm’de (1H, dd, J;=11,70 Hz, J,=5,46 Hz) gézlenmistir. H-

6 ise 0=5,28 ppm’de dubleti andiran multiplet sinyal vererek rezonans olmustur.

VA-13 molekiiliiniin **C-NMR spektrumunda (Sekil 4.80) glikoza ait 6 karbon sinyali
ve steroidal alkaloit yapistyla uyumlu olarak 27 karbon sinyali olmak iizere 33 karbon
sinyali gbzlenmistir. Pseudojervinin keton karbonil karbonuna (C-11) ait sinyal 6=206,5
ppm’de gozlenmistir. C-12, C-5, C-13 ve C-6 olefinik karbonlara ait sinyaller ise
strastyla, 0=146,2 ppm, 6=141,9 ppm, 6=136,9 ppm ve 6=121,4 ppm’de gozlenmistir.
C-17 kuarterner karbonu, bagli bir adet O atomunun indiiktif etkisinden dolay1 6=85,2
ppm’de rezonans olmustur. Bilesigin glikoz birimi igerdigi **C-NMR spektrumundan da
kolayca goriilmektedir. Glikozun anomerik karbonu (C-1') =102,3 ppm’de ve metilen
karbonu (C-6") ise 0=62,6 ppm’de rezonans olmustur. 0=60-80 ppm arasinda gézlenen
toplam 9 adet karbon sinyalinin doért adeti jervinin C-9 (6=62,4), C-22 (6=67,2), C-3
(0=71,5) ve C-23 (6=76,6) karbonlarina aitken digerleri glikoz sekerine ait (anomerik
karbon, C-1' hari¢) karbon sinyalleridir. VA-13 molekiiliiniin DEPT spektrumunda da
(Sekil 4.81) onerilen yapiyla tam uyumlu olarak toplam 4 adet CHs, 9 adet CH, (8 jervin
ve 1 glikoz) ve 14 adet CH (9 jervin ve 5 glikoz) karbon sinyali belirlenmistir. DEPT
spektrumunda gozlenmeyen 6 adet karbon sinyali ise jervinin kuarterner karbon

atomlarina aittir.

VA-13 bilesiginin kimyasal yapisinin pseudojervin oldugu ayrica 2D-NMR
spektrumlar ile de dogrulanmistir. VA-13’iin Bc-'H HMQC spektrumunda (Sekil 4.83
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ve 4.84) 0=121,4 ppm’deki karbon sinyali 6=5,28 ppm’deki H-6 protonuna ait sinyal
ile, 0=76,6 ppm’de rezonans olan C-23 sinyali 0=3,38 ppm’deki dt proton sinyali ile
korele olmustur. C-26 karbonuna ait 6=54,9 ppm’deki karbon sinyali 6=3,05 ppm ve 6=
2,24 ppm’deki diastropik hidrojenlere ait sinyaller ile korele olmustur. 0=102,3
ppm’deki anomerik C-1' karbon sinyali 0=5,04 ppm’deki d sinyal ile korele olmustur.
Glikozun 6=4,57 ppm (1H, dd) ve 6=4,40 ppm (1H, dd) de gozlenen diastropik H-6'
protonlarina ait sinyaller 6=62,6 ppm’deki karbon sinyali ile korele olmustur.VA-13
bilesiginin (jervin) *H-"H COSY (Sekil 4.82) ve *C-'H HMBC spektrumu (Sekil 4.85)
da oOnerilen pseudojervin yapisint dogrulamaktadir. Pseudojervinin yapist ayrica

literatiirde daha once yayinlanmis spektral verilerle de desteklenmistir (Rahman et al.
1991, 1992, 1996).
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4.2.14. VA-14 kodlu bilesik

1-Hidroksi 5,6-dihidro jervin; C,7H41NO4; MA: 443 g/mol
[]%) = +78° (CHCl;, c=1)

VA-14 bilesigi NH4OH-benzen ekstresinden amorf, hafif kahverengimsi renkli bir
madde olarak izole edildi. ITK da griiniir 1s1kta ve UV3gs NM de renksiz, UVas, nm de
ise mor renkli olan VA-14 bilesigi HySO4-vanilin reaktifi puskiirtiildiikten sonra 105°C
isitildiginda ise ITK’da yesil renkli maddeye doniigmiistiir. VA-14’{in erime noktasi
239-240°C olarak belirlendi. VA-14’iin ITK’da UV25, nm de mor renk vermesi bu
maddenin steroidal alkaloit tipli bir bilesik olabilecegine isaret etmektedir (Sakar ve

Tanker 1991; Wagner and Bladt 1996).

VA-14 bilesiginin kimyasal yapis1 UV, IR, 'H-NMR, *C-NMR, DEPT, 'H-'H COSY,
BC-'H HMQC ve **C-'H HMBC yontemlerine dayanarak bir steroidal alkaloit olan
jervin tiirevi 1-hidroksi-5,6-dihidrojervin olarak aydinlatilmistir. VA-14 molekiiliiniin
UV spektrumunda (Amax NM, CHCI3) bir steroidal alkaloit yapisina uygun olarak 250 nm
de maksimum absorbans gozlenmistir. VA-14’iin IR spektrumunda (Sekil 4.86) 3297
cm™ de karakteristik -NH, 3300 cm™ de ~OH, 2857-2930 cm™ arasinda alifatik -CH,



158

1706 cm? de kuvvetli C=0, 1457 c¢cm?! de ise C=C gerilme titresim bantlari
gdzlenmistir. Molekiildeki C-O ve C-N titresim bantlar1 ise 1059 cm™ ve 754 cm™ de
cok kuvvetli olarak gozlenmistir (Erdik 1998; Fessenden and Fessenden 2001).
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Sekil 4.86. VA-14’1in (1-hidroksi-5,6-dihidrojervin) IR spektrumu

VA-14 bilesiginin 'H-NMR spektrumu (Sekil 4.87) daha once saflastirilan jervin
molekiiliine ¢cok benzemektedir. Bu benzerlik VA-14 molekiiliintin de jervin tiirevi bir
bilesik oldugunu acgik¢a gostermektedir. Molekiiliin 'H-NMR spektrumunda bir
steroidal alkaloit yapisina uygun olarak 6=0,92-3,51 ppm arasinda ¢ok sayida alifatik
protona ait sinyal gozlenmistir. Metil gruplarindan 18 nolu metil hidrojenleri diger
steroidal alkaloitlerin aksine 6=2,37 ppm’de kii¢iik bir etkilesim ile (J=2,00 Hz) dublet
iki sinyal vermistir. Diger metil gruplarindan CH3-19 6=1,41 ppm’de singlet, CH;-21
0=1,23 ppm’de dublet (J=7,44 Hz) ve CH3-27 ise 6=0,84 ppm’de dublet (J=6,64 Hz)
vererek rezonans olmuslardir. H-23 protonu bir adet H-22 ve iki adet de H-24 protonlari
ile etkileserek 0=3.65 ppm’de dt sinyali (J;=10,12 Hz, J,=3,12 Hz) vermistir. H-26
diastropik hidrojenlerden H-26a 0=3,26 ppm’de dd (J;=12,36 Hz, J,=4,00 Hz) vererek
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rezonans olmustur. 0=5,54 ppm ve 6=4,89 ppm’de gozlenen multiplet sinyal ise

sirasiyla H-1 ve H-3 protonlarina aittir.

VA-14 bilesiginin 3C-NMR spektrumunda (Sekil 4.88) steroidal alkoloit yapisiyla
uyumlu olarak toplam 27 karbon sinyali gozlendi. C-11 keton karbonil karbonuna ait
sinyal asag1 alanda, 6=208,6 ppm’de gozlenmistir. Spektrumda olefinik bolgede sadece
2 karbon sinyali gézlenmesi molekiilde tek ¢ift bagin oldugunu gostermektedir. Jervin
molekiiliiniin *C-NMR spektrumu ile (Sekil 4.67) mukayese edildiginde C-5 ve C-6
sinyallerinin gdzlenmemesi VA-14 molekiiliinde C-5 ve C-6 karbonlar1 arasindaki ¢ift
bagin olmadigina isaret etmektedir. Molekiildeki C-13 ve C-12 olefinik karbonlara ait
sinyaller ise sirasiyla, 0=146,7 ppm ve 6=138,2 ppm’de gozlenmistir. 6=87,2 ppm’de
gbzlenen karbon sinyali ise C-17 kuarterner karbonuna ait sinyaldir. Molekiildeki C-1
karbonu ise 0=72,3 ppm’de rezonans olmustur. VA-14 bilesiginin DEPT spektrumu da
(Sekil 4.89) onerilen yapiyla uyumlu olup, 4 adet CHs, 8 adet CH;, ve 10 adet CH
gruplarina ait karbon sinyali gézlenmistir. DEPT spektrumunda gozlenmeyen 5 adet
karbon sinyali ise kuarterner karbon atomlarina aittir. BC.NMR spektrumunda 6=146,7
ppm ve 6=138,2 ppm’deki olefinik karbon sinyalleri DEPT spektrumunda
gozlenmemesi yapiyla uyumlu olarak bu karbonlarin kuarterner karbonlar oldugunu

gostermektedir.

VA-14’tn  molekiil yapisimin  1-hidroksi-5,6-dihidrojervin  oldugu 2D-NMR
spektrumlar ile de dogrulanmistir. VA-14’iin BCc-'H HMQC spektrumunda (Sekil 4.91
ve 4.92) 6=146,7 ppm ve 6=138,2 ppm’deki olefinik karbon sinyalleri (C-13 ve C-12)
herhangi bir proton sinyali ile korele olmamasi bunlarin kuarterner karbon oldugunun
acik bir delilidir. 6=5,54 ppm’deki H-1 protonuna ait sinyal, 0=72,3 ppm’deki karbon
sinyali ile 6=4,89 ppm’deki H-3 proton sinyali ise 6=67,3 ppm’deki karbon sinyali ile
korele olmustur. Diger taraftan, Onerilen molekiil yapisiyla uyumlu olarak C-26
karbonuna ait ¢=55,3 ppm’deki karbon sinyali 6=3,65 ppm’deki diastropik
hidrojenlerden birisine ait olan dt sinyali ile korele olmustur. Bunlara ilave olarak Sekil
4.91 ve 4.92°den goriilecegi lizere 6=20,0 ppm (C-27), 0=12,8 ppm (C-21), 6=19,5 ppm
(C-19) ve 0=13,6 ppm (C-18) deki -CHj3 karbon sinyalleri sirasiyla 6=0,84 ppm, 6=1,23
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ppm, 6=1,41 ppm ve 0=2,37 ppm’deki proton sinyalleri ile korele olmustur. Diger

sinyallerin analizi spektrumdaki konturlerin kaymasindan dolay1 iyi yapilamamustir.

VA-14 bilesiginin 'H-'H COSY (Sekil 4.90) ve ®C-'H HMBC (Sekil 4.93)
spektrumlar1 da  molekiil yapisinin  1-hidroksi-5,6-dihidrojervin  oldugunu
dogrulamaktadir. Bilesigin “*C-'*H HMBC spektrumunda (Sekil 4.93) 6=0,84 ppm’deki
-CHj3 (27) protonlarina ait olan sinyal ii¢ bag lizerinden korelasyon ile, beklenildigi gibi
0=31,4 ppm’deki C-25 karbon sinyali, 6=41,4 ppm’deki C-24 karbon sinyali ve 0=54,8
ppm’deki C-26 karbon sinyali ile korele olmustur. CHs-19 protonlarina ait olan
sinyaller ise 0=37,9 ppm’deki C-8, 0=42,1 ppm’deki C-10, ¢=55,8 ppm’deki C-9 ve
0=72,3 ppm’deki C-1 karbon sinyali ile korele olmustur. VA-14 bilesiginin kimyasal
yapisinin ~ 1-hidroksi-5,6-dehidrojervin  oldugu ayrica literatiirde daha Once
yayinlanmis spektral verilerle de desteklenmistir (Rahman et al. 1992, 1993; Sultana
1993).



161

g
o
S
=%
& - o
o
_O
—
L\\ o
Wy

S Lkl

Ly
™M
I~ ©
o
=
— i~
[—
1
Y
<
- co
o !
0 | o
L
w0 )
-

Sekil 4.87. VA-14’iin (1-hidroksi-5,6-dihidrojervin) 'H-NMR (CsDsN, 400 MHz)
spektrumu
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spektrumu
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MHz) spektrumu
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4.2.15. VA-15 kodlu bilesik

Sakkaroz (B-D-fruktofuranozil-(2—1)-a-D-glikopiranozit); C;,H2,014

MA: 342 g/mol; [] = +66° (MeOH, c=1)

VA-15 molekiilii etanol ekstresinden hafif kahverengimsi renkli kristaller halinde izole
edildi. ITK’da goriiniir 151kta ve UV3ss Nm’de renk vermeyen, UVas, nm’de ise mor
renkli olan VA-15 bilesigi, H,SO4-vanilin reaktifi (105°C) ile ITK’da yesil renkli
maddeye donilismiistiir. VA-15 bilesiginin erime noktast 182-183°C olarak belirlendi.
VA-15 UV spektrumunda (Amax NM, H20) 318, 286 ve 194 nm degerlerinde maksimum

absorbanslar vermistir.

VA-15 bilesiginin kimyasal yapist UV, IR, *H-NMR, *C-NMR, DEPT, 'H-'H COSY,
BC-'H HETCOR ve “C-'H HMBC yoéntemlerine dayanarak olduk¢a yaygin bir
disakkarit olan ve cay sekeri olarak bilinen sakkaroz veya sukroz sekeri (B-D-
fruktofuranozil-(2—1)-a-D-glikopiranozit) olarak aydinlatilmistir. VA-15 bilesiginin
IR spektrumunda (Sekil 4.94) 3324 cm civarlarindaki absorbans bantlari molekiildeki
~OH titresimlerinden kaynaklanan absorbans bantlaridir. 2800-2936 cm™ arasinda
alifatik -CH, 1343 cm™ de ise C=C gerilme titresim bantlar1 gozlenmistir. Molekiildeki
fazla sayidaki C-O titresim bantlar1 ise 1066 cm™ ve 1049 cm™ de ¢ok kuvvetli olarak
gozlenmistir (Skoog et al. 1998).
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Sekil 4.94. VA-15’in (sakkaroz) IR spektrumu

VA-15 bilesiginin *H-NMR spektrumundan (Sekil 4.95) goriilecegi iizere molekiildeki
tiim hidrojenler =3-5,2 ppm arasinda rezonans olmuslardir. Bu sinyaller molekiiliin bir
disakkarit oldugunun agik bir delilidir. Molekiildeki H-1 anomerik protonu 6=5,15
ppm’de dublet sinyal vermis olup, J=3,52 Hz’lik etkilesim sabiti diger monosakkarit,
fruktoza a- bagi ile baglandigini gostermektedir (Neubauer et al. 2001). Anomerik H-1
hidrojenine ait bu d sinyal hari¢ 0=4,30-5,21 ppm arasindaki tiim sinyaller molekiildeki
-OH hidrojenlerinden kaynaklanmaktadir. Fruktozun H-3' protonu 6=3,86 ppm’de
triplete benzer bir sinyal (J=8,40 Hz ve J=7,08 Hz) vererek rezonans olmustur.

Molekiildeki diger tiim hidrojenler multiplet sinyal vererek rezonans olmuslardir.

VA-15 bilesiginin BCc-NMR spektrumunda (Sekil 4.96) disakkarit yapisiyla uyumlu
olarak 0=60-105 ppm arasinda toplam 12 karbon sinyali gézlendi. Sakkarozun anomerik
karbonu, C-1 6=92,2 ppm’de rezonans olurken, fruktoz sekerinin anomerik karbonu (C-
2") 0=104,5 ppm’de rezonans olmustur. Glikozun C-6 metilen karbonuna ait rezonans
sinyali 0=60,9 ppm’de, fruktozun iki adet metilen karbonlarina (C-1' ve C-6') ait
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rezonans sinyalleri ise sirasiyla 6=62,5 ppm ve 0=62,6 ppm’de gozlenmistir. VA-15
molekiiliiniin DEPT spektrumu (Sekil 4.97) incelendiginde Onerilen yapiyla uyumlu
olarak 3 adet CH; ve 18 adet CH gruplarina ait karbon sinyali mevcuttur. Molekiildeki
0=104,5 ppm’deki C-2' kuarterner karbonuna ait sinyal ise DEPT spektrumunda (Sekil

4.97) gdzlenmemistir.

VA-15’in molekiil yapisinin sakkaroz oldugu 2D NMR spektrumlari ile de
dogrulanmistir. VA-15’in **C-'"H HMQC spektrumunda (Sekil 4.99) 0=5,15 ppm’deki
anomerik karbona ait sinyal 6=92,2 ppm’deki karbon sinyali ile korele olmustur.
Bilesigin *C-'H HMQC spektrumundan (Sekil 4.99) her bir karbona bagli proton
sinyali tamamen ¢dziimlenmis ve anomerik H-1 hidrojenine ait d sinyal harig, 6=4,30-
5,21 ppm arasindaki tiim proton sinyallerinin herhangi bir karbon sinyali ile korele
olmamas: da bu sinyallerin molekiildeki -OH hidrojenlerine ait sinyaller oldugunu
gostermektedir. VA-15"in *H-"H COSY (Sekil 4.98) ve **C-'H HMBC (Sekil 4.100)
spektrumlar1 da Onerilen yapiyla tam uyumlu olup VA-15’in molekiil yapisinin
sakkaroz oldugunu ispatlamaktadir. Bilesigin *C-'H HMBC (Sekil 4.100)
spektrumunda 6=5,15 ppm’deki anomerik H-1 protonuna ait sinyal sirasiyla C-2', C-3
ve C-5 karbonlarina ait 0=55,8 ppm, 6=73,2 ppm ve 6=73,3 ppm’deki sinyallerle korele
olmustur. Glikoza ait H-1 anomerik hidrojenine ait 0=5,15 ppm’deki sinyalin 6=104,5
ppm’deki fruktozun C-2' karbonuna ait sinyal ile korelasyonu fruktozun glikoz sekerine
2—1 pozisyonundan baglandigini dogrulamaktadir. VA-15 molekiiliiniin **C-'H HMBC
spektrumundan (Sekil 4.100) goriilecegi tizere spektrumdaki diger tiim korelasyonlar
Onerilen yapiyla tam bir uyum halindedir. VA-15 bilesiginin kimyasal yapisinin
sakkaroz oldugu ayrica literatiirde daha Once yaymlanmis spektral verilerle de
desteklenmistir (Jung et al. 2000; Chandrika et al. 2005; Otsuka et al. 2008; Oztiirk
2008).
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4.3. Insektisidal Etki Sonuclar

Veratrum album bitkisinden elde edilen ekstre ve saf maddelerin patates bocegine karst

insektisidal etkilerini gosteren cizelge ve grafikler bu boliimde verilmistir.

Cizelge 4.2.”de test edilen maddelerin 12. saatteki LDz degerleri gosterilmistir.

Cizelge 4.2. Maddelerin LDs, degerleri

Sira No Madde LDso degeri
1 NH;OH-benzen ekstresi -

2 Kloroform ekstresi 0,071

3 Aseton ekstresi 4,15

4 B-Sitosterol 3-O-B-D-glikopiranozit 5,24

5 Oksiresveratrol 7,16

6 Jervin 13,34

7 [-sitosterol ve diosgenin karisimi 13,48

8 Resveratrol 28,84

9 [-sitosterol 250,73

NH4OH-benzen ekstresinin uygulandigi deney grubunda 12. saatte tiim dozlarda %100
olim gerceklestigi icin Cizelge 4.2°’de gortldiigii gibi bu maddeye ait LDsy degeri
hesaplanamadi. Ancak NH,OH-benzen ekstresi en toksik madde olarak belirlendi. LDsg
degeri, agiz ve deri yolu ile deneme hayvanlarina uygulandigi zaman bunlarin %50°sini
Oldiiren dozdur ve mg/kg ile ifade edilir. Diisiik LDsp degeri o bilesigin zehirliliginin
yiiksek oldugunu gostermektedir (Ware 1986). Test edilen maddelerin LDsg degerlerine
baktigimiz zaman ekstrelerin saf maddelerden daha diisiik LDso degerine sahip olduklari
dolayisiyla daha toksik olduklari sonucuna ulasilmistir. Zehirlilik yo6niinden
smiflandirilma yapildiginda ti¢ ekstrenin de LDsp degeri 5’ten kiigiik oldugu i¢in ¢ok
zehirli insektisit olarak belirlendiler. LDsy degeri 5 ile 50 arasinda bulunan B-sitosterol

disindaki saf maddeler ise zehirli insektisitler olarak siniflandirilabilirler. B-sitosterol 50



178

ile 500 arasinda bir degere sahip oldugu icin orta derecede zehirli insektisit olarak

siiflandirilmigtir (Ware 1986).

Bu c¢alismadaki bocek oOliimlerinin artan doza ve zamana gore degisimi bilgisayarda
SPSS 16.00 istatistik veri paketi kullanilarak analiz edildi. Ortalama 6liim sonuglari
ANOVA ile belirlendi ve ortalamalar arasindaki farklar LSD ile test edilip, p<0,05

anlamli sayildi.

Yapilan analizler sonucunda patates bdceginin yetiskinlerine karsi ekstre ve saf
maddelerden olusan toplam 9 maddenin insektisidal etkisi degerlendirildi. Maddeler
boceklere 10, 20 ve 40 mg dozlarda uygulandi. Maddelerin insektisidal etkileri, 12.
saatte %100 Oliime sebep olan Lambda cyhalothrin bocek ilacinin toksik etkisiyle

karsilastirildi.

Elde edilen c¢izelge ve grafikler deneyde kullanilan 9 maddenin ayri ayri1 patates
bocegine karsi insektisidal etkisini gostermektedir. Genel olarak bdceklerin Sliim
oranlari, boceklerin muamele edildigi maddelerin artan dozlariyla ve bdceklerin
maddelere maruz kaldiklart zamanla birlikte artmaktadir. Cizelge ve grafiklerden,

ozellikle ekstrelerin saf maddelere gore daha toksik etki gosterdigi belirlendi.

Ekstrelerden NH,OH-benzen ekstresi, alkaloitlerce zengin ekstre olup toksik etkisi en
yiiksek uygulama maddesi olmustur. Ekstrenin uygulandigi tiim dozlarda 12. saatte
patates bocegi erginlerinde %100 6liim gozlenmistir. Alkaloitlerce zengin NH4OH-
benzen ekstresinden sonra sirasiyla kloroform ve aseton ekstreleri cok toksik etki
gostermistir. Bu ekstrelerin artan dozlarda ve ilerleyen saatlerde daha toksik etki
gosterdigi belirlenmistir ve tiim dozlarinda, 24. saatin sonunda %100 bodcek Sliimleri

gerceklesmistir.

Ekstrelerden sonra insektisidal etkisi en yiiksek olan madde B-Sitosterol 3-O-B-D-

glikopiranozit bilesigi olmustur. Bilesigin etkisi artan dozlarla birlikte yiikselis
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gosterirken, 20 mg ve 40 mg uygulama dozlarinda 24. saatte, tiim dozlarinda ise 48.

saate %100 0liim gézlenmistir.

Boceklerde 24. saatte %100 oliime sebep olan diger bir madde ise oksiresveratrol
maddesidir. Bu maddenin 40 mg’lik dozunun uygulandigi boceklerde 24. saatte, 20
mg’lik dozunun uygulandigir boceklerde 36. saatte ve 10 mg’lik dozunun uygulandigi
boceklerde ise 72. saatte %100 Olim gozlenmistir. Bu durum bize zamanla toksik
etkinin arttigim gostermektedir. Jervin ile B-sitosterol ve diosgenin karisiminin 40 mg
dozda uygulandig1 boceklerde 36. saatte %100 6liim gerceklesirken, bu maddelerden 20
mQ’lik dozlarda jervin 72. saatte, B-sitosterol ve diosgenin karigimi ise 84. saatte %100
Olime sebep olmustur. Jervin ile B-sitosterol ve diosgenin karigiminin 10 mg’lik

dozunun uygulandig1 boceklerde %100 6liim gézlenmemistir.

[-sitosterol bilesiginin 20 ve 40 mg uygulama dozlarinda 60. saatte bdceklerin tiimii
O0lmiis, 10 mg uygulama dozunda ise tam Olim gozlenmemistir. [B-sitosterol ve
diosgenin  karisimi  ile saf  B-sitosterol maddesinin insektisidal  etkilerini
kiyasladigimizda, -sitosterol ve diosgenin karisiminin daha etkili oldugu belirlenmistir.
Bu bilgilerden yola ¢ikarak karisimdaki diosgenin bilesiginin -sitosterolden daha etkili
oldugu sonucuna ulagilmistir. Resveratrol maddesinin ise 40 mg’lik dozunda 96. saatte

boceklerin tlimii 6lmiistiir.

Test edilen tiim maddelere ait ¢izelge ve grafikler asagida verilmistir.
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Cizelge 4.3. Veratrum album ekstre ve saf metabolitlerinin 12. saatte patates bocegine
kars1 toksik etkileri

Uygulama Doz (mg/ml) Oliim (%)
Aseton Ekstresi 10 63,33 + 6,67*g
20 76,67 + 3,33*gh
40 100,00 + 0,00%
Kloroform ekstresi 10 83,33 + 3,33*hi
20 83,33 + 3,33*hi
40 90,00 = 0,00*hij
NH4OH-benzen ekstresi (alkaloitlerce 10 100,00 £ 0,00%j
zengin ekstre) 20 100,00 + 0,00%j
40 100,00 + 0,00%j
B-Sitosterol (VA-2) 10 6,67 + 3.33abc
20 13.33 £+ 3.33*abed
40 16.67 + 3.33*bcde
B-Sitosterol+Diosgenin (VA-2+VA-4) 10 3.33 £3.33ab
20 20,00 £ 5,77*cde
40 83,33 £ 12,02*hi
Resveratrol (VA-5) 10 0,00 + 0,00a
20 26,67 £ 8,82*de
40 30,00 £ 10,00*e
Oksiresveratrol (VA-7) 10 30,00 £ 5,77*¢
20 66,67 + 8,82*%g
40 96,67 + 3,33%ij
B-Sitosterol 3-O-B-D-glikopiranozit (VA-8) 10 46,67 + 3,33*%f
20 83,33 £ 3,33*hi
40 96,67 + 3,33%ij
Jervin (VA-11) 10 13,33 + 3,33*abed
20 23,33 +£3,33*de
40 76,67 + 8,82*gh
Pozitif Kontrol 10 100,00 £ 0,00%;
20 100,00 + 0,00%j
40 100,00 + 0,00%j
Negatif Kontrol - 2,50 +£1,79ab

Toksik etki sonuglari ort. % 6liim oranlari1 + SE (standart hata) olarak verildi.
Aynt harfler Duncan testine gore istatiksel olarak farkli (a=0,05)
*LSD testine gore negatif kontrolden istatiksel olarak farkli oldugunu gostermektedir.
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Cizelge 4.4. Veratrum album ekstre ve saf metabolitlerinin 24. saatte patates bocegine
kars1 toksik etkileri

Uygulama Doz (mg/ml) Oliim (%)
Aseton Ekstresi 10 100,00 £+ 0,00*h
20 100,00 = 0,00*h
40 100,00 = 0,00*h
Kloroform ekstresi 10 100,00 £+ 0,00*h
20 100,00 = 0,00*h
40 100,00 = 0,00*h
NH4OH-benzen ekstresi (alkaloitlerce 10 100,00 = 0,00*h
zengin ekstre) 20 100,00 + 0,00*h
40 100,00 = 0,00*h
B-Sitosterol (VA2) 10 6,67 + 3,33ab
20 33,33 £ §8,82*f
40 53,33 + 3,33%cd
p-Sitosterol+Diosgenin (VA-2+VA-4) 10 20,00 £ 5,77*bc
20 36,67 + 8,82*de
40 96,67 + 3,33*h
Resveratrol (VA-5) 10 13,33 + 3,33ab
20 36,67 + 8,82*de
40 83,33 + 8,82%gh
Oksiresveratrol (VA-7) 10 50,0 + 11,55*ef
20 86,67 + 3,33*gh
40 100,00 = 0,00*h
B-Sitosterol 3-O-B-D-glikopiranozit (VA-8) 10 73,33 £6,67*g
20 100,00 + 0,00*h
40 100,00 = 0,00*h
Jervin (VA-11) 10 20,00 £ 0,00%bc
20 33,33 £ 8,82*cd
40 80,00 + 11,55*g
Pozitif Kontrol 10 100,00 + 0,00*h
20 100,00 = 0,00*h
40 100,00 + 0,00*h
Negatif Kontrol - 4,17 £2,29a

Toksik etki sonuglari ort. % 6liim oranlari1 + SE (standart hata) olarak verildi.
Aynt harfler Duncan testine gore istatiksel olarak farkli (a=0,05)
*LSD testine gore negatif kontrolden istatiksel olarak farkli oldugunu gdstermektedir.



182

Cizelge 4.5. Veratrum album ekstre ve saf metabolitlerinin 36. saatte patates bocegine
kars1 toksik etkileri

Uygulama Doz (mg/ml) Oliim (%)
Aseton Ekstresi 10 100,00 £+ 0,00*h
20 100,00 + 0,00*h
40 100,00 + 0,00*h
Kloroform ekstresi 10 100,00 £+ 0,00*h
20 100,00 + 0,00*h
40 100,00 = 0,00*h
NH4OH-benzen ekstresi (alkaloitlerce 10 100,00 = 0,00*h
zengin ekstre) 20 100,00 + 0,00*h
40 100,00 = 0,00*h
B-Sitosterol (VA-2) 10 16,67 & 3,33ab
20 43,33 + 18,56%¢
40 76,67 + 8,82*de
p-Sitosterol+Diosgenin (VA-2+VA-4) 10 26,67 £ 6,67*bc
20 70,00 + 5,78*fg
40 100,00 = 0,00*h
Resveratrol (VA-5) 10 16,67 + 3,33ab
20 53,33 + 3,33%de
40 83,33 + 8,82%gh
Oksiresveratrol (VA-7) 10 56,67 £ 6,67*ef
20 100,00 = 0,00*h
40 100,00 + 0,00*h
B-Sitosterol 3-O-B-D-glikopiranozit (VA-8) 10 93,33 £ 6,67*h
20 100,00 + 0,00*h
40 100,00 + 0,00*h
Jervin (VA-11) 10 40,00 + 5,77*cd
20 50,00 + 5,77*de
40 100,00 + 0,00*h
Pozitif Kontrol 10 100,00 + 0,00*h
20 100,00 + 0,00*h
40 100,00 + 0,00*h
Negatif Kontrol - 5,00 +2,30a

Toksik etki sonuglari ort. % 6liim oranlari1 + SE (standart hata) olarak verildi.
Aynt harfler Duncan testine gore istatiksel olarak farkli (a=0,05)
*LSD testine gore negatif kontrolden istatiksel olarak farkli oldugunu gostermektedir.
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Cizelge 4.6. Veratrum album ekstre ve saf metabolitlerinin 48. saatte patates bocegine
kars1 toksik etkileri

Uygulama Doz (mg/ml) Oliim (%)
Aseton Ekstresi 10 100,00 +0,00*g
20 100,00 +0,00*g
40 100,00 +0,00*g
Kloroform ekstresi 10 100,00 +0,00*g
20 100,00 +0,00*g
40 100,00 +0,00%g
NH4OH-benzen ekstresi (alkaloitlerce 10 100,00 + 0,00*g
zengin ekstre) 20 100,00 +0,00*g
40 100,00 +0,00%g
B-Sitosterol (VA-2) 10 23,33 +£3,33*b
20 83,33 =+ 8,82%¢f
40 93,33 +3,33*fg
p-Sitosterol+Diosgenin (VA-2+VA-4) 10 63,33 +8,82*d
20 93,33 +6,67*fg
40 100,00 +0,00%g
Resveratrol (VA-5) 10 20,00 + 5,77b
20 60,00 = 5,77*d
40 86,67 + 6,67*efg
Oksiresveratrol (VA-7) 10 73,33 £ 8,82*de
20 100,00 + 0,00*g
40 100,00 + 0,00*g
B-Sitosterol 3-O-B-D-glikopiranozit (VA-8) 10 100,00 +0,00*g
20 100,00 +0,00*g
40 100,00 + 0,00%g
Jervin (VA-11) 10 40,00 + 5,77*c
20 73,33 £ 8,82*de
40 100,00 + 0,00%g
Pozitif Kontrol 10 100,00 +0,00*g
20 100,00 + 0,00%g
40 100,00 +0,00*g
Negatif Kontrol - 6,67 £ 3,33a

Toksik etki sonuglari ort. % 6liim oranlari1 + SE (standart hata) olarak verildi.
Aynt harfler Duncan testine gore istatiksel olarak farkli (a=0,05)
*LSD testine gore negatif kontrolden istatiksel olarak farkli oldugunu gostermektedir.



184

Cizelge 4.7. Veratrum album ekstre ve saf metabolitlerinin 60. saatte patates bocegine
kars1 toksik etkileri

Uygulama Doz (mg/ml) Oliim (%)
Aseton Ekstresi 10 100,00 £ 0,00*f
20 100,00 + 0,00*f
40 100,00 + 0,00*f
Kloroform ekstresi 10 100,00 £ 0,00*f
20 100,00 + 0,00*f
40 100,00 £ 0,00*f
NH4OH-benzen ekstresi (alkaloitlerce 10 100,00 £ 0,00%*f
zengin ekstre) 20 100,00 + 0,00*f
40 100,00 £ 0,00*f
B-Sitosterol (VA-2) 10 53,33 £ 8,82%*¢
20 100,00 £ 0,00*f
40 100,00 + 0,00*f
p-Sitosterol+Diosgenin (VA-2+VA-4) 10 73,33 £13,33*d
20 93,33 + 6,67*f
40 100,00 £ 0,00*f
Resveratrol (VA-5) 10 30,00 + 5,77*b
20 76,67 + 8,82*de
40 90,00 + 5,77*ef
Oksiresveratrol (VA-7) 10 93,33 + 6,67*f
20 100,00 £ 0,00*f
40 100,00 + 0,00*f
B-Sitosterol 3-O-B-D-glikopiranozit (VA-8) 10 100,00 + 0,00%f
20 100,00 £ 0,00*f
40 100,00 + 0,00*f
Jervin (VA-11) 10 40,00 + 5,77*bc
20 93,33 £ 6,67*f
40 100,00 £ 0,00*f
Pozitif Kontrol 10 100,00 + 0,00*f
20 100,00 + 0,00*f
40 100,00 £ 0,00*f
Negatif Kontrol - 9,17 + 3,36a

Toksik etki sonuglari ort. % 6liim oranlari1 + SE (standart hata) olarak verildi.
Aynt harfler Duncan testine gore istatiksel olarak farkli (a=0,05)
*LSD testine gore negatif kontrolden istatiksel olarak farkli oldugunu gostermektedir.
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Cizelge 4.8. Veratrum album ekstre ve saf metabolitlerinin 72. saatte patates bocegine
kars1 toksik etkileri

Uygulama Doz (mg/ml) Oliim (%)
Aseton Ekstresi 10 100,00 £ 0,00*e
20 100,00 £+ 0,00*¢
40 100,00 + 0,00*¢
Kloroform ekstresi 10 100,00 £+ 0,00*¢
20 100,00 £+ 0,00*¢
40 100,00 £+ 0,00*e
NH4OH-benzen ekstresi (alkaloitlerce 10 100,00 &+ 0,00*e
zengin ekstre) 20 100,00 + 0,00*e
40 100,00 £+ 0,00*e
B-Sitosterol (VA-2) 10 73,33 £ 14,53*d
20 100,00 £ 0,00*¢
40 100,00 £+ 0,00%¢
p-Sitosterol+Diosgenin (VA-2+VA-4) 10 73,33 £13,33*d
20 96,67 + 3,33*¢
40 100,00 £+ 0,00*e
Resveratrol (VA-5) 10 33,33 +£3,33*%b
20 86,67 + 8,82*de
40 90,00 + 5,77*e
Oksiresveratrol (VA-7) 10 100,00 + 0,00*¢
20 100,00 £ 0,00*¢
40 100,00 + 0,00*¢
B-Sitosterol 3-O-B-D-glikopiranozit (VA-8) 10 100,00 + 0,00*¢
20 100,00 £ 0,00*¢
40 100,00 + 0,00*¢
Jervin (VA-11) 10 50,00 + 5,77*c
20 100,00 + 0,00*¢
40 100,00 + 0,00*e
Pozitif Kontrol 10 100,00 + 0,00%*¢
20 100,00 + 0,00*¢
40 100,00 + 0,00*e
Negatif Kontrol - 12,50 + 3,28a

Toksik etki sonuglari ort. % 6liim oranlari1 + SE (standart hata) olarak verildi.
Aynt harfler Duncan testine gore istatiksel olarak farkli (0=0,05).
*LSD testine gore negatif kontrolden istatiksel olarak farkli oldugunu gostermektedir.
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Cizelge 4.9. Veratrum album ekstre ve saf metabolitlerinin 84. saatte patates bocegine
kars1 toksik etkileri

Uygulama Doz (mg/ml) Oliim (%)
Aseton Ekstresi 10 100,00 £ 0,00*d
20 100,00 + 0,00*d
40 100,00 + 0,00*d
Kloroform ekstresi 10 100,00 £ 0,00*d
20 100,00 + 0,00*d
40 100,00 + 0,00*d
NH4OH-benzen ekstresi (alkaloitlerce 10 100,00 = 0,00*d
zengin ekstre) 20 100,00 + 0,00*d
40 100,00 £+ 0,00*d
B-Sitosterol (VA-2) 10 76,67 = 12,02%*c
20 100,00 + 0,00*d
40 100,00 + 0,00*d
p-Sitosterol+Diosgenin (VA-2+VA-4) 10 83,33 + 8,82%*c
20 100,00 + 0,00*d
40 100,00 + 0,00*d
Resveratrol (VA-5) 10 46,67 +3,33*b
20 83,33 £ 8,82%¢
40 96,67 + 3,33*d
Oksiresveratrol (VA-7) 10 100,00 + 0,00*d
20 100,00 + 0,00*d
40 100,00 + 0,00*d
B-Sitosterol 3-O-B-D-glikopiranozit (VA-8) 10 100,00 + 0,00*d
20 100,00 + 0,00*d
40 100,00 + 0,00*d
Jervin (VA-11) 10 56,67 + 3,33*b
20 100,00 + 0,00*d
40 100,00 + 0,00*d
Pozitif Kontrol 10 100,00 + 0,00*d
20 100,00 + 0,00*d
40 100,00 + 0,00*d
Negatif Kontrol - 13,33 £ 2,84a

Toksik etki sonuglari ort. % 6liim oranlari1 + SE (standart hata) olarak verildi.
Aynt harfler Duncan testine gore istatiksel olarak farkli (a=0,05).
*LSD testine gore negatif kontrolden istatiksel olarak farkli oldugunu gostermektedir.
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Cizelge 4.10. Veratrum album ekstre ve saf metabolitlerinin 96. saatte patates bocegine
kars1 toksik etkileri

Uygulama Doz (mg/ml) Oliim (%)
Aseton Ekstresi 10 100,00 £+ 0,00*¢
20 100,00 = 0,00*e
40 100,00 + 0,00*e
Kloroform ekstresi 10 100,00 £+ 0,00*¢
20 100,00 + 0,00*e
40 100,00 + 0,00*¢
NH4OH-benzen ekstresi (alkaloitlerce 10 100,00 + 0,00*e
zengin ekstre) 20 100,00 + 0,00*e
40 100,00 = 0,00*¢
B-Sitosterol (VA2) 10 83,33 £ 8,82*d
20 100,00 £ 0,00%*¢
40 100,00 = 0,00*e
p-Sitosterol+Diosgenin (VA-2+VA-4) 10 96,67 £3,33%*¢
20 100,00 = 0,00*¢
40 100,00 = 0,00*¢
Resveratrol (VA-5) 10 50,00 + 5,77*b
20 86,67 + 8,82*d
40 100,00 = 0,00*¢
Oksiresveratrol (VA-7) 10 100,00 + 0,00*e
20 100,00 £ 0,00%*¢
40 100,00 + 0,00*¢
B-Sitosterol 3-O-B-D-glikopiranozit (VA-8) 10 100,00 £ 0,00*¢
20 100,00 = 0,00*¢
40 100,00 + 0,00*¢
Jervin (VA-11) 10 60,00 + 0,00*c
20 100,00 £ 0,00*e
40 100,00 = 0,00*¢
Pozitif Kontrol 10 100,00 + 0,00*¢
20 100,00 + 0,00*¢
40 100,00 = 0,00*e
Negatif Kontrol - 16,67 + 2,84a

Toksik etki sonuglari ort. % 6liim oranlari1 + SE (standart hata) olarak verildi.
Aynt harfler Duncan testine gore istatiksel olarak farkli (a=0,05).
*LSD testine gore negatif kontrolden istatiksel olarak farkli oldugunu gostermektedir.
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Sekil 4.101. Kontrol grubundaki patates boceklerinin 6liim oranlari
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Sekil 4.102. Lambda cyhalothrin ile muamele edilen patates boceklerinin 6liim oranlari
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Sekil 4.103. Aseton ekstresi ile muamele edilen patates boceklerinin 6liim oranlari
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Sekil 4.104. Kloroform ekstresi ile muamele edilen patates boceklerinin 6liim oranlari
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Sekil 4.105. NH;OH-benzen ekstresi ile muamele edilen patates boceklerinin 6liim
oranlari
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Sekil 4.106. B-sitosterol ile muamele edilen patates boceklerinin 6liim oranlari
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Sekil 4.107. B-sitosterol-diosgenin karisimi ile muamele edilen patates boceklerinin
6lim oranlart

100

=]
S
—

(o)}
o

I
=

Oliim orani (%)

b
=

N v

Saatler

010 mg/ml W20 mg/ml W40 mg/ml

Sekil 4.108. Resveratrol ile muamele edilen patates boceklerinin 6liim oranlari
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Sekil 4.109. Oksiresveratrol ile muamele edilen patates boceklerinin 6liim oranlari
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Sekil

4.110. pB-Sitosterol 3-O-p-D-glikopiranozit

boceklerinin 6liim oranlari

ile  muamele edilen patates
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Sekil 4.111. Jervin ile muamele edilen patates boceklerinin 6liim oranlari
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5. SONUC ve ONERILER

Veratrum album bitkisinin rizomlarindan elde edilen ekstre ve saf metabolitlerin
insektisidal etkilerini belirlemek amaciyla yapilan bu ¢alismada, bocek materyali olarak
daha 6nce ¢alisilmamis olmasi nedeniyle Leptinotarsa decemlineata (patates bocegi)

kullanilmistir.

Bu amagla Veratrum album bitkisinin rizomlar1 kurutulup 6gitiildiikten sonra dort farkli
¢oziicli ile ekstrakte edildi. Ekstreler kolon kromatografisi, ince tabaka kromatografisi
ve ters faz kromatografisi ile eliie edilerek saf metabolitler izole edildi. izole edilen
bilesiklerin molekiil yapilart UV, IR, MS, 'H-NMR, *C-NMR ve 2D-NMR yontemleri
kullanilarak aydinlatildi. Cyclopamine maddesini izole etmek amaciyla ilk ekstraksiyon
aseton ile yapildi. Ancak aseton ekstresi lizerinde yapilan kromatografik arastirmalar
sonucu cyclopamine maddesine rastlanmadi. Kromatografik calismalar sonucunda
Veratrum album rizomlarinin aseton ekstresinden toplam 12 metabolit izole edildi.
Veratrum album bitkisinin rizomlarindaki sadece alkaloit tipli maddeleri tiiketmek iizere
bitkinin 6giitiilmiis rizomlart NH4OH ile muamele edildi ve sonrasinda benzen ile
tikketildi (Tanker ve Tanker 1990). Elde edilen bu ekstreden daha Once aseton
ekstresinden de izole edilen jervin bilesigi izole edildi. Biyolojik aktivite caligmalarinda
kullanilacak maddelerin miktarii artirmak ve de farkli yeni maddeler izole etmek
amaciyla bitkinin giitiilmiis rizomlar1 ayrica kloroform ile ekstrakte edildi. Kloroform
ekstresi iizerinde yapilan kromatografik caligsmalar neticesinde daha once izole edilen
bazi maddelerin miktarlar1 artirilirken, iki farkli madde daha izole edildi. Yapilan
literatiir taramalarina goére daha Once yapilan caligmalarda Veratrum tiirlerinin
rizomlarmin daha polar yapili germin, protoveratrin A ve protoveratrin B tipli alkaloit
tipli maddeleri icerdigi rapor edilmistir (Ujvary et al. 1991; Tang et al. 2008). Veratrum
album bitkisinin rizomlarindaki bu polar alkaloit tipli maddeleri izole etmek iizere
ogitiilmiis rizomlar ayrica etanol ile tliketildi. Etanol ekstresi iizerinde yapilan
kromatografik ¢aligmalar sonucu ekstrenin sadece bir madde igerdigi ve bu maddeleri
icermedigi gozlendi. Etanol ekstresindeki bu major madde kromatografik caligmalarla

izole edildi. Veratrum album rizomlarindan elde edilen dort farkli ekstreden, boylece
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toplam 15 madde kromatografik yontemlerle izole edildi ve bunlardan 14 tanesinin
molekiil yapist UV, IR, MS, *H-NMR, *C-NMR, 1D ve 2D-NMR gibi spektroskopik

yontemlerle aydinlatildi.

Mevcut caligmada 3 adet steroidal alkaloit ve glikoziti, 4 adet stilbenoit ve stilbenoit
glikoziti, 4 adet steroit ve steroit glikoziti, 1 adet karbohidrat ve 2 adet alifatik alkol ve
asit tipli bilesik izole edilmis ve kimyasal yapilar1 karakterize edilmistir. Literatiirde
Veratrum cinsine ait tiirlerin genellikle steroidal alkoloit ve stilbenoit tipli bilesikleri
sentezledikleri rapor edilmistir (Zhou et al. 1999; Ivanova et al. 2011). Veratrum tiirleri
sentezledikleri c¢esitli biyolojik aktiviteye sahip steroidal alkaloit agisindan zengin
tirlerdir ve bitkideki steroidal alkaloit igerigi yetisme ortamina goére biiyiikk Olclide
degisiklik gosterir (Sultana 1993). Verarin, jervin, pseudojervin, veratramin,
cyclopamin, veratrobasin, veratrenon, germin, protoveratridin, protoveratrin A,
protoveratrin B, protoveratrin C, solanidin ve rubijervin literatiirde Veratrum tiirlerinden
izole edilen ve karakterize edilen steroidal alkaloitlerden bazilaridir (Sultana 1993). Bu
calismada Veratrum album’un rizomlarindan jervin (VA-11), pseudojervin (VA-13)
ve 1-hidroksi-5,6-dehidrojervin (VA-14) steroidal alkaloitleri izole edilmis ve
kimyasal yapilar1 karakterize edilmistir. Diger taraftan, izole edilen steroidal alkaloit
olmayan bilesiklerden steroidal sapogenin diosgenin (VA-4) ile bu bilesigin glikoziti
diosgenin-3-O-a-L-ramnopiranozil (1->2)-p-D-glukopiranozit (VA-9),
hidroksistilben tipli oksiresveratrol-3-O-#-D-glikozit (VA-10) ve fitoaleksin tiirii bir
bilesik olan moracin J (VA-6) bilesikleri Veratrum album’un rizomlarindan ilk kez bu
calismada izole edildi ve karakterize edildi. Ayrica uzun zincirli alifatik alkol olan n-
oktakosanol (VA-1), bitki sterolii olarak bilinen B-sitosterol (VA-2) ve bu bilesigin
glikoziti olan B-sitosterol-3-O-g-D-glukopiranozit (VA-8), bir yag asidi olan stearik
asit (VA-3), hidroksistilben bilesiklerden resveratrol (VA-5) ve oksiresveratrol (VA-
7) ile yagin disakkarit, sakaroz (VA-15) bilesikleri de Veratrum album rizomlarindan
izole edilen ve karakterize edilen diger bilesiklerdir. Ayrica NMR spektral verilerine
gore bir oligosakkarit oldugu belirlenen VA-12 maddesinin molekiil yapis1 tam olarak

aydinlatilmadi.
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Veratrum album’un aseton ekstresinden ilk izole edilen n-oktakosanol (VA-1)
maddesinin literatiirde ayrica Eucalyptus tiirii yapraklarinda, akasyada, yoncada,
baklagillerde, yem ve tahillarda, dut agaci ve piringte, 6zellikle de bugday tohumunda
bulundugu rapor edilmistir (Pollard et al. 1933; Mori 1982; Baker 1982; Snider 1984;
Irmak and Dunford 2005; Wang et al. 2010). Biiyiik molekiil kiitleli alkollerin dogal bir
karisimi olan polikosanoliin temel aktif bileseni n-oktakosanol diir. Bu bilesik ¢esitli
farmakolojik etkilere sahiptir. (Gonzalez et al. 1996). n-oktakosanol in (VA-1),
parkinson hastaligina kars1 koruyucu etkiye sahip oldugu literatiirde rapor edilmistir
(Snider 1984; Wang et al. 2010). Bu maddenin ayrica ipekbdceginin larvalarinda giiglii
bir beslenme uyarici etkiye sahip oldugu da belirlenmistir (Mori 1982).

Veratrum album rizomlarmin aseton ekstresinden izole edilen VA-2 ve VA-8
bilesiklerinin kimyasal yapilar1 spektroskopik yontemlerle sirasiyla, p-sitosterol ve -
sitosteroliin glikoziti olan PB-sitosterol 3-O-#-D-glikopiranozit olarak belirlendi. -
sitosterol hemen hemen her bitki tiirlinde bulunan olduk¢a yaygin bir steroittir.
Ornegin, Tephrosia strigosa, Heliotropium indicum, Ajuga macrosperma, Brillantaisia
palisatii, Elaphoglossum spathulatum, Parahancornia amapa, Conyza bonariensis,
Lilium longiflorum, Tulipa gesneriana, Zhongguo zhongyao, Atractylodes chinenese,
Hygrophila spinosa, Ageratrum conyzoides, Eulophia epidendraea, Plantago ovata
Forsk, Hypericum hyssopifolium bunlardan bazilaridir (Pandey et al. 1996; Dinda et al.
1997; Sreenivasulu and Sarma 1999; Carvalho et al. 2001, Kong et al. 2003; Berrondo
et al. 2003; Cakir et al. 2003; Socolsky et al. 2003; Nakamura et al. 2005; Maridass and
Ramesh 2010; Patra et al. 2010; Kamboj and Saluja 2011). B-sitosterol 3-O-f-D-
glukopiranozit bilesiginin ise Eulophia epidendraea, Ocimum sanctum L, Tribulus
terrestris, Dioscorea zingiberensis C.H. Wright bitkilerinde bulundugu rapor edilmistir
(Deepak et al. 2002; Rahman et al. 2009; Wang et al. 2009; Maridass and Ramesh
2010). Bitkilerde yaygin olarak bulunan bu steroller degisik farmakolojik etkilere sahip
bilesiklerdir. Literatiirde bu iki metabolitin kolon kanserini tedavi edici etkilerinin yani
sira, antienflamatuar, antipiretik, antitlimor, ve antikompleman aktivitelerinin oldugu,
kan sekeri ve kolesterolii diisiirdiikleri, kanda periferik lenfositleri ¢ogalttiklar1 ve

immiinomodiilatér ajan olduklar1 bildirilmistir (Bouic and Lamprecht 1999; Bouic
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2002; Ivorra et al. 1988; Ju et al. 2004). Bu farmakolojik 6zelliklerinin yani sira f3-
sitosterol’iin, Ostrojeni etkiledigi ve insiilini hafiflettigi, prostat biiyiimesini tedavi
ettigi, antiartritik ve antiiilser O6zelliginin oldugu, spermatogenezi inhibe ettigi,
antioksidan Ozellik gosterdigi ve kanser riskini azalttigi, karaciger aktivitesini
gelistirdigi de rapor edilmistir (Yamada et al. 1987; Yamamoto et al. 1991; Bouic et al.
1996; Donald et al. 1997; Ju et al. 2004; Maridass and Ramesh 2010; Patra et al. 2010;
Ye et al. 2010).

Bu calismada Veratrum album bitkisinin rizomlarinin aseton ekstresinden izole edilen
ve kimyasal yapisi spektroskopik yontemlerle stearik asit olarak belirlenen VA-3
bilesigi, dogada yaygin olarak bulunan yag asitlerinden biri olup genellikle bitkisel ve
hayvansal yaglarda gliserol esteri olarak bulunur. Stearik asit bilesigine hayvansal
kaynaklarda bitkisel kaynaklara oranla daha sik rastlanir (Rogers et al. 2001). Klinik
calismalarda diger doymus yag asitlerine gore stearik asit, kolesterolii diisiiriicii
etkisiyle bilinmektedir (Hunter et al. 2010). Ayrica stearik asit enjeksiyon kaliplama
seramiklerinde yaygin olarak kullanilan bir yaglayict maddedir (Tseng et al. 1999).

Veratrum album’un rizomlarmin aseton ekstresinden izole edilen VA-4 bilesiginin
yapist  spektroskopik yontemlerle diosgenin olarak belirlendi. Veratrum album
rizomlarindan diosgenin bilesiginin varligi ilk defa bu g¢alisma ile tespit edildi.
Diosgenin antioksidatif, hipolipidemik, antikanser, antialerjik, damar genisletici ve
bagisiklik uyarict gibi farmakolojik 6zellikleri olan Onemli bir maddedir. Bu
farmakolojik 6zelliklerine ilaveten belki de diosgeninin en dnemli 6zelligi ilag olarak
kullanilan bazi steroidal hormonlarin (kortizon ve progesteron hormonlari) sentezinde
¢ikis maddesi olarak kullanilmasidir (Marker and Krueger 1940). Ornegin diosgenin
dogum kontrol hapt gibi bazi 6nemli ilaglarin sentezinde ¢ikis maddesi olarak
kullanilmaktadir. Bu yiizden farmakolojik ve sentetik c¢alismalarda saf diosgenin
olduk¢a 6nemli bir maddedir (Singh and Thakur 1982; Espejo et al. 1982; Williams et
al. 2005; Hou et al. 2006; Tewtrakul and Itharat 2006; Li and Yu 2006; Denance et al.
2006; Son et al. 2007; Chiang et al. 2007; Raju and Bird, 2007; Dias et al. 2007; Zhang
et al. 2007; Xu et al. 2008; Yoon and Kim, 2008; Wang et al. 2011). Literatiirde
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diosgenin igeren bitkilerden bazilar1 Costus specious, Dioscorea floribunda, Rhizoma
dioscoreae, Dioscorea composita, Allium vineale, Brachiaria decumbens, Asparagus
officinalis, Agave intermixta Trel. olmasina karsin en fazla bulundugu tiirler siiphesiz
Dioscorea tiirleridir (Hoyer et al. 1975; Singh and Thakur 1982; Espejo et al. 1982; Tal
et al. 1984; Chen and Snyder 1989; Pires et al. 2002; Quilez et al. 2004; Xu et al. 2008;
Wang et al. 2011). Dioscorea tiirleri Giiney Amerika, Meksika ve Asya’da
yetismektedir ve rizomlar1 diosgenin maddesi bakimindan zengin olup “wild yam” veya
“yabani yam” olarak bilinir (Son et al. 2007). VA-9 bilesiginin kimyasal yapisi ise
diosgeninin bir glikoziti olan dioscinin prosapogenin A’s1 (diosgenin-3-O-a-L-
ramnopiranozil (1—2)-p-D-glikopiranozit), olarak belirlendi. Diosgenin, dioscin
tiirevlerinin hidroliz {riiniidiir. Dolayisiyla dioscin tiirevleri de diosgenin gibi ilag
endiistrisinde kullanilan 6nemli kaynaklardandir. Bu tiir maddelerin antikanser,
antiviral, antifungal, antiobezite ve antitimor etkileri oldugu rapor edilmistir

(Indrayanto et al. 2001; Yoon and Kim 2008).

Veratrum album’un rizomlarinin aseton ekstresinden izole edilen VA-5 maddesinin
kimyasal yapisi resveratrol olarak Kkarakterize edildi. Resveratrol, hidroksistilben
bilesiklerin temsilcisidir ve giiclii bir serbest radikal inhibitorii olarak bilinmektedir
(Ban et al. 2006). Veratrum tiirlerinde yaygin olarak bulunan resveratrol kelime anlami
olarak, “Veratrum bitkilerinden” anlaminda “veratr” kokii ile “—den gelir” anlaminda
latin 6neki “res” ve alkol gruplar igerdigi i¢in “ol” son ekinin birlesmesiyle meydana
gelmistir (Delmas et al. 2006). Resveratrol sinirli sayida bitkilerde bulunur ve 6zellikle
trans-resveratrol, cis-resveratrol bilesigine nazaran daha yaygindir. Resveratrol
kaynag1 olarak bilinen bitkilerden bazilar1 gida olarak alinan iiziim, yer fistigi,
yabanmersini ve duttur. Gidalarda bulunan resveratrol ayrica antimikrobiyal aktiviteye
de sahiptir. Ornegin iiziim kabugundan bol miktarda iiretilen resveratrol, bu gidaya ¢ok
bulasan Bothrytis cinerea mantarinin ¢ogalmasini onler. Gidalarla alinan resveratrol
dogal bir antibiyotiktir. Gidalar disindaki resveratrol kaynagi bitkilerden bazilari
Polygonum cuspidatum, Yucca schidigera, Cissus sicyoides L.’dir (Kimura and Okuda
2001; Oleszek et al. 2001; Lucena et al. 2010) Literatiirde resveratroliin damar

rahatsizliklari, kanser, viral enfeksiyonlar ve Alzheimer gibi hastaliklar1 Onleyici


http://en.wikipedia.org/wiki/Dioscorea_villosa
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etkilerinin oldugu ve kuvvetli bir antioksidan oldugu rapor edilmistir (Surh 1999;
Fremont 2000; Latruffe et al. 2002; Guiso et al. 2002; Wang et al. 2002; Russo et al.
2003, Lorenz et al. 2003; Quilez et al. 2004; Delmas et al. 2006; Aftab et al. 2010).

Yapisi moracin J olarak analiz edilen VA-6 bilesigi bir fitoaleksin bilesigidir.
Fitoaleksinler bitkiler tarafindan sentezlenen, diisiik molekiil agirliklt antimikrobiyal
bilesiklerdir (Thomma et al. 1999). Literatiirde hastalikli dut agacinda sentezlendigi
rapor edilen moracin J, ilk defa bu ¢alismada Veratrum album bitkisinin rizomlarindan
izole edildi (Takasugi et al. 1979).

Kimyasal yapist oksiresveratrol olarak karakterize edilen VA-6, resveratrol bilesiginin
bir analogudur. Oksiresveratrol dogal hidroksistilben bilesiklerden birisi olup giiglii bir
antioksidan ve serbest radikal siipiiriicii olarak bilinmektedir (Lorenz et al. 2003; Ban et
al. 2006). Oksiresveratrol iin taze kesilmis elmada meydana gelen kararmalar1 6nleyici
aktivitesinin oldugu da ayrica rapor edilmistir (Li et al. 2007). Ayrica iskemi halinde ve
parkinson hastaliginda sinirleri koruyucu etkisinin ve antiherpetik aktivitesinin oldugu
rapor edilmistir (Andrabi et al. 2004; Chao et al. 2008; Chuanasa et al. 2008;
Sasivimolphan et al. 2009; Aftab et al. 2010). Literatiirde oksiresveratroliin izole
edildigi bitkilerden bazilar1 Smilacis chinae, Morus spp., Artocarpus lakoocha ve
Ramulus mori tiirleridir (Ban et al. 2006; Zhang et al. 2008; Chuanasa et al. 2008;
Aftab et al. 2010).

Veratrum album rizomlarmim aseton ekstresinden izole edilen VA-10 maddesinin
kimyasal yapisi oksiresveratrol bilesiginin bir glikoziti olan oksiresveratrol-3-O-4-D-
glikopiranozit olarak karakterize edildi. Dai ve arkadaslar tarafindan (2009) Veratrum
dahuricum bitkisinden izole edildigi rapor edilen bu bilesik Veratrum album
rizomlarindan ilk defa bu c¢alisma ile ortaya konmustur. Ayni c¢aligmada
oksiresveratrol-3-O-f-D-glikopiranozitin kan pihtilagsmasini inhibe ettigi (platelet

aggregation inhibition) rapor edilmistir.
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Veratrum album bitkisinin rizomlarindan elde edilen aseton ekstresi {izerinde yapilan
kromatografik ¢aligmalar sonucunda ekstreden major olarak izole edilen madde VA-11
bilesigidir. VA-11 bilesiginin kimyasal yapisi spektroskopik yontemlerle jervin olarak
belirlenmistir. Jervin Veratrum tiirlerinde major olarak bulunan steroidal alkoloitlerden
birisidir. Hipertansiyon ve kalp hastaliklarinin tedavisinde kullanilan jervin, Hedgehog
sinyal yolununun inhibisyonuna sebep oldugu i¢in gii¢lii bir teratojen olarak da
bilinmektedir (Keeler and Binns 1966; Chen et al. 2002). Antitimér aktivitesinin
oldugu rapor edilen jervin, 6nemli bir steroidal alkaloit olan cyclopamine bilesiginin de
analogudur (Lee et al. 2007; Tang et al. 2008; Heretsch et al. 2010). Bu 6zelliginden
dolayr jervin ve Veratrum tirlerinden elde edilen steroidal alkoloitlerce zengin
ekstrelerin, bazi kanser hiicrelerine kars1 test edildigi ve antikanser 6zelliklerinin oldugu
rapor edilmistir (Vachalkova et al. 1998). Olduk¢a toksik bilesik olan jervin
cyclopamine bilesiginin biyosenteziyle meydana gelebilmektedirler (Heretsch et al.
2010). Cyclopamine kanserli hiicrelerin ¢ogalmasinda 6nemli Hedgehog sinyal
yolunun gii¢lii bir antagonisti ve blokeridir (Altaba et al. 2002; Zhang et al. 2008;
Lipinski et al. 2008; Tremblay et al. 2008; Growdon et al. 2009; Jimeno et al. 2009;
Zunich et al. 2009). Bu 6zelliginden dolay1 cyclopamine literatiirde safra kesesi kanseri,
prostat kanseri, gogiis kanseri, pankreas kanseri, deri kanseri, sedef hastaligi ve daha
birgok kanser hastaliginin tedavisinde oldukga etkili bir ajan oldugu tespit edilmistir
(Tas and Avci 2004a,b; Sanchez et al. 2005; Tremblay et al. 2008; Shigemura et al.
2011; Kai et al. 2011; Wu et al. 2011; Kim et al. 2012). Ancak bu ¢alismada Veratrum
album bitkisinin rizomlarinda cyclopamine maddesine rastlanmamistir. Diger izole
edilen steroidal alkaloit tipli maddelerden VA-13 iin kimyasal yapist pseudojervin,

VA-14’tin kimyasal yapisi ise 1-hidroksi-5,6 dihidrojervin olarak karakterize edildi.

Veratrum album rizomlarinda muhtemel polar yapili germin, protoveratridin,
protoveratrin A, protoveratrin B, protoveratrin C gibi maddeleri izole etmek iizere
rizomlar etanol ile tiiketildi ve ekstre kolon kromatografisine tabi tutuldu.
Kromatografik ¢aligmalarin sonucunda ekstrenin yliksek oranda tek bir madde igerdigi
tespit edildi. Bu madde acik kahverengimsi bir kristal olarak izole edildi ve VA-15
olarak kodlandi. VA-15 maddesinin kimyasal yapisi spektral verilerle yaygin bir
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disakkarit olan  sakkaroz olarak aydinlatildi. Glukoz ve fruktoz sekerlerinin

bilesiminden olusan sakkaroz ¢ay sekeri olarak bilinmektedir.

L. decemlineata (Colorado potato beetle), lilkemizde “Patates bocegi” adiyla bilinen ve
patates yapraklarima onemli Olgiide zarar veren bir bocek tiriidiir. Kuzey Amerika,
Avrupa ve Asya’da 16 milyon km? civarinda bir alana yayilmistir ve yayilmaya devam
etmektedir. Bocek patates bitkisinin gelisimini yavaglatip liretimin azalmasina neden
olmaktadir. Bu 6zelliginden dolay1 kimyasal miicadeleyi de zorunlu kilmaktadir. L.
decemlineata tiim donemlerinde patates yapraklariyla beslendigi ve patateste uzun siire
kaldig1 i¢in, bu bocek tiirline karsi etkili bir kontrol teknigi gelistirilememistir.
(Casagrande 1987; Unal ve Ugurlu 2000; Alyokhin et al. 2008a). Hizli iireyen, farkli
fiziksel kosullarda yasayabilen ve insektisitlere kars1 dayaniklilik gelistiren bir zararl
olup, patates iiretiminde 6nemli bir tehdit olmaya devam etmektedir (Alyokhin et al.
2008a). Bocek hem ugma hem de yiirlime yetenegine sahip oldugu i¢in diger alanlara
kolayca yayilabilmektedir. L. decemlineata iilkemizde ilk defa 1963 yilinda Edirne’nin
Yunanistan ile sinir olan kdylerinde goriilmiistiir. Bu tarihten itibaren L. decemlineata
ile kimyasal miicadele yontemleri gelistirilmis olmasina ragmen bocek yayilmaya

devam etmistir (Unal ve Ugurlu 2000).

Boceklerle miicadelede sentetik kimyasallarin  kullanilmasi1 durumunda biyolojik
parcalanma siirelerinin dogal kimyasallara nazaran uzun olmasindan dolay1 cevresel
sorunlara neden olmaktadir (Isman 2006). Bu nedenle son zamanlarda zararlilarla
miicadelede alternatif, dogal insektisitlerin gelistirilmesi konusunda c¢aligsmalar
yayginlasmistir (Yilmaz ve Kansu 1987; Bentley et al. 1990; Ujvary et al. 1991,
Gonzalez et al. 1997; Murray et al. 1999; Scott et al. 2003; Gokce et al. 2006; Atanasov
and Gerasimova 2007). Bitkilerden elde edilen ekstre ve saf maddelerin zararlilara karsi
toksik, uzaklastirici, beslenmeyi engelleyici, gelismeyi ve ¢cogalmay1 engelleyici etkileri
oldugu rapor edilmistir (Singh et al. 1989; Shukla et al. 1989; Mwangi et al. 1992;
Shaaya et al. 1993; Schmitt 1994; Ndungu et al. 1995). Derris spp., Lonchocarpus spp.
ve Tephrosia spp. bitkilerinin koklerinden elde edilen “rotenon” bilesigi 1930’Iu

yillardan beri Leptinotarsa decemlineata’ya karsi ticari bir insektisit olarak
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kullanilmaktadir (Duke 1990). Literatiirde L. decemlineata tiirtine karsi bazi bitki
ekstreleri ve dogal metabolitlerin insektisidal etkileri iizerine baz1 kayitlara
rastlanmistir. Ornegin, Piper nigrum L. ve P. tuberculatum Jacg’m ekstreleri ve bu
tirlerin icerdigi piperamit tiirii alkaloitler, Citrus tiirlerinden izole edilen limonoitler ve

silphinen tiirevi maddeler bu tiire kars1 gii¢lii insektisidal etki gdstermislerdir (Bentley

et al. 1988, 1990; Gonzalez et al. 1997; Murray et al. 1999; Scott et al. 2003).

Veratrum tiirleri ve bu tiirlerdeki streroidal alkaloitler toksik o6zellikleri ile bilinen
turlerdir. Literatiirde Veratrum ekstreleri ve bazi saf steroidal alkaloitlerinin sivrisinek,
ipek bocegi, sirke sinegine ve de farkli taksondaki bircok bocek grubuna karsi
insektisidal aktivitesinin oldugu g¢aligmalar rapor edilmistir (Yilmaz ve Kansu 1987,
Sener et al. 1998). Yapilan bir arastirmada V. album ekstre ve bazi fraksiyonlarinin
Pseudococcus longispinus ve Pseudococcus affinis (Momoptera: Pseudococcidae; unlu
biti) tiirlerine kars1 oldukga toksik oldugu belirlenmistir (Atanasov and Gerasimova
2007). Yilmaz ve Kansu (1987) yaptiklari bir ¢alismada ise V. album’dan elde ettikleri
aseton ekstresinin meyve sinegi, iliziim sinegi, sarap sinegi gibi adlarla bilinen
Drosophila melanogaster tiirtine karsi giiglii toksik etkisinin oldugunu bulmuslardir.
Veratrum tiirlerinden izole edilen veratradin, cevadin, veracevin, protoveratrin A ve
protoverotrin gibi bazi steroidal alkaloit tipli bilesiklerin karasinek (Housefly; Musca
domestica: Diptera) ve siineye (Oncopeltus fasciatus) karsi toksik etkileri arastirilmistir
(Ujvary et al. 1991). Bu calismada tiim maddeler her iki canli tiiriine karsida oldukga
toksik olmasina karsin, protoveratrin A her iki tlire karsi da en diisiik LDsg degerleri ile
(karasinek i¢in LDs¢=0,10 ve siine i¢in LDs5p=0,09) en toksik madde olarak

belirlenmistir.

Diger taraftan yapilan literatiir taramasinda Veratrum tiirlerine ait ekstre ve saf
metabolitlerinin Leptinotarsa decemlineata’ya (patates bocegi) karsi insektisidal
etkilerini belirlemeye yonelik bir ¢calismaya rastlanmamistir. Mevcut ¢alismada patates
bitkisine 6nemli oranda zarar veren Leptinotarsa decemlineata’nin erginlerine karsi,
Veratrum album rizomlarindan elde edilen ekstre ve yeterli miktarda izole edilen, saf

sekonder metabolitlerinin insektisidal aktiviteleri arastirilmistir. Bu amacla, Veratrum
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album rizomlarinin aseton, benzen ve kloroform ekstreleri ile Veratrum album
rizomlarindan izole edilen B-sitosterol, resveratrol, oksiresveratrol, B-sitosterol-3-O-f-
D-glikopiranozit, B-sitosterol ve diosgenin karisimi ile jervinin L. decemlineata
erginlerine kars1 toksik etkileri arastirildi. Calisma sonuglar1 bize test edilen ekstre ve
maddelerin ¢ogunun patates bocegine karst oldukca toksik oldugunu gdstermistir.
Genellikle, ekstre ve saf maddelerin dozu arttikga toksik etkileri artmistir. Tiim ekstre
ve saf metabolitlerin yiiksek dozda (40 mg/ml) bdcek oOliimlerini artirdigi tespit
edilmistir. Ayrica ekstre ve saf metabolitlerin zamana bagli olarak toksik etkisi artmis
ve zamanla bocek oliim yiizdesi de artmistir. Cizelge 4.3’ten goriilecegi iizere, 12.
saattaki bocek oltimleri dikkate alindiginda en toksik etkinin steroidal alkoloitce zengin
olan NH4OH-benzen ekstresinin oldugu agik¢a goriilmektedir. Bu ekstre iizerinde
yapilan kromatografik ¢alismalarda bu ekstrenin major olarak jervin, mindr miktarda da
pseudojervin igerdigi belirlenmistir. Cizelge 4.3’ten goriilecegi iizere, jervinin 12.
saatteki bocek Oliimleri dikkate alindiginda benzen ekstresinin toksik etkisi jervine gore
olduk¢a fazla oldugunu gostermektedir. Bu sonuclar bize bdcek c¢aligmalarinda
kullanilmak {izere ekstreden yeterli miktarda izole edilemeyen mindr maddelerin ¢ok
daha toksik ozellikte oldugunu gostermektedir. Test edilen saf bilesikler arasinda [-
sitosterol-3-O-f-D-glikopiranozit Leptinotarsa decemlineata erginlerine kars1 en giiglii
toksik etkiyi gdstermistir. Test edilen stilbenoid tipli resveratrol ve oksiresveratroliin
toksik etkileri mukayese edildiginde Cizelge 4.3’ten goriilecegi lizere uygulamadan 12
saat sonra bocek Oliimleri dikkate alindiginda oksiresveratroliin resveratrolden daha
toksik oldugu gbzlenmistir. Hatta oksiresveratroliin toksik etkisi jervinden daha yiiksek

bulundu.

Sonug olarak bu ¢aligma ile literatiire iki 6nemli katk: yapilmistir. Bunlar:

1. Ulkemiz florasinda yetisen Veratrum album bitkisinin rizomlarmin kimyasal bilesimi
detayli olarak ortaya konmus ve bu bitkinin rizomlarinin kimyasal bilesiminin jervin,
pseudojervin,  1-hidroksi-5,6-dihidrojervin,  B-sitosterol,  B-sitosterol-3-O-B-D-

glikopiranozit, resveratrol, oksiresveratrol, oksiresveratrol-3-O-B-D-glikopiranozit,
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diosgenin, diosgenin-3-O-a-L-ramnopiranozil (1—2)-p-D-glukopiranozit (Dioscin’in

prosapogenin A), stearik asit, n-oktakosanol ve sakkaroz oldugu tespit edilmistir.

2. Veratrum album’un rizomlarindan elde edilen ekstre ve bazi metabolitlerin 6nemli bir
tarim zararlist L. decemlineata’ya (patates bocegi) karsi toksik etkileri ilk defa bu
calismada ortaya konmustur. Mevcut ¢alisma ile Veratrum album’un rizomlarindan elde
edilen ekstrelerin 6zellikle alkaloit bakimindan zengin NH4OH-benzen ekstresinin ve
izole edilen maddelerden [-sitosterol-3-O-B-D-glikopiranozit, oksiresveratrol ve de
nispeten jervinin, L. decemlineata’ya (patates bocegi) karsi giiglii bocek oldiiriict

etkisinin oldugu ortaya konmustur.

Bu sonuglara dayanarak V. album bitkisinin rizomlarindan elde edilecek ozellikle
alkaloit bakimindan zengin NH4OH-benzen ve de aseton ekstrelerinin Leptinotarsa
decemlineata’ya karst insektisit olarak kimyasal miicadelede kullanabilecegini
sOylemek miimkiindiir. Boylece bocek direnci, ¢evre kirliligi gibi sentetik kimyasal

insektisitlerin olumsuz etkilerini ortadan kaldirmak miimkiin gériilmektedir.
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