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UZET

Bu caligsmada Temmuz 1989'da Eskigehir Arcelik fabrikas:
vyakinindan toplanan Acroptilon repens bitkisinin flavonoid
bilegikleri incelenmisztir.

Bitkinin kurutulan ve toz edilen toprak Ustu kisimliar:
bir sokslet apareyinde sirasiyla petrol eteri, kloroform wve
etil alkol ile tuketilmis ve elde edilen ©zutler vakumda
yogunlastairilmistar, GCesitli g¢ozuclu sistemlerinde vyap:ilan
ince tabaka kromatografisinde etil alkol ve kloroform Szudtu-
nin, ayni flavonoid bilesikleri igerdigi saptanmigtir. Bu
nedenle sadece etil alkol tzutu poliamid sUtuna yerlegtiril-
dikten sonra yikama islemine kloroform ile Dbaglanmig vea
artan oranlarda etil alkol ilavesi ile yikamaya devam edil-
migtir. Bu sutundan elde edilen karigik fraksiyonlar seltiloz
veya poliamid sutundan ge¢irilerek temizlenmis, elde edilen
tek maddeler sefadeks LH-20 sutunlarda metanol ile yikanarak
saflagstirilmigtair.

Elde edilen bilegiklerin yapllarinin isoramnetin,
isoramnetin 7-0-glikozit ve apigenin 7-0-glikozit oldugu
renk reaksivonlar: ve spektroskopik ytntemler ile (UV, 1H~
N.M.R.) belirlenmig, yapisi standart maddeler ile klyaslana~

rak dogrulanmigtair.



SUMMARY

In this work, Acroptilon repens was investigated for its
flavonoidal compounds.

Acroptilon repens was collected from Eskigehir
Industrial district in June 1989.

Air dired and powdered above ground parts of the plant
was extracted in soxhlet apparatus with petrcleum ether,
chloroform and ethyl! alcahol respectively. Ethanolic extract
showed the presence of flavonoid compounds in thin layer
chromatography with wvarious solvent systems. The ethanol
extract pached on top of a polyclar column elution started
with chloroform and the polarity of the solvent was in
creased by gradual addition of ethanol.

The further seperations of the fractions obtained by

polyclar column were done by using either a polyclar or a

cellulose column and the final purification was made by
sephadex LH-20
The structures of the flovonoid compounds were

determined as 1sorhamnetin, isorhamnetin 7-0-glycoside and
aplgenin 7-0-glycoside .

The structures of all compounds were elucidated by using
physical methods, colour reactions and spectral methods such
as UV, LH-N.M.R. Also the isolated compounds were compared

with the standart compounds.



vi

TESEKKUR

Tez c¢alismalarim suresince yakin ilgi ve destegini hig
bir zaman esirgemeyen, olumlu tenkit ve uyarilaraiyla
¢galismalarima ytn veren danismanim Sayin Hocam Yrd. Dog. Dr.
Ayse  Eren PUTUN ’e ; tnerilerinden dolayi Hocam Dog. Dr.
Ersan PUTUN’e; g¢alaigmalarim sirasinda bana her tdrld
kolayligil saglayan Bdlum Baskanimiz Sayin Prof.Dr. Cemil
OGRETIR ’e, bitkinin teghisini yapan Uludag OUniversitesi
Fen~-Edebiyat Faktiltesi Biyoloji Bolumu Ogretim Uyesi Sayin

Doc¢.Dr. Hulusi MALYER’e sonsuz tegekkUrlerimi sunaraim.

Nurgtil UZRBAY



vii

ICINDEKILER

OZET i iinn e nenss e e e et s e e e iv
SUMMARY i ittt sttt e et en s o sataosocesannossssases . v
SEKILLER DIZINI L.ttt iiii it itteneenanocnnnsionnsens ix
CIZELGELER DIZINID L. ittt et ittt te it innonoonnnnas X
SITMGELER VE KISALTMALAR ........ e reeees et aas s e xi
GIRIS VE CALISMANIN AMACI ...t init ittt enncnnnnnnennanes 1

1. BITKININ TANIMI VE YAYILISI ...ttt iinininnnn. 2

2. GENEL BILGILER .....veieveunn ¥ c 0 o o G o o o o DTN
2.1. Dagilimlar ...... 6 o o o o ¥ 00000 00000 o0 oR NN
2.2, DlUSUMIBLL &ttt et neeeeeonncooseosscassoesnesens
2.3. Elde Edilmeleri Ve Saflastirma Yontemleri .....

2.3.1. Bitkiden tUKELME .« ouuuurunnennenannnn.. .
2.3.2; Kromatografik ybtntemler......occv00..n.
2.3.2.1. Sutun kromatografisi ......... e
2.3.2.2. Ince tabaka ve kagit kromatografisi

2.4, Taninmalarl ... e e e it enonnnsoeesonsesaseseesnas

SR
N RN O © o O o O & >

2.4.1. Renk reaksiyonlari ......0vieeiven.. e

-
2

2.4.2. Spektral yontemler ........... 00000000,
2.4.2,1. UV spektroskoplsi ..ot eininsens

2.4.2.1.1. Metanol spektrumu ............

[ T T
(230 &3 N €1}

2.4.2.1.2., Sodyum metoksit spektrumu ....
2.4.2.,1.3., Aluminyum klortr, Aluminyum
klorUr/hidroklorik asit
spektrumu. .. cie et iii i i e e 15
2.4.2.1. 4. Sodyum asetat spektrumu ...... 16
2.4.2.1.5. Sodyum asetat/Borik
asit spektrumu ..., 00 16
2.4.2,2. H~N.M.R. SPekLLUmMU v vtie s vt ie s 17



3. DENEYSEL BULUM

3.1. Acroptilon repens’den elde edilen flavonoidier

81 bilesigl ..o,

52 bilesigl .....ciiviinnsn

S3 bilesigi ...t annans
3.2, Uygulanan teknikler ..........

.

.

3.2.1. Kromatografi ....cicesen

3.2.1.1. Sutun kromatografisi

3.2.1.2, Ince tabaka kromatografisi

3.2.2, Spektroskopi .......00.

-

-

.

.0

-

.

.

-

s e s s 0

3.2.2.1. UV spektroskoeopisi .......

.2.2.2, 'H-N.M.R. spektroskopisi

3

2.3

2.4, Kimyasal reaksiyonlar .
3.2

s

. Belirtegler ...c.iicieeeeneon

.

. o

« 6 8 s 8 e o w o

-------------

4.1, Asit hidrolizi o........

3.2.4.2. TMS5 turevierinin hazirlanmasi: ......

3.3. Yapilan iglemler ..............

3.3.1. Flavonoid bilegiklerin tuketilmesi .....

3.3.2. Flavonoid bilegiklerin elde edilmesi ...

4, SONUG VE ONERILER ... ..t iinrrnnnnonns

KAYNAKLAR DIZINI ......... et ee e

.........

wow
PN R

w W w
w N

w
W

37



SEKILLER DIZINt

Sekil 2.1, 2-fenil benzopiron

Sekil 2.2. Flavonoid bilegiklerin iskelet yapilar:

Sekil 2.3. Flavonoidlerin olusumu

Sekil 3.1. S1 bilegigin UV spektrumu

Sekil 3.2. S1 bilegigin NMR, spektrumu

Sekil 3.3. 52 bilegigin UV spektrumu

Sekil 3.4, S, bilesigin UV spektrumu

3



Cizelge 2.1.

Cizelge 2.2.

Cizelge 3.1.

CI1ZELGELER D!ZINt

Flavonoidlerin ayrilmasinda kullanilan

cozUcu sistemleri

Flavonoid bilesiklerin renk reaksiyonlara

Acrotilon repens bitkisinden elde edilen

flavonegidlerin miktarlar: ve Rf

degerleri.



SIMGELER VE KISALTMALAR

I TK

uv

N.M.R.

s (singlet)

d (doublet)

sh (shoulder)

Jd (coupling constant)

nm

ppm {part per million)

BAW

Ince Tabaka Kromatografisi.

Ultraviyole (mor dtesi).

Nukleer Manyetik Rezonans.

Tek pik.

Citt pik.

Dmuz.

Etkilegim sabiti.

Nanometre.

Milyonda bir.

n-butancl-Asetik

asit-su (4:1:5).



GIRIS VE CALISMANIN AMACI

Dogada ¢ok yaygin olarak bulunan Compositae familyas:
gzellikle flavonoid ve seskiterpen lakton bakimindan zengin-
dir.

Compositae familyasindaki pek g¢ok turun degisik biyolo-
jik aktivite gdsterdigi, idrar sokturucl olarak kullanildig:
bilinmektedir. Ayrica kumas boyasi olarak ekonomik degere
sahip olmasina kargilik bu alanda fazla calisma
yapilmamigstir (Heywood, p.411,1977; Baytop s. 84, 1980).

Son yillardaki teknolojik gelisgme ile birlikte bu famil-
ya tnem kazanmig ve familyadaki Dbilesiklerin yapilarina
aydlniatmak aragstirmacilarin dikkatini ¢eken bir konu
clmustur.

Bu galismada, Compositae familyasi ile yapilan ¢aligma-
larimizin bir devami olarak Acroptilon repens (L.) DC.

bitkisinin flovonoidleri incelenmigtir.



N2

1. BITKININ TANIMI VE YAYILISI

Compositae familyasi bitkileri yi1llaik, iki yi1llaik
veya ¢ok yllllk, ¢ogunlukla otsu, nadiren ¢alimsi veya
agagsidirlar. Gigeklerinin kapitulum durumundsa birarada
toplanmis olmasi en belirgin dzellikleridir.

Dunya Uzerinde c¢ok yaygin olan bu familya, kaynaklarda
degigzik sayida rapor edilmesine ragmen (Rendle, 1276;
Hickey, 1981; Heywood, 1879) 800-1100 kadar cinszs ve 14000-
25000 kadar tur igermektedir. Ulkemizde 129 cins ve 1120

kadar tury vardir (Davis, 1975).
Acroptilon repens (L.) Dc., Prodr. 6:663 (1838)

Sinonimleri : Centaurea repens L. , Sp. Pl.ed. 2: 1283
(1763); C. picris Pallas ex Willd., Sp.Pl. 3 : 2302 (18033;
Serratula picris (Willd.) Bieb., Fl., Taur.~ Cauc. 3 : 546
(1819); Acroptilon picris (Willd.) DC., op.cit.gB2 . Ie
Jaub. and Spach, 1I1. Pl1.0Or.1 : t. 10, 11 (1842); Not.Syst.
{Leningrad) 7 (3) : f. 4A (1937); both as A. picris.

Cok yillik 16-40 cm boyunda, gdvdeleri dilk, tabandan
dallanmis; yapraklar basit, c¢ok kisa sapli, eliptik -lineer,
genellikle alt ve orta kisim serrat, Ustte butun 7x2 cm’ye
kadardair. Involukrum 1.5 x 1 cm ye kadar dig yaprakeciklar
kisa ve genis, oblong, ictekiler daha uzun ve dar
oblong?’dur. (Cigekler pembeden mora Kkadar (nadiren beyaz)
dir. Clklntllér (apendaj) enli ay seklindedir.

Akenler 3-4x2 mm; papus hemen hemen 8-10 mm boyutlarin-

dadir.



Cicek acgma zaman:

Yetisme ortami

Turkiye?’deki Yayilisa

Dunya’daki yayiligi

Mayis-Ekim

Cakilli nehir kenarlar., tuz
gﬁilerinin klyxlar1, stepler ve
Gopluk alanlar, 800-1600 m
yuksekliklerde.

Ankara, Kastamonu, Kars,
Kutahya, Eskigehir, Nevgehir,
Erzincan, Erzurum, Van, Adr:i,

Aydin, lsparta, Antalya, Kaonya.

GUney Rusya, Kirim, Kafkasya,
Kuzey Irak, Iran, Afganistan,

Mogolistan, Hazar Denizi gevresi



2. GENEL BILGILER
FLAVONOID BILESIKLERI
2.1. Dagilimlara

Cogunlukla garl - -renkli olan bilegiklere gnce-
likle genel olarak flavonoid ad: vérilmistir. Bu terim koken
olarak latince sari anlamina gelen flavus stzcuglunden ture-
tilmigtir. Bu maddeler kimyasal bakimindan 2-fenil Dbenzo

piron yapisi gtdsterirler (Sekil 2.1).

Sekil 2.1. 2 -fenil benzopiron

. Sonradan bu yada benzer yapiya sahip olan bilegikler
ister dofal olarak ister sentezle élde edilmis(olsun, renk-
lerine bakilmaksizin flavonoid ad: altinda toplanmiglardar.

Ancak zaman sUresi icinde flavonoid bilegiklerin say1cé
¢ok - artmasi, iskeletlerindek? farkl1l1klaré gdre kendi
iginde sxnlflandzrllma zqrunlulugu yaratmigtir. Bu bilesik-
lerin iskelet yapilari (Sekil 2.2.) verilmigtir.

Flavonoidler, dogada aglikonlary ya da glikozitlerd
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halinde, bitkilerin kdk, sap, ¢cicek, polen, meyva ve
tohumlarinda bulunurlar (Geissman, 1969).
Glikozitlesme 'ya eter bagi ile (O-glikozitler) ya da

karbon baglari arasinda (C-glikeozitler) olur.
2.2. Olusumlara

Flavonoid!ler bitkilerin ikincil metabolitlerinden-
dir. Bitkilerin fotosentez ile olusgsturduklari ve hayatsal
gereksinimleri igin, kullandiklar: karbonhidratlar,
aminoasitler, v.b gibi birincil metabolitlerinden turerler
(Geissman, 1868).

Flavonoidlerin olugsumu, diger dogai kaynakli bilegikler-
le birlikte (Sekil 2.3) de genel olarak gbsterilmigtir
(George, 1978).

Flavonoidlerin karbon iskeletlerinin iki ayri birimden
meydana geldigi duguntlebilir. Bunlar B ve € halkalarim
olugturan CS-C3 birimi ile A halkasini olusturan CG birimi-
dir (Sekil 2.1).

Biyosentez aragtirmalarinda elde edilen bilgilere gore
flavonoidlerin A halkasinin asetil koenzim-A molekullerinden
veya 3 molektl malonil koenzim—-A dan, B ve C halkalarinin
ise sikimik asit uUzerinden olugan sinnamik asit gibhi fenil
propanoid bilegiklerinden meydana geldigi saptanmigtir. A
halkasgini olusturan asetat Uniteleri ile B ve C halkalarina
meydana getiren fenil propanoid bilegiklerinin kondenzasyo-
nu soanucu flavonoidler colusur (Geissman, 1969; Harborne,

1975).



Filesidin ada Bilegifin fornilil

Flavonlor Kalkanlar

0
Flavanonlor
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fn OH 0 OH
0 0
Flavonoller

Dihidroflavonoller

Flavanior Antosiyanidinler

2.2, Baz flayonaid bilesiklerin i{skelet yapilar:.



KLOROFIL + CO, + GUNES ISICI

FOTOSENTEZ
KARBONHIDRATLAR

PENTOZ DEVRI
FOSEQENOL FIRUVIK ASIT
SIKIMIK SIT - | PIRUVIK ASIT
ASETIL x&muzm A

siT ASIT

AROMATIK AM'INO ASITLER\F'/A’MM{SITLER

SlNNAM} K ASIT ALKALOIDLER

MALONIL

FENIL PROPANOID KOENZIM A

BILESIKLER

FLAVONOIDLER| YAG ASITLERI

POLIKETIDLER POLL ASETILENLER

FENOLIK DILESIKLER MEVALONIK ASIT .

{

TERPENOIDLER

STREOIDLER

KAROTENOIDLER

Selil 2.3. Flavonoidlerin Olugumu,




2.3. Elde Edilmeleri Ve Saflastirma Yontemleri
2.3.1. Bitkiden tuketme

Iincelenecek bitkisel materyal, 6@nce kurutulup
toz edilir. Bitkinin kurutulmasindaki amag¢ tuketmenin veri-
minin arttirilmasidir. Bu da iki sekilde gerceklestirilir.
Birinci de bitkisel materyal % 96 etanol ile tuketilir,
Vakumda kismen yogunlastirildiktan sonra sirasiyla petrol
etefi, kloroform, etil asetat gibil gozulculerle tekrar tuke-
tilir.

tkincide ise materyal sirasi ile petraol eteri, kloro-
form, etanol ile méserasyon veya sokslet apareyinde tlketi-
lerek yapilair. Her iki gekilde de flavonoid yaplélndaki
bilegikler polaritelerine gtire kabaca ayrilmig olurlar.

Materyaldeki sterol, karotenoit, lipit, klorofil gibi
yarn maddeler petrol eteri.ﬁzutune gegerler. Fakat bazen
metillenmig flavon veya flavancllerin de bu G&zute gecgtigi
gdrulUr (Thomas, 1968; Herz, 1872).

Polar olmayan flavoncidlerin aglikonlar:, izoflavonlar,
flavononlar, dehidroflavonlar, kloroform ve bazen de etil
asetat gzutune gegerler. .

Daha polar flavonscidler, yani polar aglikonlar ve gti-
kazitleri ise etil asetat gibi daha polar gtzucu ile tuketi-

lerek elde edilirler (Harborne , 1975).
2.3.2. Kromatografik ydntemler
Flavonoid bilesiklerin incelenmesinde; az miktar-
da madde ile c¢alisilmasina, karigimlarain tek tek ayrilmasi-
na, saflagstirilmasina ve taninmasina olanak verdigi igin
kromatografik yﬁntemlefden yararlanilair.,

2.3.2.1. Sutun kromatografisi

Flavonoidlerin, bitki tzUtlerinden ayrilmasin-

da, saflagtirilmasi: ve temizlenmesinde kullanilar,



Flavonoidlerin sdtun kromatografisl lle ayrilmasinda
cesitli adsorbanlar kullanilmig ancak bunlar arasinda en
uygun adsorbanin poliamid, seluloz ve sefadeks oldugu gbz-
lenmigtir ( Grassman, 1957),

Seluloz (Mikrokristal), tum flavonoid aglikon ve gliko-
zitlerinin ayrilmasinda kullanilir. Yikama ig¢in su-alkol,
su-asit, su-aseton karigimindan yararlanilir, SelUloz sttun
kromatografisinde hem adsorbsiyon hem de partisyon mekaniz-
masina gbre ayirim saglar.

Poliamid (polivinil poliprolidon), yapisinda bulunan
amid gruplarinin icerdigi karbonil fonksiyonlarindan dolaya
fenolik hidroksi gruplar:i ile hidrojen bagi yaparak ayirim
zaglayan bir adsorbandir. Bu nedenle flavonoid bilesgikler
icin yuksek ayirim gucUne sahip oldugundan sttun kromatog-
rafisinde en gok kullanilan adsorbandir (Markham, 1968).

Sefadeks LH-20, hidroksi propillenmis dekstran yapisin-
dadir. MolekUl buyukltgune gtdre ayirim saglar. Flavonoild
bilegiklerin ayrilmasinda ve temizlenmesinde kullanilir.
Uzellikle organik cgozlculerle galizma olanag: sagladigindan
kullanim: kolay ve yaygindir (Johnston, 1868). Sadece meta-
nol kullanilarak bir¢ok flavonoidin ayrim: saglanabiiir.‘

2.3.2.2. ince tabaka ve kagit kromatografisi

Ince tébaka kromatogratisi, flavonoidlerin
kalitatif tayinlerl ve tanimlarindsa kuilanlllr. Silikaljel,
poliamid ve seluloz en gok kullamilan adgsorbanlardir. Flavo-
noidlerin tipine gore degisgik ¢dzUcU sistemleri kullanilir.
Cizelge 1’de bu ctzUcu sistemlerine alt ornekler gdrdlmekte-
dir. |

‘Kaglt kromatografﬁsi, siitun kromatografisinden daha kisa
stirede sonuc¢ verdigi ve az miktarda madde ile calisma
olanagd: sagladigi i¢in flavonoidlerin ayrilmasinda ve tanin-
masinda kullanilan iyi bir ytntemdir. Bu amag¢la Whatman No-1
veya 3 MM cins kagitlar kullanilmaktadair. lyi bir ayirim
icin ¢gift dimensiyanlu teknik tavsiye edilir.

Kromatogram Uzerinde flavonoidlerin tespiti UV 1s:18i1nda
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Flavonoid

GCozucu sistemi

Flaveonlar

Flovan-0O-glikozitleri

Flavonoller

Flavonol-0-glikozitleri

Flavonlar

Flavon-0-glikazitleri

Flavonol aglikon ve
glikozitleri:
ve Flavonol

‘Flavon aglikon

ve glikozitleri

C.H :CGHSN:HCODH(BG:Q;S)

c:CeH6 (45:55)
PrDH:EtOAc:H20 (3:2:
MeOH:AcOH:HQD (18:1:

13
1

6HSN:HCODH(BG

:Me2CD:HCDOH(9

:9:5)

1231

CGHS:C

CHCI3

C

6H :C

6 H

6 .

9:5

-N:HCOOH(36:
s}

CGHG:MeCDEt:MeOH(QO:S:SD

CHCIS;MeOH:Butan*Zfol(5:8:1)

MeDH:HZO (1:1)

CGHG

CGHG:MECDEt:NeOH(4:3:3)

n-BuOH:AcOH:H_0(4:1:5 Ust faz)

—

2
AcOH:H,0 (85:15)

Et0Ac:MeOH:H,0(100:16,5:13,5)

tPE:MeCOEt:MeQH(B0:26:7:

:7)

Cilzelge 2.1, Flavonoidlerin Ayrilmasinda Kullanilan Cozlcu
Sistemleri

CBHB Benzen,»CSHSN Piridin, HCOQOH formik asit ,

EtDAc : Etil asetat, PrOH Propanol, MeOH Metanol,

AcOH : Asetik asit , CHCI3 Klaroform , Me2c0 : Aseton,

MeCoEt : Metil etil keton , PE Petrol eteri,

n-BuOH n-butanol



2.4. TANINMALARI
2.4.1. Renk reaksiyonlar:

Flavaonoidlerin ince tabaka ve kagit kroma-
tografisindeki lekeleri once 336 nm’de UV 151831 altinda
incelenir. Daha sonra bu lekelerin 336 nm UV 15181 altinda
amonyak buharina ( Mabry, 1970, P. 13) ve NA (Naturstoff
reagenz A : Difenil borik asit,p~amino etil ester) belirte-
cine karsi gostermis oldugu renk dedigiklikleri belirlenir
(Mabry, 1980). Btylece yapilarina gore degisik renklerle
floresans veren flavonoid bilegigin tipi ve suUbstituentleri
hakkinda bilgi edinilmis olur (Cizelge 2.2)(Mabry, 1880).

Flavonlar 5-hidroksil durumunda UV 1g1dinda (336 nm) mor
g&riunumludur. 5,4'~dihidroksil ise NH3 buhari ve NA belirte-
cine kars:i sari, 5, 4, 3f-trihidroksil ise NH3 buhara ile
sari, NA belirteci ile turuncu renk verirler.

Eger bilegikte 5—deokéi durumu var ise veya bilegik 5-0
glikozit ya da 5-0 metoksil gruplar: tagiyorsa UV 13181inda
parlak mavi, parlak mavi,yegsil olarak gozukur.

Flavonoller eger ug¢ konumlarinda serbest hidroksil
tasiyorlarsa UV 1s1ginda sari renk verirler. Bu tzelligi ile
flavonlafdan ayirt edilir. 3,44 di hidraoksi flavonoller
amonyak buhar:i ve NA belirteci ile sari, 3;3‘,4‘tri hidroksi
flavonoller amonyak buhari ile saril, NA belirteci ile turun-
cu reﬁkte guzikUrier.

v Bunun yanlslra,FShlnodo {Siyanidin reak. Mg talag:i/der
HC1) ve Asahina (sodyum amalgam/der, H2504) reaktifleri ile
dertHZSO4 ve zirkonyum oksiklorur reaktiflegi flavonoid

teshisi i¢in c¢ok kullanilir.
2.4.2. Spektral yontemler.

Saf olarak elde edilen flavonoidin yapisi UV,
NMRs kutle spektrometresi ile yapilan analizlerle aydlnlatl-

lir.
Eger aglikon bilinen bir bilegik ise UV, spektrumlari ve
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kromatogramdaki R, degerleri ile standart maddenin R, deger-

lerinin karslla$t£rnlm351 yeterli olmaktadir. Eld; edilen
madde bir,glikozit ise aglikon ve sekerin ayri ayri tanimla-
nabilmesi ig¢in glikozit hidroliz edilir. Bu iglem sonucu
seker grubu aglikondan kopar ve hem aglikonun hemde geker
grubunun ayril ayri1 yapilari saptanair (Mabry, 1970, p.24).

Glikozitin, aglikonunun ve sekerinﬁn taninmasindan son-
ra, glikozitin UV spektrumu ile aglikonun UV gspektrumunun
karsilastirilmas: yapillarak éeker veya sekerlerin aglikona
baglanma yerleri saptanair. :

Ayrica glikozitin trimetil silil eter turevi halinde
karbontetraklorur, ddtero dimetil sulfoksit de alinan 1H—
N.M.R. spektrumu ile sekerin, bagl1 oldugu konumu, & veya B8
durumunu belirler (Wagner, 19878; Chori, 1977).

2.4.2.1. UV spektroskopisi

Cok az miktarda (0,1 mg) madde kullanilarak
degisik reaktiflerle elde edilen spektrumlar, flavonoidin
yapisi hakkinda son derece yararli bilgiler verir. Bu neden-
le UV spektrumu bu tip bilegiklerin yapi analizlerinde. kul-
lanilan en tnemli ytntemlerden biridir.

Bu amag¢la flavonoidin tnce metanol idginde spektrumu
alinir. Sonra bu c¢ozeltiye sirasiyla sodvum metoksit,alumin-
yum klordr, aluminyum klortur/hidroklorik asit, sodyum
asetat,sodyum-asétat/barik asit reaktifleri ayri1 ayr: ekle4
nerek spektrumlari alinir., Bu spektrumlarda gbzlenen kayma-
lar degerleﬁdirilerek, flavonoidin yapisi hakkinda bilgi
edinilir. |

Flavonoid bilegiklerin UV spektrumlarinda iki buyuk
absorbsiyon bandl gorilur. Bunlardan biri uzun dalga boyu,
digeri kisa dalga boyundadir. Uzun dalga boyunda-oclan bant-I
adini alinir ve flsvonoidin B halkasi ig¢in (Sinnamoil) ig¢in
bilgi verir.Kisa dalga boyunda olani ise bant—ll adiny alir
ve A halkasy ig¢in (Benzoil) .ile ilgili bilgi verir
(Geissman, 1962,_P—107—155).



Uy UY /NE, UY /XA FLAYONO1D BILESIK
koyu mor koyu mor koyu mor | 5-OH sarbost,Q;OH yok yu da
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sari sary sarl 3,5-0K serbest.
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parlek flo) dabs ol mavi | 5-OH yok ya da sibstitie, 3'4'-OK
resan sari| lak 0. serbest .
sary
parlak IloJ daba pur-~ mavi- 5-0H yok ys da sibstitde , 3'4'-0KH
resan sari} lak flo. yesil serbest.
sari

Filavonoid bilesik!

erin renk reakzsiyonltara



2.4.2.1.1. Metanol spektrumu

Flavono:id bile$igin metanol spektrumu Ozel-
likle bant-1’in yeri , bilesigin iskeleti hakkinda bilgi
verir.

Flavonlarda bant-1 304-350 nm arasinda flavonaller de
izse 8-hidroksil grubu serbest ise 352~385 nm arasinda, ser-
best degilse 328-357 nm arasinda gtzlenir (Harborne, 1982,
p.241).

B halkasinin 3% ve 4/ konumlarinda oksijen fonksiyonu
bulunmasi bant-1I1'"nin genellikle ikiye botlUnmesine neden
olur (Mabry, 1970, p.44). Ayrica bant-1,6-hidroksi flavonol-
lerde 8-12 nm, flavonlarda ise 'S nm kisa dalga boyuna kayar.

Bu kayma 6-metoksi flavongocllerde gtrulmez (Harborne, 1982).
2.4.2.1.2. Sodyum metoksit spektrumu

Sodyum metoksit kuvvetli bir bazdir. Flavo-
noid molekulindeki tum hidroksil gruplarin: iyonize eder
(Mabry, 1970, p.45). En buytuk etki, 4?-hidroksil ve 7-hid-
roksil gruplara Uzerine olur. Bu reaktifin eklenmezi ile
flavon ve flavonolerde bant-1!, metanoldekine gore 40-65
nm’lik vuzun dalga boyuna kayma meydana getirmigse ve pik
yUksekliginde artma varsa 4' konumunda serbest hidroksil
grubu oldugu anlasilar.

Serbest 3~-hidroks1| grubuna sahip flavonoidlerde,
4% -hidroksil grubu serbest olmasa bile 50-60 nm’lik kayma
gdzlenir, fakat bant siddeti azalir. Eer 305-350 nm arasin-
da dustk siddetli bir UglUncu bant veya omuz varsa bilezikte

7-hidroksil grubu bulunmaktad:ir (Bacon, 13876).

2.4.2.1.3. Aluminyum kloriur ve aluminyum klorur

/hidroklorik asit spektrumu

Aluminyum klorudr reaktifi, flavonocid molekutlu-
ndeki S5-hidroksi-4-keto, 3-hidroksi-4-keto ve B halkasindali

orta~dihidroksil gruplari ile ayri1 ayri, kelat olusturur.



16

Ortadihidroksil] gruplar: ile oclugan kelat zayif oldugu i¢in’
seyreltik hidroklorik asit eklénmesiyle bozunur (Mabry,
1970, p.52). Ortadihidroksil gruplari iceren flavonoidlerdé,
aluminyum klorur spektrumundaki bant-1 hidroklorik asit
eklenmesi ile 30-40 nm kisa dalga boyuna kayar.

Aluminyum klorur /hidroklorik asit spekturumundaki bant-
I, S-hidroksi flavon ve 3- sUbstitue flavonollerde metancal
spektrumuna oranla 35-55 nm uzun dalga boyuna kayar. Bu
kayma 3,5 hidroksi flavonlarda 50~60 nm arasindadir (Mabry,
1970, p.54).

Ayrica 5-hidroksil, B6-metoksil grubu i¢eren flavonlarda
16-23 nm (Sakakibara, 19775, 5-hidroksil, 6-hidroksil grubu
igeren flavonlarda 25-30 nm (Mears, 1972), S-hidroksil, 6&-
hidrojen ic¢erenlerde ise 35-5% nm uzun dalga boyuna kayar
(Mabry, 1970, p.54).

2.4.2.1.4. Sodyum asetat spektrumu

Sodyum asetat, sodyum metoksitten daha zay:if
bir bazdir. Bu nedenle flavon ve flavonaellerin daha fazla,
asidik hidroksil Qruplarlnl iyonize eder (Rossler, 1985).

Serbest 7-hidroksil grubu tagiyan flavon ve flavonoller-
de sodyum asetatin eklenmesiyle metano] spektrumunda bant-
I1’ye gtre 5-20 nm uzun dalga boyuna kayar (Farkas, 1966).

Ayrica 7-hidroksil grubu serbest olan 4V -hidroksi flavon
ve flavonollerde sadyum asetat spektrumundaki bant-] kisa

dalga boyuna kayar (Bacan, 1977).
2.4.2.1.5. Sodyum asetat/Borik asit spektrumu

"Borik asit-sodyum asetat varliginda, flavono-
id molekulundeki C-8% ve C-6 disindaki tum hidroksil gruplar:
ile kelat yapar. B halkasinda Drta~.dihidroksil durumu varsa
flavon ve flavonollerde bant-] 12-30 nm uzun dalga boyuna

kayma gosterir (Mabry, 1970, p.48),



17

2.4.2.2. 1 H - N.M.R spekturumu

Bu yontem gerek aglikonlarin, gerekse gli-
kozitlerin yapilarinin aydinlatilmasinda aromatik halka
protonlari, metil, metqksi, asetoksi gibi gruplara, seker
protonlarini ve fenolik protonlarin sayilarini ve yerlerini
belirlemede kullanilir. Analiz ic¢in karbontetraklordr, dote-
ro kloroform, benzen, dotero benzen, piridin, agir su gibi
goizlUcliler kullanilahilir.

Dotero dimetil sulfoksit (de—DMSO) serbest hidroksil
grubu ig¢eren flavonoidlerin analizinde ¢ok kullanilan bir
cozucudur. Fakat kaynama noktasinin yuksék olusu, bazi fla-
vonoidlerin bu ¢tzUcl igersinde bbzunabilmesi ve ¢ozUnen
maddenin geri kazanilmasinin gUgluigu ayrica de—di metil
gUlfoksitin nem gekici olmasi gibi dezavantajlari vardir. Bu
nedenle flavonoidlerin karbontetraklorur icinde
spektrumlarinin alinmasi Szellikle tercih edilen yoldur.

Bu sgekilde dotero ¢gtzucu gereksinimi ortadan kalkar wve

maddenin geri kazanilmas: kolaylasgir.
A halkasi protonlara

A halkasinin 5 ve 7 konumlarinda hidroksil gruplari
iceren flavon, flavonol, izoflavonlgrln C-6 ve C-8 protonla-
r1  6-6,7 ppm arasinda iki ayra dublet verir. C-6 proton
dubleti, C-8 proton dubletinden daha yuksek alanda bulunur.

C?5,6,7 veya C-5,7,8 substitue flavonoidler de C-6 veya
C-8 protonu €6-6,5 ppm arasinda bir singlet olarak gozlenir.

Flavonoid sadece 7-hidrbksil grubu tagiyorsa C-6 proto-
nu, C-5% ve C-8 protonlar: ile etkilesecefinden bir dublet

halinde belirir (Mabry, 1964).
B halkas:i: protonlara
B halkas: protonlar:i genellikle, A halkasi protonlarin-

dan daha asagida 6,7-7,9 ppm arasinda gtzlenir. Efer B hal-

kasinda C=4' oksijenlenmig ise C-3’ ve C(C-5' protonlarinin
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dubleti C-2' ve C-6" protonlarinin dubletine gtre daha yuka-
r1 alanda 6,65-7,1 ppm arasinda iki dublet halinde bulunur
(Mabry, 1970, p.256).

C-3’ve C-4'de oksijen fonksiyonlarina sahip flavonoid-
lerde C-5' protonu 6,7-7,1 ppm arasinda bir dublet wverir,
Birbiriyle uUst uste gdrtnen C-2’ ve C-6' protonlar: 7,2-7,3

ppm arasindadir (Rodriguez, 1872).
C halkasi protonlara

Flavonlarda C-3 protonu 6,3 ppm civarinda keskin bir

singlet olarak gtzlenir (Mabry, 1964) .
Seker protonlara

Flavon glikozitleri sekerlerin baglanmasina éare O-gli-
kozitleri ve&a C-glikozitleri diye sinmiflandirilarlar.

0-glikozitlerinde sekerin C-i'protonu 4,8-6 ppm civarin-
da dublet olarak, gekere ait protonlar ise daha ylksek alan-
da 3-4 ppm arasinda multiplet olarak gozlenir (Mabry, 1970,
p.268).

Flavonoid glikozitlerinde ise C-1 protonunun kimyasal
kayma degeri, sekerin baglanigs yeri, cinsi ve stereokimyasal
vzellikleri hakkinda bilgi verir. 3-0 glikozitlerinin C-1
protonu 5,8 ppm’de, 4‘*0, 5-0 ve 7-0 glikozitlerinin C-1
protonu iseJS-S,l ppm’de gozlenir.

C-glikozitlerinde seker genellikle C-6 wveya C-8’den
baglanir. C-5,7-dihidroksil moeno C- glikozitlerde C-3, C-6
ve C-8 protonlarinin veya glikozit asetillendiginde, sekerin
C~2 asetil protonunun gosterdigi farkli kimyasal kaymadan,
sekerin 6 veya 8 konumunda oldugu anlasilir (Harborne, 1875,

p.672; Harborne, 1982, p.480).
Metoksil protonlar:

Flavonoid molekulune bagli metoksil grupfarlna ait pro-

tonlar 3,5-4,1 ppm arasinda sinyal verirler. C-3 metoksil]
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grubu ve orta durumundaki iki metoksil ve hidroksil gruplar:
va ¢ok kuguk bir kayma yaparlar ya da hig¢ kayma gistermez-
ler. Bununlia birlikte en buyuk kayma 7 konumundaki metoksil

grubunda gﬁzlenir (Rodriguez, 1972).
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3.1. Acroptilon Repens®den Elde Edilen Flavonoidler

51 bilesiginin taninmas:
UV 1s18inda  mor olan bilesik, NH3 buhari wve NA
belirteci ile sari renk vermektedir.

Metanoldeki UV sgpektrumunda (Sekil 3.1) bant-I*'in 334 nm
de ¢ikmasi: bilesigin flavon oldugunu gtstermektedir.

Sodyum metoksit spektrumunda bant-1'in siddetinin artma-
si1 ve 54 nm uzun dalga boyuna kaymas1 da 4*f-hidraksil grubu-
nun varligini belirtmektedir. Ayrica bu spektrumda bant-I111-
Uin bulunmamasi, 7 konumunun hidroksil grubu diginda bir
stUbstituent bulundurdufunu gostermektedir.

Sodyum asetat spektrumunda bant-11'nin kayma gGstermeme-
3i 7 konumunun dolu oldugunu dogrulamaktadir.

Aluminyum klortr ve aluminyum klorur/hidroklorik asit
spektrumlarinin ayni olmasi B halkasinda orta-dihidroksil
olmadigini belirtmektedir. Ayrica aluminyum klortir/hidroklo-
rik asit spektrumunda bant-I’in 489 nm uzun dalga boyuna
kaymasi 5-hidroksil serbest, 6 konumunda substittent bulun-
madidini gosterir.

Sodyum asetat borik asit spektrumunda bant-I'in wuzun
dalga boyuna dogru beslirgin bir kayma gdstermemesi orta-
dihidroksil olmadigin: dogrulamaktadir.

Asit hidrolizinden sonra hilegsigin gseker molekilunun
standart seker Ornekleriyle yapilan kiyaslamasinda glikoz

oldugu anlasilimistair.
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Bilesidin “H-NMR spektrumunda (Sekil 3.2.) 3-4-3,8 ppn
arasinda bir multipletin gdzlenmesi seker bulundugunu dogru-
lamaktadir. Sekerin C-1 protonu 5,1 ppm’de dublet oalarak
ortaya g¢ikarken J=7 Hz'lik yarilma aglikona B bagiyla bagla
oldugunu gtistermektedir.

37,5” protonlarinin 6,85 ppm deki,,z{ ve 6’protonlarinin

ise 7,75 ppm deki dubletler belirtmektedir. '

6,8 protonlari €,6 ppm ve 6,25 ppm de dubletler halinde,
3 protonu ise 6,33 ppm de singlet olarak gdzlenmektedir.

Bilegigin UV ve N.M.R. spektrumlari ile gahit bilegik-
lerle hidroliz Bnecesi ve sonrasi yapilan kiyaslamalari sonu-

cu apigenin 7-0 glikozit oldugu saptanmistir (Formul 1).

OH

6li.-0 0

oH 0

Formul 1

S2 bilegiginin taninmasa

UV 1513inda sari renkli olan bilegik, NH3 buharina tu-
tuldugunda ve NA belirteci puskurtuldugunde sari renk ver-.
mektedir.

Metanol’deki UV spektrumunda ($ekil 3.3.) bant-I1*'in 370
nm'de ¢ikmasi bilegifgin flavonol oldufunu belirtmekte,
bant-IIl*'deki omuz B halkasinda iki oksijen fonksiyonu ola-~
bilecegdini gdustermektedir.

Sodyum metokeit belirteci iie alinan spektrumunda
bant-I’in uzun dalga boyuna kaymasi ve giddetinin artmasa
4" -hidroksil grubunun varligini, 323 nm’de gtzlenen bant-111

ise 7~hidroksil grubunun bulundugunu gostermektedir.



Me OH
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Sodyum asetat ile alinan spektrumda bant-I1'nin kaymasi
7-hidrokgil grubunu dogrulamistair.

Aluminyum klorur ve aluminyum klortr/ hidroklorik asit
ile alinan sﬁektrumlafln ayni olmasi, sodyum asetat/borik
asit i{ile alinan spektrumda bant-]’de uzun dalga boyuna kayma
olmamasi: B halkasinda orta-dihidroksil grubu olmadigyina
belirtmigtir.

Spektroskopik bulgular ve kromatografik davraniglara
bilesiginin bir .kersetin turevi olabilecegini dugundur-
mustur.

Asit hidrolizi ile bir degigiklige u@gramayan bilesigin
gahit maddelerle degisgik ¢ozucu sistemlerinde yapilan kxyas—

lamalarinda isoramnetin oldugu anlagilmigtir (Formul 2.

OCH,
0
HO OH
OH
OH 0
Formul 2

83 bilegigginin taninmasi
Sari renkli amorf gorunumlu bilegsik UV 1$1g1nda,NH3
buharina tutuldufunda ve NA belirteci puskurtuldugunde sara
renk vermektedir. Bu durum 3 ve 4 konumlarinda serbest
hidroksil grubu bulundugunu dusunduUrmektedir.
Metanol’deki UV spektrumunda (Sekil 3.4.) bant-I'in 370
nm gozlenmesi bilesigin flavonol oldugunu,. bant-I1I1’nin uzun
dalga boyunda 269 nm’de aomuz vermeéi B halkasinda orto-oksi-

jen fonksiyonu olabilecedini gostermektedir,



370, 269, 258
455,270 nm
435,362, 265
430,362, 265
430,376,258
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Sodyum metoksit belirteci ile alinan spektrumda
bant-I1*in 75 nm uzun dalga boyuna‘ kaymasi ve giddetinin
fazla olmasi B halkasinda 47- hidroksil grubunu bant-111'un
gorilmemesi 7—hidroksilin dolu oldugunu gtistermeltedir,

Ayrica sodyum asstat belirteci ile 'allnan spektrumda
bant~11’de Kkayma olmamasi 7-hidroksil’in dolu oldugunu ka-
nitlamaktadair. |

Aluminyum klorur ve aluminyum klortr/hidrokiorik a=zit
ile alinan spektrumlarda hir degigiklik olmamas: ve sodyum
asetat/borik asit .bant-1*inin metanol spektrumundaki
bant-1’e gbre kayma yapmamas: bilegsikte orta-dihidroksil
grubunun olmadigini kanitlamaktadir. Btylece B hallkasindaki
iki oksijen fonksiyonundan birinin dolu oldugu anlagilmalta-
dir.

Bilegige uygulanan asit hidrolizi sonucu gseker molekl-
lunun glikoz oldugu ince tabaka kromatografisi ile
anla$11m1$t1r.A Aglikon kisminin alinan UV spektrumu ile 7
konumunda serbest hidroksil oldudu sodyum metoksit spel-
trumunda bant-111’uUn gozlenmesi ve sodyum asetat spektrumun-
da bant-l1'de kayma olmasi ile belirlenmigtir. Bu veriler
gsekerin 7 kanumundan baglandigini 37 konumunda ise metoksi
géubu oldugunu ac¢ikeca gvstermektedir.

UV spektrumlari ve kromotografik davraniglarina g&re
bilesigin yapis1 1soramentin 7-0-glikozit clarak aydinlatil-
mistir. Bu yaﬁl sahit madde ile gegitli cgdzuclh sistemlerinde

kiyaslanarak dogrulanmistic (Formul 3).

OCH,
6li0  _~ | [ OH
X OH
oH O

Formul 3.
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3.2. Uygulanan Teknikler
3.2.1, Kromatografi
3.2.1.1. Sutun kromatografisi
Adsorbanlar
Poliklar (Gaf Corporation).

Sefadeks (Sephadex. LH-20) (Pharmacia Fine Chemicals).

Mikrokristalin Seluloz (E.Merck).
Sutunlarin hazairlanmasi

Uzut miktarina uygun gap ve uzunlukta cam sdtunlar kul-

lanild:.
Poliamid sutun

Kloroform-etanol (2:1)¢UZUCU csisteminde 24 saat gisiri-
len poliamid, Bzut miktarina uygun olarak seg¢ilen cam sUtu-
nun 2/3’unuU kaplayacak gsekilde doldurulup, Uzerine &zUtun
yogun ¢tzeltisi eklendi. Uzut adsorbana tamamen emdirildik-

ten sonra sudtun elUsyon ¢ozeltisi ile.ylkanmaya baslandiy.
Sefadeks sutun

Uzute uygun miktarda sefadeks, 48 saat metonolde gigiril-
di. Sonra sutunun 2/3’'U kaplanacak gsekilde doldurulup uzeri-

ne tzutun derigik ¢Gzeltisi eklendi.
Seliuloz situn

SelUloz kuru halde suUtuna doldurulduktan sonra, Uzerine .

uygun miktarda seluloz ile karigtirip kurutulmus olan ©zut

vyerlestirildi.



3.2.1.2. Ince tabaka kromatografisi

Adsorban

Seluloz (Cellulose Microcrystallin E. Merck).

Hazirlanmasa

Seluloz plaklar i¢in 30 g mikrokristalin seiuloz 90 ml
distile su ile 5 dakika surekli ¢alkalanip camag plak kapla-
ma cihaziyla 5x20 cm boyutlarindaki cam plakalara dokulerek

0,3 mm kalinliginda kaplanir ve oda sicakliinda kurutulur.

3.2.2. Spektroskopi

3.2.2.1. UV spektroskopisi

Spektrumla} Varian Techtron 635, Hitachi
150-20 aygitlarinda 1 ecm’lik kuvars kuvetlerde alind:.
Ulgmeler bilegiklerin metanoldeki ¢bzeltilerinde yapilda.
Kayma spektrumlarinin alinabilmesi i¢in bilegigin metanol-
dekl ¢ozeltisine sira ile NaOme, AICIS, AICIB/HCI, NaUAc ve
NaDAc/HaBaa.cUzeltileri uygun miktarda eklendi.

3.2.2.2. 1 H-N.M.R. spektroskopisi

1H—N.H.R. spektrumlar:

Jeol FT 90 MHz (Leeds School of Chemistry) aygirtiyla

alindai.

Cozucu olarak CDCI:3 kullanildi. 1¢ standart olarak tetra

metil silan (TMS 0.00 ppm) eklendi.
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3.2.3. Belirtecgler

VNH3 buhara

NA belirteci (Naturstoffreagenz A, difenil borik asit g-
amino etil ester).

100 mg NA belirteci 100 ml] metanolde gtzuUlerek hazirlan-
di. (Mabry, 1980).

Anilin ftalat (Seker belirteci)
1,66 g ftalanhidrit ve 0,83 gr distillenmis anilin,
suy}a doyrulmug butanol ile 100 ml'ye tamamlanarak hazairlan-

di.

CSHSN : EtOAc : AcOH : H,0 (36 : 36 : 7 : 21) veya

n-BUuOH : AcOH : Hzo (4 : 1 : 5) gibi ¢ozucy sistemlerinde

yurutulen kromatografi plagi, belirteg¢ puskUrtuldukten sonra
100°C de 10—15 dakika bekletilerek olusan lekeler saptand:.

Sodyum metoksit

2,5 g temizlenmis metalik sodyum Kkugik pargaciklar
halinde 100 ml metanclde ¢uzuldu.

Aluminyum klortr

5 g susuz aluminyum klorur 100 m! metanolde ¢ozudldu.
Hidroklorik asit ¢ozeltisi

50 m! derigik HCl 100 ml distile suda ¢dzulddu.

Sodyum aéetat

Toz halinde susuz saf sodyum asetat bir krozede eritildil

ve asetik asitten kurtaraildiktan sonra kullanild:.



Borik asit
Toz halinde susuz borik asit kullanilda.
3.2.4. Kimyasal:reaksiyonlar

3.2.4.1. Asit hidrolizi

Asit hidrolizi S1 ve 53 bilegiklerinin

aglikon ve geker klsimlarlnln saptanmasi igin uygulandi.
Yaklasgsaik olarak 2 mg madde 5 ml etanolde‘¢ﬁzulUp tizerine
10 m!, 0,01 N CF3CDOH éklenerek, kuguk armudi bir balaonda
geri Qeviren sofutucu altinda su banyosunda i1sitilda. Reak-
siyon tamamlandiktan sonra dustuk basingta etanol uguruldy,
kalan sulu karigim etil asetat veya eter gibi bir organik
ctizlicu ile tuketildi. Organik fazda bilesigin aglikonu, sulu

fazda da geker kismi saptandl (Harborﬁe, 1965).

3.2.4.2. Trimetil silil eter {TMS) turevlerinin

hazirlanmasi

Yaklagik 10 mg bilesik 1 ml susuz piridinde
¢gozullp uzerine 0,5 ml hegzametildisilazan eklendi ve oda
é1cak11g1nda yarim saat belkletildi. DugUk basingta wve oda
sicakliginda gbizlcu ve reaktiflerin fazlas: kuruluga kadar
ugurulup, kalan kisim karbontetraklorurde gozuldu. Cozulme-
yen fuz]arlndan kucuk bir selit sutundan gegirilerek temiz-
lendi ve TMS eklenmesiyle 1H*N.M.R. spektrumu alind:
(Mabfy,lQGS).

3.3. Yapilan iglemler
Acroptilon repens bitkisi 1889'da Eskigehir Argelik

fabrikas: yaﬁlnlarlndan toplandi. Bitki Dog. Dr. Hulusi

Malyer tarafindan teghis edildi.
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3.3.1. Flavonoid bilegiklerin tuketilmesi

Galigmada bitkilerin tum kKisaimlari (gdvde, vap-
rak, g¢igek) kullanildi. Kurutulup toz haline getirilen bit-
kilerin ;200 grami sokslet aﬁareyinde sirasiyla petrol ete-
ri, kloroform ve etanol ile tuketilerek vakumda
yogdunlagtirilda.

Bu ozuUtlerin her biri ince tabaka kromotografisi ile
seluloz plakta, % 15 asetik asit, %40 asetik &sit ve n-biuta-
nol : asetik asit- : su (4 1 1 : 5) cgozucU sistemleri
kullanilarak incelendi. |

Herbirinin UV 18141, amonyak buharlari ve NA belirtecine
karsi verdigi renklerle flavonoidlerin varligi kontrol edil-
di. Petrol eteri Hzutiunun flavonoid bilesik tagimadigir buna
karsilik kloroform ve etanol dzUtunun ayni tur flavonoid
bilegik tasi1di8i saptandar.

Bu nedenle de sadece etanol dzutuyle ¢aligma yapild:i.
3.3.2. Flavonoid bilesiklerinin elde edilmesi

Egger kloroform-etanol (2:1) ¢ozeltisi ile 24
saat bekletilerek sigsirilen poliamid 3,5x55 cm boyutlarin-
daki stUtuna yerlegtirildi, tuzerine az etil alkolde c¢ozulmus,
3,57 g etil alkol ©zutu bir pipet yardimiyla konuldu.

Yikamaya kloroform ile bagslandi, bir suUre sonra karigima
etanol eklenerek polarite arttirildi ve sonunda saf etanocle
geglilerek yikama tamamlandi. Sutundaki bantlarin hareketleri
uy lamba51‘(338 nm) ile izlendi. Farkli maddelere ait olan
farkla renklerdeki bantlar ayri fraksiyonlar olarak
toplandi. Genellikle 50-100 ml olarak toplanan fraksiyonlar
seludloz ince tabaka kromatografisinde incelendikten sonra
benzer olanlar birlestirilerek yoJunlastirailda.

Boylece 61-70 ; 80-83, 84-99 fraksiyonlari elde edildi.
Bunlardan 81-70 ve 80-83 fraksiyonlarlnl kirlilikten kurtar-
mak wve saflagtirmak i¢in 1,5x30 em boyutlarinda sefadeks
LH-20 sutunlari kullanildi. Metanol ile yikanan sttunlardan

saf bilegikler elde edildi. Bu bilegikler sirasi ile, S1 ve



S, olarak adlandirildi.

2 84-99 fraksiyonundan saf bilegikler elde etmek ve
bilesikleri kirlilikten kurtarmak‘icih tnce 25x2 cm boyutla-
rinda kiguk bir poliamid sttun Lkullanildi. Sutun egger
cozeltisi ilé yikanmaya baslandi. Yavas yavas etancl eklen-
mesiyle polarite arttirildr ve en son etano! ile yikanarak
i$iem tamamlandi.

Taplanan fraksiyonlar ITK ile kontrol edildi,  benzer
olanlar birlegtirilerek yogunlastirildi. Bu fraksiyonlara
saflagstirmak i¢in 1,5x30 cm boyutlarinda sefadeks LH-20
sUtun kullanildi. Metancl ile yikanan sutundan 53 bilesigi
saf olarak elde edildi.

Yaklasik 170 fraksiyonun toplandi9: bu calismada diger
fraksiyonlardaki maddelerin miktarlarinin gok az ve karizik
olmasi, bunlarin izole edilip yapilarinin aydinlatilmasina

olanak saglamamigtair.
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Maddeler Miktarlar: Kullanilan (ozlUcU Sistemler
{mg) % 15 AcOH %40 AcOH BAW
Si 32 0.23 0.48 -
S, 55 0.02 0.186 -
s 13 0.23 - 0.45

w

Cizelge 3.1.

Acroptilon repens’den elde edilen flavonoid

bilegiklerin Rf degerleri ve miktarlar:
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SONUC VE OUNERILER

Bu ¢aligmada Acroptilon repens bitkisi flavonecidleri
bakimindan incelenmigtir. Flavonoid bilesikleri tuiketime
teknigi ne gtire bitkinin toprak tstu kisimlarindan hazirla-
nan ozutun kromatografik ve spektroskopik galismalari sonu-
cunda Ug¢ tane flavdnoid bilegik elde édilmistir.

Elde edilen bilesiklerin biri flavon glikoziti (apigenin
7-0-glikozit), biri flavonol (isoramnetin) biride flavonol
glikoziti (isoramnetin 7-O-glikozit) dir.

Bilegiklerin geker tasiyip tagsimadiklarin: anlamak ig¢in
asit hidroliz? yapilmis O-glikozitler hidroliz olmustur.
Ince tabaka kromatografisinde anilin ftalat belirteci ile
renk reaksiyonu vermisler ve 1H—N.M.R. spektrumunda C-1
protonunun verdigi J = 7 Hz'lik yarilma sonucu p~D~glikozit
oldugu anlasilmigtair.

Elde edilen bilegiklerden ikisi kersetin turevi, digeri
ise apigenin tuUrevidir.

Bu bilegiklerin C-6 konumunda bir oksijen fonksiyonu
igermedikleri AlCla/HCl spektrumundaki bant-I1’in MeOH spek-
trumundaki bant-I1’e gore 50-60 nm’lik kayma yapmalara ile
saptanmigtir. Bu durum apigenin 7-0- glikozit i¢in 1H”N.M.R.
gspektrumu ile de desteklenmigtir.

Sonug¢ ojlarak yapilan ¢alismada elde edilen flavonpid
bilegiklerin apigenin ve kersetin turevleri olmasi, c-6
konumlarinda bir oksijen fonksiyonunun bulunmamzsi ve 1kl
tane O-glikozit elde edilmesi Centaurea turleri ile daha

tnce yapilan ¢aligmalarla paralellik saglanmaktadir.
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