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UYAR, Zafer

Yiiksek Lisans Tezi, Kimya Boliimii
Tez Yoneticisi: Prof. Dr. Siiheyla KIRMIZIGUL
Agustos 2004, 87 Sayfa

Tiirii belirlendikten sonra kurutulan ve ogiitillen Ebenus haussknechtii
Leguminosae) bitkisi kimyasal ve mikrobiyolojik olarak incelendi. Polar ve apolar
kisimlar1  ekstraksiyonla birbirinden ayrildi. Bu sekilde polaritelerine gore
siiflandirilmig olan fraksiyonlar gesitli kromotografik yontemler (CC, PLC, TLC)
kullanilarak bilesenlerine ayrilip saflandirildi izolasyon ve saflandirma teknikleri
sonrast, 4 iiniin yapist aydinlatilan 6 dogal bilesik elde edildi. Ayrica, metillenen heksan
ekstresinin GC ve GC-Mass analiz sonuclar1 faydali yag asitleri a¢isindan irdelendi.

Saf bilesiklerin yap1 aydinlatilmasi ¢esitli kimyasal, kromotografik ve
spektroskopik [IR, UV, NMR (1D ve 2D), ve Mass] yontemler kullanilarak yapildi.
Kromotografik ve spektroskopik veriler yorumlandiktan sonra bilesiklerin spesifik
cevirme agilar1 ol¢iildii.

Calismada elde edilen ekstrelerin (MeOH, Heksan, CH,Cl,, BuOH ve H,0)
antimikrobiyel aktiviteleri, agar-disk difiizyon yontemiyle, Gentamycine (Referans

antibiotik) ile karsilastirilarak ¢esitli bakteri ve mantarlara karsi incelendi.

Anahtar kelimeler: Ebenus haussknechtii, triterpen, flavonoid, inositol,

glikozid, faydali yag asitleri, biyolojik aktivite
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Taxonomically determined, dried and grinded plant material of Ebenus
haussknechtii (Leguminosae) was studied by means of chemical and microbiological
properties. Several extractions were fulfilled to separate polar and apolar parts from
each other. Various purification techniques, such as VLC, CC, PLC using different
backfill materials according to each case, were carried out to separate and purify the
compounds having similar polarity. After the isolation and purification experiments
ended, 6 natural products, the structures of 4 of which have been determined, were
obtained. In addition, the methylated hexane extract was investigated on the basis of GC
and GC-Mass data and determined to contain essential fatty acids.

The structural determination of pure compounds was carried out using different
chemical, chromatographic and spectroscopic [IR, UV, NMR (1D and 2D), and Mass]
methods. After chromatographic and spectroscopic data were interpreted, the physical
properties of the compounds such as specific rotation were measured.

Antimicrobial activity of each extract (MeOH, Hexane, CH,Cl,, BuOH, and
H,0) obtained during the work was examined against different bacteria and fungi

comparing with Gentamycine as reference by using agar-disc diffusion method.

Key words: Ebenus haussknechtii, triterpene, flavonoid, inositol, glycoside,

essential fatty acids, biological activity.

II



IR

Uuv
FT-IR
NMR
APT
API-ES
APCI
GC-MSD
ITK
HTK
KK

Ex

Em

Rt

KISALTMALAR

Infrared

Ultraviole

Fourier Transformation Infrared

Niikleer Manyetik Rezonans

Attach Proton Test

Atmospheric Pressure Electron Spray Ionization
Atmospheric Pressure Chemical lonization
Gas Chromatography- Mass Selective Detector
Thin Layer Chromatography

Preparative Layer Chromatography

Column Chromatography

Excitation

Emission

Retention Time

III



TABLO DIiZIiNi

Tablo 1: Ebenus haussknechtii nin Hekzan ekstresinin GC-Mass sonuglarina
gore ana bilesenleri...........ooooiiii i 32

Tablo 2: Ebenus haussknechtii ekstrelerinin antimikrobiyel aktiviteleri ............ 35

Tablo 3: Bilesik 1’in CD;0D i¢inde '"H NMR (‘H ve COSY) ve °C NMR
(Decoupled, APT ve HMQC ) verileri .........coovviiiiiiiiiiiiiiiiine, 37

Tablo 4: Bilesik 2’nin CD;0D i¢inde "H NMR ('H veCOSY) ve °C NMR
(Decoupled, APT ve HMQC ) verileri ..........coovviiiiiiiiiiiiiiannnn, 50

Tablo 5: Bilesik 3’iin CD;0OD i¢inde '"H NMR (‘H ve COSY) ve'>’C NMR
(Decoupled ve DEPT) verileri .........oovvviiiiiiiiiiiiiiei e 59

Tablo 6: Bilesik 4’iin CD;0OD i¢inde '"H NMR ('H ve COSY) ve °C NMR
(Decoupled, APT, HMQC ve HMBC) verileri .............cccooveinennn.. 68

1Y%



SPEKTRUM DiZiNi

Bilesik 1’in IR Spektrumu. ... ..o 41
Bilesik 1’in UV ve Fluoreans spektrumu .................cooiiiiiiiiiiiii i, 42
Bilesik 17in "H-NMR SPeKtrUmu ............uueeieeeeeeiiee e, 43
Bilesik 17in PC-NMR SPeKtrumuU. ... ......uueeieee e 44
Bilesik 1’in COSY spektrumu.........co.oieiiiiiiiiii e 45
Bilesik 1’in HMQC Spektrumu =a.........ovuiiniiitiiii it iieieeeeeeeieaaeeas 46
Bilesik 1’in HMQC spektrumu -b..........oooiiiiiiiiiiiiiiiiceieeeene 47
Bilesik 1’in HMQC SpeKtrumu —C.......ovviiiniiiiiiiie e e, 48
Bilesik 2°nin TR spektrumu...........oooieiiiiiiiiiiiiie e 53
Bilesik 2°nin UV ve Fluoresans spektrumu....................ocoiiiiiiiiiiiiin. . 54
Bilesik 2°nin "H-NMR SPeKtrumu .............uueeeeeeeee i e, 55
Bilesik 2°nin APT Spektrumu..........oovviiiiiii i e 56
Bilesik 2’nin COSY spektrumu ... .....ooiiiiiiii i 57
Bilesik 2°nin HMQC Spektrumu...........ccccveeiiiiiiiiiiiieiieieeieeee e 58
Bilesik 3°1n IR spektrumu ..o e 61
Bilesik 3’iin UV ve Fluoresans spektrumu ...............ccooviiiiiiiiiiinin., 62
Bilesik 3’tin 1TH-NMR spektrumu ...........coooiiiiiiiiiiiiiie 63
Bilesik 3’tin 13C-NMR spektrumu ...........coooiiiiiiiiiiiiiiiii e 64
Bilesik 3’tin DEPT SPektrumu .......ooviiuiiiiiiiiiie e 65
Bilesik 4’iin IR spektrumu ..o 71
Bilesik 4’tin UV ve Fluoresans spektrumu .............cooooiiiiiiiiiiiiinn... 72
Bilesik 4’tin TH-NMR spektrumu ...........ooviiiiiiiiiiiiiiiiiei e 73
Bilesik 4’tin 13C-NMR spektrumu ...........ooiiiiiiiiiiiiiiiiiee e, 74
Bilesik 4’tin DEPT spektrumu .........c.coiiiiiiiii e e 75
Bilesik 4’tin COSY Spektrumu .........oviniiiiiiii i 76
Bilesik 4’tin HMQC spektrumu ... 77



ICINDEKILER

OZ .o, I
ABSTRACT ... e II
KISALTMALAR . .. .o e 11
TABLO DIZINI. ...t v
SPEKTRUM DIZINI....cooiiiiiiiiiiiii i, \%
ICINDEKILER. ... ..ottt VI
L GaRES . . e 1
1.1. Botanik KiSIm ... e 1
1.2, Kimyasal KISIM ......oooiiii e 3
1.2.1. Triterpen Glikozidler.............ooiiiiiiiii e, 5
A. Monodesmosidik Glikozidler..................oo 6
B. Bisdesmosidik Glikozidler...............cooiiiiiiiiii i 7
C. Hayvansal Glikozidler................oooiiiiiiiiii, 7
1.2.2. Fenolik GLIKozZidIer....... ..o, 7
Flavonoid Glikozidler.............oooiiiii i, 9
a. Flavon ve flavonol Glikozidler... ...l 10
b. C-glikozilflavonoidler... ... 10
c. Calkon ve Avron Glikozidler................ccooiiiiiiiiiiiinn.. 11
d. Isoflavonoid Glikozidler..............coiiiiiiiiiiiiiiiin 12
1.2.3 T00SIEOL. . ...t 13
2.MATERYAL VE YONTEM. ..ottt 15
2.0 GONCL. e 15
2.2, Bitki Materyali.......oo.oiiiiiii i 17
2.3. [zolasyon ve Saflandirma. ..............oouiiuiieii i, 17
2.3.1. Bilesik 1 (Triterpen Glikozid)............oooiiiiiiiiiiii . 23
2.3.2. Bilesik 2 (Flavonoid Glikozid).............oooeviiiiiiiiiiiiiie, 25
2.3.3. Bilesik 3 (Metilinositol)..........ooeviiiiiiiiiiiii e, 28
2.3.4. Bilesik 4 (Flavonoid Glikozid)..............coooiiiiiiiiiii 29

2.3.5. Hegzan Ekstresindeki Doymamis Yag Asitleri .......................... 32
2.4, Asidik HIdroliz. . ..o 33



2.5. Hegzan Ekstresinin Metillenmesi............c.cooviiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieea, 34

2.6. Mikrobiyolojik Analiz............oooiiiiiii i 34
3. TARTISMA VE SONUC .......cooooitiieiieieeeie ettt ae e nae e 36
3. BIlESIK Lo 36
3.2, BileSiK 2. 49
3.3, BIleSiK 3 59
3. BIleSIK 4. .o 66
3.5. Hegzan Ekstresindeki Doymamis Yag Asitleri.............oocoviiiiiiiiiiinnnen. 78
3.0, TartISIMA. ..ottt 79
O ZE T . ..o 80
SUMMARY ... e 81
REFERANSLAR. ... e, 82
TESEKKUR . ..ottt e, 86
OZGECMIS . .o e e 87

VI



1.GIRIS

1.1 Botanik Kisim

Ebenus cinsinin merkezi Anadolu’dur. 6 tiir hari¢ tiim Ebenus tiirleri
Tiirkiye’ye endemiktir. Yapraklari, iic yaprakli veya 3-15 yaprakcikli tiiyli
yapraklardir. Cigekler yogun olarak sap seklinde baglar veya basaklar olarak olusur.
Tagyapraklar sar1 veya morumsudur ve tipik olarak genis ucu yukari dogru, sivri ucu
sapa saplanmis sekilde yani ters yumurtamsidir. Bitki sekli iplik veya lif seklinde, ice
dogru egimli olup tepecigi kiigiik ve u¢ kisimdadir. Meyveler kiiclik ve cicek zarfina
yapisik, diiz, zarimsi, piiriizsiiz, ¢ok az tiiylii, 1 tohumludur ve kendi kendine agilmaz.

Ebenus haussknechtii 20-30 cm boyunda olup, kisa, yogun ve gri-beyaz
tiiylerle kaplidir. Eliptik veya mizrak bi¢giminde, kivrik, sivri uglu ve hafif keskin (2- )
3-4 cift yaprake¢iga sahip yapraklar1 vardir. Cigek baslart meyve donemi uzayan kiiresel
ile yumurtams1 sekil arasinda bir sekildedir. Cigek yapraklari yumurtamsi ve sivri
ucludur. Cigek zarfi tagyapraklardan daha uzundur. Disler esit degildir ve tistteki ikisi 7-
8 mm iken alttaki ikisi 10-11 mm uzunlugundadir. Tagyapraklar 10-12 mm
uzunlugunda, mor, tilysiiz ve yaprak ayasi tirnaklarin yaris1 uzunlugundadir. Genelde

900-1800 m yiikseklikte kayalik kirectas: eteklerde bulunur.

Tip: Tiirkiye B7 Elazig: Elazig-Pertek, Steppe 24 km N von Elazig, 910 m, 24
vi 1951, Huber- Morath 11151 (holo. Hb. Hub.-Mor.!). E. Anatolia. B7 Sivas: Divrigi,
1000 m, Bornm. 1892: 3320! Erzincan: Kota nr. Egin (Kemaliye), Sint. 2792! Tunceli:
Munzur Da., in Aksu De. Above Ovacik, 1800 m, D.3148! Elazig: Kharput, 1865,
Hausskn.!

Endemik; Ir.-Tur. element. E. laguroides e benzer . (Davis, 1970)
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1.2 Kimyasal Kisim

Leguminasae ailesi Graminae ailesinden sonra ekonomik olarak en 6nemli yere
ve tiir sayisi olarak ta Compositae’den sonra en Snemli yere sahiptir. Yeryiiziinde
Ebenus L. (Leguminosae- subfamily Papilionoideae)’nin 20 tiirii vardir. 13’1 tiir, 2’si
cinsolmak tlizere 15 tanesi; E. plumosa var. plumosa Boiss. and Bal., E. plumosa var
speciosa Hub.- Mor., E. macrophylla Jaub. and Spach., E. barbigera Boiss., E. reesei
var.reesei Hub.-Mor., E. reesei var minor Hub.-Mor., E. haussknechtii Bornm. ex.
Hub.-Mor., E. depressa Boiss. and Bal., E. bourgaei Boiss., E. cappadocica Hasskn.
and Siehe ex. Bornm., E. boissieri Barley, E. longipes Boiss. and Bal., E. argentea
Siehe ex. Bornm., E. hirsuta Jaub. and Spach., E. laguroides Boiss., E. pisidica Hub.-
Mor., Tiirkiye’de mevcuttur. Bunlardan 13’0 Tiirkiye’ye endemiktir. Karadeniz
bolgesinin en kuzeyi ve Giineydogu Anadolu hari¢ Anadolu’nun biitiin bolgelerinde
Ebenus tiirleri yetisir. Ebenus tiirii milkvetch (Astragalus) tiirlerine benzerliginden
dolay1 yerel halk tarafindan “Morgeven” veya “Sarigeven” olarak adlandirilir. Ebenus
cicekcilik ve peyzaj siislemesinde kullanilir. Ebenus tiirleri ile ilgili sadece bir kag
kimyasal ¢calisma kaydedilmistir (Azcan, et al., 2001, Mitrocotsa, et al, 1999).

Ebenus haussknechtii (Leguminosae)’nin su ekstresi genel olarak Tiirkiye’de
dermatolojik, hipertansiyon ve mide hastaliklarim1 Onlemede halk ilac1 olarak
kullanilmaktadir.

Bununla beraber, Tiirkiyeye endemik olan Ebenus tiirleri ile ilgili kimyasal bir
calisma olduguna dair hi¢bir kayit bulunmamaktadir.

Bu calismada Ebenus haussknechtii’den c¢esitli dogal bilesikler izole edilmistir.
1 triterpen glikozid, 4 flavonoid glikozid ve metilinositol dogal bilesiklerini izole etmek
ve saflagtirmak i¢in bazi kromotografik metodlar kullanildu.

Glikozidler dogada bulunabilir ve bitki ve hayvanlardan izole edilebilirler. Bu
bilesikler karakteristik biyolojik aktif dogalariyla bilinirler ve yaygin olarak ilaclarda
kullanilirlar. ~ Giinlimiizde dermatolojik ve dammar hastaliklarinin tedavisinde
kullanilmaktadir (Maul et al.,, 1999; Kirmizigul et. al., 1996). Ayrica, bitkileri
mikrobakteriyel saldirilardan korur. Bunlar ayrica tarimsal alanlarda ve sigir
yetistiriciliginde de kullanim alanina sahiptir (Tschesche and Wulff, 1973; Woitke et

al., 1970). Saflastirillmas1 zor olan glikozidlerin izolasyonu ve saflastirilmasi i¢in ¢ok



cesitli kromotografik yontemler mevcuttur. Ancak bugiin bile glikozid bilesiklerinden
bazilarini izole etmek hala miimkiin degildir (Kirmizigul, 1993; Barton, 1955).

Glikozidler aglikon ve genin denilen bir hidrofobik kistm ve hidrofilik
karakterli seker zinciri veya zincirlerinden olusur. Glikozidlerde monosakkarit zincir ve
aglikon kisim arasindaki baglar glikozidiktir. Bu glikozidik baglar bir alkolik hidroksi
grup ve yari asetal hidroksil grup arasindan bir molekiil suyun eliminasyonu ile olusur.
Simdiye kadar glikozidlerde D-glikoz, D-galaktoz, D-ramnoz, D-arabinoz, D-ksiloz, D-
fukoz, D-kinovoz, D-glikuronik asit, D-galakturonik asit and D-riboz gibi pek ¢ok
monosakkarit bulunmustur. Glikozit baglarinin konfigiirasyonu normalde D sekerlerde
B, L sekerlerde a’dir. Fakat son yillarda a-D-glikozidik (Bukharov and Karlin, 1970),
a-D-galaktozidik (Chirva et al., 1971) ve p-L-arabinozidik (Bukharov and Karneeva,
1971) bag tipleride bulunmustur. Glikozidler i¢erdikleri aglikonlarin yapisina gore dort
grupta siiflandirilabilirler. (Aksu, 1972);

Triterpenik ve Steroidal Glikozidler
Fenolik Glikozidler

W=

Siyanogenetik Glikozidler
4. Silfiir Glikozidler
Triterpenik glikozidler asagidaki gibi siniflandirilabilirler.
A. Monodesmosidik Glikozidler
a. Notral Glikozidler
b. Ester Glikozidler
c. Asidik Glikozidler
e Seker Zincirinde Uranik Asit Tasiyan Glikozidler
e Asit Grubuna Sahip Aglikonlu Glikozidler
e Asit Grubuna Sahip Aglikonlu ve Seker Zincirinde
Uranik Asit Tasiyan Glikozidler
d. Agil Glikozidler
B. Bisdesmosidik Glikozidler
a. Notral bisdesmosidik Glikozidler
b. Asidik bisdesmosidik Glikozidler
C. Hayvansal Glikozidler



Fenolik Glikozidler asagidaki gibi siniflandirilabilir.
A. Flavonoid Glikozidler
a. Flavon and flavonol Glikozidler
b. C-glikozilflavonoidler
c. Calkan ve aurone Glikozidler
d. Izoflavonoid Glikozidler
B. Basit Fenolik Glikozidler
C. Antosiyanin Glikozidler
D. Kumarin Glikozidler
E. Antrakinon Glikozidler

1.2.1 Triterpen Glikozidler

Dogada, glikozidler ¢ogunlukla triterpenik yapili aglikonlar tagir (Zechmeister
et al., 1973). Triterpenik aglikon genellikle Cso- iskelet yapisina sahiptir fakat bazen
nortriterpen (Cyo- iskeleti) ve Cs;-sekodammaran tiplerinde siradisi triterpen aglikonlar
da igerir (Hiller, 1987; Takemoto, 1983). Bu ¢esit glikozidlerin izolasyonlar1 ve
kimyasal ve biyolojik 6zellikleri tizerindeki aragtirmalar son yillarda biiyiik gelismeler
gostermistir. Bazi triterpenik glikozidler DNA baglayici ikincil metabolitler olarak
Onemli bir role sahiptir (Maul et al., 1999). Karakteristik ve siradisi triterpen aglikon

iskeletlerine 6rnek olarak asagidakiler verilebilir.

Oleanan Ursan



HO

‘CH,OH

Cy9- nortriterpene tipi Csi-sekodammaran tipi

Triterpenik aglikonlarin ¢cogu B-amiren iskeleti tasir. Bu tip triterpenlerde bir
OH grubu 3. karbona baglidir. Diger hidroksil gruplar1 D ve E halkalarinda, normalde
26, 22 ve 21 nolu karbonlarda nadiren 2 ve 15 nolu karbonlarda bulunur. -amiren
yapisinda 23/24, 29/30 ve 28 ile numaralandirilan sekiz metal grubu farkli fonksiyonel
gruba ylikseltgenebilirler. Bu gruplar hidroksil ve karboksil gruplarina ve ara sira
aldehitlere doniisiirler (Woitke et al., 1970). Eger herhangi bir halkada bir ¢ift bag varsa
bu genellikle 12. ve 13. karbonlar arasindadir. Bununla birlikte bazi halkalarda 17. ve
18. karbonlar arasinda olabilir.

Triterpenik glikozitler monodesmosidik yada bidesmosidik olabilirler. ikinci
seker zinciri daima karboksil grubu boyunca 17. karbonda bulunur. O-agil glikozidlerde

ikinci seker zinciri ile aglikon arasinda baglanma vardir

A. Monodesmosidik Glikozidler

Bunlar diiz veya dallanmig seker zincirine sahip aglikonlara 3. karbondaki

hidroksil grubu ile glikozidik bir bagla baglanmis glikozidlerdir.

a. Notral Glikozidler
b. Ester Glikozidler
c. Asidik Glikozidler



B. Bisdesmosidik Glikozidler

Bu glikozidler iki seker zinciri tasir.
a. Notral bisdesmosidik glikozidler
b. Asidik bisdesmosidik glikozidler

C. Havvansal Glikozidler

Seker zinciri 3. karbondaki hidroksil grubuyla aglikona baglidir. Seker
zincirinin sonunda bir hidrojen siilfat grubu bulunur. Bu ¢esit glikozidler genelde Deniz
hiyar1 ve deniz yildiz1 ailelerinde bulunmaktadir (Kitagawa et al., 1978a, 1978b).

Glikozid yapilarinin tanimlanmasi ve belirlenmesi i¢in asagidaki 6zellikler
dikkate alinmalidur.

— Aglikonun yapisi

— Monosakkarit birimlerinin say1s1 ve tipi

— Monosakkarit birimlerinin ard arda dizilisi ve baglanma noktalar1

— Glikozidik baglarin konfigiirasyonu

— Eger aglikon birden fazla hidroksil grubuna sahipse, seker zincirinin

aglikona baglant1 noktas1

1.2.2 Fenolik Glikozidler

Fenolik glikozidlerin aglikonlar1 flavonoid yapili bilesiklerdir. Flavonoid
bilesikleri C¢-C3-Cg seklinde degerlendirilebilen C;s bilesikleridir. Bunlarda her Cg
kismi bir benzen halkasi iken, bunlarin C; kismina baglanmasi her bilesigin sinifini ve

ozelligini belirler (Ikan, 1991).

Temel flavonoid yapisi
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Bu bilesiklerin dogada dagilimi, izolasyonlari, saflastiriimalarinda kullanilan
teknikler, yapilarinin belirlenmesi, sterokimyalar1 ve sentezleri organik kimyada 6nemli
bir yer tutar.

Flavonoidler, algler ve mantarlar disinda tiim bitki aleminde bulunurlar

(Markham, 1982). Flavonoid bilesikler ve ilgili kumarinler bitkilerde genellikle bir



veya daha fazla hidroksil grubunun sekerlerle birlesik halde oldugu glikozitler olarak
bulunurlar. B halkasi yaygin olarak 3'-4' konumlariin her ikisinde veya 4' konumunda
hidroksil ve alkoksi gruplari tasirken, A halkasinda hidroksil gruplari daima 5 ve 7

konumlarinda bulunur. Flavonoid bilesiklerin glikozidleri uygun hidroksil gruplarindan

biri ile seker baglayabilir (Ikan, 1991). Flavonoidler’in Flavon ve flavonoller gibi bazi

siniflart isoflavonoid gibi diger tiirlerinden daha yaygindirlar (Harborne, 1973).

Diger ¢ogu flavonoidlerin tersine isoflavonoidlerin bitkilerde bulunuslarinin
Leguminosae’un alt familyasi olan Papillionodeae ile kisitlanmis olmasi ve nadiren
diger iki alt familya olan Caesalpinioideae ve Mimosoideae’de goriilmeleri bunlarin
bitki aleminde yayilimini kisith oldugunu géstermistir. Isoflavonoidler 3-fenil kroman’a
dayali degisik Cis. iskeletine sahip olmalar1 sebebiyle diger flavonoidlerden ayrilirlar.
Isoflavonoidler biyolojik &zellikler bakimindan genis bir yelpazeye sahiptirler fakat en
onemli 3 tanesi; basit flavonlar ve kumestan’larin dstrojenik aktiviteleri, isoflavonoid
fitoaleksinlerin antifungal ve antibakteriyel Ozellikleri ile rotenoidlerin insektisidal
ozellikleridir. Biyolojik olarak aktif izoflavonoidlerin ¢ogu Leguminosae’dan izole
edilmektedir, fakat bu onlarin diger bitki ailelerinde bulunmadiklar1 anlamina gelmez.
Bilinen ¢ok cesitli flavon ve flavonol glikozitlerle karsilastirildiginda, kaydedilmis
izoflavonoid glikozitlerin sayisi azdir. Bunlar ¢ogunlukla izoflavonlardir ve 48 tane
glikozid kayithidir. Izoflavanonlar, izoflavonlardan ¢ok daha az bulunurlar. Simdiye
kadar kaydedilen 51 yapidan ¢ogu antifungal aktiviteye sahiptitler. Izoflavonoller
izoflavonoid biyosentezinde Onemli ara {irlinlerdir fakat kolaylikla halkalasarak

pterokarpanlara doniismesi muhtemelen bu smifa ait pek ¢cok Ornegin izolasyonunu
imkansiz kilar (Williams and Harborne, 1989; Markham, 1989; Harborne 1973).
Flavonoid Glikozidler

a. Flavon ve flavonol glikozitler
b. C-glikozillflavonoidler

c. Calkon ve avron glikozitler

o

Izoflavonoid glikozitler



a. Flavon ve Flavonol Glikozitler

Flavonlar ve flavonollar, flavonoidlerin %80’ini igeren molekillerdiir. A
halkasindaki C-5 ve C-7 karbonlar iki fenolik hidroksil grubunu baglar. Bu hidroksil
gruplart serbest veya esterlesmislerdir ve bu hidroksil gruplarindan biri glikozidik bag
olusturabilir.

Antioksidanlar olarak da bilinen flavonlar bitki aleminde bulunan sari
pigmentlerdir. Flavonlar dogal olarak serbest halde veya glikozit olarak bulunur.
Kimyasal olarak, flavonlar anhosiyaninlerle olduk¢a yakindan ilgilidir; flavonlar kismen
alkillenmis flavon(2-fenil-4-kromon)’un hidroksillenmis tiirevleridir. Hemen hemen
biitiin durumlarda , 5 ve 7 konumlar1 ve sik olarak 3'.4' ve 5' konumlarinin bir veya
birden fazlasi hidroksillenmistir. 5,7 ve 4'konumlar1 genellikle metillenmemistir fakat 3'

ve 5'sik olarak metillenmisgtir.

Kromon Flavon

Flavonlarin yapisim1 tanimlayan genel yontem antosiyaninlerin yapisini
gosteren yontemle benzerdir. Ilk olarak serbest fenolik gruplarin sayist ve metoksi
gruplarinin sayist belirlenir. Daha sonra alkali flizyon veya hidroliz ile elde edilen
tiriinler incelenir (Finar et al., 1983).

Flavon ve flavonol glikozidler kumas boyamada kullanilmaktadir. Giitimiizde
diuretic etkilerinden faydalanilir ve vitaminlerinkine benzeyen etkilerinden dolay1

yaygin olarak kullanilirlar (Baytop, 1980).

b. C-glikozilflavonoidler
Tiim O-glikozidlerin hidroliz oldugu sartlar altinda C-glikozilflavonoidlerin
asitlerle muamele edilmesi sonucunda herhangi bir flavonoid aglikonu elde edilemez ve

bu reaksiyon her zaman onlarin karakterizasyonunu belirlemek i¢in kullanilirlar. Bir ¢ok
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C-glikozilflavonoidler izomerizasyonun sonucu olarak ortaya ¢ikarlar. Aglikonun alkali
flizyonu sonucunda flavonoid’in A ve B halkalarindan tiireyen sirasiyla bir polifenol ve
bir siibstitiye benzoic asit olusur (Harborne et al, 1975).

C-glikozilflavonoidler bir veya iki seker molekiilii baglayabilir ve dogada O-
glikozid olarak bulunabilir.

Viteksin Saponarin

¢. Calkon ve Avron Glikozidler

Calkonlar ve dihidrogalkonlar merkezi heterosiklik halkasi olmayan Cg¢-C3-Cq
bilesikleridir. Maalesef bu bilesikler {izerindeki konumlar bu bilesiklere has bir
numaralandirma sistemi kullanilarak belirlenir. Calkonlar, halka karbonlar1 asal
sayilarla belirlenen asetofenonlarla goriiniiste yapisal olarak benzer oluslariyla
taninirlar. Bundan dolayi, ¢alkon ve dihidrogalkonlarin A halkasindaki karbonlarda asal
sayilarla belirtilirler. B halkasindaki karbonlar asal olmaya sayilarla belirtilirler. Bu

sistem agagida gosterilmektedir.

Calkon

Avronlar asagida gosterilen 2-benzilidenkumaranon yapisina dayanir.
Avronlarda karbonlarin konumlari B halkasi i¢in asal sayilar ve A halkas1 icin asal

olmayan sayilar kullanilarak belirlenir; bu agidan avronlar normal flavonoidlerdir. Fakat
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avronlardaki 4 konumu biyosentetik olarak normal flavonoidlerdeki 5 konumuna
esdegerdir. Bu kisimda avronollarla ilgili su sdylenebilir; avronoller avronlara c¢ok
benzeyen fakat bir hidroksillenmis heterosiklik halkaya sahip bilesiklerdir (Harborne,
1988).

Avron

d. Isoflavonoid Glikozidler
Izoflavonlar benzopiron gekirdeginin 3 numarali konumunda fenil grubuna

sahiptirler.

Izoflavon (3-fenilbenzopiron)

HO O
SN

@)
O
7',4-Dihydroxyisoflavone
Dilute alkali
HO ! OH
O
(I

2,4-Dihydroxyphenyl-4I-hydroxybenzylketone

HO OH
\@ HOY_@OH
OH
@)
. (V)

/

()



Izoflavonlar’in karakteristik bir 6zelligi de i1limli sartlar altinda alkalilerle
muamele edilmesi sonucu nicel olarak bir mol formik asit ve alkalilerle daha fazla
muamele edilmesi sonucunda hidroksillenmis fenilasetik asit ve polihidrik fenol’e
indirgenen bir mol hidroksillenmis benzil-o-hidroksifenilketon olugsmasidir. Bu sebeple
daidzein (I) ilk olarak ara iiriin keton (II) ve formik asit ve son olarak da 1,2,4-
trihidroksibenzen (III) ve p-hidroksifenilasetik asit (IV). (Gilman, 1943)

Flavon’un bu hidroksillenmis tiirevleri kismi olarak alkillenmis olabilir.
izoflavonlar serbest veya glikozid olarak bulunan flavonlar kadar yaygin olmasa da

dogal olarak bulunurlar.

1.2.3 Inositol

Inositoller her zaman her yerde bulunan temeli 6 karbonlu halka yapisi olan
halkali karbohidratlardir. Aslinda inositol’iin 9 izomeri vardir. Biri memelilerin merkezi
sinir sisteminde ¢ok miktarda bulunan myo-inositol’diir. Myo-inositol 2 no’lu
karbonunda tek aksiyel bir hidroksi grubu bulundurmasi ile farklidir.

Inositol fosfatidilinositol halkasinda haberci metabolik bir anahtar olan
glikozun basit bir izomeridir. Anti depresan 6zellikleri oldugu belirlenen ve monoamin
ndrotransmiter habercisi olan L-dopa ve tryptophan’in aksine, Inositol hiicreler aras
ikinci mesaj sistemidir. Fosfotidil Inositol dongiibir ¢ok ndrotransmiter i¢in ikinci mesaj

sistemidir (Baraban, et al, 1989).

1 3
HO OH
OH
_ 7 OH "
OH
Inositoliin Howarth Projeksiyonu Inositoliin Sandalye Konformasyonu

Inositol genellikle B vitamini kompleksinin bir parcasi olarak degerlendirilir.
Kolinle birlikte viicuttaki lesitin’in olusumu i¢in gerekli oldugu diistiniilmektedir.
Inositol kalsiyum tasinmasinda  yer alir. Inositol yaglarin yakilmasma, kandaki

kolesteroliin diisiiriilmesine ve hatta sa¢ incelmesinin Onlenmesine yardim eder.
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Eksikligi kanda yiiksek oranda kan kolesterolii, kabizlik, egzema ve sa¢ kaybina yol
agabilir.

Biyokimyasal ve beslenmedeki son gelismeler Inositol’iin énemli bir diyetsel
ve hiicresel yapitast oldugunu belgelemistir. Memelilerin dokularindaki Inositol ve
tiirevlerine ait metabolizma prosesinin canli organizmalarda ve enzimatik diizeyde
gerceklestigi belirlenmistir. Biyolojik zarlardaki fosfatidilinositol i¢in tanimlanmis
biyokimyasal fonksiyonlar enzim aktivitesi ile cesitli proteinler arasindaki iligkiyi
diizenledigi kadar, dis uyar1 ve sinir iletimine verilen tepkileri de diizenler. inositol
tiretimindeki bozulmanin kiside seker hastaligi, kronik bobrek fonksiyonlarinin
yitirilmesi, galaktosemi ve sinir sistemi hastaliklarina sebep oldugu rapor edilmistir.
Inositol’iin depresyon, Alzaymir hastaligi, panik atak, obsesif kompulsif bozuklugu gibi
merkezi sinir sistemi bozukluklarinin tedavisinde etkili oldugu kanitlanmistir. Pediatrik
solunum depresyon sendromunda faydali oldugu belgelenmistir. Ayrica son zamanlarda
yapilan arastirmalar Inositol’iin agr1 kesici olarak faydasini da ortaya koymustur.
Inositol, lityum terapisinden kaynaklanan bazi olumsuz etkileri hafifletmek icin
potansiyel tedavi olarak yaygim bir sekilde galisilmistir. Hamile kadimlarin Inositolii
kullanip kullanmamalar1 gerektigi heniiz tam olarak aciklik kazanmamigstir. Embriyo
farelerde sinirsel tiip kusurlarini engelledigi belgelenmis olmasimma ragmen, uterus
kasilmalarin1 azaltma riski hamilelikte kullanimini kisitlamaktadir (Colodny, et al.,
1998; Barkali, et al, 1978; Levine, et al., 1993a; Levine, et al., 1993b).

Inositol’iin merkezi sinir sistemindeki oraninin degismesi beyin sinyallerinde
bir degisiklige ve nihayetinde sinirsel bozukluklarin olusmasina yol agabilir. Inositol’iin

etkinligini degerlendiren caligmalar Inositoliin;

depresyon

Alzaymir hastaligi

Panik atak

obsesif kompulsif bozukluk
otizm

ileri travmatik stres bozuklugu
ve agri

tedavisinde etkili olabilecegini gostermistir.
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MATERYAL VE YONTEM

2.1 Genel

Spektroskopik ¢alismalarda, IR verileri bir PerkinElmer Spectrum BX, FT-IR
system cihaz1 yardimiyla alindi. Bir Jasco V-530 UV/VIS spektrofotometresi
kullanilarak orneklerin UV spektrumlart alindi. Fluoresans emisyon spektrumlari igin,
bir PTI-QM1 Fluorescence cihazindan faydalanildi. Bir ve iki boyutlu NMR
spektrumlar1 bir Varian AS 400 MHz ve bir Bruker 400 MHz NMR spektrometresi
kullanilarak elde edildi.

Kiitle analizi bir PerkinElmer / Sciex API III and Biomolecular Analyzer ESI /
APCI Triple Quadruple ve bir Agilent 1100 Series LC-MSD cihazi kullanilarak APCI
(Atmospheric pressure chemical ionization) ve API-ES (Atmospheric pressure electron
spray ionization) metotlariyla gerceklestirildi.

GC-Mass analizi dimetilsiloksan ile doldurulmus HP-5 MS apolar kolonlu
(30m x 0.25mm x 0.25pum) Hewlett Packard Combine System; GC (6890) — MSD
(Mass Selective Detector) ile yapildi.

Orneklerin polarize 15181 ¢evirme acilar1 bir Schmidt-Haensch Polartronic-E
polarimetresi kullanilarak 6l¢iildii.

Ince tabaka kromotografisi igin, Siligacel Fasy (Merck 5554) precoated
tabakalar kullanildi. Hazir tabaka kromotografisi igin Silicagel 60 (Merck 7747)
kullanilirken kolon kromotografisi i¢in Silicagel 60 (Merck 7743), Polyamide 6 (Fluka
02395), Sephadex-LH 20 (Fluka 84952) ve Aluminium oxide 90 active neutral (Merck
1077) dolgu maddeleri kullanildi. LiChroprep RP-18 (Merck 9303) dolgu maddesi
kullanilarak Vakum Likit Kromotografisi gergeklestirildi.

Izolasyon, saflandirma ve kromotografik ¢alismalarda (HTK, ITK, KK)

asagidaki ¢oziicii sistemleri kullanildi.

A Diklormetan: Metanol 9:0.5
B Diklormetan: Metanol 9:1
C Diklormetan: Metanol 9:1.5
D Diklormetan: Metanol 9:2
E Metanol: H,O 1: 9
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Metanol:

Metanol:

Metanol:

Metanol:

Metanol:

Metanol:

Metanol:

Metanol:

Metanol:

Metanol:

H,O
H,O
H,O
H,O
H,O
H,O
H,O
H,O
H,O

H,O

BuOH: H,O

Diklormetan: Metanol: H,O

Diklormetan: Metanol: H,O

Diklormetan: Metanol: H,O

Diklormetan: Metanol: H,O

Diklormetan: Metanol: H,O

Diklormetan: Metanol: H,O

Diklormetan: Metanol: H,O

Diklormetan: Metanol: H,O

Diklormetan: Metanol: H,O + Metanol

Diklormetan: Metanol: H,O + Metanol

Diklormetan: Metanol: H,O + Metanol

Kloroform: Metanol: H,O

Kloroform: Metanol: H,O

Kloroform: Metanol: H,O + Metanol

Kloroform: Metanol: H,O + Metanol
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8.5:1.5

9:1

9.5:0.5

1: 1

61:32:7

61:35:7

64:50:10

65:35:5

70:30:3

70:30:4

75:25:3

80:20:2

61:32.7+%5

61:32:7+% 10

61:32:7+ % 20

61:32:7

61:35:7

61:32:7+%5

61:32:7+ % 10



F! Kloroform: Metanol: H,O + Metanol 61:32:7 +% 20

G FEtil asetat: MeOH: H,O 50:30:10
H! Etil asetat: MeOH: H,O 60:25:10
I Etil asetat: MeOH: H,O 100:13:5

TLC tabakalarindaki lekeler etanol i¢inde % 40 lik H,SO4 ve % 50 lik H,SO4
¢Ozeltisi puskiirtiildiikten sonra tabakalar1 yaklasik olarak 3 dakika 150 °C de isitarak
belirgin hale getirildi. UV aktif bilesenler i¢in, lekeler ve bantlar UV lamba altinda 254

ve 366 nm de gozlendi.

2.2. Bitki Materyali

Bu calismada, Ebenus haussknechtii Mayis 2002 de Sivas ili Cengerli Dag1
2400 m de Emrah KOK tarafindan toplandi. Bitkinin botanik dzellikleri Serdar Gokhan
SENOL tarafindan teshis edildi ve numune vesikast 37653 numarasiyla Ege

Universitesi, Fen Fakiiltesi Herbaryum Merkezinde depolandi.

2.3. izolasyon ve Saflandirma

Bu caligmada, st kisimlari, kokii ve cigekleri olmak iizere bitkinin tamami
calisildi. Havayla kurutulmus 1 kg bitki 6giitiildii ve 6 litre %80lik MeOH ve 40 ml
H,O kanigimiyla 3 kez tekrarlanarak oda sicakliginda ekstraksiyon yapildi. Her
ekstraksiyon bitkiyi bir gece cozeltide bekletilerek gergeklestirildi ve daha sonra
stiziildii. Birlestirilen ekstreler yaklasik 40 °C de bir doner evaporatérle diisiik basing
altinda uguruldu. Klorofil ve yaglh kisimlar1 uzaklastirmak i¢in kalan surubumsu kisim
hekzan(23 x 100 ml) ile ekstraksiyon yapildi. Hekzan ekstresi metillendi ve ekstredeki
doymamis yag asitleri GC-Mass analizi verileri dogrultusunda incelendi. Klorofili ve
yaglar1 uzaklastirildiktan sonra kalan yagsiz kalinti, apolar kisimlar1 polar kisimlardan
tamamen ayirmak i¢in CH,ClI, (25 x 100 ml) ile ekstraksiyon yapildi. Kalan polar kisim
1:1 / BuOH: H,O ¢oziicii sistemiyle ekstraksiyon yapildi. Yiiksek polaritesinden dolay:
en polar kisimlar1 yakalamasi i¢in inorganik bir ¢oziicii olan H,O kullanildi. Biyolojik

olarak en aktif olan BuOH inceleme altina alindi. BuOH ekstresinde yiiksek apolariteye
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sahip kisim kalmadigindan emin olmak i¢in ekstre 40 ml H,O + 80 ml CH,Cl,
karisimiyla ekstraksiyon yapildi. Boylece yagh kisimlar CH,Cl, faziyla ekstreden
uzaklastirildi. Kalintt E-O araligindaki ¢oziiciiler kullanilarak VLC ile 13 fraksiyona
ayrildi. Fraksiyon 1, fraksiyon 2, fraksiyon 9 ve fraksiyon 10’un 6nemli oldugu ve daha
fazla incelenmesi gerektigi diisiiniildii. Fraksiyon 1 + fraksiyon 2 ve fraksiyon 9 +
fraksiyon 10 TLC tabakasinda aralarindaki biiyiik benzerlikten dolay1 birlestirildi.

Fraksiyon 9 ve fraksiyon 10’un birlestirilmesiyle elde edilen fraksiyonu
saflandirmak icin bir kolon kromotografisi yapildi. Sonug olarak 6 fraksiyon elde edildi
ve her fraksiyon tekrar kolon kromotografisi ile saflandirildi. Buradan elde edilen 2.
fraksiyonun saflandirma c¢alismalar1 sonucunda saf bilesik E.H-S-2, fraksiyon 4 ve
fraksiyon 5’ten ise ayr1 ayr1 E.H.-S-1 elde edildi.

Z harfiyle kodlanan birlestirilmis fraksiyon 1 ve fraksiyon 2, CHCl; ve H,O ile
ekstrakte edildi. Z.2 kodlu H,O ekstresi kolon kromotografisi (Im x 4cm) ile
saflandirildi. Bu kolon kromotografisi prosediirii sonucunda 5 fraksiyon (Z.2.1, Z.2.2,
7.23,7.2.4 ve Z.2.5) elde edildi. Buradan elde edilen her fraksiyonu saflandirmak i¢in
farklr dolgu maddeleri ile doldurulan bir ¢ok kolon kromotografisi gerceklestirildi. Saf
bilesikler olan E.H-S-3 ve E.H-S-4 sirasiyla Z.2.1 ve Z.2.4 fraksiyonlarindan elde
edildi.

Z.2.5 icin yapilan kolon kromotografisi sonucunda 2 fraksiyon elde edildi ve
bu fraksiyonlar Z.2.5.A ve Z.2.5.B olarak kodlandi. Daha sonra Z.2.5.A. hazir tabaka
kromotografisi ile saflandirildi ve bu agsamadan sonra saf bilesikler E.H-S- 5 ve E.H-S-6
elde edildi.

Ebenus haussknechtii’den elde edilen dogal bilesikler kimyasal ve
spektroskopik veriler 1s18inda analiz edildi ve ¢esitli spektroskopik sonuglarin
yorumlanmasi sonucunda ne olduklar1 saptandi.

Calisma proses diyagrami agsagida detayl olarak verilmistir.
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2.3.1. Bilesik 1 (Triterpen Glikozid)

Bilesik 1 karboksil grubuna baglanmis olan 3 sekerli bir triterpen glikoziddir.
Bu dogal bilesik sirastyla VLK ve KK ile izole edilip saflandirildi. Bu triterpen glikozid
beyaz renkli sekilsiz bir katt madde olarak elde edildi. Verim 16.20 mg. [a] ]2)02 +14,
(c 0.160, MeOH + 10% H,0)

UV MeOH+10% H,0):

A max = 300 nm

Fluoresans Emisyon (MeOH+10% H,0):

A max (Ex) = 202 nm

IR (KBr):

v = 3456 cm’! -OH

v =1675 cm’ -C=0

v =1054-1030 cm’ -C-O-

'H NMR (CD;0D):

0=15.15 ppm -C=C|ﬂ—

0=15.05 ppm Anomerik H (a-Glikozidik, bs)
0=4.87 ppm Anomerik H (Cozelti Altinda)
0=438 ppm Anomerik H (B-Glikozidik, /=7.8 Hz.)
0=42-33 ppm —CH>—O ve —Clﬂ—O (Aglikon ve Seker)
0=3.1-1.13 ppm —éﬂ— ve —CH,— (Aglikon)

0=1.80 ppm 1 x —CH3; (Asetill)

o=1.12 ppm 1 x —-CHs (Ramnoz, d, J=4.14)
5=1.02-0.60 ppm 7 x —CH3 (Aglikon)
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“C-NMR (CD;0D):

0=170.74 ppm -C=0
o=145.52 ppm =C- (Cp)
5=124.10 ppm =CH- (Ci)
0=105.39 ppm Anomerik Cy'
0=103.05 ppm Anomerik C;"
0=102.66 ppm Anomerik C,"
0=92.75 ppm C-3

0=179.90 ppm c-4'
0=178.50 ppm c-4"
0=178.31 ppm c-3"
0="77.60 ppm Cc-3
0=177.35 ppm C-5"
0=176.70 ppm C-5'
0="174.66 ppm C-2'
0=74.60 ppm C-4™
0="73.90 ppm c-2"
0=72.90 ppm C-3"
0=172.58 ppm c-2"
0=71.98 ppm Cc-5"
0=169.70 ppm C-28
0=62.62 ppm C-6' ve C-6"
0=157.50 ppm C-5()
5=150.30 ppm C-9()
5=47.41 ppm C-19 (1)
0=47.20 ppm C-18 ()
0=45.12 ppm C-14 (+)
0=43.75 ppm C-8 (1)
5=42.25 ppm C-4 ()
0=41.15 ppm C-1(+)
0=40.90 ppm C-10 (+)
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0=40.10 ppm C-17 (+)

0=38.98 ppm C-21 (+)
0=37.88 ppm C-30(-)
0=33.45 ppm C-7(+)
0=31.75 ppm C-22 (+)
0=31.12 ppm C-20 (+)
0=31.10 ppm C-23 (-)
0=30.85 ppm C-2(+H)
0=29.45 ppm C-27 ()
0=127.26 ppm C-15(+)
0=24.11 ppm C-11(+)
0=23.83 ppm C-29 (+)
0=120.78 ppm C-16 (+)
0=19.90 ppm O=C-CHs(-)
0=18.66 ppm C-6"
0=17.93 ppm C-6(+)
0=16.84 ppm C-24 (-)
0=14.80 ppm C-26 (-)
0=13.90 ppm C-25(-)

API-ES-Mass: [M]" =977.25 [M+23]"

m/z 95425 [M-23]"

2.3.2. Bilesik 2 (Flavonoid Glikozid)

Bilesik 2 iki sekerli bir falvonoid glikoziddir. Bu dogal bilesik sirasiyla VLK
ve KK kullanilarak elde edildi. Bu glikozid sar1 renkli sekilsiz olarak toz halinde elde
edildi. Verim 27.30 mg. [a] 2’=+42.8 (c 0.053, MeOH + 10% H,0)
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UV MeOH+10% H,0):

A max =357 nm

A max =258 nm

Fluoresans Emisyon (MeOH+10% H,0):

/1 max (Ex) = 258 nm

IR (KBr):

v =3430

v =2930
v=1736

v =1364-1008

v =909-831

'"H NMR (CD;0D):

0=17.66

0="17.62

0=06.87

0=16.38

0=16.19

0=5.09

0=4.51

0=3.40

0=3.70-3.20

o=1.11

cm

cm’

cm’

cm’

cm

ppm

ppm

ppm

ppm

ppm

ppm

ppm

ppm

ppm

ppm

-C-0-

(0- ve m- subst.)

H-2'(1H,d, /=2.0 Hz)

H-6' (1H, dd, J= 8.8 Hz, 2.0 Hz)
H-5' (1H, d, J= 8.8 Hz)

H-8 (1H, d, /=2.0 Hz)

H-6 (1H, d, /=2.0 Hz)
H-1"(f-Anomerik H, J= 7.4 Hz)
H-1" (a-Anomerik H, J = 1.6 Hz)
H-6" (2H, m, -CH,0-) (Seker)
(8H, m,-CH.O-) (Seker)

H-6" (3H, d, J= 6.4 Hz)
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BC_NMR (CD;0D):

0=178.19 ppm C-4

0=165.09 ppm C-7

0=161.78 ppm C-5

o=158.12 ppm C-9

o=157.34 ppm C-2

0=148.63 ppm C-4'
o= 144.66 ppm Cc-3'
0=134.44 ppm C-3

0=122.37 ppm C-6'
0=121.93 ppm C-1
0=116.50 ppm C-2
0=114.87 ppm Cc-5'
0=104.37 ppm C-10
0=103.57 ppm C-1"
0=101.23 ppm Cc-1m
0=98.85 ppm C-6

0=93.74 ppm C-8

0=177.01 ppm c-3"
0=176.03 ppm C-5"
o0="74.54 ppm c-2"
0="172.75 ppm c-4"
0=171.05 ppm c-2"
0="70.91 ppm c-3"
0="70.20 ppm c-4"
0=68.53 ppm c-5"
0=67.37 ppm C-6"
0=16.70 ppm C-6"
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API-ES-Mass: [M]" =633.3 [M+23]"

m/z  611.1 [M-23]"
465.3 [M-23-146]"

. -23-146- ikon
303.3 [M-23-146-162]" (Aglik

2.3.3. Bilesik 3 (Metilinositol)

Bilesik 3 glikozun izomeri olan inositoliin bir tiirevidir. Bu dogal bilesik ¢esitli
kromotografik teknikler kullanilarak elde edildi. Metilinositol sar1 renkli sekilsiz bir kati
madde olarak elde edildi. Verim 18.20 mg. [o] ;' =+ 71.1 (c 0.032, MeOH + 10% H,0)

UV (MeOH+H,0 %10):

A max = 272 nm (Cok kiiciik omuz)

Fluoresans Emisyon (MeOH+H,0 %10):

ﬂmax (Ex) = 205 nm

IR (KBr):

v = 3380 cm’! -OH

v =2921-2850 cm’ -C-H

v=1071 cm’! -C-0-

'"H NMR (CD;0D):

0=3.88 ppm (5H, s, -OH)

5=3.75-3.68 ppm H-2, H-6, (2H, m, CH-O)
0=3.60 ppm (3H, s, -OCH3)

5=3.58 ppm H-3, H-4, H-5 (3H, t, CH-O)
0=13.24 ppm H-1, (1H, t, CH-O)

28



BC_NMR (CD;0D):

0=283.74 ppm C-1
0=173.10 ppm C-5
0=172.59 ppm C-3
0=172.29 ppm C-4
0o=7137 ppm C-2
0="70.85 ppm C-6
0=159.63 ppm C-7

2.3.4. Bilesik 4 (Flavonoid Glikozid)

Bilesik 4, 2 sekerli ve 2 aglikonlu bir flavonoid glikoziddir. Bu dogal bilesik
cesitli kromoptografik yontemler kullanilarak elde edildi. Bu glikozid sar1 renkli
sel,kilsiz bir toz olarak elde edildi. Verim 125.80 mg.[a] ]230 =+ 41.8 (c 0.054, MeOH +
10% H»0)

UV (MeOH+10% H,0):

A max = 365 nm

A max = 259 nm

Fluoresans Emisyon (MeOH+H,0 %10):

/1 max (Ex) = 260 nm

IR (KBr):

v =23357 cm’! -OH

v =2926 cm’! -C-H

v=1654 cm’! -C=0

v =1205-1059 cm™! -C-0-C

v =839- 810 cm’ (0- ve m- subst.)
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'"H NMR (CD;0D):

0=17091
0=17.58
0=6.87
0=6.34
0=06.16
0=5.19
0=4.52
0=3.92
0=3.44
0=3.33
0=3.80-3.22

0=1.10

BC_NMR (CD;0D):

0=177.84

0=174.66

0=164.61

0=161.49

0=160.08

0=157.40

0=156.98

0=149.42

0=146.85

0=134.16

ppm

ppm

ppm

ppm

ppm

ppm

ppm

ppm

ppm

ppm

ppm

ppm

ppm

ppm

ppm

ppm

ppm

ppm

ppm

ppm

ppm

ppm

H-3'(1H,d, /=2.0 Hz)

H-5' (1H, dd, J= 8.8 Hz, 2.0 Hz)
H-6' (1H, d, J= 8.8 Hz)

H-8 (1H, d, /=2.0 Hz)

H-6 (1H, d, /=2.0 Hz)

H-1" (f-Anomerik H, d, J= 7.2 Hz)
H-1"" (a-Anomerik H, bs, J= 1.6 Hz)
-OCH;

H-6" (2H, m, -CH»O-) (Seker)
-OCHj3

(8H, m,-CH.O-) (Seker)

H-6" (3H, d, J= 6.4 Hz)

C-4
C-1"
C-7
C-5
C-9"

C-9

C-4'
C-2'

C-3
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0=131.05 ppm C-7"ve C-11"

0=122.62 ppm C-5'
o0=121.54 ppm C-1
0=114.78 ppm C-6'
0=114.71 ppm C-8"ve C-10"
0=113.20 ppm Cc-3'
0=104.29 ppm C-10
0=103.24 ppm C-1m
0=101.14 ppm c-1m
0=98.66 ppm C-6

0=93.64 ppm C-8
0=76.78-68.41 ppm 8 x (-CH-O-), (Seker)
0=68.36 ppm C-6" (Seker)
0=>55.41 ppm -OCHj
0=48.55 ppm -OCHj
0=38.88 ppm C-5"
0=135.65 ppm C-2"
0=28.75 ppm c-4"
0=25.36 ppm C-3"
0=16.56 ppm C-6""

API-ES-Mass: [M]" =814.5 [M+H]"

m/z  621.1 [M - Aglikon 2]
475.4 [M — Aglikon 2 - 146]"

314.3 [M — Aglikon 2 — 146 - 162]", (Aglikon 1+ OCHs)
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2.3.5. Hegzan Ekstresindeki Doymams Yag Asitleri

GC-Mass kromotogramindan elde edilen verilere gore 12.091 dakika, 13.816
dakika, 13.904 dakika ve 14.000 dakika alikonma siirelerine ait piklerin metilenmis
doymamis yag asitlerinin toplam yiizdesinin % 75’ini olusturdugu saptandi. Bu GC
pikleri sirastyla kiitle pikleri, standart metilenmis doymamis yag asitlerinin alikonma
stireleri ve kiitliphane (Wiley and NIST Data Library) alikonma siiresi verileri ile

karsilastirilarak incelendiginde, asagida gosterilen sonuglar elde edilmistir.

Table 1: Ebenus haussknechtii nin Hekzan ekstresinin GC-Mass sonuglarina gore ana

bilesenleri.
Bilesikler Ahkonma % M’ Mass Spektral verileri, m/z
Siiresi (Bagil Siddet)
Oleik Asit 14.000 | 7.12 296 | 278(4), 236(4), 196(5), 137(3),

123(33), 111(18), 105(4), 95(17),
87(9), 81(26), 71(100), 65(5),
55(46), 45(8)

Linoleik Asit | 13.816 | 12.17 294 | 263(7), 220(8), 164(7), 150(14),
(0-6) 136(11), 123(16), 109(32), 95(63),
81(87), 74(14), 67(100),61(5),
55(84), 45(6)

Linolenik Asit | 13.904 | 34.83 292 | 264(6), 236(6), 173(6), 149(13),
(@-3) 135(16), 121(22), 108(37), 95(55),
87(19), 79(100), 73(6), 67(66),
61(5), 55(73), 45(5)

Palmitik Asit | 12.091 | 21.20 270 | 227(18), 199(8), 185(8), 171(8),
143(29), 97(12), 87(77), 81(12),
74(100), 67(5), 61(3), 55(42), 45(3)
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2.4. Asidik Hidroliz

Monosakkaritleri saptamak i¢in 2 farkli yontem kullanildi.

[Ik monosakkarit analizi ITK tabakasi iizerinde asidik hidroliz teknigi
kullanilarak yapildi. Elde edilen saf bilesikler ve seker standartlar1 bir ITK (silicagel HF
254) tabakasi iizerine uygulandi ve asidik buharla doygun hale gelmis kapali bir kap
icerisinde 15 dakika boyunca 100 °C de konsantre HCI buharina maruz birakildi. Kap
sogutulduktan ve asit buhar1 tabakadan uzaklastirildiktan sonra, CHCl;: MeOH: H,O
(65:30:10 +10% MeOH) ¢oziicii sistemi olarak kullanilarak ITK gergeklestirildi ve
bilesikler anisaldehit ile belirgin hale getirildi (Arda, et al., 1989).

Ikinci analiz monosakkaritleri degisik bir asidik hidroliz teknigi kullanarak
GC-Mass ile belirlemeye dayanir. 10 mg 6rnek MeOH iginde ¢oziildii. Cozeltiye 2N
HCI eklendikten sonra, 95 °C de 6 saat boyunca refliiks edildi. Sonra, ¢ozelti CHCl; ile
ekstrakte edildi. iki faz birbirinden ayrildiktan sonra, her ikiside nétrallestirildi ve H,O
faz1 uguruldu. Ugurmadan sonra, H,O ekstresi piridin (1ml) varliginda trimetilklorosilan
(0.5 ml) ve hegzametildisilazan (0.5 ml) ile silillendi. Silillenmis 6rnege GC-Mass
analizi yapild1 (Wulff, 1965).
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2.5. Hegzan Ekstesinin Metillenmesi

IOOC (International Olive Oil Council) ve IUPAC raporlarina uygun olarak
hegzan ekstresi asagida gosterilen trans-esterifikasyon prosesine gore metillendi.

Kuru hegzan ekstresi hegzan i¢inde ¢oziildii ve 2M metanollii KOH ile oda
sicakliginda 30 saniye ekstrakte edildi. Ust faz GC-Mass spektrometresi ile incelendi
(David, et al., 2003)

2.6. Mikrobiyolojik Analiz

Ebenus  haussknechtii’'nin  gesitli bilesiklerini iceren baz1 ekstrelerin
antibakteriyel ve antifungal aktiviteleri test edildi. Antimikrobiyel aktiviteler, referans
antibiyotik Gentamycin ile karsilastirilarak asagidaki test organizmalarina karsi agar

disk difiizyon metoduyla ger¢eklestirildi.

* Bacillus cereus CCM 99

* Bacillus subtilis ATCC 6633

»  FEscherichia coli (ATCC 11230)

= Salmonella thyphimirium (CCM 5445)

= Pseudomonas aureginosa (ATCC 27853)
= Staphylococcus aureus (ATCC 6538-P)

» FEnterobacter aerogenes TEM

»  FEnterococcus faecalis (ATCC 29213)

» Candida albicans (ATCC 10239)

Bakteriler Triptik Soya Agar ilizerinde {liretilitken, maya (Candida Albicans)
Sabouraud’s dextrose agar lizerine inokiilum olarak ekildi.

Biiylimiis kiiltiirler Petri kaplarina pilskiirtiilerek inokiile edildi ve 6 mm
capindaki ve 10mg/ml extre iceren her bir disk bu kaplar {lizerine yerlestirildi. 24-48
saatlik 37 °C deki inkiibasyon doneminden sonra, disklerin etrafinda olusan inhibisyon

Bolge Caplart inceleme altina alindi. Sonuglar asagidaki Tablo 2 de verilmistir.
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Tablo 2: Ebenus haussknechtii ekstrelerinin antimikrobiyel aktiviteleri.

Test edilen Inhibisvon Bolge Cap1 (mm)

Materyal Hegzan CH,Cl, MeOH BuOH H,0  Gentamycine
Bacillus cereus - - 14 12 13 19
Bacillus subtilis - - - 9 - 17
Escherichia coli - - - 8 - 13
Salmonella thyphimirium - - 7 8 10 11
Pseudomonas aureginosa - - - 12 - 16
Staphylococcus aureus - - 11 9 9 12
Enterobacter aerogenes - - - 9 - 13
Enterococcus faecalis - - - 8 9 21

Candida albicans - - - - - -
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3. TARTISMA VE SONUC

3.1. Bilesik 1

Bilesik 1’in '°C, DEPT-NMR ve API-ES negatif iyon kiitle spektrumlariyla
CsoHgy0O17 molekiiler formiiliine sahip oldugu bulunmustur. Bilesik 1’in kiitle
spektrumu m/z ve ana (en ¢ok goze carpan) fragmanlarin m/z 954.25°de oldugunu
gostermistir. UV spektrumu 300 nm’de zayif bir absorbsiyon siddetine sahip bir pik
vermistir. IR spektrumunda spesifik —OH, -C=0, ve -C-O- pikleri sirasiyla 3456 cm™',
1675 cm™, ve 1054-1030 cm™’de gozlenmistir.

'HNMR, tersiyer gruplarm (6 0.73, 0.79, 0.80, 0.82, 0.88, 0.91, 1.02 ve § 3.30
da, t, J= 11.2 Hz bir tane tipik H-3 sinyal)’de oldugunu C-3’deki bir f-OH bag:
varligina uygun olarak gdstermistir. Diger bir tipik sinyal ise ¢ 1.12 (d, J=4.14 Hz)
deki ramnoz sinyalidir. Bunun haricindeki bulgular 0 5.15’deki olefinik ve ¢ 1.81°deki
bir asetilenik protondur. Bu veriler ayrica C-28 de asetil grubuna sahip bir oleanen
varligimi gostermistir. °C NMR spektrumunda, 0124.10 ve 145.52°deki sinyaller C-12
ve C-13 aittir ve A'? oleanene iskeletinin varligini dogrulamistir (Tori, et al., 1974,
1977, Seo, et al., 1978).

0 170.74’deki sinyaller C-28’deki asetil grubunun varliginmi akla getirdi. C-3 ve
C-28’deki alkolik fonksiyonun glikozidlendigi ve tiirevlendigi ilgili karbonlarin daha
asag1 alanlara kaymasiyla dogrulanmistir Tommasi, et al., 1998). Bilesik 1’in tiim
proton ve karbon tayinleri APT, COSY ve HMQC spectrumlart tarafindan da
dogrulanmustir.

I’in seker kismi [0 4.38, d, J = 7.8 Hz (f-glikozidik); 0 4.87 (¢oziicii sinyali
altinda); 0 5.05, genis singlet (a-glikozidik)]’de ii¢ anomerik protona sahiptir. Diger
seker sinyalleri 0 4.20 ve 3.30 arasindaki bolgede {ist liste ¢akismistir. 6 105.39, 103.05
ve 102.66’daki sirasiyla glikoz, ramnoz ve glikoza ait anomerik karbon sinyalleri
yukarida bahsedilen spektroskopik yontemlerle dogrulanmistir. Seker kisimlart ayrica
ko-kromotografi ve GC-Mass teknikleriyle de desteklenmistir. Bunlara ek olarak,
ramnozun CHj3 piki 6 18.66°da goézlenmistir.

Tim elde edilen kanitlarin 1s1ginda, bilesik 1’in 35-O-(f-D-glucopyranosyl
(1— 4)-p-D-glucopyranosyl (1— 4)-rhamnopyranosyl) — 28- acetyloxy- A'?-oleanene

oldugu bulunmustur.
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Tablo 3: Bilesik 1’in CD;0D icinde 'H NMR ('H ve COSY) ve *C NMR (Decoupled,

APT ve HMQC ) verileri
"H NMR “C-NMR
o (ppm) H A (ppm) C
|
5.15 -C=CH- 170.74 -C=0
145.52 =C- (C-13)
5.05 Anomerik H 124.10 =CH- (C-12)
(a-Glikozidik, bs)
105.39 Anomerik C-1'
4.87 Anomerik H 103.05 Anomerik C-1"
(Under solvent)
102.66 Anomerik C-1"
4.38 Anomerik H 92.75 C-3
(B-Glikozidik, J=7.8 Hz.)
79.90 c-4
| 78.50 Cc-4"
42-33 —CH>,—O ve —Ch—O
(Aglikon ve Seker) 78.31 C-3"
77.60 C-3
|
3.1-1.13 | -CH-ve —-CH»— 77.35 C-5"
(Aglikon)
76.70 C-5'
74.66 C-2'
1.80 1 x CH; (Acetyl)
74.60 c-4™
73.90 Cc-2"
1.12 1 x CHs (d, J=4.14 Hz)
(Rhamnose) 72.90 C-3"
72.58 c-2"
71.98 C-5"
1.02-0.60 | 7x—CH;3
(Aglikon) 69.70 C-28
62.62 C-6' ve C-0"
57.50 C-5(>)
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Tablo 3 (Devami): Bilesik 1’in CD;0D i¢inde '"H NMR ('H ve COSY) ve *C NMR
(Decoupled, APT ve HMQC ) verileri

"H NMR “C-NMR
o (ppm) H d (ppm) C

50.30 C-9 (-)

47.41 C-19 (+)
47.20 C-18 (-)
45.12 C-14 (+)
43.75 C-8 (+)

42.25 C-4 (+)

41.15 C-1(+)

40.90 C-10 (+)
40.10 C-17 (+)
38.98 C-21 (+)
37.88 C-30 (-)
33.45 C-7 (+)

31.75 C-22 (+)
31.12 C-20 (+)
31.10 C-23 (-)
30.85 C-2 (+)

29.45 C-27 (-)
27.26 C-15 (+)
24.11 C-11(+)
23.83 C-29 (+)
20.78 C-16 (+)
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Tablo 3 (Devam): Bilesik 1’in CD;0D icinde '"H NMR (‘H ve COSY) ve *C NMR
(Decoupled, APT ve HMQC ) verileri

"H NMR BC-NMR

 (ppm) H 6 (ppm) C
19.90 O=C-CHj; (-)
18.66 C-6"
17.93 C-6 (+)
16.84 C-24 (-)
14.80 C-26 (-)
13.90 C-25(-)
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Bilesik 1’in UV ve Fluoresans spektrumu
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3.2. Bilesik 2

Bilesik 2 sar1 bir toz olarak elde edildi. 2’nin m/z 633.33 kiitlesi (+ polarity
mode)’u , C,7H300;6 molekiil formiiliine uygun olarak m/z 611.1, 465.3, ve 303.3’de
psoddmolekiiler iyon pikleri oldugunu gdstermistir. Iyon pargalar1 ramnoz ve galaktoz
kayiplarmi gostermektedir. IR spektrumunda 1736 cm™’deki pik doymus bir agil
grubunun varligini diigiindiirmektedir. Spesifik OH, CH, ve -C-O- pikleri sirasiyla 3430,
2930 ve 1364-1008 cm™’de gdzlenmistir. Aromatik o- ve m- siibstiitie sinyallerin 909
ve 831 cm™ arasinda oldugu saptanmustir. UV spektrumu 258 ve 357 nm’de iki spesifik
maksimum sogurmaya sahiptir. "H-NMR spektrumu A halkasinda H-6 [0 6.19 (1 H, d,
J=2.0 Hz)] ile meta bagh H-8 [§ 6.38 (1 H, d, J= 2.0 Hz)]’e ait ve H-2' [§ 7.66 (1H, d,
J=2.0 Hz)] ile meta, H-5' [6 6.87 (1H, d, J=8.8 Hz)] ile orto bagli H-6' [§ 7.62 (1H, dd,
J= 8.8, 2.0 Hz)]’e ait 4 aromatik dublete sahiptir. Bu spektral veriler ve COSY bilesik
2’nin temel aglikon iskeletinin bir quersetin oldugunu gdstermistir. 6 4.51 (1H, d, J= 1.6
Hz) ve 6 5.09 (1H, d, J= 7.4 Hz) deki iki anomerik protonun sirasiyla a-ramnopiranozil
ve f- galaktopiranozil birimlerine ait oldugu saptanmustir. Bilesik 2’ye ait °C NMR
verileri quersetin verileri ile karsilastirildiginda, 7-OH’1in glikozilasyonuyla C-7’nin
yukar1 alana kaymasi gozlenir (Corea, et al, 2003). 6 103.57 ve 101.23 anomerik karbon
degerleri HMQC korelasyonlartyla uyumlu olarak sirasiyla f-D-Galaktopiranoz ve a-L-
ramnopiranoz’a tekabiil etmektedir. Dokuz quaterner karbon atomu ¢ 165.09, 161.78,
158.12, 157.33, 148.63, 144.66, 134.44, 121.92, ve 104.37°de yer alir. Karbonil karbonu
178.19 ppm’de rezonans olur. 16.70 ppm’deki sinyal ramnoz metiline aittir. Kalanlar ise
seker karbonlarini gosterir.

COSY spektrumunda, A halkasi iizerindeki H-6 ve H-8; H-5' ve H-6'; H-6' ve
H-2' arasinda korelasyon vardir. HMQC spektrumunda, B halkast iizerinde C-2' ve H-2';
C-5' ve H-5'; C-6' ve H-6' spesifik korelasyonlar1 saptandi. Ramnoz’un anomerik
karbonu (C-1"), 0 4.51deki H-1" ile korelasyon gostermektedir. 6 103,57’deki C-1"
(galaktoz), 0 5.09’deki H-1" ile korelasyon gostermektedir. Ramnoz’un CHj3 karbonu
(0 16.70) da 0 1.11°deki H-6"" ile spesifik bir korelasyon verir.

COSY ve HMQC verileri Tablo 4 te verilen belirlenmis degerlere ait proton-
proton ve karbon-proton korelasyonlarini desteklemistir. Tim bu veriler 1s18inda,
Bilesik 2’nin “quercetin-7-O-[a-L-rhamnopyranosyl (1—6)-f-D-galactopyranoside]”

oldugu bulunmustur.
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Table 4: Bilesik 2’nin CD;OD i¢inde "H NMR ('H veCOSY) ve *C NMR (Decoupled,

APT ve HMQC ) verileri
'HNMR “C-NMR
o (ppm) H 5 (ppm) C
7.66 H-2'(1H,d,J/=2.0 Hz) 178.19 C-4
165.09 C-7
7.62 H-6' (1H, dd, J=8.8 Hz,2.0 Hz) | 161.78 C-5
158.12 C-9
6.87 H-5' (1H, d, J= 8.8 Hz) 157.34 C-2
148.63 C-4'
6.38 H-8 (1H, d, J/=2.0 Hz) 144.66 C-3'
134.44 C-3
6.19 H-6 (1H, d, /= 2.0 Hz) 122.37 C-6'
121.93 C-1'
5.09 H-1" (f-Anomerik H, 116.50 C-2'
J="17.4Hz)
114.87 C-5'
4.51 H-1" (a-Anomerik H, 104.37 C-10
J=1.6Hz)
103.57 C-1"
3.40 H-6" (2H, m, -CH,O-) (Seker) | 101.23 C-1"
98.85 C-6
3.70-3.20 | (8H, m, -CH-O-) (Seker) 93.74 Cs
77.01 C-3"
1.11 H-6" (3H, d, J= 6.4 Hz) 76.03 C-5"
74.54 C-2"
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Table 4(Devami): Bilesik 2’nin CD;OD i¢inde "H NMR ('H veCOSY) ve *C NMR
(Decoupled, APT ve HMQC ) verileri

"H NMR BC-NMR
o (ppm) H 3 (ppm) C
72.75 C-4"
71.05 C-2"
70.91 C-3"
70.20 C-4"
68.53 C-5"
67.37 C-6"
16.70 C-6"
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3.3. Bilesik 3

Bilesik 3 sar1 bir toz olarak izole edildi. IR spektrumu hidroksil gruplarindan
dolay1 kiigiik bir sogurma band1 vermistir. 'H ve ?C-NMR verilerinde, bir hemiasetal
pentahidroksi siklohegzan halkast oldugu ortaya cikmustir. 'H ve "C-NMR
verilerinden, molekiiliin metilinositol oldugu ve C;H4O¢ molekiil formiiliine sahip
oldugu bulundu.

Inositoliin ~ kullanim1  yaglarin  yakilmasindan, kandaki kolesteroliin
distiriilmesinden ve hatta sa¢ incelmesini Onlemesinden sinirsel bozukluklarin

tedavisine kadar yayilim gosterir.

Table 5: Bilesik 3’iin CD;0D i¢inde 'H NMR ('H ve COSY) ve'?C NMR (Decoupled

ve DEPT) verileri
'"H NMR BC.NMR
d (ppm) H d (ppm) C
3.88 (5H, s, -OH) 83.74 C-1
73.10 C-5
3.75-3.68 | H-2, H-6 (2H, m, CH-O)
72.59 C-3
3.60 (3H, s, -OCHj3) 72.29 C-4
71.37 C-2
3.58 H-3, H-4, H-5 (3H, t, CH-0)
70.85 C-6
3.24 H-1, (1H, t, CH-O) 59.63 C-7
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3.4. Bilesik 4

Bilesik 4 sekilsiz sar1 bir toz olarak elde edildi. Pozitif polarite API-ES kiitle
spektrumu m/z 814.5, 621.1, 475.4, 314.3’de molekiiliin C3gH4,0;5 molekiiler formiiliine
sahip oldugunu belirten psodémolekiiler iyonlar [M" +H] oldugunu gosterdi. Bilesik
4’lin UV spektrumu 259 ve 365 nm’de maksimum pik vermistir. IR spektrumu 1654
cm™"de spesifik karbonil pikine sahiptir. Diger spesifik sinyaller 3357 cm” (-OH),
2926 cm™ (-C-H), 1205-1059 cm™” (-C-O-C), 839- 810 cm™ (o- ve m- subst.)’de
gozlenmistir.

Ik aglikonun proton NMR spektrumu, H-8 [6 6.34, (1H, d, J= 2.0 Hz)]’de ve
H-6 [0 6.16, (1H, d, J= 2.0 Hz)]’de A halkas1 iizerinde birbiriyle meta etkilesmis bir ¢ift
aromatik protonun varligin1 gostermektedir. Dimetoksi morin’in B halkasinda, H-5'
[0 7.58 (1H, dd, J= 8.8; 2.0 Hz)]’deki proton H-3'[§ 7.91 (1H, d, J= 2.0 Hz)]ile meta
etkilesmis ve H-6 ' [6 6.87 (1H, d, J= 8.8 Hz)] ile orto etkilesmistir. Metoksi protonlari
3.33 ppm ve 3.92 ppm’de rezonans olurlar.

ikinci aglikonun C-NMR verileri & 174.66’deki pikin sekere bagl olan bir
estere ait oldugunu gostermistir. Aromatik 2 x Ar-H karbon sinyalleri 0 114.71°de {ist
iste cakisirken, diger aromatik 2 x Ar-H karbonlart da 131.05 ppm’de iist liste ¢akisir.
Fenolik OH’1n p pozisyonundaki karbon 158.01 ppm’de sinyal verir. Karbonil karbonu
ve aromatik halka arasindaki 4 CH, karbonu pikleri 38.80 ve 25.36 ppm arasinda yer
alir. 2x OCHj3 karbonlarina ait pikler 55.41 ppm ve 48.55 ppm’de gozlenmistir. Ikinci
aglikonun 'H NMR verileri, 0 8.30 (J=8Hz) ve 6 6.87 (J=8Hz)’deki Ar-H protonlarinin
ikiser ikiser oOrtlistiiklerini gostermistir. p-siibstiitie CH, protonlart 3.80 ve 1.00 ppm
arasinda sinyal verir. Yukaridaki tiim veriler COSY ve HMQC ile de dogrulanmistir.
HMBC korelasyonlarina gore, seker kisimlart morinin 3-O-pozisyonu ile ikinci
aglikonun karbonili arasinda yer almaktadir. HMBC ayrica -OCHj3 gruplarindan birinin
C-4' bagl oldugunu ve diger —OCH5’iin 2' , 5 yada 7’ye mi bagli olup olmadig1
hakkinda kesin bir korelasyon olmadig1 hakkinda bilgi vermektedir. Bu durumda OCHj3
gruplarinin  bu karbonlar arasinda degisken olabildigini Onerebiliriz. Anomerik
karbonlar 0 101.14 (ramnoz) ve ¢ 103.24 (galaktoz)’de rezonans olurlar ve bu sinyaller
sirastyla HMQC’deki 0 4.52 (genis singlet, a-anomerik) ve ¢ 5.19 (d, J= 7.20 Hz, f-
anomerik) sinyalleri ile aralarinda iliski vardir. Ramnoz’un CHj karbonu (6 16.56)

5 1.10°daki H-6" ile ¢ok spesifik bir pik verir. Bu sekerlerle ilgili bulgular ITK ve GC-
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Mass teknikleri ile desteklendi. HMQC’deki diger korelasyonlar A halkas1 tizerindeki
C-8 ve H-8; C-6 ve H-6 arasinda, B halkas: iizerindeki C-3' ve H-3'; C-5' ve H-5';
C-6' ve H-6'arasinda gozlendi. Spesifik COSY korelasyonlarinin H-8 ve H-6; H-6' ve
H-5'; H-5' ve H-3'arasinda oldugu saptanmustir.

Yukaridaki tiim bulgulardan, Bilesik 4’{in disubsitie morin aglikonu ve 5-p-
fenol pentanoil aglikonu arasinda 1— 4 bagli ramnogalaktoz olmak iizere 2 sekere sahip
oldugu agiktir. Biyogenetik olarak bu bilesiklerin C-7 karbonunda bir siibsitient grup
tagidig1 bilinmektedir. Tiim bu bilgilere dayanarak, Bilesik 4’tin Morin-3-O-[4-[5-(4-
hydroxyphenyl) pentanoyl]-a-L-rhamnopyranosyl(1—6)-$-D-galactopyranosyl]-7-4'-di-

O-methyleter oldugu 6nerilebilir.
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Tablo 6: Bilesik 4’iin CD;0D icinde 'H NMR ('H ve COSY) ve >C NMR (Decoupled,
APT, HMQC ve HMBC) verileri

"H NMR BC-NMR
0 (ppm) H 6 (ppm) C
7.91 H-3'(1H,d, J/=2.0 Hz) 177.84 C-4
174.66 C-1"
7.58 H-5'(1H, dd, J= 8.8 Hz;
2.0 Hz) 164.61 C-7
6.87 H-6' (1H, d, J= 8.8 Hz) 161.49 C-5
160.08 c-9"
6.34 H-8 (1H, d, J=2.0 Hz)
157.40 C-9
6.16 H-6 (1H, d, J=2.0 Hz) 156.98 C-2
149.42 cC-4
5.19 H-1"" (f-Anomerik H, d,
J=1.2 Hz) 146.85 Cc-2'
4,52 H-1"" (a-Anomerik H, bs, 134.16 C-3
J=1.6 Hz)
131.05 C-7"ve C-11"
3.92 -OCH;
122.62 Cc-5'
3.44 H-6" (2H, m, -CH,0-) 121.54 C-1
(Seker)
114.78 C-6'
3.33 -OCHj;
114.71 C-8"ve C-10"
3.80-3.22 | (8H, m,-CH.O-) (Seker) 113.20 C-3'
104.29 C10
1.10 H-6"" (3H, d, J= 6.4 Hz)
103.24 C-1"
101.14 c-1m
98.66 C-6
93.64 C-8
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Tablo 6 (Devami): Bilesik 4’iin CD;0D i¢inde '"H NMR ('H ve COSY) ve °C NMR
(Decoupled, APT, HMQC ve HMBC) verileri

"H NMR BC.NMR
d (ppm) H d (ppm) C
76.78-68.41 | 8 x (-CH-O-)
(Seker)

68.36 C-6" (Seker)
55.41 -OCH;,
48.55 -OCH;,
38.88 C-5"
35.65 Cc-2"
28.75 C-4"
25.36 Cc-3"
16.56 C-6""
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3.5. Hegzan Ekstresindeki Doymamis Yag Asitleri

GC-Mass sonuglari linoleik, linolenik, oleik ve palmitik asit metil esterleri
yiizdesinin diger bilesiklerin bolluk siddetlerinden daha yiiksek oldugunu gostermistir.
Bu dort tane doymamis yag asidi bitkideki metillenmis doymamais yag asitlerinin toplam
yiizdesini %75’ini olusturmaktadir.

Bilindigi gibi, linoleik asit, linolenik asit ve oleik asit doymamuis asitlerden
bazilaridir. Bu tiir doymamis yag asitleri memeli hiicrelerinde sentezlenemez ve bu
ylzden beslenmeyle alinmasi alinmalidir (Huertas et al., 2003). Doymamis yag
asitlerinin eksikligi insan viicudunda zararli ve anormal degisimlere neden olur.
Linoleik asidin az alinmasi ile gégiis kanseri vakalariin sik goriilmesi arasinda ¢ok net
bir iligki vardir. Linoleik asit tibbi uzmanlar tarafindan kandaki kolesterol seviyesini
diistirdligi icin tavsiye edilmektedir. Linoleik asit kalp hastaliklariin tedavisinde
kullanildig1 kadar, kan pihtilasmasi, inflamatuar ve immunolojik reaksiyonlar gibi
normal psikolojik proseslerin yer aldig1 hiicre membranlarinda da yer alirlar (Huertas et
al., 2003; Kang and Leaf, 2000; Eynard et al, 2003).

Oleik asit, linolenik asit, antioksidan gidalar ve diistiriilmiis miktarda doymus
yag asidi iceren Akdeniz beslenme sekli koroner olaylarinda % 70 ve oliimlerde ise
%80 diisme saglamigtir (Huertas et al., 2003). Doymamis yag asitlerinin aliminin
birbiriyle dengede olmasi gerektigi bilinmektedir. n-6 ve n-3 doymamis yag asitlerinin
alinim dengesi yer aldiklar1 tiim prosesleri etkiler (Innis et al, 2000; Huertas et al., 2003;
Brit. Nutr. Found. 2000).

Doymamis yag asitleri hiicre ¢cogalmasi ve degisimlerinin diizenlenmesinde rol
alir. Boyle yiiksek seviyede doymamis yag asidi iceren bu bitkinin az bulunmasi bu

arastirmay1 ve bitkiyi son derece 6nemli kilmaktadir.
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3.6. Tartisma

Kimyasal bilesenleri tarafimizdan ilk defa calisilan Ebenus haussknechtii’den
ilk defa izole edilen bilesikler yapisal olarak degisiklikler gdstermektedir. Bilindigi gibi,
su ekstresinin halk ilac1 olarak c¢esitli hastaliklarin tedavisinde kullanilan Ebenus
haussknechtii 13 tane endemic Ebenus tiiriinden birisidir. Bu c¢alismada 6 tane dogal
bilesik elde edildi ve finansal sebeplerden dolay1 sadece 4 tanesinin spectral analizleri
gergeklestirilebildi. Bilesik 1 bir triterpen glikozid iken, Bilesik 2 bir ramnogalakto
quersetin, Bilesik 3 bir metilinositol ve Bilesik 4 iki sekerli ve iki aglikonlu bir falvon
glikoziddir. Her birinin farkli bir karaktere sahip oldugu bu bilesiklerden iicii
glikozidiken, digeri halkal1 bir polioldiir. Bunun yanisira, bu bilesikler bitkinin biyolojik
olarak en aktif kismi olan BuOH ekstresinden elde edildi. Hegzan ekstresinde bulunan
doymamis yag asitlerinin metil esterleri hazirland1 ve bunlarin birer birer neler olduklari
ve Ornekteki bulunma bolluklar1 belirlendi. Halk ilact olarak kullanilan ve yliksek
oranda ®-3 doymamis yag asitlerini iceren bu bitkinin antioksidan etkisiyle daha da
onemli olacag: aciktir. Bilindigi gibi glikozidler mikrobiyolojik olarak énem tasirken,
viicudun immune sistemini giiclendiren doymamis yag asitleri ve baz1 polioller merkezi
sinir sistemi bozukluklarinin tedavisinde etkilidirler (Levine et al., 1993; Huertas et al.,

2003; Rai and Mares, 2003, Aquino et al., 2001, 2002).
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OZET

Tiirl belirlendikten sonra kurutulan ve o&giitillen Ebenus haussknechtii
Leguminosae) bitkisi kimyasal ve mikrobiyolojik olarak incelendi. Polar ve apolar
kisimlar1  ekstraksiyonla birbirinden ayrildi. Bu sekilde polaritelerine gore
simniflandirilmis olan fraksiyonlar g¢esitli kromotografik yontemler (CC, PLC, TLC)
kullanilarak bilesenlerine ayrilip saflandirildi Izolasyon ve saflandirma teknikleri
sonrast, 4 linlin yapist aydinlatilan 6 dogal bilesik elde edildi. Ayrica, metillenen heksan
ekstresinin GC ve GC-Mass analiz sonuglar1 faydali yag asitleri agisindan irdelendi.

Saf bilesiklerin yap1 aydinlatilmas1 g¢esitli kimyasal, kromotografik ve
spektroskopik [IR, UV, NMR (1D ve 2D), ve Mass] yontemler kullanilarak yapildi.
Kromotografik ve spektroskopik veriler yorumlandiktan sonra bilesiklerin spesifik
¢evirme agilari olctldii.

Calismada elde edilen ekstrelerin (MeOH, Heksan, CH,Cl,, BuOH ve H,O)
antimikrobiyel aktiviteleri, agar-disk diflizyon yoOntemiyle, Gentamycine (Referans

antibiotik) ile karsilastirilarak ¢esitli bakteri ve mantarlara kars1 incelendi.
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SUMMARY

Taxonomically determined, dried and grinded plant material of Ebenus
haussknechtii (Leguminosae) was studied by means of chemical and microbiological
properties. Several extractions were fulfilled to separate polar and apolar parts from
each other. Various purification techniques, such as VLC, CC, PLC using different
backfill materials according to each case, were carried out to separate and purify the
compounds having similar polarity. After the isolation and purification experiments
ended, 6 natural products, the structures of 4 of which have been determined, were
obtained. In addition, the methylated hexane extract was investigated on the basis of GC
and GC-Mass data and determined to contain essential fatty acids.

The structural determination of pure compounds was carried out using different
chemical, chromatographic and spectroscopic [IR, UV, NMR (1D and 2D), and Mass]
methods. After chromatographic and spectroscopic data were interpreted, the physical
properties of the compounds such as specific rotation were measured.

Antimicrobial activity of each extract (MeOH, Hexane, CH,Cl,, BuOH, and
H,0) obtained during the work was examined against different bacteria and fungi

comparing with Gentamycine as reference by using agar-disc diffusion method.
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TESEKKUR

Danigmanim Prof. Dr. Sitheyla KIRMIZIGUL e siirekli gézetim ve denetimi,
tavsiyeleri, arastirma disinda bile herhangi bir sorunumda yardimlarini esirgememesi ve
bu caligmanin en zor kisimlarindaki tesvik ve cesaretlendirmeleri sebebiyle tesekkiirii

bir bor¢ bilirim.

Arastirma Gérevlisi Omer Koz’a faydali yardimlari, yakn ilgisi ve dostlugu
i¢in, Nazli BOKE ve Elgin TURKAY’a laboratuarda bulunamadigim zamanlardaki

samimi yardimlar1 i¢in tesekkiir ederim.

Canakkale Onsekiz Mart Universitesi Fen Bilimleri Enstitiisii ve Kimya
Boliimii yonetici kadrosuna Ege Universitesindeki ¢alismalarimi tamamlamam igin izin

verdikleri i¢in miitesekkirim.

Emrah KOK’e bitki materyalini topladigi, Gékhan Senol’a bitkinin botanik
ozelliklerini tamimladigi, Yard. Dog. Dr. lhsan YASA’ya bitkinin antimikrobiyel
caligmalarini yaptigi, Selami SOLMAZ’a ve Ahmet OGUT’e hegzan ekstresinin GC
analizlerini yaptiklari, Yurdanur AKGUL’e NMR spektrumlarini aldig1, Ozgiil
HAKLI’ya UV ve Fluoresans Emisyon spektrumlarini aldig i¢in tesekkiir ederim.

Ebru TURKMEN’e yiireckten destegi ve her zamanki smirsiz sabri igin

minnettar ve daima bor¢luyumdur.

Son olarak, aileme karsiliksiz ve yiirekten destekleri, tesvik etmeleri ve bu
calisma esnasindaki bazi durumlarda ve tliim egitim yasamim boyunca bana yol

gostermelerinden dolay1 minnettarim. Fedakarliklarindan dolay1 onlara tesekkiir ederim.

Zafer UYAR

86



457 SOK. NO:7/9 + BORNOVA -IZMIR * TURKIYE
TELEFON +905424867348 « E-MAIL ZUYAR2098@YAHOO.COM

+905054885190
ZAFER UYAR
Kisisel Bilgi e  Medeni Hali Bekar
e Uyrugu: Tiirkiye
e Yas: 26

e Dogum Yeri: Elazig

Egitim 2004....  Ege Universitesi ve Canakkale Onsekiz Mart Universitesi
[zmir, Tiirkiye Canakkale, Tiirkiye

e  Ege Universitesi Organik Kimya Bolimiinde Yiiksek Lisans ve
Canakkale Onsekiz Mart Universitesi Organik Kimya A.B.D.
da Aragtirma Gorevlisi

TUBITAK yiiksek lisans bursu devanu

2002-2004 Ege Universitesi [zmir, Tiirkiye
e  Organik Kimya yiiksek lisans
e TUBITAK yiiksek lisans bursu
e Yasar Holding yiiksek lisans bursu

1997-2002 Ege Universitesi [zmir, Tiirkiye
e Fen Fakiiltesi Kimya Boliimi
e Basbakanlik Bursu
e Kimya Boliimii ve tiim Fen Fakiiltesi birinciligi

e EBILTET (E18-05-01) projesiyle desteklenen Helichrysum
stoechas (Compositae)’nin bilesenleri adli ¢alisma

e 3 yil siif temsilciligi

1993-1996 Elazig Karsiyaka Lisesi Elazig, Tiirkiye
e Lise

Ilgi Alanlari Kosmak, bilgisayarlar, futbol, yiizme, fitnes, miizik, okumak

Diller e Ingilizce (253 TOEFL skoru (eski sistemde 610)

Yaymlar 2002 yilinda Trabzon Karadeniz Teknik Universitesi tarafindan organize
edilen “1. Uluslar aras1 Dogal Bilesikler Kimyast Kongresi ” “Helichrysum
Stoechas bitkisinin Antibakteriyel ve Antifungal Aktivitesi” isimli
¢aligmanin sunumu

Kazanilan Odiiller Kimya Boliimii ve Fen Fakiiltesi birinciligi belgesi ve plaketi
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Kuru Bitki (1kg)

MeOH (3 x 6 L)
+

H,0 (3 x 40 ml)

Ham MeOH extresi
(131.46 g)

Hegzan (23 x 100 ml)

K

Hegzan Ekstresi (EH-1) Kalan 1
(2.72 q)

CHCI; (25 x 100 ml)

—

(11.42 g)

Kalan 2 “ CH,CI, Ekstresi (EH-2)




Kalan 2

l10x (100 ml H,O + 100 ml BuOH)

A
s N
H,O Ekstresi (EH-4) BuOH Ekstresi (EH-3)
(86.22 g) (13.05 g)
(CH,CI, + H,0 ekstraksiyonu ile yagl
kisimlar uzaklastirildi)

40 ml H,O
80 mi C-'ILIZCIZ
S
CH,CI, Ekstresi H,O Ekstresi
(3.02 g) (9.00 g)

U

|| Vakum Likit Kromotografisi (VLK) (Merck RP-18)




|| Vakum Likit Kromotografisi (VLK) (Merck RP-18)

— MeOH
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e
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Compound 1:

38-0-(B-D-glucopyranosyl (1— 4)-f-D-glucopyranosyl (1— 4)-rhamnopyranosyl) — 28- acetyloxy- A'*-oleanene



Compound 2:

Quercetin-7-O-[a-L-rhamnopyranosyl (1—6)-f-D-galactopyranoside]



Compound 4:

Morin-3-0-[4-[5-(4-hydroxyphenyl) pentanoyl]-a-L-rhamnopyranosyl(1—6)-f-D-galactopyranosyl]-7-4 '-di-O-methyleter






