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OZET
Polygala Myrtifolia Bitkisinin Fitokimyasal Analizi

CEYiZ, irem
Kimya Anabilim Dali, Organik Kimya Tezli Yiiksek Lisans Programi
Tez Danismant: Prof. Dr. Yurdanur AKGUL
Temmuz 2023, 43 sayfa

Bu arastirmada kullanilan Polygala myrtifolia yapraklari, 2021Agustos
aymda Mersin ili Mezitli ilgesinden toplandi. Elde edilen metanol ekstresinin
DPPH testi EGEMATAL hizmet alimi ile yapildi. DPPH testine gore en yiiksek
aktivitenin  (%81.40) 2000pg/mL konsantrasyondaki ekstrakta, en diisiik
aktivitenin (%9.62) 50pug/mL konsantrasyonda hazirlanan ekstrakta oldugu
goriilmistiir.

Sivi s1vi ekstraksiyon calismalari ile farkli ¢6zgenler kullanilarak metanol
ekstresinden heksan, diklorometan ve biitanol ekstreleri elde edildi. Bilesiklerin
apolar ve polar ekstraktlardan izolasyonu igin kolon kromatografisi, kromatotron,
kristallestirme ve g¢okeltme yontemleri kullanildi. Calismalarimiz sonucunda 3
bilesik izole edildi. izole edilen bilesiklerden ikisinin yapis1 1D - 2D NMR ve
literatiir verileri kullanilarak aydinlatilirken, bir bilesigin yapis1t madde miktarinin
yeterli olmamasi nedeni ile aydinlatilamada.

Bilesik 1 (1,5-anhidroglusitol) ve Bilesik 2 (Frutinone A) Polygala
myrtifolia bitklisinden ilk kez izole edildi.

Anahtar sbzciikler: Polygala myrtifolia, Tkincil metabolitler, antioksidan

aktivite






ABSTRACT
Phytochemical Investigation of Polygala Myrtifolia L.

CEYiZ, irem
Department of Chemistry, Organic Chemistry Master's Program with Thesis
Supervisor: Prof. Dr. Yurdanur AKGUL
July, 2023, 43 pages

The leaves of Polygala myrtifolia used in this study were collected from
Mersin province Mezitli district in August 2021.The DPPH test of the obtained
methanol extract was performed with EGEMATAL service purchase. According
to the DPPH test, the highest activity (81.40%) was in the extract at 2000ug/
mL concentration, and the lowest activity (9.62%) was in the extract
prepared at 50pg/mL concentration.

Hexane, dichloromethane and butanol extracts were obtained from
the methanol extract by using different solvents with liquid liquid extraction
studies. Column chromatography, chromatotron, crystallization and precipitation
methods were used for the isolation of compounds from apolar and polar extracts.
As a result of our studies, 3 compounds were isolated. While the structures of
two of the isolated compounds were elucidated using 1D -2D NMR and
literature data, the structure of a compound could not be elucidated due to
insufficient amount of substance.

Compound 1 ( 1,5-anhydroglucitol ) and Compound 2 (Frutinone A) were
isolated for the first time from the plant Polygala myrtifolia.

Keywords: Polygala Myrtifolia, secondary metabolites, antioxidant activity.
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1. GIRIS
1.1 Polygala myrtifolia

Polygala, Polygalaceae familyasinin tiirlerinin yaklagik %50'sini olusturan
Polygalaceae familyasinin en temsili tiirlerinden biridir. Yeni Zelanda, Polinezya
ve Arktik bolgeleri disinda tiim diinyada yaygin olarak yetisirler. Baz: tiirler yerel
ve geleneksel tipta balgam soktiiriicii, iltihap giderici ve ayn1 zamanda merkezi sinir
sistemi (CNS) bozukluklarini tedavi etmek i¢in kullanilir (Lacaille-Dubois at al.,
2020).

Polygala myrtifolia, yaygin olarak Mersin Yaprakl Siitotu, Kiigiik Kelebek,
Eyliil Calis1 veya Bodur Tatli Bezelye Calis1 olarak bilinen bir bitki tiiriidiir.
Bitkinin anavatani Giiney Afrika'dir. Bitki morumsu pembe ciceklere sahip siis
bitkisi olarak yetistirilir ve kiigiik yuvarlak kapsiil seklinde meyvelere sahiptir. Bu
cins tim diinyada sicak ve tropik bolgelerde yetistirilir. Polygala ismi siit verimini
arttirmas1 nedeniyle antik Yunanca bir kelime olarak bu cinse verilmistir.
Ulkemizde Siitotu bitkisi Marmara, Ege ve Akdeniz bdlgelerinde peyzaj alanlarinda

kullanilmaktadir (Kog¢ ve Fidan, 2017).

Sekil 1. 1 Polygala Myrtifolia Bitkisi

Giiney Afrika sifali otsu bir bitki olan Polygala myrtifolia L., yerli halk
tarafindan ates, septumda kan ve Oksiirlik gibi tiiberkiilloz semptomlarini tedavi

etmek amaciyla kullanilmaktadir (Haddad at al., 2003).



P. myrtifolia koklerinin EtOH ekstraktindan myrtifoliosides A1/Az , B1/B2 ,
C1/Cz, D1/D2ve E1/E> (1 + 10) adli yeni triterpen glikozit karigimi izole edilmistir
(Haddad at al., 2003)

s! g2

R’ R? R3 R’
Myrtifolioside A; 1 Ara Api Gal st
Myrtifolioside A, 2 Ara Api Gal s2?
Myrtifolioside By 3 H Api Gal s!
Myrtifolioside B, 4 H Api Gal s?
Myrtifolioside C; 5 H H Gal s!
Myrtifolioside C, 6 H H Gal s2
Myrtifolioside D, 7 H Api H st
Myrtifolioside D, 8 H Api H g2
Myrtifolioside E; 9 H Ara H st
Myrtifolioside E, 10 H Ara H s2

Sekil 1. 2 Polygala myrtifolia L. Koklerinden izole Edilen On Yeni Triterpen Glikozit.



1.2 Dogal Bilesikler

Dogal tirtinlerin, 6zellikle bitkilerin sifa i¢in kullanilmasi tibbin kendisi kadar
eski ve evrenseldir. Bitkilerin tedavi edici kullanim1 Siimer uygarligina kadar
uzanir. Diinya Saglik Orgiitii'ne (WHO) gére, diinya ¢apinda insanlarin %75'i hala
birinci basamak saglik hizmetleri i¢in bitki bazli geleneksel ilaglara giivenmektedir
(Sarker at al., 2006).

Dogal f{iriinlerin, essiz yapisal cesitlilikleri, bir¢ogunun nispeten kiigiik
boyutlart (<2000 Da) ve "ilag benzeri" 6zellikleri nedenleri ile genel olarak yeni
ilaglarin baslica kaynaklarindan biri olarak 6nemli rol oynamalar1 beklenmektedir
(Sticher, 2008).

1.3 Bitkilerde Primer Ve Sekonder Metabolizma

Bitki kimyasallar1 primer ve sekonder metabolitler olarak iki kategoride
incelenir. Karbonhidratlar, yaglar, proteinler vb. primer metabolitler olarak
siniflandirthir dogada olduk¢a yaygin bulunurlar. Primer metabolitler bitkinin
fizyolojik gelisimi i¢in gereklidirler ve bitkilerin tohum ile vejetatif dokularinda
fazla miktarda bulunurlar. Bitkilerin gogu alkoloid, terpen, fenolik bilesikler, amino
asitler, bitki aminleri ve glikosidler, vb biinyesinde biriktirir. Bu organik bilesikler
ekonomik agidan da 6nem tasir ve ¢esitli bilimsel, ticari, teknolojik uygulamalara
ham madde olustururlar. Dogal bitki iiriinlerinde bulunan bu organik bilesikler diger

bir adiyla fitokimyasallar ¢ok sayida endiistride dolayli olarak ya da dogrudan



kullanilir. Glintimiizde salisin, taxol ve morfin.ila¢ endiistrisinde kullanilan 6nemli
dogal bitki bilesikleridir (Sekil 1.3).

HO
~
A OH o Hs
o
HNT Y S0
OH O\\\“ "///OH ®O OH
OH

C

o

HsC
o
o

0

&

07//CH3

(0]

Sekil 1. 3 A. Salisin kimyasal yapisi. B. Morfin kimyasal yapisi. C.Taxol kimyasal yapisi

Sekonder metabolitler, biyosentetik yol ile primer metabolitlerden iiretilmistir
(Sekil 1.4). Bitkinin primer metabolizmasinda, sekonder metabolitlerin islevleri
tartismalidir. Cevresel kosullara uyum, tozlasma, , bocek, mikroorganizma ve
avcilara karsi kimyasal savunma, diger bitkilerle rekabette olma gibi fonksiyonlari
olduklan diistiniilmektedir. Bitki bilinyesinde olduk¢a az miktarlarda bulunurlar.
Seconder metabolitlerin ekstraksiyon ile saflastirilmalar1 zordur ¢iinkii bitkinin

farkli biiyiime evrelerinde ve 6zellesmis hiicrelerde sentezlenirler.

Sekonder metabolitlerin bitkideki islevleri tartismalidir. Buna ragmen
sekonder metabolitlerin bitkideki fonsiyonlariyla ilgili bilim adamlarini birlestiren

ortak goriisler soyledir

e Bitkiyi disaridan gelebilecek saldirilara (herbivor, bakteriyal ve fungal
patojen) kars1 korur. Ayni ortamdaki diger bitkilerle olan rekabet giiclerini

artirir,




» Ozellikle bocekleri ¢ekerek tozlasma olusumunu saglar,

* Bitkiyi ¢evresel stres faktorlerine (sicaklik degisimleri, su, 151k, uv) karsi korur
(Oskay D. ve Oskay M, 2009).
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Sekil 1. 4 Bitkilerde primer ve sekonder metabolizma arasindaki iligkiler.

1.4 Bitki Materyalinin Hazirhg:

1.4.1 Bitkinin Secilmesi ve Toplanmasi

Genellikle bitki se¢imi, floristik gesitliligin derin bir literatiir aragtirmasini
igerir. Bitki materyalinin se¢imi farkli yaklasimlarla gergeklestirilir.
e Tamamen rastgele se¢im.
e Etnofarmakolojik raporlar kullanilarak 6zel seg¢im.
llgilenilen bitkileri kemotaksonomik, cografi veya bilesik yapisal tip
tercihlerine gore gruplandirarak sinirlandirarak.
Literatiir Bilgi Se¢im Teknigi (L.1.S.T)

Bitkinin toplanmasi sirasinda calisilacak 6rneklerin saglikli olmasina dikkat

edilmelidir. Mikrobiyal biiyiime veya diger mikrobiyal enfeksiyonlar, &rnegin



fitoaleksin olusumu numune tarafindan iiretilen metabolitleri degistirebilir (Visht

and Chaturvedi, 2012).

1.4.2 Bitki Materyalinin Dogrulanmasi

Toplandiktan sonra, bitki materyali bir taksonomist tarafindan tanimlanmali
veya dogrulanmalidir. En az ii¢ numune hazirlanmalidir. Bu 6rneklerden biri yerel
bir ulusal herbaryumda, digerleri ise uzman bir miizede veya herbaryumda
saklanmali ve gelecekte bagvurmak iizere uygun bir korunan yerde saklanmalidir.

Herbaryumda asagidaki ayrintilar belirtilmelidir:

e Yer
e Rakim
o C(evre

e Ozellikler

e Kimyasal bilesenler

e Bitkinin alinan kismu

e Sezon (Visht and Chaturvedi, 2012).

1.4.3 Kurutma ve Ogiitme

Cogunlukla bitki materyali golgede oda sicakliginda veya 30°C'yi
gecmeyecek sekilde sicak hava firininda kurutulur. Giines 15181, kimyasal
bozulmaya/reaksiyonlara neden olabilen ve bilesik artefaktlarin ortaya ¢ikmasina
neden olabilen ultraviyole radyasyondan olusur, bu nedenle giines 1s1ginin
dogrudan temast Onlenir. Fermantasyon yoluyla yliksek sicakliklarda mantar
bliylimesi ve havalandirma, ikincil metabolitlerin igerigini ve dogasini
degistirebilir. Bitki toplandiktan sonra veya 6gilitme sirasinda baslayan enzimatik
stirecleri veya reaksiyonlar1 onlemek i¢in taze bitki materyali derhal solvent ile

ekstrakte edilmelidir.

Yiiksek verim elde etmek i¢in 6giitme yapilir. Pargacik boyutundaki belirgin
farkliliklar ekstraksiyon siirelerini uzatabilir. Kiigiik pargacik boyutuna sahip

malzeme, daha kisa silirede yiiksek ekstraksiyon degerleri verecektir (Visht and

Chaturvedi, 2012).



1.5 Extraksiyon Yontemleri

Ekstraksiyonun ilk adimi, solventin bitki hiicrelerine/dokularina niifuz
etmesini ve sekonder metabolitlerin ¢oziinmesini son olarak da ¢oziinmis
sekonder metabolitlerin ekstraksiyon solventinde salinmasini igerir. Istenemeyen
bilesenin biiyiik kisminin uzaklastirilmasi i¢in bilesene bagli olarak degisen
polariteye sahip ¢oziiciiler tek basma veya kombinasyonlar halinde kullanilir
(Visht and Chaturvedi, 2012).

Maserasyon (Sicak yag ile ekstraksiyon)

Soxhlet ekstraksiyonu (stirekli ekstraksiyon)

Stiperkritik S1vi Ekstraksiyonu (SFE)

Buhar Damitma

Siiblimasyon

Kati-S1vi Ekstraksiyon

Tablo 1 Ekstaksiyon ilk adiminda kullanilan bazi yontemler.

1.5.1 Solvent Secimi

Genellikle ikincil metabolitler farkli derecelerde polariteye sahiptir. Bu
sebeple ekstraksiyon icin ¢oziicii(ler) secilirken, incelenen ikincil metabolitlerin
¢oziinmesini saglamak 6nemlidir. Solventlerin ayirmasi kolay, inert, zehirsiz,

kolay tutusmaz, etkilesime girmeyen gibi 6zelliklere sahip olmas1 gerekir.



n-Hekzan 00 69 0,33 0,001
Diklorometan 3,1 a1 0,44 1,6
n-Butanol 33 118 2,98 781
1s0-Propanol 3,9 82 23 100
1-Propancl 4 92 2,27 100
Kloroform a1 61 057 0,315
Etil Asetat 14 77 0,45 8,7
Aseton 5,1 56 0,32 100
Metanol 5,1 65 0,6 100
Etanol 5,2 78 12 100

Sekil 1. 5 Ekstaksiyonda kullanilan bazi ¢6zgenler ve 6zellikleri.

1.5.1.1 Polar Coziculer

Polisakkaritler, fenoller, aldehitler, ketonlar, aminler ve diger oksijen i¢eren
bilesikler gibi polar bilesenler, hidrojen bagi olusumu nedeniyle suda ¢oziiliir.
Molekiilde propilen glikol, gliserin ve tartarik asitte oldugu gibi ek polar gruplar
bulunur, polar gruplarin eklenmesi ile suda ¢oziiniirliik biiyiik 6l¢tide artar. Karbon
zincirinin dallanmasi apolar etkiyi azaltir, suda ¢oziiniirliigiin artmasina neden olur
(tigtinciil bitil alkol suyla tiim oranlarda karisabilirken, n-biitil alkol 20°C'de
yaklagtk 8 g/100 ml suda ¢Oziiniir).Su gibi polar ¢oziiciiler, asagidaki

mekanizmalara gore ¢oziicli gorevi goriir:

e Normalde polar ¢oziiciiler, sodyum kloriir gibi kristallerdeki zit yiiklii iyonlar
arasindaki ¢ekim kuvvetini azaltan yiiksek dielektrik sabitine sahiptir. Polar
¢oziici benzeri su, 80'lik bir dielektrik sabitine sahipken, 5'lik bir dielektrik
sabitine sahip olan apolar ¢oziicii kloroformdan daha hizli ¢ozer. Diisiik
dielektrik sabiti nedeniyle iyonik bilesikler, apolar organik ¢oziiciilerde pratik
olarak ¢oziinmez.

e Polar ¢oziiciiler, potansiyel olarak giiclii elektrolitlerin kovalent baglarini asit-
baz reaksiyonlariyla kirarlar, ¢iinkii bu ¢6ziictiler amfiprotiktir.

e Polar ¢oziiciiler, dipol etkilesim kuvvetlerine sahiptir. Ozellikle ¢oziicii
molekiillerin ve iyonlarin ¢oziiniir hale geldigi ve bilesigin ¢oziiniirliigiine yol

acan hidrojen bag1 olusumu 6zelligini gosterirler.



1.5.1.2 Apolar Coziciiler

Polar olmayan solventler, diisiik dielektrik sabitlerine sahiptir ve indiiklenmis
dipol etkilesimleri yoluyla polar olmayan ¢oziinenleri ¢ozer. Iyonik ve polar
¢Oziinenler, polar olmayan c¢oziiciilerde ¢oziinmez veya az ¢oziliniir. Molekiillerin

¢ozlinilirliigiinden zayif Van-Der-Waals ve London tipi kuvvetler sorumludur.

1.5.1.3 Yar Polar Coziiculer

Yar1 polar ¢oziciiler (Ketonlar,alkoller vb.) apolar ¢oziiciide belirli bir
derecede polariteye neden olabilir, 6rnegin benzen kolayca polarize olabilir, alkolde
¢Oziiniir hale gelir. Yar1 polar bilesikler, polar ve apolar sivilarin karigabilirligini

saglayan ara ¢oziiciiler olarak islev goriir (Visht and Chaturvedi, 2012).

1.6 Fraksiyonlama, Saflastirma ve izolasyon

1.6.1 Fraksiyonlama

Ikinci asama fraksiyonlamadir. Ham ekstrak benzer polaritelere veya
molekiiler boyutlara sahip bilesikleri igeren ¢esitli ayr1 fraksiyonlara ayrilir.
Fraksiyonasyon tipi, 6rnege ve ayirmanin amacina baghdir. Eliiat1 ¢ok sayida ¢ok
kiigiik fraksiyonlar olarak toplamak, her fraksiyonun saf bir bilesik icerme
olasiliginin daha yiiksek oldugu anlamina gelir, ancak her fraksiyonu analiz etmek
icin daha fazla caligma gerektirir. Bu ayn1 zamanda, hedef bilesigin o kadar ¢ok
fraksiyona yayilma riskini de tasir ki, eger orijinal olarak sadece diisiik
konsantrasyonlarda mevcutsa, fraksiyonlarin herhangi birinde tespit edilmekten

kacinabilir.

1.6.1.1 Kat1 Faz Ekstraksiyonu (SPE)

Kati faz ekstraksiyonu (SPE) numunedeki analit(ler)in miktarini 6lgmek igin
kromatografik veya baska bir analitik yontem kullanilmadan 6nce bir numuneyi
temizlemek i¢in kullanilir. Prosediir, SPE fazina bir ¢ozelti yiiklemek, istenmeyen
bilesenleri yikamak ve ardindan istenen analitleri baska bir ¢oziicii ile bir toplama
tipline yikamaktir. Kati faz ekstraksiyon prosediirleri, yalnizca g¢evresel

numunelerden eser miktarda organik bilesik ¢ikarmak i¢in degildir , ayn1 zamanda
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ilgilenilen analitleri igeren daha temiz bir ekstrakt elde etmek igin karmasik
matrislerin karisan bilesenlerini uzaklastirmak igin de kullanilir. (Zwir-Ferenc and
Biziuk 2006).

1.6.1.2 Kolon Kromatografisi (CC)

Kolon kromatografisi bir karisimdan bilesiklerin saflastirilmasi i¢in kullanilir
Sabit faz (silis jel) igeren silindir seklindeki bir cam kolon, uygulanan yercekimi
veya dis basing yardimiyla kolondan asagi akan siv1 bir ¢oziicii (mobil faz) ile iistten
yavasga karsilasilir. Numune kolonun iist kismina yiiklenir. Daha sonra ¢oziiciiniin
kolon boyunca asagi akmasina izin verilir. Karisimdaki bilesikler, duragan faz
(silika jel) ve hareketli faz ile farkli etkilesim kabiliyetine sahiptir, dolayisiyla
hareketli faz boyunca farkli zaman araliklarinda veya derecelerde akacaktir. Bu
sekilde bilesiklerin karisimdan ayrilmasi saglanir. Ayri ayri bilesikler, fraksiyonlar
halinde toplanir ve yapinin aydmlatilmas: i¢in ayrica analiz edilir (Bajpai et

al.,2016).

1.6.1.3 Boyut Dislama Kromatografisi (SEC)

Boyut digslama kromatografisinde, duragan faz, molekiiler boyutlarda ¢ok
sayida gozenek iceren polimerik bir maddedir. Molekiiler boyutu yeterince kiigiik
olan ¢oOzilinenler, gozeneklere diflize olmak i¢in mobil faz1 terk edecektir.
Gozeneklere sigmayacak biiyiik molekiiller mobil fazda kalir ve tutulmaz. Bu
yontem c¢ogunlukla, ¢éziinenlerin molekiiler boyut olarak 6nemli 6l¢lide degistigi

karisimlarin ayrilmasi i¢in uygundur. Bu tipteki mobil faz, sivi veya gaz olabilir

(Kondeti at al., 2014).

1.6.1.4 Vakum Siv1 Kromatografisi (VLC)

VLC, eliient akis oranlarini hizlandirmak i¢in uygulanan bir vakum ile kolon
olarak calistirilan hazirlayic1 bir ITK olarak diisiiniilebilir. Bu, plakalarm bir
calismadan sonra kurutulabildigi ve daha sonra yeniden eliie edilebildigi hazirlayict
ITK’ya benzer. Son on yilda VLC, operasyon basitligi nedeniyle dogal iiriinler
alaninda giderek daha fazla kullanilmaktadir. 30 g'a kadar ekstrakt ayrimi

miimkiindiir. VLC' de farkli kromatografik destekler kullanilmstir: silika jel (hem
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normal hem de ters faz), A1203, CN, diol ve poliamid. En popiiler eluent, artan
oranlarda etil asetat i¢ceren heksandir. VLC, esas olarak MPLC, HPLC gibi diger
ayirma adimlarindan 6nce dogal iiriinlerin fraksiyonlanmasi igin kullanilir ( Sticher,

2008).

1.6.2 Saflastirma ve izolasyon

Uciincii son asama, istenen bilesenin yeterli saflikta ayrilmasini igeren HPLC
veya ITK ile elde edilir.

1.6.2.1 ince Tabaka Kromotografisi (ITK)

Ince tabaka kromatografisi bir reaksiyonun ilerleyisini izlemek, belirli bir
maddede bulunan bilesikleri belirlemek, bir maddenin safligini belirlemek icin
kullanilir. Ince tabaka kromatografisi, kat1 faz olarak aliiminyum oksit veya silika
jel ile kaplanmis ince bir cam veya aliiminyum levha kullanir. Hareketli faz,
karisimdaki bilesenlerin dzelliklerine gore secilen bir ¢oziiciidiir. ITK'nin prensibi,
bir bilesigin bir cam veya plastik plakaya uygulanan kati sabit faz (ince tabaka) ile
kat1 faz tizerinde hareket eden s1vi mobil faz (eluting solvent) arasinda dagilimidir.
ITK plakasinin tabanmin hemen {izerindeki bir baslangi¢ noktasina az miktarda bir

bilesik veya karigim uygulanir

Coziicti, kilcal hareket yoluyla plaka iizerindeki pargaciklardan cekilir ve
¢oOziicii karisim tlizerinde hareket ettikge, her bir bilesik ya kat1 fazda kalir ya da
¢oziicii i¢inde ¢oziinerek plakay1 yukari hareket ettirir. Bilesigin iist siralara ¢ikip
cikmadigi, o bilesigin fiziksel 6zelliklerine ve dolayisiyla molekiiler yapisina,
ozellikle fonksiyonel gruplarma bagldir. “Benzer Benzeri Cozer” ¢oziiniirliik
kuralina uyulur. Bilesigin fiziksel 6zellikleri hareketli faza ne kadar benzerse,
hareketli fazda o kadar uzun siire kalacaktir. Hareketli faz, en ¢ok ¢Oziinen
bilesikleri ITK plakasinin en yukarisma tasiyacaktir. Hareketli fazda daha az
¢oziinen ve ITK plakasindaki parcaciklara kars1 daha yiiksek bir afiniteye sahip olan
bilesikler geride kalacaktir (Sherma and Fried, 1987).
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1.6.2.2 Yiiksek performanOsh sivi kromatografisi (HPLC)

Yiiksek performansli sivi  kromatografisi (HPLC) yontemi, kolon
kromatografisi prensibine dayali olarak 1970'lerde gelistirilmistir. HPLC,
karisimda mevcut olan ve numune ¢6zeltisinde ¢oziinmiis ilgili bilesenleri ayirmak
icin kullanilan bir sivi kromatografisi yontemidir. Hareketli fazin yiiksek basing
(yaklasik 3000 psi) altinda dolgulu kolondan pompalanmasina dayanir. “Yiiksek
Basingli Sivi Kromatografisi” olarak da adlandirilir. Numune kolona enjekte
edildiginde karisimin bilesenleri ayrilir. Numune karisiminin bilesenleri, karisimda
ve/veya numune c¢ozeltisinde bulunan ilgili bilesenin davranigsina bagli olarak
kolondan farkli oranlarda gecirilir. HPLC'de temel ilke, hareketli fazin yiiksek
basin¢g uygulanarak dolgulu bir kolondan pompalandig: kolon kromatografisidir.
Sabit faz kolonun alt ucunda bulunurken, kolonun diger ucu basingh hareketli faz

kaynagina baglidir (Akash and Rehman, 2020).

1.7 Spektroskopik Yontemler

Spektroskopi, enerjinin (veya elektromanyetik radyasyonun) madde ile
etkilesiminin incelenmesidir. Elektromanyetik radyasyon maddeye uygulandiginda
emilebilir, yayilabilir ve kimyasal bir degisime neden olabilir veya atomlara veya
molekiillere bulasabilir (Solomons and Fryhle, 2004). Farkli molekiil, farkli dalga
boylarindaki radyasyonu emer. Emilen radyasyon miktari, radyasyonun dalga

boyuna ve bilesigin yapisina baglidir.
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Sekil 1. 6 Elektromanyetik Spectrum.

1.7.1 Niikleer Manyetik Rezonans (NMR)

Niikleer Manyetik Rezonans (NMR) spektroskopisi, bir 6rnegin safsizligin
kontrol etmek amaci ile kullanilabilmekle birlikte en fazla molekiiler yapisini

belirlemek i¢in kullanilan yontemdir.

1H NMR ve 13C NMR spektroskopileri tiim organik bilesiklerin molekiilde
bulunan protonlarin ve karbonlarin (ve nitrojen, florin vb. diger elementlerin) sayis1
ve tiirleri ile bu atomlar arasindaki iligskiler hakkinda bilgi verir. Tek boyutlu
teknikler ( *HNMR,*3CNMR,**C-DEPT), iki boyutlu teknikler (*H-'H COSY, H-
13C HMBC, HMQC, HSQC) analizlerinde siklikla bilinmeyen bilesiklerin yapi

tayinlerinde kullanilmaktadir.

1.7.2 Kiitle Spektrometrisi (MS)

Kiitle spektrumu, ornekteki bilesiklerin kolaylikla hareket edebilen iyonlara
doniistiiriilmesi ve bu iyonlarin kiitle/yiik oranina gore siralanmasiyla elde edilir.
Bir kiitle spektrumu kimyasal yapi1 hakkinda o6nemli bilgiler verir. Bazi
bakimlardan, IR ve NMR spektrumlarina gore kiitle spektrumu daha kolay
tanimlanir. Ciinkii bilgiler, bir 6rnegin, yapisal bilesiminin molekiiler kiitlesi
cinsinden ifade edilir. Ayrica kompleks karigimlarin kantitatif analizlerinde de

kullanilir.
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1.7.3 Infrared Spektroskopisi (IR)

IR spektroskopisi kizilotesi spektroskopinin kisaltmasidir. Elektromanyetik
spektrumun goriiniir 1s1ktan daha uzun dalga boyuna ayni zamanda daha diisiik
frekansa sahip 1sikla ilgilenir. Bu yontemin prensibi kimyasal baglarin titresiminin
kizil o6tesi (IR) radyasyonun absorbsiyonu ile 6lgiilmesidir. Kimyasal baglarin
biiziilme, gerilme, ve biikiilme gibi titresim hareketleri ile kizil 6tesi radyasyonu
absorbe edilir ve spektral piklerin olugmasini saglayan da kimyasal baglarin
titresimlerindeki degisimdir. Biitiin fonksiyonel grup kendine 06zgii titresim
sikligina sahiptir yani her spekturum (kizil 6tesi 151k) 6zgiildiir (Kilig ve Karahan,
2010).

1.7.4 UV-VIS Spektrometrisi

UV-VIS spektroskopisi, dalga boyunun bir fonksiyonu olarak UV (10-400
nm) ve VIS (400-800 nm) bolgelerindeki 1s1k yogunlugunu 6lgmek i¢in kullanilan
spektrofotometrik teknik olarak tanimlanan en eski analitik teknik olarak kabul
edilir. Analit, belirli dalga boyundaki 15181 emer (yalnizca UV ve VIS) ve analit
tarafindan emilen radyasyon miktar1 Slgiilir. UV-VIS spektrumu, absorpsiyon
yogunluguna karst dalga boyu veya frekansin bir grafigidir. Organik,
inorganik,biyokimyasal ve farmasétik bilesikler gibi ¢esitli maddeleri analiz etmek
icin temel olusturur (Akash and Rehman 2020).
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2. Materyal ve Metotlar
Ince Tabaka Kromatografisi (TLC), Acik Kolon Kromatografisi (CC) ve

Preparatif ince tabaka kromatografisi deneysel ¢alismalarinda sirasiyla SilicaGel 60
F254 (Merck 5554) aliiminyum tabakalar; SilicaGel 60 (Merck 7734) ve (PTLC)
calismalarinda SilicaGel 60 F254 (Merck 5744) kimyasallar1 kullanildi. Santrifiijel
ince tabaka kromatografisi (CPTLC) calismalar1 4 mm SilicaGel GF (Analtech)
plaka kullanilarak gerceklestirildi. TLC tabakalar {izerindeki UV lekeler Desaga
Uvis kullanilarak 254 ve 366 nm UV lambasinda tespit edildi. Ardindan TLC
plakalarma % 20 H.SOus/etanol reaktifi piiskiirtiildii ve plakalar 120°C'ye kadar
wsitilarak goriiniir lekeler tespit edildi. izole edilen bilesiklerin erime noktalar
Gallenkamp erime noktasi cihazi ile tayin edildi. Metanol ana ekstrenin DPPH
aktivite ¢aligmasi, EGE MATAL da hizmet alimi ile gerceklestirildi. izole edilen
bilesiklerin yapisal tayini i¢in 1H-NMR, 13C-NMR ve gerekli ise 2D-NMR
spektrumlar1 400 MHz Varian NMR spektrometrede hizmet alim1 ile EBILTEM -
NMR laboratuvarinda gergeklestirildi. Literatiir verilerine ulasimda SciFinder veri

taban1 kullanildi.

2.1 Bitki Materyali

Polygala myrtifolia L. Agustos 2021°de Mersin ili Mezitli ilgesinden
topland1. Dr. Volkan EROGLU tarafindan tanimlanan bitki materyali &rnegi Ege
Universitesi Herbaryum Merkezinde (EGE.HERB.43869) saklanmaktadir.

2.2 Bitki Ekstrelerinin Hazirlanmasi

Polygala myrtifolia yapraklar1 oda sicakliginda golgede bir ay siireyle
kurutuldu. Kurutulan yapraklar laboratuvar blenderi kullanilarak toz haline
getirildi. Elde edilen 914.48 g 6giitiilmiis kuru bitki materyali MeOH ile ekstrakte

edildi. Yapilan ekstraksiyon ¢alismalar1 Sema 3.1 de verilmistir.



Sema 2. 1 Polygala myrtifolia Yapraklarinin Ekstrelerinin Hazirlanmas.
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2.3 Izolasyon ve Saflandirma

2.3.1 Bilesik 1

Bilesik 1 metanol ana ekstresinden (ME), eter ¢oktiirmesi ile elde edildi.(Sema 3.2)

Sema 2. 2 Bilesik 1 igin izolasyon ve Saflandirma Calismalart
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2.3.2 Bilesik 2
Bilesik 2 DCM ekstresinden elde edildi .(Sema 3.3)

Sema 2. 3 Bilesik 2 igin izolasyon ve Saflandirma Calismalari
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2.3.3 Bilesik 3
Bilesik 3 hekzan ekstresinden elde edildi. ( Sema 3.4)

Sema 2. 4 Bilesik 3 igin Izolasyon ve Saflandirma Calismast.



20

Bilesik 3 Bilesik 2 Bilesik 1

uv %20 H2S04 uv %20 H2SO4 | %20 H2SO4

Sekil 2. 1 1zole edilen bilesiklerin ITK kontrolleri: Bilesik 3
ITK sonucu. Cozgen Sistemi: 80:20:2- CH2CI2-MeOH-H20 ; Bilesik
2 ITK Sonucu. Cézgen Sistem: 5:5- Hegzan-Aseton; Bilesik 1 iTK
Sonucu. Cozgen Sistemi: 70:30:3- CH2CI2-MeOH-H20

2.4 DPPH Analizi

Elde edilen ME ana ekstrenin DPPH aktivite ¢alismasi, EGE MATAL da
hizmet alimu ile gergeklestirildi. (Tablo 2.1)

i- i-1000 i-500 i-250pg/mL i-100 pg/mL | i-50 pg/mL
2000pg/ pg/mL pg/mL
mL
DPPH (mM
AAEJ’g} 90,8 86,08 66,5 51,9 31,61 12,10
Ygiderim 81,40 71,07 59,2 45,92 27,40 9,62

Tablo 2. 1 Ana Ekstre DPPH Sonuglari.

DPPH metodunun temeli DPPH radikali ile etkilesime giren bitki
ekstraktindaki antioksidanlarin ylizdesine dayanmaktadir. Tablo 2.1 de verilen

sonuglara gore alti farkli konsatrasyonlarda (50, 100, 250, 500, 1000 ve 2000
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ug/mL) hazirlanan metanol ekstraktlarinda DPPH radikali giderme aktivitesinin
konsatrasyona bagli olarak degistigi goriilmektedir. Sonuglar % giderim olarak
belirtilmistir ve dogal antioksidan olan Askorbik asit esdegerleri ile
karsilastirilmistir. Bitki ekstresinde konsantrasyon arttikca antioksidan aktivite
artmaktadir. En yiliksek aktivitenin (%81.40 ) 2000ug/mL konsantrasyondaki
ekstrakta, en digiik aktivitenin (%9.62) 50pg/mL konsantrasyonda hazirlanan

ekstrakta oldugu goriilmiistiir.

3. Sonuglar

3.1 Bilesik 1

Bilesik 1, beyaz toz halinde elde edildi (241 mg, Erime noktasi 142°C-
143°C). *H-NMR (Sekil 3.2), *C-NMR(Sekil 3.3), Cosy (Sekil 4.5), HMBC
(Sekil3.6) ve HSQC (Sekil 3.7) spektrumlar1 incelendiginde, hidrojen sayisinin
fazla ¢ikmasi nedeni ile D20 Exchange spektrumu (Sekil 3.2) aldirildi. Bazi piklerin
goriiniirliigiinii yitirmesi sonucunda, bu piklerin OH Hidrojenleri oldugu tespit
edildi. *H -NMR ve 3C-NMR verilerinin (Tablo 3.1), SCI Finder litteratiir verileri
15181 altinda degerlendirilmesi sonucunda, bu bilesigin  yapisinin  1,5-
Anhidroglusitol oldugu tespit edildi. (Yuan and Hollingsworth, 2011;Zhang at al.,
2017;Li at al.,2018). Bilesik 1 bu bitkiden ilk kez izole edildi.

HO
\
HO v 0
i
HO %—OH

Sekil 3. 1 Bilesik 1 (1,5-Anhidroglusitol).
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1,5-Anhidroglusitol ilk olarak Chodat tarafindan 1888 yilinda Polygala amara

L. bitkisinden izole edildi ve yapist 1943 yilinda belirlendi (Yamanouchi and
Akanuma, 1994). Iliman ve tropikal bolgelerde yaygin olarak buluna Polygala
cinsinin P. vulgaris, L., P. tenuifolia ve P. Senega, tiirlerinden 1,5-Anhidroglusitol
izole edilmistir (Richtmyer and Hudson, 1943).Ayrica Polygala tenuifolia bitkisinin
kok kismindan 1,5-Anhidroglusitol izole edilmistir ( Takiura and Honda, 1964).1,5-
Anhidroglusitol Giiney Afrika ¢igekli bitkilerinden olan Proteeae familyasina ait
Protea compacta, P. cynaroides, P. eximia, P. lepidocarpodendron, P. neriifolia, P.
obtustjolia, P. pityphylla, P. Repens( Boeyens at al., 1983) ve Protea susara (Leon

at al., 2014) tiirlerinden de izole edilmistir.

1,5-Anhidroglusitol (AG), 1-deoksi glukopiranoz yapisinda, alti karbon
zincirli bir monosakkarittir. insan viicudunda en bol bulunan poliollerden biridir.
(Yamanouchi at al., 1996). insanlarda bu polioliin varlig: insan plazmasinda ve
beyin omurilik sivisinda gosterilmistir (Stickle and Tiirk, 1997). Cok g¢esitli
gidalarda bulunur. En ¢ok soyada bulunmaktadir daha sonra piringte ve makarnada
bulundugu saptanmistir. Ayrica 1,5-AG et, balik, meyve, sebze, cay, siit ve peynirde

az miktarlarda bulunabilmektedir (Yamanouchi at al., 1992).

Gidalarda bulunan 1,5-AG, bagirsaklardan absorbe edildikten sonra viicutta
stok olusturur ve gesitli organlara yaygin olarak dagilir. Giinliik 6gtlinlerden alinan
1,5-AG miktar1 viicutta depolanandan daha azdir. Fazla alinirsa idrarla atilir (Koga,
2014). 1,5-AG'in insiilin salgilamaya etkisi oldugu ve insiilin salgilanmasinin

diizenlenmesinde gorev alabilecegi diisiiniilmektedir (Yamanouchi at al., 2003).


https://www.google.com/search?sxsrf=APwXEdcKUrd4Q--sPPru1Qnl522dgRVjbQ%3A1680080087902&q=proteeae&si=AMnBZoEZ8aFftZu792frFYrnK9KQYGXRL3UTeDeHB9-uc0sfFRb0YJLaPE0ZDpPQV5M-0O60zg9pIwcvdb0z6vX6Zue51j6LhFds-_Oyw_cIFexuBj5tw9Tjxzf8R1K7yNjaFLpC3yCNpCM6_gSIz3_nH6kGsOF-8ORJUKozX9o63kL1R0cDVsNptiJ3alZQHEz7fm6_srKeu91DI0A4Fxoaqa1I7LyQoA%3D%3D&sa=X&ved=2ahUKEwjbldWG4oD-AhUDMuwKHWzBCUEQmxMoAXoECCYQAw
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Karbon 1BC (ppm) 'H (ppm)
No
1 69.93 2.91-2,98, 1H,m;
3.66-3.70,1H,dd
HO
2 70.29 3.17-3.23, 1H,m \
3 78.89 3.00-3.07, IHm HO e 0
4 70.72 2.91-2.98, 1H,m / %
2_—OH
HO
5 81.98 2.91-2.98, 1H,m
6 61.87 3.32-3.38, IH,m

3.59-3.64, 1H, dd

Tablo 3. 1 Bilesik 1 *3C ve *H NMR verileri.
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3.2 Bilesik 2

Bilesik 2, beyaz toz halinde elde edildi (100 mg, en: 234-236 °C). *H-NMR
(Sekil 3.9) ve 3C-NMR (Sekil 3.10) spektrumlarmin degerlendirilmesi ve literatiir
verileri esliginde yapist Frutinone A -kromeno[4,3-b] kromen-6,7-dion-olarak
tanimlandi. (Di Paolo at al., 1989;Dong at al., 2016;Lei at al., 2015; Tablo 3.2).
Bilesik 2, Frutinone A bu bitkiden ilk kez izole edildi. (Sekil 4.8)

1989 yilinda Giiney Afrika’da biiyliyen kiigiik calilardan olan Polygala
fruticosa berg yapraklarinin diklorometan ekstresinden Frutinone A izole edildigi
literatiirlerde yer almaktadir. (Di Paolo at al., 1989). Ayrica Polygala gazensis
toprak {istii kisimlarinin diklorometan ekstresinden Frutinone A izole edilmistir
(Bergeron at al., 1997). 1997 yilindan sonra Frutinone izolasyonuna ait literatiir

verileri saptanmamustir.

Literatiir verilerinde Frutinone A'nin ¢esitli biyokimyasal ve fizyolojik
etkilere sahip oldugu gosterilmistir. In vitro ¢alismalar, anti-enflamatuar, anti-
oksidan anti-bakteriyel, anti-fungal ve anti-kanser etkilerinin yani sira ¢esitli
enzimlerin ve reseptorlerin aktivitesini modiile etme kabiliyetine sahip oldugunu
gostermistir (Shin at al., 2014;Calitz at al.,2014). In vivo ¢alismalar, inflamasyonu
azaltabilecegini, oksidatif stresi azaltabilecegini ve insiilin duyarliligini iyilestirdigi
gosterilmistir (Xiao at al., 2023;Amaeze at al., 2021).

o) O

Sekil 3. 8 Bilesik 2 (Frutinone A)
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Karbon No 13C (ppm) 1H (ppm)

1 124.2 8.16-8.19,1H,dd; J:1.2, 7.8, 1.6 Hz
2 124.8 7.40-7.49,2H, m

g 1355 7.70-7.78,2H, m

4 117.3 7.35-7.37, 1H, dd; J: 8

4a 154.2 -

6 156.2 -

6a 105.0 -

7 172.9 -

7a 124.4 -

8 126.8 8.28-8.30, 1H,dd; J:1.6, 8, 1.6 Hz
9 126.6 7.40-7.49,2H, m

10 134.8 7.70-7.78,2H, m

11 117.8 7.60-7.61, 1H, d; J:7.6 Hz
lla 154.3 -

12 164.9 -

12a 113.1 -

Tablo 3. 2 Bilesik 2 *C ve 'H NMR verileri.
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3.3 Bilesik 3
Bilesik 3, yesil yagimsi yapida elde edildi (10 mg). UV aktif olan bilesik 3’iin
madde miktarinin az olmasi1 ve safsizlik igcermesi nedeni ile yap1 aydinlatma

caligmalar1 tamamlanamadi.

Sekil 3. 11 Bilesik 3 1H-NMR Spektrumu
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