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OZET

Bu ¢alismada, Manisa Spil dagindan toplanmis olan Centaurea cyanus un kurutularak toz edilmis
toprak iistii kisimlarindan, n-hekzan, kloroform ve metanol ekstreleri hazirlanmistir. Cesitli kromatografik
yontemler kullanilarak n-butanol ekstresi iizerinde fraksiyonlama ve izolasyon iglemleri gerceklestirilmistir.
Izole edilen saf maddelerin yapi tayinleri spektroskobik yontemler ('H ve *C NMR) kullanilarak
gerceklestirilmistir. Bazi fraksiyonlarda ticari saf standart maddeler kullanilarak ITK ile analiz yapimistir.
C. cyanus’tan elde edilen n-BuOH ve MeOH ekstrelerinin icerikleri UPSK ile flavonoit bilesikleri ve
klorojenik asit igerigi acisindan incelenmistirr. Sonug¢ olarak, C. cyanus’tan izoramnetin-7-O-[-D-
glukopiranozit ve apiin bilesikleri izole edilmistir. Siringin, klorojenik asit ve apigenin varligi ise ITK ile
tespit edilmistir. Ayrica, ekstrelerde klorojenik asit, homoorientin, luteolin-3-O-glikozit ve luteolin-4-O-
glikozit bulundugu UPSK metodu ile belirlenmistir. Bitkide siringin, homoorientin, luteolin-3-O-glikozit ve
luteolin-4-O-glikozit varligi bu ¢alisma ile ilk kez ortaya konmaktadir.

Anahtar kelimeler: Centaurea cyanus, izoramnetin-7-O-f3-D-glukopiranozit, apiin, ITK, UPSK, NMR.

ABSTRACT

In this study, n-hexane, CHCl; and MeOH extracts from dried and powdered aerial parts of C. cyanus
collected from Manisa, Mountain Spil were prepared. Fractionation and isolation procedures were
performed on the n-BuOH extract by using several chromatographical methods. Structure elucidation of the

pure compounds were performed by using spectroscopic methods ('H and °C NMR). Identification studies
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were performed with TLC by using commercial pure standarts on some fractions. Contents of the n-BuOH
and MeOH extracts prepared from C. cyanus were determined by comparing flavonoids and chlorogenic
acid standarts on UPLC instrument. As a result, isorhamnetin-7-O-U-D-glucopyranoside and apiin were
isolated from C. cyanus. Syringin, chlorogenic acid and apigenin were identified by using a TLC method.
Furthermore, chlorogenic acid, homoorientin, luteolin-3-O-glycoside and luteolin-4-O- glycoside were
determined in the extracts by using an UPLC method. Syringin, homoorientin, luteolin-3-O-glycoside and

luteolin-4-O-glycoside were reported for the first time in C. cyanus by our work.

Key words: Centaurea cyanus, isorhamnetin-7-O- 3 -D-glucopyranoside, apiin,, TLC, UPLC, NMR.

GIRIS

Asteraceae familyasinin Cardueae tribusunda yer alan Centaurea L. cinsi diinyada yaklagik
500 tiir ile temsil edilmektedir. Asya, Avrupa, Kuzey Afrika ve Amerika’da yayilis gdsteren bu
tiirlerin biiylik bir cogunlugu Bat1 Asya ve Akdeniz Bolgesi’nde yogunlasmistir (1). Centaurea L.
Tiirkiye florasinda %61.1°i endemik olmak iizere 192 taksonla temsil edilmekte ve 6zellikle Bati,
Gilineybati ve Orta Anadolu’da dogal olarak yetismektedir. (2, 3, 4). Tiir sayisinin ve endemizm
oraninin yiiksek olmasi, Anadolu’nun Centaurea cinsi igin gen merkezi olabilecegini

diistindiirmektedir.

Centaurea tiirleri, lilkemizde halk arasinda peygamber ¢igegi, zerdali dikeni, coban kaldiran,
timur dikeni gibi isimlerle bilinmekte ve ¢ok uzun yillardir midevi, gégiis yumusatici, ates
diisiiriicti, ishal kesici, adet getirici ve istah acic1 olarak kullanilmaktadir (5). Baz tiirlerin sitmada,
hemoroit, abse ve yara tedavisinde kullanildig1 da kayithidir (6, 7). Diinyada da ¢esitli Centaurea
tiirleri geleneksel halk tibbinda ¢ok degisik amaclarla kullanim bulmaktadir (8). Yapilan gesitli
arastirmalarla, Centaurea tlrlerinin antimikrobiyal (9, 10), antioksidan (11), antienflamatuvar (9,
12), antiiilserojenik (13), sitotoksik (14) ve antiprotozoal (9, 15) aktivite gosterdigi saptanmistir.
Centaurea tirleri ile yapilan fitokimyasal caligmalarda elde edilen ana bilesik gruplari,
seskiterpenler (16, 17), flavonoitler (17), lignanlar (18, 19) ve bunlarin glikozitleridir. Bununla
birlikte indol alkaloidleri (20), triterpenler (21), monoterpenler (22), ditiyofenler (23), steroidal
glikozitler (24) ve antosiyaninler de (25) izole edilmistir.

Bu calisma, iilkemizin tibbi bitkilerinden olan C. cyanus’un sekonder metabolitlerinin

kromatografik ve spektroskopik yontemler kullanilarak belirlenmesi amactyla yiiriitiilmiistiir.
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MATERYAL VE YONTEM
Materyal

Centaurea cyanus ¢igeklenme doneminde (2004-Haziran), Manisa Spil dagi, 709 m’den
toplanmistir  (38°35'15.6"N  27°25'24.1"E). Bitkinin herbaryum 06rnegi hazirlanarak, Ege
Universitesi, Eczacilik Fakiiltesi Herbaryumu’na kaydedilmistir (IZEF 5685).

Ekstraksiyon ve izolasyon

Kurutularak toz edilmis C. cyanus’un toprak iistii kisimlar1 (400 g), sirasi ile n-hekzan,
CHCIL;, ve MeOH (2 x 2.5 L) ile, ultrasonik banyoda ekstre edilmistir. Solvanlar evaporatorde
kuruluga kadar ugurularak, n-hekzan (4.6 g), CHCl; (5.66 g) ve MeOH (12.14 g) ekstreleri elde
edilmistir. MeOH ekstresi n-butanol ile partisyona tabi tutulmustur. Zengin bir ITK profiline sahip
olmas1 nedeni ile, BuOH ekstresi (10 g), RP C-18 silika jel kolona (200 g,) uygulanmistir. Vakum
stv1 kromatografisi (VSK) ile fraksiyonlama iglemine, ¢6ziicii sistemi H,0:MeOH (100:0— 0:100
(%10’1uk artiglarla, 1’er L ) seklinde degistirilerek devam edilmis ve CHCl;:MeOH (sirasiyla 2:8,
4:6 ve 5:5, 200’er ml) ¢oziicii sistemleriyle farksiyonlama iglemi tamamlanmigtir. Ayirma islemi
sonucunda toplam 95 ana fraksiyon elde edilmigtir. Fr.35-40 ’in (498 mg) acik kolon
kromatografisi (AKK) ile Sefadeks kolondan %100 MeOH ile eliisyonu sonunda 249 fraksiyon
toplanmigtir. 174-185 no’lu fraksiyonlar birlestirilerek bilesik 1 (29 mg) elde edilmistir. Ayni
kolondan elde edilen Fr.125-135 (27 mg) silika kolona (CH,Cl,-MeOH; 95:5—70:30, %2.5 azalma
ile) uygulanmis ve bilesik 2 (16 mg) elde edilmistir.

Izolasyon calismalar1 esnasinda elde edilen bazi fraksiyonlarda, flavonoit yapisindaki
maddelerin ve fenolik asitlerin varligmin belirlenebilmesi amaci ile standart 6rneklerle ITK
karsilagtirmas1 yapilmistir. Normal faz silika jel plak i¢in EtOAc/HCOOH/CH;COOH/H,O
(100:11:11:26) solvan sistemi, selilloz cam plak i¢in ise BuOH/CH;COOH/H,O (4:1:5-iist faz)

solvan sitemi kullanilmustir.

Total ekstrelerin igerikleri, Ultra Performansli Sivi Kromatografisi (UPSK) cihazinda 18
flavonoit bilesigi (akasetin, apigenin, hesperidin, homoorientin, luteolin 3’-O-glukozit, kemferol,
izosaftozit, izoviteksin, luteolin 4’-O-glukozit, luteolin, naringenin, orientin, kersetin, kersitrin,
rutin, skutellarin, saftozit ve viteksin) ve klorojenik asit standartlar1 ile karsilastirilarak

incelenmistir.



288 Gokgen TAN, Siira BAYKAN EREL, Serdar DEMIR, Ismail AKGUN, Erdal BEDIR,
Canan KARAALP

Calisma kosullari:

ITK: 60 Fys4 (Merck) ve Lichroprep RP-C18 (Merck) aliiminyum plaklar, vanilin/siilfiirik
asit belirteci, seliiloz cam plak (Merck), Natural Products-Polietilenglikol Belirteci (NP/PEG,
Roth), 254 ve 366 nm UV dedeksiyon.

VSK: Lichroprep RP-C18 (Merck, 25-40 pm) kolon dolgu materyali.

AKK: Kiesel gel 60 Fys4 (Merck, 40-63 pm) ve Sefadeks LH-20 (Ge Healthcare) kolon

dolgu materyaleri.
NMR: Varian 400 MHz, ¢oziicii: DMSO-ds, standart: Tetrametil silan (TMS).

UPSK: Thermo Scientific, Kolon: Thermo Scientific Hypersil Gold C-18, 1.9 um 2.1 x 50
mm, solvan sistemi: A: H,O (%0.25 CF;COOH ile), B: Asetonitril (%0.25 CF;COOH ile), C:
MeOH, enjeksiyon hacmi: 1ul, dedeksiyon:190-800 nm, gradiyent: 96:4:0—0:0:100 (5 dk’da %10
artis).

SONUC VE TARTISMA

C. cyanus’tan izolasyon ve saflastirma islemleri sonucunda izole edilen bilesik 1 ve 2’nin 'H ve *C
datalarinin literatiir verileri ile karsilastirilmasi ile flavonoit yapisinda olan bu maddelerin

sirasiyla izoramnetin-7-O-B-D-glukopiranozit ve apiin olduklar1 belirlenmistir (26).

Izoramnetin-7-0-B-D-glukopiranozit

OH

HO

OH HO OH (o}

'"H NMR (5 ppm) 6.46 (1H, d, H-6, J=2.4 Hz), 6.87 (1H, d, H-8, J =2.4 Hz), 7.80 (1H, d, H-
2', J=2 Hz), 6.97 (1H, d, H-5', J=8.8 Hz), 7.75 (1H, dd, H-6', J=2 -8.4 Hz), 5.07 (1H, d, H-1", J=7.2
Hz), 3.87 (3H, s, OCHs), *C NMR (5 ppm) 148.02 (C-2), 136.92 (C-3), 176.78 (C-4), 161.03 (C-
5), 99.47 (C-6), 163.44 (C-7), 95.34 (C-8), 156.39 (C-9), 105.38 (C-10), 122.53 (C-1"), 112.52 (C-
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2", 149.72 (C-3'), 148.12 (C-4"), 116.26 (C-5"), 122.61 (C-6"), 100.78 (C-1"), 73.85 (C-2"), 77.19
(C-3"), 70.36 (C-4"), 77.99 (C-5"), 61.36 (C-6"), 56.51 (OCH).

Apiin

HO
HO

"H NMR (8 ppm) 6.85 (1H, s, H-3), 6.40 (1H, s, H-6), 6.79 (1H, s, H-8), 7.93 (1H, d,H-2' J=
8.8 Hz), 6.92 (1H, d, H-3', ]=8.8 Hz), 6.92 (1H, d, H-5', J=8.8 Hz), 7.93 (1H, d, H-6', ]=8.8 Hz),
5.14 (1H, d, H-1", J=7.6 Hz), 5.33 (1H, d, H-1", J=1.2 Hz) *C NMR (5 ppm) 164.50 (C-2), 103.78
(C-3), 182.66 (C-4), 162.16 (C-5), 98.88 (C-6), 163.38 (C-7), 95.51 (C-8), 157.62 (C-9), 106.10
(C-10), 121.64 (C-1"), 129.29 (C-2'), 116.71 (C-3"), 161.90 (C-4), 116.71 (C-5'), 129.29 (C-6"),
100.10 (C-1"), 77.47 (C-2"), 76.77 (C-3"), 70.50 (C-4"), 77.72 (C-5"), 61.22 (C-6"), 109.42 (C-1"),
76.42 (C-2"), 79.95 (C-3"), 74.67 (C-4™), 64.90 (C-5").

Fraksiyonlarda siringin, klorojenik asit ve apigenin varligi ITK ile saptanmistir. n-BuOH ve
MeOH ekstrelerinde ise klorojenik asit, homoorientin, luteolin-3-O-glikozit ve luteolin-4-O-

glikozit bulundugu UPSK metodu ile belirlenmistir.

Daha once yapilmis olan calismalarla, C. cyanus tohumlarindan, 2 epoksilignan bilesigi
berkemol ve larisirezinol-4-O--D-glukopiranozit (27), bir bagka ¢alismada ise indol alkaloitleri
(mosamin, cis-mosamin, sentsiyamin ve cis-sentsiyamin) izole edilmistir (20). C. cyanus’un toprak
iistii kisimlarindan kersetin, kemferol, izoramnetin, kersetin-7-O-B-D-glukozit, izoramnetin-7-O-3-
D-glukozit, kemferol-7-O-p-D-glukozit, apigenin, luteolin, hispidulin, apigenin-7-O-p-D-glukozit,
apigenin-4'-O-B-D-glukozit, luteolin-7-O-B-D-glukozit, apiin, luteolin-7-apioglukozit, kafeik asit,
klorojenik asit, neoklorojenik asit ve izoklorojenik asit gibi hidroksisinnamik asitler izole edilerek
yapilar1 aydinlatilmis bulunmaktadir (28). Izoramnetin-7-O-B-D-glukopiranozit, apiin, apigenin ve
klorojenik asit bitkiden daha once izole edilmis olmakla birlikte, bu ¢alisma ile, C. cyanus’ta

homoorientin, luteolin-3-O-glikozit ve luteolin-4-O-glikozit varlig1 ilk kez ortaya konmustur.
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Asteraceae familyasinin Centaureinae subtribusunda yer alan bazi taksonlarin siringin
iceriklerinin arastirildigi bir calismada C. cyanus’ta siringin tespit edilemedigi belirtilmektedir (29).

Yapmis oldugumuz galigma ile siringin bu taksonda tarafimizdan ilk kez tespit edilmistir.

[zoramnetin-7-O-B-D-glukopiranozitin antioksidan (30), apiinin 0Ostrojenik (31) ve
antienflamatuvar (32), apigeninin ise antioksidan (15), antimikrobiyal (33) antitiimdral (34) ve
antienflamatuvar (35) etkilere sahip oldugu yapilan ¢aligmalarla saptanmistir. Apigenin, H3N2
influenza viriisii iizerinde yiiksek antiviral etkiye sahip bir bilesiktir (36). Siringin ise biyoaktif bir
fenilpropanoit bilesik olup, yapilan c¢aligmalarda, antinosiseptif (37), bagisiklik sistemini
diizenleyici (38), antienflamatuvar (39, 37) ve hipotansif (40) etkilere sahip oldugu belirlenmistir.
Fenolik asitlerden, hidroksisinnamik asit tiirevi olan klorojenik asit de antioksidan etkisi bilinen bir
maddedir (13). C. cyanus, tarlalarda yabani ot olarak genis yayilis gostermekte ve zirai miicadelesi
yapilmaktadir. Cok cesitli biyoaktif sekonder metabolitler igeren bu tiiriin yeni terapotik ajanlarin

gelistirilmesinde 6nemli bir kaynak olabilecegi diisiintilmektedir.

C. cyanus, Centaurea cinsine ait toplam 15 tiiriin dahil oldugu Cyanus seksiyonuna dahil
olan bir taksondur. Bu seksiyonda yer alan diger Centaurea tiirleri iizerinde az sayida fitokimyasal
calisma bulunmaktadir: C. triumfettii’de apigenin, luteolin, krizoeriol ve bunlarin bazi 2"-O-
konjuge tiirevleri (41). C. depressa’da skutellarein, skutellarin, skutellarein-5-O-p-D-glukuronozit,
kersetin, izokersitrin, apigenin ve bir apigenin glikoziti ile luteolin (42-44), C. reuterana var.
reuterana’da ise saftozit, izosaftozit, luteolin-7-O-B-D-glukozit, homoorientin ve orientin
bulundugu belirlenmistir (44). Bu ¢aligmada izole etmis oldugumuz apiin ve izoramnetin 7-O-
glikozit bilesiklerinin, Cyanus seksiyonu dahilinde sadece C. cyanus’tan izole edilmis olmasi
kemotaksonomik agidan 6nemli bir veri olmakla birlikte, bu seksiyonda bulunan diger taksonlar

iizerinde de kapsamli fitokimyasal ¢aligmalar yapilmasia gereksinim duyulmaktadir.
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