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TESEKKUR

Yiiksek lisans tezi olarak sundugum bu calismanin deneysel kismi Fen-Edebiyat

Fakiiltesi Kimya Boliimii Aragtirma Laboratuvari’nda gergeklestirilmistir.

Bu calismay1 biliyiik bir titizlikle yoneten, ¢alisma siiresince yiiksek bilgi ve
tecriibelerinden istifade ettigim kiymetli hocalarim  Saymn Prof. Dr. Mustafa
KUCUKISLAMOGLU ve Saym Prof Dr. Mustafa ARSLAN’a tesekkiirlerimi

sunarim.

Calismalarmm siiresince gerek bilgi ve tecriibesiyle, gerek manevi destegiyle yanimda
olan Ogretim Gorevlisi Fatih SONMEZ’e tesekkiirlerimi borg bilirim. Calismalarim
sirasinda bana siirekli destek olan Saym Dog.Dr. Mustafa ZENGIN, Ogretim
Gorevlisi Hillya DUYMUS ve Arastirma Gorevlisi Hayriye GENC’e tesekkiir
ederim. Calismalarim boyunca benden maddi manevi yardimlarini esirgemeyen ¢ok
kiymetli aileme ve laboratuarda beraber ¢alistigim Belma ZENGIN, Tuna DEMIRCI
ve Hilal KUDAY’ya tesekkiirlerimi sunarim. Son olarak, yiiksek lisans
calismalarimin tiim zorlu asamalarinda bana destek olan ve bu asamalar1 varligiyla

kolaylastiran degerli nisanlim Hasan KOSTAK a tesekkiir ediyorum.

Bu tez calismasi 110T133 nolu TUBITAK projesi tarafindan desteklenmistir. Bu
desteklerinden dolayr TUBITAK ’a tesekkiirlerimi borg bilirim. Bu tez ¢alismasinin
az bir kism1 Sakarya Universitesi Bilimsel Arastirma projeleri Komisyanu tarafindan

desteklenmistir. Bu katkilarindan dolay1 BAPK’a tesekkiirlerimi sunarim.

Agustos 2012
Fatma CELIK
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OZET

Anahtar kelimeler: Flavonoidler, Flavonoid glikozitler, Antosiyanin, Antosiyanidin
glikozitler

Flavonoidler ve diger polifenol glikozitler bitkilerde dogal iirlin olarak yayginca
bulunmaktadir. Antosiyaninler, antosiyanidinlerin glikozitleridir ve flavonoid
grubuna  dahildirler.  Flavonoidlerin  fenil  propanoid yapist iizerinden
sentezlenmektedir. Antosiyanidinler glikozitleri kadar dogada yaygm degildir.
Bitkilerden farkli yapilarda ¢ok sayida antosiyanin elde edilmistir. Antosiyaninlerin
cesitliligi aglikonun tiirlinden, molekiilde bulunan substituentlerin tiir ve
pozisyonundan, seker grublarmmin aglikona baglanma konfigiirasyonundan
kaynaklanmaktadir.

Bu ¢aligmada, dogal {iriin olan antosiyanidin glikozitlerinin tiirevleri, ticari olarak
kolay elde edilebilir ve wucuz bir bilesik olan naringeninden baslanarak
sentezlenmistir. Total sentez, glikozilasyon, yiikseltgenme, deasetilasyon ve
indirgeme basamaklarint igeren 5-6 adimda  kabul edilebilir bir verimle
gerceklestirilmistir.
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TOTAL SYNTHESIS OF APIGENIDIN GLUCOPYRANOSIDE

SUMMARY

Key words : Flavonoids, glycosides of flavonoids, anthocyanins, glycosides of
anthociyanidin

Flavonoids and the other polifenol glikozitler are very common natural products in
plants.antosiyaninler are the glycosides of anthocyanins and they are in the group of
flavonoid. They are synthesized via the phenylpropanoid structure of flavonaids.
Although antosiyanidins are not common in nature as far as  the glycosides of
anthocyanidins are concerned (anthocyanins) . There are a lot of anthocyanin which
is different from the plants in terms of structural. Anthocyanins are various because
of the species of aglycone, the species and positon of substituents that are in the
molecule and the bonding configuration of sugar group(s) to aglycone.

In this study, naringenin which is easy to access and an inexpensive compound was
the first step to be synthesized the glycosides of anthocyanidins derivatives being
natural products. The total synthesize occur in 5-6 steps that include respectively
glycosylation, oxidation, deacetylation and reduction stages with an acceptable
yield.

Xiii



BOLUM 1. GIRIS

Flavonoidler ¢ogu bitkinin tohum, yaprak, meyve ve ciceklerinde yogun olarak
bulunan dogal bilesiklerdir. Flavonoidlerin hidroksil radikallerini, siiperoksit
anyonlarimm1 ve lipit peroksi radikallerini yakaladigi, bu yiizden de ¢ok iyi bir

antioksidant oldugu ¢esitli arastirmalar sonunda tespit edilmistir [1].

Iki fenil ve bir heterohalkadan olusan bu bilesikler, hetero halkanin farkli
yiikseltgenme derecelerine gore flavonlar, flavonoller, flavanonlar, flavanonoller,

kalkonlar, dihidrokalkonlar, antosiyanidinler gibi ¢esitli alt siniflara ayrilmistir [2].

Flavonoid glikozitleride benzer olarak bitki aleminde yaygin olarak bulunan [2],
antioksidant [3], hepatoprotektant [4], UV-1s18a kars1 koruyucu [5], antibakteriyel ve
antikanserojen [6] gibi ¢cok farkli biyolojik etkiye sahip bilesiklerdir.

Bitkilerde yaygin olarak bulunmakla birlikte, miktarlarmin az olusu ve Onemli
farmakolojik aktivitelere sahip olmalari, aragtirmacilar: bu bilesiklerin izolasyonu ve

sentezine yoneltmistir.

Flavon ve flavonol glikozitlerden 1975 yilinda sadece 360 tanesinin yapis1 bilinirken,
takip eden bes y1l boyunca bu say1 ikiye katlanarak 720 yapiy1 bulmustur. 1981-1985
yillar1 arasinda da 90 tane daha yeni flavon glikozit bilesigi kesfedilmistir [7].
Glinlimiize kadar dort binden fazla flavonoid ve flavonoid glikozit tiirevlerinin

bitkilerden izole edildigi bilinmektedir [8].

Antosiyaninler flavonoid grubunun biiyiik bir kismini olusturur ki, bunlar genellikle
cicekler, meyveler ve kapali tohumlularin yapraklarinda pembeden kirmiziya

vemordan laciverte siyanik renk dizilisinden sorumludur [9] .



Cogu antosiyaninlerin rengi ortamm pH degerine bagh olarak bir indikatdr gibi
degisim gosterirler. Diisiik pH degerlerinde mor-kirmizi, daha yiiksek pH

degerlerinde ise yesil-mavi bir renk alirlar [10, 11].

Antosiyaninler, antosiyanidinlerin glikozitleridir ve flavonoid grubuna dahildirler.
Dogada antosiyaninler serbest halde bulunmazlar ve daima bir veya birkac seker

molekiilii ile esterlesmis halde yani antosiyaninler halinde bulunurlar.

Antosiyaninlerin yapisinin temelini flavilyum katyonu (Sekil 2.1) olusturmaktadir

[12, 13, 10, 14].

Sekil 1.1. Antosiyaninlerin ana iskeletini olusturan flavilyum katyonunun yapisi

Antosiyaninlerin kararliligini etkileyen etmenler molekiil yapisi, sicaklik, pH,
kopigmentler, 151k, metalik i1yonlar, oksijen, askorbik asit, sekerler ile bunlarin

bozunma iirlinleri, proteinler ve siilfiir dioksittir [15].

Antosiyanidinler yapilarindaki elektron eksikligi serbest radikallere kars1 ¢ok aktiftir.
Antosiyaninlerin antioksidant aktivitesi onlarin yapisina bagli olarak degistigi cesitli
arastirmalar sonunda tespit edilmistir [12].

Antosiyaninler benzer olarak bitki aleminde yaygin olarak bulunan [12], antioksidant

[16], hepatoprotektant [17], UV-is18a karst koruyucu [13], antibakteriyel ve
antikanserojen [18] gibi ¢ok farkli biyolojik etkiye sahip bilesiklerdir. Bitkilerde
yaygin olarak bulunmakla birlikte, miktarlarinin az olusu ve 6nemli farmakolojik
aktivitelere sahip olmalari, arastirmacilar1 bu bilesiklerin izolasyonu ve sentezine
yoneltmistir. Antosiyanin kelimesi i¢in yapilan arastirmalarda bulunan yayin sayilari
1993°de 257 iken 2003 ‘de 790’dir [9]. Bugiin diinyada 200’{in iizerinde farkl

antosiyanin kaynagi bulunmustur [16].



Bu calismada, apigenidin tiirevlerinin sentezlenmesi amaclanmistir. ilk olarak,
naringenin bilesiginin 7 konumundaki OH grubuna D-Seker grubunun baglanmasi,
daha sonra da, bu bilesiklerin apigenine okside edilmesi ve apigenidine indirgenerek

glikozil-apigenidin tiirevleri elde edildi.



BOLUM 2. GENEL BILGI

2.1. Flavonoidler

Flavonoidler bitkilerden izole edilen bilesikler olup dogada yaygin olarak bulunurlar.
Genellikle meyve, sebze, tohum, ¢icek ve yapraklarda rastlanir. Geleneksel tipta son
yirmi yilda flavonoidlere karst ilgi artmis ve yapilan arastrmalar sonucu,
flavonoidlerin ¢ok yonlii biyokimyasal ve farmakolojik aktivitelere sahip olduklar1

belirlenmistir.

Son yillarda flavonoidlerin endiistrinin ¢esitli alanlarinda kullanilmasi i¢in yiiriitiilen
arastirmalarm sayis1 artmaktadir. Bu bilesiklerin antioksidant 6zellikleri, ¢esitli tiriin
ve malzemeleri boyama yetenekleri, metallerle bilesik olusturma ve tabaklama
maddelerinin bilesenine katilmalarindan dolayi, besin, tekstil, deri, metalurji, tip,

ziraat ve benzer alanlarda kullanilma olasiliklar1 artmaktadir [1].

2.1.1. Flavonoidlerin yap1 6zellikleri ve siniflandirilmasi

1980’lere kadar bitkilerden izole edilen 4000°den fazla flavonoid kokenli bilesik
bilinmektedir [2]. Flavonoidler c¢ay, elma, sogan, baklagiller, domates ve kirmizi
sarapta bol miktarda bulunmaktadr [19]. Sar1 renkli olmalar1 nedeniyle latince
““sar1‘‘ anlamina gelen ‘‘flavus‘‘ sozciiglinden tiiretilerek flavonoid adini almistir
[19]. Flavonoidlerin karbon iskeletini, iki fenil halkasmin propan zinciri ile
birlesmesinden olusan ve 15 karbon atomu igeren, difenilpropan (Ce-C3-Cs) yapisi

olusturur (Sekil 2.1).



Sekil 2.1. Flavonoidlerin ana iskeletini olusturan 1,3-difenilpropan yapisi

Difenil propan iskeleti igeren dogal bilesikler, fenil gruplarinin propan zincirine
baglanma pozisyonlarina gore flavonoid, izoflavonoid ve neoflavonoidler olmak
iizere li¢ ana grupta toplanirlar. Bu gruplarin her biride ¢esitli alt siniflara ayrilirlar.
Flavonoidler bitkisel gidalarda bol ve yaygin olarak bulunan bilesiklerdir. Bitkilerin
ikincil metabolitleridir. Yasamsal gereksimleri i¢in kullandiklar1 karbonhidratlar,
aminoasitler gibi birincil metabolitlerden tiirerler. Fenil benzopiran yapist A, B, C
halkalarindan meydana gelmistir. A halkast glikoz metabolizmas1 sonucu olusan
asetil koenzim A’dan olusan malonil koenzim A’nin 3 molekiiliiniin kondenzasyonu
ile, B ve C halkalar1 ise yine glukoz metabolizmasi sonucu olusan sikimik asit

iizerinden sinamik asit gibi fenil propanoid bilesiklerinden olusmustur (Sekil2.2).

™

Sekil 2.2. Flavonoidlerin iskeletini olusturan Fenil benzopiran yapisi

Flavonoid yapilarinda Cs-sisteminin olusturdugu heterosiklik halka degisik
yiikseltgenme derecelerinde bulunabilir. Buna bagli olarak bilinen flavonoid
siniflarindan bazilar1 Tablo 2.1°de verilmistir [1]. Flavonoid yapilarina bazi1 6rnekler

ise Tablo 2.2°de verilmistir [19].



Tablo 2.1. Flavonoidlerin hetero halkadaki -Cs- yapisina gore siniflandirilmasi

Flavonlar

Flavonoller

O OH

(0] (0]
Flavanonlar Flavanonoller
(0] (0]
Kalkonlar Dihidrokalkonlar

s L

O
D@

Z > OH
Antosiyanidinler

Tablo 2.2. Farkli iskelet yapilarina gore flavonoidler

Flavonlar Flavonoller Flavanonlar
Chrysin Quercetin Naringenin
Apigenin Rutin Naringin
Luteolin Kaempferol Hesperidin
Rhamnetin Eriodiktol
Flavanoller Flavanonoller Antosiyanidinler
Catechin Taksifolin Apigenidin
Epicatechin Slibin Cyanidin

Flavonoidlerin yap1 ¢esitliligi, yalniz difenil propan iskeletinin farkli yapilarda
diizenlenme 6zelligi ile sinirli degildir. Ayni zamanda, her sinif i¢inde, aromatik

halkalara bagli siibstituentlerin sayisi, tiirii ve pozisyonlar1 flavonoidlerin yapi



cesitliligine neden olan faktorlerdir. Flavonoid yapilarinda substituentlerin genel

yerlesme pozisyonlar1 Sekil 2.3°de verilmistir [1].

Glikozil

Glikozil

T Glikozil

Glikozil

Sekil 2.3. Flavonoid yapilarinda substituentlerin en yaygin yerlesme pozisyonlari

2.1.2. Flavonoidlerin biyosentezi

Biyosentez arastirmalarindan elde edilen bilgilere gore flavonoidlerin A halkasinin
asetil koenzim-A molekiillerinden veya {i¢ molekiil malonil koenzim A’dan, B ve C
halkalarinin ise fenil alanin gibi fenil propanoid bilesiklerinden meydana geldigi
saptanmistir. A halkasini meydana getiren asetat iiniteleri ile B ve C halkalarini
meydana getiren fenil propanoid bilesiklerinin kondensasyonu ile kalkonlar olusur

[20, 21, 22, 23].

2.1.3. Flavonoidlerin biyolojik 6nemi

Baz1 flavonoidlerin biyolojik aktivite gdstermesinden dolayi, flavonoidlere karsi ilgi
1940’11 yillardan itibaren artmaya baslamistir. Bu ilginin baslica nedenlerinden biri,
1936 yilinda limon kabuklarindan elde edilen flavonoidli bir preparatin P-vitamin

aktivitesi gostermesi olmustur [1].



Flavonoid arastirmalarinin en aktif alanmi insan saghgina sagladigi katkilar
olusturmaktadir. Farkli arastrma gruplar1 flavonoidlerin, antiinflamatuar,
antioksidant, antimikrobiyal, antibakteriyal ve antikanserojenik etkiler gdsterdigini

tespit etmislerdir [24,25,26].

Flavonoidlerin ilk olarak belirlenen biyolojik 6zelligi kilcal damar duvarlarma
olumlu etkileridir. Bu bilesikler kilcal damarlarda kan sizdirmanin 6nlenmesinde,

kirilganlik ve gecirgenligin ortadan kalkmasmda olumlu etkiler gostermislerdir.

Flavonoidler kan damarlarina etkileri ile birlikte, zayif kalp kuvvetlendirici maddeler
olarakta bilinirler. Baska bir arastirma sonuglarina gore quercetin, rutin ve bazi

flavonoller zayif kalbi kuvvetlendirme, nabzi normallestirme 6zelligine sahiptirler.

Flavonoidlerin en 6nemli Ozelliklerinden biri de, karaciger fonksiyonuna olumlu
etkileridir. Flavonoidlerin safra salgilanmasini hizlandirdiklari, karacigerin barbiturat

ve arsenik gibi bilesiklere kars1 detoksikasyonuna etki ettikleri agiklanmastir [1].

Flavonoidlerin bitkilere renk verme, UV ismlarindan koruma gibi 0Ozellikleri
olduguda tespit edilmistir. Bu nedenle kozmetik {riinlerde o6zellikle koruyucu
kremlerde 6nemli bir katki maddesi olarak kullanilmaktadir [27]. Bunlardan baska
flavonoidler, bitkilerde enerjinin doniisiimiine ve biiylime hormonlarina etki ederler.
Ayrica solunumu ve fotosentezi diizenleme ve bulasici hastaliklara kars1 savunma

fonksiyonlaria sahiptirler [28].



2.1.4. Flavonoidlerin spektroskopik ozellikleri

2.1.4.1. "H NMR spektroskopisi

Flavonoidlerin proton sinyalleri genellikle 0-10 ppm araliginda ortaya ¢ikar. Farkli

proton gruplarinin kimyasal kayma degerleri Tablo 2.3’de verilmistir.

Tablo 2.3. Flavonoidlerde bulunan ¢esitli protonlarin kimyasal kayma degerleri

Kimyasal Kayma (ppm) | Proton Tiirleri

2.0-3.0 Ar-COCHj3; ve Ar-CHj;

2.5-3.5 Flavanonlarin H-31 (iki proton multiplet)
3.5-4.5 Ar-OCHj3

5.0-5.5 Flavanonlarin H-2’si (bir proton dd)
6.0-6.5 Flavonlarin H-3’i (bir proton singlet)
6.5-8.0 A- ve B- halka protonlar1

12.0-14.0 Kalkonlarda 2’-OH protonu

'H NMR spektrumu almak i¢in gereken 6rnek miktar1 eski cihazlarda 5-25 mg iken,
cagdas Fourier Transform NMR cihazlarinda bu miktar 0,1-10 mg arasindadir.
Bilesiklerin NMR spektrumlar1 ¢ozeltileri halinde alindigindan, molekiil yapisinda
proton igcermeyen ¢oziiciilerin kullanilmas1 gerekir. CDCl; diisiik polariteli aglikonlar
icin ideal bir ¢oziiciidiir. Ancak, serbest hidroksil grubu veya glikozil grubu igeren
flavonoidler i¢in ¢oziicli olarak polaritesi yiiksek olan DMSO-d¢ kullanilmaktadir
[1,8].

2.1.4.2. ®C NMR spektroskopisi

Flavonoidler, degisik alt smiflarinin temel karbon iskeletinde, farkl 6zelliklerde
karbon atomlar1 icerirler. Aromatik halkalarin substitue derecesi, temel flavonoid
yapisinda bulunan kuaterner rezonanslarmin ve yapidaki esdeger olmayan karbon
atomlarmin toplam sayis1 °C NMR spektrumundan kolayca belirlenebilir. Flavonoid

aglikonundaki karbonil grubu o6 170-210 ppm civarinda gozlenir. Aromatik ve
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olefinik karbonlardan oksijene komsu olanlar 6 130-165 ppm arasinda gozlenirken,
oksijene bagli olmayanlar daha yukar1 alanda 6 95-130 ppm civarinda sinyal verirler.
Aromatik —OCHj karbonlar1 6 50-60 ppm, aromatik —CH; ve COCHj gruplarinin
metil karbonlar1 ise & 15-20 ppm arasinda belirirler. Ayrica, flavanonlarin
heterosiklik C halkasinin oksimetin karbonu (C-2) ve alifatik metilen karbonu (C-3)

sirasiyla 70-80 ppm ve 40-46 ppm’de rezonans olurlar [18,20].

Apigenin ve naringenin bilesiklerinin DMSO-ds ¢bziiciisindeki °C NMR
spekturumundaki kimyasal kayma degerleri Tablo 2.4’de verilmistir [20].

Tablo 2.4. Naringenin ve apigenin karbonlarmin DMSO-dg ¢oziiciisiindeki kimyasal kayma degerleri

Kimyasal Kayma (ppm) Atom
Naringenin | Apigenin

79.2 164.1 C-2
42.7 102.8 C-3
196.4 181.8 C-4
164.5 161.1 C-5
96.2 98.8 C-6
166.5 163.8 C-7
95.2 94.0 C-8
163.6 157.3 C-9
102.4 103.7 C-10
130.0 121.3 C-1
128.3 128.4 C-2
115.4 116.0 C-3'
157.8 161.5 c-4
115.4 116.0 C-5'
128.3 128.4 C-6'
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C NMR analizi igin gerekli olan minimum madde miktar1 3-5 mg olsa da, iyi bir
spektrumun daha kisa siirede alinabilmesi i¢in 10-50 mg kadar numunenin

kullanilmas1 6nerilmektedir [8].

2.1.4.3. Kiitle spektroskopisi

Kiitle spektroskopisi flavonoidlerin yap1 6zelliklerinin, 6zellikle molekiil agirliginin
belirlenmesinde 6nemli bir metotdur. Bilesiklerin yap1 analiziyle ilgili pek cok
bilginin giinlimiizde NMR spektroskopisiyle elde edilmesi miimkiin olmasina
ragmen, kiitle spektroskopisi oOzellikle miktar1 az olan maddelerin (miligram

seviyesinin altinda) yap1 tayini i¢in dnemlidir.

Kiitle spektrumu molekiiliin elektron bombardimaniyla olusan fragmentlere karsilik
gelen sinyallerden olusur. Bir molekiiliin ya da iyonun parcalanma yolu bilesigin
karbon iskeletine ve yapida bulunan islevsel gruplara baghdir. Flavonoidlerin
molekiil agirhigini belirlemek icin kiitle spektrumunda énce molekiiler iyonu (M),
sonra da molekiiler iyonun pargalanma yolunu belirleyerek, parcalanmadan olusan
diisiik molekiil agirlikli major piklere ait iyonlar tespit edilir. Kiitle spektroskopisinde

flavonoidler parcalanirken molekiilden asagidaki kayiplar olusabilir [8].

M'-1; Hidrojen kaybu, cogu flavonoid tiirleri i¢in gecerlidir.

M'-15; Metil grubu kayb1, metoksi grubu iceren flavonoidlerde goriiliir.

Ozellikle C-6 ve C-8 pozisyonlarmda metoksil gruplar1 varsa, olusan M'-15 iyonu
M"’ya gore daha siddetli pik verir.

M'-18; Su kaybi, cogunlukla flavonol, flavan-3,4-dioller ve C-glikozitlerin
spektrumlarinda gozlenir.

M"-28 (29); CO (COH) kaybs, heterosiklik C halkasindan keto grubunun ¢ikmasiyla
olusur.

M"-31; OCH; kayb, 2°-metoksil igeren flavonoidlerde gériiliir.

M"-43; CH; ve CO kayiplarmin birlikte ger¢eklesmesiyle olusur.

M" iyonunun A ve B halka fragmentlerini iceren kisimlara parcalanmasi yap1 analizi

bakimimdan faydali bilgiler verir. Bu par¢alanma genellikle, birbiriyle rekabet eden
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iki yoldan biri lizerinden yiiriir (Sekil 2.4). Bu iki parcalanma yolundan birinin
{istiinliik kazanmas1 aglikonun yap1 6zelligine baghdir. Flavon ve izoflavonlar A;"
veya (A+H)" ve B;"; flavonoller (A;+H)" ve B,"; flavanonlar A", (A;+H)" ve
(Bi1+2H)"; dihidroflavonoller ise A;" ve (Bi+ H,0)" pargalarin1 olusturmaya
yatkidirlar [8,20].

0 o 1" ul
. YOL CZ /@
> C\+ - //C

~OH S0 HC?
(Aq+H)" At B,*

I yor _ ©| 0=C=C-H /C/©

Sekil 2.4. Flavonoidlerin kiitle fragmentleri

2.2. Flavonoidlerin Sentezi

Flavonoidler bitkilerde yaygm olarak bulunmalarmma ragmen, oranlarmmin az olusu
(0,1-0,9 mg/kg) ve onemli farmakolojik etkilere sahip olmalari, bu bilesiklerin

sentezine olan ilgiy1 arttirmustir.

Flavonoid sentezi i¢in kullanilan metodlar genel olarak iki kategoriye ayrilabilir:

a) Heterohalka sentez sirasinda olusur
b) Heterohalka baslangic maddesinde vardir, ancak yiikseltgenme derecesi
farklidir.

Sentetik yaklagimlarin biliyiilk cogunlugu flavonoidlerin sahip oldugu 4H-1-
benzopiran-4-on halka sisteminin olusumuna gore sekillenir. Bu benzopiranon

halkasinin eldesi i¢in ii¢ farkl retrosentez onerilmektedir (Sekil 2.5) [29].
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Sekil 2.5. Benzopiranon iskeletinin sentezi i¢in retrosentez yaklasimlar

2.2.1. Flavonoidlerin baz klasik sentez yontemleri

2.2.1.1. Kostanecki flavon sentezi

Flavonlar ilk kez von Kostanecki tarafindan sentezlenmistir (Sekil 2.6) [30].
Flavonlarin genel sentez yOontemlerinden biri olan bu reaksiyonda, oncelikle, o-
metoksi asetofenon ile asetofenon metalik sodyum varliginda 1,3-diketona doniisiir.
Daha sonra, bu iirliniin kuvvetli asit ile muamelesiyle siklodehidrasyon sonucu

flavon elde edilir.
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Sekil 2.6. Kostanecki sentezi.
2.2.1.2. Baker-Venkataraman diizenlenmesi

1,3-Diketon ara iirliniiniin olusumu i¢in bir diger yontem 2-hidroksi asetofenonun O-
acillenmesi ile aciloksiacilbenzen ara iriiniiniin olusmasi, daha sonra da Baker-
Venkataraman diizenlenmesidir [31,32]. Aciloksiagilbenzen ara iirliniiniin piridin
icinde baz ile reaksiyonu sonucu oksijen atomuna bagli olan acil grubunun diger agil
grubunun karbon atomuna gociinii iceren bir diizenlenme gerceklesir. Bu molekiil ici
diizenlenme Baker-Venkataraman diizenlenmesi olarak bilinir. Bu metodun en
onemli avantaji go¢ eden acil grubunun alifatik veya aromatik uzantiya sahip
olabilmesidir. Dolayisiyla, flavon sentezi i¢in uygundur. Diizenlenme potasyum
karbonat, potasyum hidroksit, sodyum hidroksit, metalik sodyum ve sodyum hidriir
gibi bazik bilesenlerin yardimiyla gerceklesebilir. Son asamadaki siklizasyon stilfiirik
asit/ etanol veya siilfiirik asit/ asetik asit gibi asidik ortamlarda isitilmasi ile

gerceklestirilebilir (Sekil 2.7).

1) Piridin
@/ 2) KOH/Pmdm

Sekil 2.7. Baker-Venkataraman diizenlenmesi

4H-1-benzopiran-4-on iskeletinin olusturulmasi ve flavon sentezi i¢in 1,3-diketon
yaygin olarak kullanilan bir ara iirlindiir. 1,3-diketon eldesi i¢in kullanilan diger baz1
yontemler sunlardir:

a) hidroksiasetofenondan elde edilen lityum enolatin direk agilasyonu.
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b) aril veya alkonoil kloriirlerin DBU katalizorliigiinde asetofenonlarla
reaksiyonu.
C) salisilik asit esterleri ile asetofenonun sodyum hidriir varhiginda 1,4-

diokzanda reaksiyonu (Sekil 2.8) [33,34].

Swae

LiN(SiCHj;),
THF
OH OH
@;‘/\ _AICOCLDBU O O NaH Q;(OR . @(
piridin, 100°C 1 T l,i'e(?lﬁllzan I I

Sekil 2.8. 1,3-diketon eldesi igin diger baz1 yontemler
2.2.1.3. Kalkon-flavanon izomerizasyonu

Kalkonlarin, biyosentez sirasinda farkli flavonoid gruplarmin o6nceli oldugu
diistiniilmektedir. Bu nedenle, kalkon-flavanon izomerizasyonun flavonoid
sentezlerinde dnemli bir yeri vardir. Flavanon sentezinde kullanilan en yaygin metod,
bazik ortamda 2’-hidroksiasetofenon tiirevlerinin uygun bir benzaldehit ile alkali
ortamda kalkon vermesi, daha sonra da asit yada baz etkisiyle izomeri olan Flavanon

eldesidir (Sekil 2.9) [1,2].

OH o) OH . o O
ey 2 02 O
H . \ e
EtOH veya H'
(0] (0] 0
2'-hidroksikalkon flavonon

Sekil 2.9. Kalkon eldesi ve flavanon izomerizasyonu
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2.3. Flavonoid Glikozitler

Flavonoid glikozitler, aglikon molekiiliiniin farkli pozisyonlarina bir veya birkag
seker grubunun baglanmasiyla olusan bilesiklerdir. Flavonoid glikozitler, seker
molekiiliiniin aglikon molekiiliine baglanma 6zelligine goére O- ve C- glikozitler
olarak iki gruba ayrilirlar. Flavonoid O-glikozitler seker veya sekerlerin, aglikonun
fenolik veya alkolik hidroksil grubuna, hemiasetal bag araciligi ile baglanmasindan
olusan bilesiklerdir. Flavonoid C-glikozitler ise seker biriminin, C-1 atomu
iizerinden, karbon-karbon bagi yaparak flavonoid molekiiline dogrudan
baglanmasindan olusurlar. O-glikozitler dogada C-glikozitlere gére daha yaygindir.
Seker birimlerinin aglikona baglanma formlari, baska bir deyimle O- ve C-

glikozitlerin olusmasi, bir 6rnekle Sekil 2.10°da gosterilmistir [1].

OH
Hoﬁ/ Br H
+ HO
OH

HO
+ HO

Flavonoid

Sekil 2.10. Flavanoid C- ve O-glikozitlerin olusumu ve yapisi

Flavonoid glikozitler, yapilarinda bulunan sekerlerin yar1 asetal hidroksil grubunun
konfigiirasyonuna bagli olarak, a- veya B- glikozitlere ayrilirlar. Ornek olarak
quercetinin, L-arabinofuranozitin farklt anomerleri ile olusturdugu glikozitler,
quercetin  3-O-a-L-arabinofuranozit ve quercetin  3-O-B-L-arabinofuranozit

gosterilebilir (Sekil 2.11) [1].
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O CH,OH
OH
(0)
HOH,C
2 OH (0]
Quercetin 3-O-B-L-arabinofuranozit Quercetin 3-0-o-L-arabinofuranozit

Sekil 2.11. Flavonoidlerin a- ve B-glikozit yapilar

Dogada bulunan flavonoid glikozitlerin ¢ogu monosakkarit gruplar1 igerir. Ancak
yapilarinda oligosakkaritlrin (disakkarit, trisakkarit, vb.) yer aldig1 glikozitlerde bitki
aleminde yaygindir. Molekiiliinde monosakkarit, disakkarit veya trisakkarit igeren
flavonoid glikozitlere, sirayla monozit, biozit ve triozit denir. Aglikon molekiiliiniin
iki hidroksil grubunun glikozillenmesinden olusan glikozitlere ise diglikozit veya

bimonozitler denir [1].

2.3.1. Flavonoid O-glikozitler

Flavonoidler dogada c¢ogunlukla O-glikozitler halinde yaygindirlar. Flavonoid O-
glikozitler aglikon molekiiliiniin bir veya daha fazla hidroksil grubuna sekerlerin,
asite kars1 dayaniksiz hemiasetal bag araciligiyla, baglanmasindan olusan dogal
bilesiklerdir. Flavonoid aglikonlarin yapismda bulunan farkli pozisyonlardaki
hidroksil gruplarinin hepsi glikozillemeye yatkindir. Ancak belirli pozisyonlarda
bulunan hidroksil gruplarinin glikozillenme olasilig1 daha fazladir. Ornegin flavon,
flavanon, izoflavon ve dihidroflavonlarda C-7, flavonol ve dihidroflavanollerde C-3
ve C-7, antosiyanidinlerde ise C-3 ve C-5 pozisyonlarindaki hidroksil gruplar1 daha

kolay glikozillenir.

Dogada ¢ok degisik yapilara sahip flavonoid O-glikozitler tespit edilmistir.
Flavonoid glikozitlerin yapi cesitliligi, aglikonun ayni veya degisik pozisyonlarina

cesitli sekerlerin farkli tautomer formlarda ve konfigurasyonlarda baglanmasmdan
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kaynaklanir. Apigeninin C-7 pozisyonuna degisik monosakkarit birimlerinin

baglanmasindan olusan glikozitlerin bazilar1 Sekil 2.12°de verilmistir [1].

H
o) o) O
OH OH
0 OH OH
OH

OH . .
B-D-ksilozit o-L-arabinopiranozit
CH,0H
H
O
OH ——— Q/O
B-D-glukopiranozit ~.

OH-~-0
CH,0OH
OM;O; OH OH
:O:
OH :H O: i
HOH,C
OH HOH,C O]—?H 2 OH

B-D-galaktopiranozit ) )
a-L-arabinofuranozit p-L-arabinofuranozit

Sekil 2.12. Apigeninin 7- pozisyonuna baglanabilen bazi seker birimleri ve yapilari

Flavonoid glikozitlerin yapilarinda seker kalintilart mono-, di- ve oligosakkaritler
halinde bulunurlar. Ancak monosakkarit birimleri iceren glikozitler dogada daha
yaygindir. Glikozit yapilarinda monosakkaritlerden D-glikoza daha sik rastlandigi
tespit edilmistir. Bu monosakkaritler glikozit yapilarinda genellikle piranoz

formunda bulunur ve - konfigiirasyonunda baglanirlar.

Gilintimiize kadar flavonoid O- glikozitlerinyapilarinda 41 disakkarit tespit edilmistir.
Bu disakkaritler yapilarindaki monosakkaritlerin baglanma diizenine gore pentoz-
pentoz, heksoz-heksoz, pentoz-uronik asit ve uronik asit-uronik asit gruplarina
ayrilirlar. Disakkaritlerin yapisinda bulunan monosakkaritler daha ¢ok B- bagi ile

baglanmig haldedir.

Seker birimlerinin aglikona baglanma pozisyonlarinin sayisi1 genellikle bir veya iki,
cok nadiren ii¢ olabilir. Seker birimleri flavonlarin C-7 hidroksil grubuna baglanir.
Ornegin apigeninin C-7 pozisyonundaki hidroksil grubu en aktif yerdir. C-7

pozisyonundan sonra diger hidroksiller seker grubuna atak yaparlar ve bu durumda
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apigenin 7,4'-diglikozitler olusur. Bu bilesikler porsuk agacinin polenlerinde yogun

bir sekilde bulunurlar.

Flavon glikozitler bitki ekstraktlarinda sudaki diisiik gezerlikleri yoluyla flavonol
glikozitlerden ayrilabilir. 7-pozisyonuna seker birimi bagli olan flavon glikozitler

asidik hidrolize asir1 direngli olmalar ile flavonol glikozitlerden farklilik gosterir.

Flavon glikozitler nispeten yiiksek erime sicakligma sahiptir ve sulu ¢ozeltilerdeki
kristelizasyonlarinda hidrat formundadirlar. Bu bilesiklerin zorluk ¢ikartan yani
cOziintirliiklerinin ¢ok az olmasidir. Bu bilesikler bitkilerde ¢oziilmiis formda gibi
goriinmelerine ragmen, izolasyonlar1 sirasinda hem suda hemde organik solventlerde

¢Oziilmemesi zorluk yaratir [1].

2.3.2. Flavonoid C-glikozitler

Flavonoid C-glikozitler, seker birimi veya birimlerinin, aglikonun aromatik
halkasinin 6-, 8- pozisyonlarina dogrudan karbon-karbon bagi ile baglanmasiyla
olusan bilesiklerdir [1]. C-glikozitlerin baz1 kimyasal 6zellikleri, seker kalintisinin
aglikona baglanma tipine bagl olarak, O-glikozitlerden farklidirlar. Ornegin, C-
glikozitler O-glikozitlerin hidrolizlenme kosullarinda hidrolizlenmezler. O-
glikozitler 2N HCI-EtOH (1:1) icinde 4saat sitilarak hidroliz olurken C-glikozit

tlirevleri tamamen etkisizdir [7].

Flavonoid C-glikozitlerin yapisindaki seker birimi, genellikle aglikonun fenolik
hidroksil grubu ile komsu pozisyondaki karbon atomuna baglanir. Buna bagl olarak
fenolik hidroksil grubunun C-glikozit bagmnim olusmasinda aktiflestirici rol oynadigi

anlasilmaktadir.

Glinlimiize kadar flavonoid C-glikozitlerin yapilarinda, B-D-glukopiranoz, o-D-
glukopiranoz, B-D-galaktopiranoz, B-D-ksilopiranoz, o-L-arabinopiranoz ve pB-L-

arabinopiranoz vb. seker birimleri tespit edilmistir.
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Flavonoidlerin mono-C-glikozitlerine, diger C-glikozit gruplarina gore, dogada daha
sik rastlanir. Mono-C-glikozilflavonoidlerin yapisinda seker birimi genellikle
aglikonun C-6 veya C-8 pozisyonlarina baglanmistir. Benzer olarak dogada rastlanan
di-C-glikozilflavonoidlerin yapisindaki sekerler genellikle 6,8-pozisyonlarinda yer
alir. Giiniimiize kadar bitkilerden izole edilen di-C-glikozitlerin ¢ogunlugunu di-C-
glikozilflavonlar olusturur. Flavonlar i¢inde ise, apigenin ve luteolin 6,8-di-C-

glikozitleri daha fazla yaygindir [1].

2.3.3. Flavonoid glikozitlerin spektroskopik ozellikleri

2.3.3.1. "H NMR spektroskopisi

Son zamanlara kadar, flavonoid glikozitlerin '"H NMR spektrumlarindan, yapida
bulunan seker birimleri hakkinda elde edilen bilgiler ¢ok smirliydi. Bunun
nedenlerinden biri, kullanilan ¢oziicliniin (DMSO-d¢) hidroskopik 6zelliginden
dolay1 zamanla mutlak kuru tutulma zorlugudur. Oyle ki, ¢dzeltide bulunan suyun
sinyalleri genellikle, diisiik miktar Orneklerin analizinde 3.3 ppm bdlgesinde
yogunlasarak anomerik proton sinyalleri ile drtiisiirler. ikincisi ise alan kuvveti 300
MHz’den az olan spektrometrelerin genellikle seker komplekslerini analiz etmek i¢in
yeterli olmamasidir. Glikozitlerin '"H NMR spektrometrik analizinde rastlanan bu
yetersizlikler, glikozitlerin perasetil tiirevlerini kullanarak ortadan kaldirilmistir.
Perasetil tiirevleri genellikle CDCl; de kolayca c¢oziiniir, seker protonlarinin
sinyalleri spektrumda genis bir alanda yer alir ve spektrometrenin asagi alaninda

ayirt edilebilirler.

Flavonoidlere bagh pek ¢ok seker C-H protonlarinin kimyasal kayma degeri 3.5-4
ppm’dir. Glikozitlerin '"H NMR spektrumlarindaki anomerik proton sinyali yapida
bulunan seker birimi hakkinda ¢ok onemli bilgi verebilir. Ornegin, H-1/H-2
etkilesme sabiti poliglikozit yapisindaki hangi sekerin aglikona baglandiginin
gostergesidir. Bu etkilesme sabiti ayn1 zamanda a- veya B-glikozit baginin isaretidir.
Ornegin, B-glukopiranozitlerin  H-1/H-2  etkilesme sabiti 7-8 Hz, o-

glukopiranozitlerinki ise 3-4 Hz oldugundan, etkilesme sabitinin degerinden a- veya
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B- bagh glukopiranozitler birbirinden kolayca ayirt edilebilir. Baz1 piranozitlerin H-

1/H-2 etkilesme sabiti asagida verilmistir [1].

B-D-glikoz, B-D-galaktoz, B-D-ksiloz: 7-8 Hz;
a-D-glikoz, a-D-galaktoz, a-D-ksiloz: 3-4 Hz;
B-L-ramnoz: 1Hz; a-L-ramnoz: 2Hz;

B-L-arabinoz: 2.5 Hz; a-L-arabinoz: 8 Hz.

2.3.3.2. *C NMR spektroskopisi

BC NMR spektroskopisi hidroksillenmis veya metoksillenmis flavonoidlerin

incelenmesinde basar1 ile kullanildigi gibi, flavonoid molekiiliinde bulunan seker

birimlerinin belirlenmesi i¢inde ¢ok yararl bir metottur.

Flavonoid cekirdegine O- veya C- bagh sekerlerin C-13 rezonans sinyalleri farkl

alanlarda yer alirlar (Tablo 2.5) [1]. Genellikle, glikozitlerin yapisinda seker

kalmntilarinin bulunmas: flavonoidin *C NMR spektrumunda asagidaki degisikliklere

neden olur [1].

1.

Flavonoid hidroksilinin O-glikozillenmesi, hidroksilin baglandigi karbon
sinyalini 2 ppm civarinda yukari, orto- ve 6zellikle para- pozisyonlarinda
bulunan sinyallerini ise 1-4 ppm asag1 alana kaydirir.

C-glikozillenme aglikonun, seker biriminin baglandigr karbon atomu
sinyalinin 10 ppm asag1 alana kaymasma neden oldugu halde, diger karbon
atomlarmnin sinyallerini etkilemez.

Seker biriminin glikoz ile glikozillenmesi, karbon sinyalinin 8 ppm asagi
alana kaymasima, komsu karbon atomlar1 sinyallerinin ise 1-3 ppm yukari
alana kaymasina neden olur.

Seker birimlerinin agillenmesi genellikle acillenen karbon atomu sinyalini
yaklagik 2 ppm yukari alana, komsu karbon atomlarinin sinyallerini ise 1-2

ppm asag1 alana kaydirir.
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Tablo 2.5. Bazi flavonoid C- ve O- glikozitlerin seker karbonlarmm *C NMR rezonanslart

Glikozit tipi C-1 |[C2|C3|C4 |C5 C-6
7-0O-glikozit 100.2 | 73.3 | 76.6 | 69.8 | 77.7 | 60.9
8-C-glikozit 739 |71.4|78.8|70.8|81.4]|61.5
3-0-galaktozit 102.3 | 71.3 | 73.4 | 68.0 | 75.8 | 60.8
8-0-galaktozit 73.9 |68.5|754|69.1|80.5]|61.3
3-0-o-ramnozit 101.9|170.4|70.6|71.5|70.1|1.3
3-C-a-ramnozit 773 |75.0|755|72.2|72.218.1
2'-O-ksilozit 102.4 | 73.7 | 759 69.4 | 65.5
6-C-ksilozit 74.6 | 70.3|78.5]70.0 | 70.0
3-0O-a-arabinozit 101.8 | 71.7 | 70.8 | 65.9 | 64.1
3-0-a-arabinofuranozit 108.1 | 82.1 | 77.2 | 86.2 | 61.0
8-C-arabinozit 744 168.2|745|68.9]71.0
3-O-glukuronit 101.1 | 73.7 | 759|713 | 759 | 169.7
3-O-allozit 999 |71.6|71.6|67.2|75.1]|61.3
2"-O-apiozit 109.0 | 76.5| 79.1 | 74.0 | 64.4

2.3.3.3. Kiitle spektroskopisi

Flavonoidlerin 3-, 5- ve 4'-O-glikozitlerinin permetil veya perdoterometil eterleri
seker kalintilarin1 kolayca kaybederek genelde diisiik siddetli (%0.1-2) molekiiler
iyonlar verirler. Ancak esdeger 7-glikozitler ise yiiksek siddete sahip (%10-90)
normal molekiiler iyonlar olustururlar.

a. Pentozitler (R=H) ve heksozitler (R=CHj3; veya CH,OCH3)

R R R
O+ O+ O+ +
H,CO \ 5 H)CO \ - 7\ - . </ \>
H;CO OCH; OCH; OCH; OCH;

219 (189, 175) 187 (157, 143) 155 (125, 111) 111

Sekil 2.13. Pentozit ve heksozitlerin kiitle fragmentleri
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b. Glukuronidler

0 0
N\ \S
e e
o o o o
H,CO Y s HyO \ 4>H3C04</:2 2N
H,CO  OCH, OCH, OCH,4 OCH,4
201 169 141 11

Sekil 2.14. Glukuronidlerin kiitle fragmentleri

Permetillenmis mono-O-glikozitlerden ayrilan seker parcalarindan MeOH birimleri
pespese kopar ve bu olusan parcalar glikozit molekiilinde bulunan seker tipinin
belirlenmesine yardim eder. Di- ve tri- glikozitlerde ise ayr1 ayr1 sekerlerin pes pese

kayb1 normaldir [1].

Tirevsiz C-glikozitlerin kiitle spektroskopisi nadir hallerde molekiiler iyon verir ve
bu yiizden seker birimi hakkinda az bilgi elde edilir. Ancak, bunlarin spektrumunda
C- bagl sekerin CH; kalintisini igeren aglikona uygun temel iyon piki yer alir (Sekil
2.15).

A, + B,
fragmentleri

Sekil 2.15. Flavonoid C-glikozitlerin kiitle fragmentleri

Bu iyonun molekiil agirlig1 aglikon tipini belirlemek i¢in faydalidir. Olusan bu iyon

yukarida gosterildigi gibi sonradan A- ve B- halka kisimlarina pargalanir [1].
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2.3.4. Flavonoid glikozitlerin sentezi

Flavonoid glikozitlerin bitkilerde yaygin olarak bulunmalarina ragmen, Onemli
farmakolojik etkilere sahip olmalari, bu bilesiklerin sentezine olan ilgiyi arttirmastir.
Gilintimiizde bazi flavonoid tiirevlerinin yaygin, kolay temin edilebilir ve ucuz
olusundan dolayi, arastrmacilar flavonoidleri sentezleyerek elde etmekten c¢ok

piyasadan temin etmeye yonelmistir.

Flavonoid glikozidlerin sentezi, flavonoid sentezi ve seker birimlerinin takilmasi
seklinde iki kisma ayrilabilir. Flavonoidlerin sentezi Boliim 2.2.’de incelenmisti. Bu

boliimde seker birimlerinin flavonoidlere baglanma metodlar1 incelenecektir.

2.3.4.1. Flavonoid tiirevlerine glikozitlerin baglanmasi

Flavonoid tiirevlerine glikozitlerin baglanmasinda ¢ok cesitli metotlar vardir. Ancak
flavonoid grubunda birden fazla hidroksil grubu olmasi durumunda, istenmeyen yan
drlinlerin olugmasi, ana {riiniin yan {riinden ayristirilmas: ve verim kaybi gibi
sikintilar ¢ikarabilir. Bu zorluklar1 asabilmek i¢in diger hidroksil gruplarmin
korunmasi veya diger hidroksil gruplarmin reaktivitesinin diisiik oldugu bilesiklerden
yola ¢ikilmasi (6rnegin, apigenin yerine naringeninden senteze baslanmasi) yollarina

basvurulabilir.

Flavonoid tiirevlerine glikozitlerin baglanmasi hakkinda yapilan son yillardaki

calismalarin en 6nemlileri Tablo 2.6’de verilmistir.

Tablo 2.6. Flavonoid tiirevlerine glikozit baglanma yontemlerinde 6nemli uygulamalar

Kaynak
OH OAc

OPMB o

O AcO PMBO

PMBO (0]
| ®Br  0.15M sulu K,CO;, CHCl4 35

+ H;C 0

OH B20 TBAB, 50°C, %78

OH O BzO (g,




Tablo 2.6. (Devam) Flavonoid tiirevlerine glikozit baglanma yontemlerinde dnemli uygulamalar
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OH
OAc O
AcO O o o)
O AgCO; kinolin Am O
—_—
oda sicakliginda, OAc 36 ,
0,
OA 3saat, %80 OH O
Br 37
O/\/ OB O/\/
B
HO 0 ‘ O ..Br 0Bz o .0 o
O | . n-BuLi, THF, o.s., Lq O ‘
—_—
S OBz sonra 6 saat refluks, N OBz
OH O ~z %51 Bz0 OH O O/\/ 38
(6]
OAc MeOOC MeOOC OAc
¢ AcO 0O, O
ACONT=Q A0, kinolin, CasO, Am 0 0 ‘
—_ >
+ 0.5., 4saat,%95 OAc
OA AcO
Br OAc O 39
OAc

O K,CO;/DMF
—_—

OA!
Br

HO

T

CHCl, -H,0,
500C, %44

BnO

BnO

41
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Tablo 2.6. (Devam) Flavonoid tiirevlerine glikozit baglanma yontemlerinde dnemli uygulamalar

NaOH, TBAB  BnO

O CHCL-H,0
0 o
OB 50°C, %84
r 42
HO
OH
HO o O oH OH
O N HO’&&OH S¢(OTf);, CH5CN - H,0 (2:1),
HO "
refluks 2 giin, % 19
OH O OH 43
HO
HO

2.3.4.2. Flavanon tiirevlerinin yiikseltgenmesi

Flavonoid glikozitlerin total sentezinde kullanilan onemli bir basamakta, baslangic

maddesi flavanon tiirevlerinden biri ise bu bilesigin flavonlara yiikseltgenmesidir.

Bu konu {izerine, son yillarda yapilan bazi ¢alismalar Tablo 2.7°da verilmistir.

Tablo 2.7. Flavonon tiirevlerinin yiikseltgenmesinde baz1 yontemler

Kaynak
OAc
AcO (0] AcO
NBS, benzoil peroksit
iy 44

CCly, refluks, 30dk., %95

OAc O




Tablo 2.7.(Devam) Flavonon tiirevlerinin yiikseltgenmesinde bazi yontemler
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(0]

o

TTA, AcOH

refluks, 2-3 saat,
%96

OAc O

(0] O 45
0 O 0
O TTS,BtCN O |
refluks, 2-3saat,
o,
) %94 )
0 O 0 O
O TTA, AcOH veya MeOH O |
R
O O
R=H, in AcOH, 3saat, refluks, %96. R=CHj3, in AcOH, 3saat, refluks, %98.
R=H, in MeOH, 20saat, refluks, %88  R=CHj;, in MeOH, 20saat, refluks, %88
R:H, in CH3CN, 24saat, reﬂuks, %84 R:CH35 in CH3CN5 24saat5 reﬂukss %84
OAc
AcO 0 O piridinyum bromiir perbrom, AcO
O benzoil peroksit -
CHClj, refluks, 3saat., %55

o
o

0 12saat 0 O

R=R!=H, %75
R=R'=0CHj, %74

O Mn(OAc); HCIO, O | 43
AcOH, 100°C, 1saat,
o %92 o
Rl
R 0 O R 0
PhI(OH)OTs R
O MeCN, refluks, - O 49
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Tablo 2.7.(Devam) Flavonon tiirevlerinin yiikseltgenmesinde baz1 yontemler

g K
H

DDQ, 1,4-dioksan__ O O O |

100°C, 8saat, %75

OH l OH 51
HO O O InBr; ve InCl5.Si0, HO 0 |
% 65 -

‘ ) ’

HO o 1, , piridin, HO 0 | O
—_—
refluks, 4saat 52

OH O OH O

R=Br, %47
R=Cl, %44

o
o

2.3.4.3. Koruma gruplarimin kaldirilmasi

Flavonoid glikozitlerin total sentezinin flavonoid grubuna seker birimlerinin
takilmasi1 ve yiikseltgenme basamaklarinda, agikta olan hidroksil gruplarinin organik
solventlerde ¢éziinmeyi zorlastirmasi ve ana iiriiniin saflastirilmasi sirasinda cesitli
sikintilar ¢ikartmalar1 istenmeyen durumlardir. Arastirmacilar agikta olan hidroksil
gruplarmi ¢esitli yontemlerle koruyarak (asetilleme, benzilleme, metilleme,

benzoilleme vb.) bu sikintilar1 kolaylikla agmislardir.

Tablo 2.8’de koruma gruplarmin se¢imli veya tamamen kaldirilmasi {izerine son

yillarda yapilan bazi ¢caligmalar verilmistir.
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Tablo 2.8. Koruma gruplarmin se¢imli veya tamamen kaldirilmasinda 6nemli uygulamalar

Kaynak

AcO HO
AcO O NaOE+EOH,  HO 0
AcO ™ os > [0

0 00 41
)<OEt )<

OEt

OAc OH

= o 53
Pirolidin, %93
Ty

H;CO OCH, H;CO OCH;

AcO

HO
o_ P OAc o_ P OH
O OAc OH
RO o AcO RO o HO
| 1) NaOCH3 , CH;OH / THF |
0.s., 2saat

- 37
2) Dowex 50W-8X (H") w8
OAc % 92 OH
R= AcO R= HO
OH
OAc OH
sulu MeOH (1 4)

NH4OAC
0.S., 4saat, %98

sulu McOH (1:4) OAc 54
NH,OAc,
HO

0.8., Ssaat,
%96

OAC 1ic10,H,0 OH
MeOH, o.s.,

3saat, %61

55
©/\OAC LiCIO, H,0 ©/\OH
MeOH, o.s.,

12saat, %0.0
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2.4. Antosiyaninler

Antosiyanin adi1 yunanca anthos (¢icek) ve kyanos (mavi) kelimelerinden tiireyen
misir ¢iceginin mavi pigmentleri olarak tanmimlanir. Antosiyaninler, pembeden
kirmiziya ve violeden koyu maviye olan bir¢ok cicegin, meyvenin yapragin ve
govdenin renginden sorumlu fenolik bilesiklerdir. Ayni zamanda bu bilesikler bitki
aleminde suda ¢oziinebilen en genis pigment siifini olustururlar. . Antosiyaninlerin
renkleri yapiya ve meyvenin asitligine de baghdir. Cogu antosiyanin asidik kosulda
kirmizi olur ve diisiik asitli kosulda maviye doner. Bu 06zelliklerinden dolay1
antosiyaninler, asit baz indikatorii olarak da kullanilmaktadir [56]. Flavilyum
katyonu olarak da bilinen antosiyaninler, antioksidan, antikanser, antibakteriyal,
antiinflamator ve antianjijenik gibi biyolojik etkilerinin yaninda [57], antosiyaninler
gida boyasi, sa¢ boyasi, son yillarda giines pillerinde hassaslastirict olarak
kullanilmaktadir [58]. Bu o6zelliklerinden dolay1 giiniimiizde antosiyaninlere karsi
olan ilgi artmistir. Antosiyaninler, neredeyse tiim bitki familyalarinda bulunur. Esas
rengi veren baslica antosiyaninler; Siyanidin, seftali, kiraz, incir, erik, ahududu,
frenkiiziimii, kirmiz1 lahanada , Malvidin baz1 {iziimlerde, Pelargonidin ¢ilek, kirmizi
turp, dut, Peonidin bataklik kizilciginda, Petunidin Amerikan iiziimlerinde bulunur.
Antosiyaninlerin ana kaynagi, bogiirtlen, liziim, yabanmersini gibi kiigiik sulu ve
taneli meyveler, avakado, portakal ve patlican, zeytinler, kirmizi sogan, tatli patates,
gibi bazi sebzelerdir.

Literatiirde o6zellikle son yillarda, analitik olarak inceleme, kullanim alanlar1 ve
insan sagligina olan etkileri lizerine antosiyaninlerle ilgili oldukca fazla ¢aligmaya

rastlanmaktadir.

2.4.1. Antosiyaninlerin yapisi

Antosiyaninler, flavilyum katyonuna sahip fenolik bilesikler olup ilk kez Willstatter
ve Burdick tarafindan izole ve karakterize edilmistir. Antosiyaninler, aglikon
(antosiyanidinler) ve seker grubundan olusmuslardir. Klasik antosiyanin aglikonu C;s

iskeletine (Cs-C3-Cy) sahip, asidik pH larda pozitif yiik iceren bilesiklerdir.
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Antosiyaninler, elektron konjugasyonundan dolay1 goriiniir 15181 iy1 absorbe ederler,
antosiyaninlerin bu 0Ozelliklerinden dolayr meyve ve sebzeler dogada kirmizidan

mora kadar degisen renklerde bulunurlar.

Kimyasal olarak antosiyaninler, polihidroksil veya polimetoksil glikozitleri,
acilglikozitleri ve glikozit grubu bagh olmayan antosiyanidinler seklinde dogada
bulunurlar. Dogada en c¢ok bulunan antosiyaninler; pelargonidin, siyanidin,
delfinidin, peonidin, petunidin ve malvidindir. Biitiin antosiyaninlerin yaklasik % 90
yaygin olarak alt1 antosiyanidin iizerine kurulmustur. Tablo 2. 9’ de dogada bulunan
baslica antosiyanidinlerin kimyasal yapilart ve renkleri verilmektedir.
Antosiyaninlerin renkleri, halkalar {izerinde bulunan hidroksil gruplarmin sayisina ve
bu gruplara bagh seker gruplarina gore degismektedir. Antosiyaninler, hiicre
sitoplazmasinda glikozit formda bulunmaktadir. Antosiyaninlerin aglikon kismini
olusturan fenolik bilesiklerin molekiiliinde —OH grubu sayis1 arttik¢a renkte mavilik,

-OCH3 grubu sayis1 arttik¢a kirmizilik artmaktadir.

Sekil 2.16. Antosiyaninlerin yapisi ve numaralandirilmasi

Tablo 2.9. Anyosiyaninlerin kimyasal yapilar1 ve renkleri

Antosiyanidin R1 R2 R3 R4 R5 R6 R7 Ana renk
Apigeninidin -H -OH -H -H -OH -H -OH Turuncu
Aurantinidin -H -OH -H -OH -OH -OH -OH Turuncu
Capensinidin -OCH; | -OH -OCH; | -OH -OCH; | -H -OH Mavimsi kirmizi
Cyanidin -OH -OH -H -OH -OH -H -OH Morumsukirmizi
Delphinidin -OH -OH -OH -OH -OH -H -OH Pembe, mavi
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Tablo 2.9.(Devam) Anyosiyaninlerin kimyasal yapilar1 ve renkleri

Europinidin -OCH; | -OH -OH -OH -OCH; | -H -OH Mavimsi-kirmiz
Hirsutidin -OCH; | -OH -OCH; | -OH -OH -H -OCH; | Mavimsi-kirmizi
Luteolinidin | -OH -OH -H -H -OH -H -OH Turuncu
Pelargonidin | -H -OH -H -OH -OH -H -OH Turuncu somon
Malvidin -OCH; | -OH -OCH; | -OH -OH -H -OH Pembe

Peonidin -OCH; | -OH -H -OH -OH -H -OH Morumsukirmizi
Petunidin -OH -OH -OCH; | -OH -OH -H -OH Pembe
Pulchellidin -OH -OH -OH -OH -OCH; | -H -OH Mavimsi-kirmizi
Rosinidin -OCH; | -OH -H -OH -OH -H -OCH; | Kirmizi
Triacetidin -OH -OH -OH -H -OH -H -OH Kirmizi

Antosiyaninlerin, numaralandirma sistemi sekil 2.16’ da verilmistir. Antosiyaninler
3-  konumunda  hidroksil  grubu  olmamasi  yani  apigenidin  tipi
deoksiantosiyanidinlerin asidik ¢ozeltilerde siyanidinlere gore daha kararli oldugu

ortaya konulmustur [59].
2.4.2. Antosiyanidin glikozitler

Antosiyanidinler dogada yaygin degildir. Buna ragmen, antosiyanidinlerin
glikozitleri (antosiyaninler) bitki aleminde ¢ok yaygindir. Bitkilerden farkli yapilarda
cok sayida antosiyanin elde edilmistir. Antosiyaninlerin g¢esitliligi aglikonun
tiirlinden, molekiilde bulunan substituentlerin tiir ve pozisyonundan, seker
kalintilarinin  aglikona baglanma konfiglirasyonundan kaynaklanir. Cyanidin,

delphinidin ve pelargonidinin gligozitleri bitki aleminde daha yaygindir.

Yapilarinda c¢esitli pentoz ve heksozlar, di-, tri- ve oligosakkaritler igeren
antosiyaninler dogada yaygindir. Antosiyaninlerin yapisinda, seker kalintis1 aglikona
genellikle sekerin C-1 pozisyonundaki [-hidroksil grubu {izerinden baglanir.
Antosiyanidinlerin C-3, 3-deoksiantosiyanidinlerin ise C-5 pozisyonundaki hidroksil
grubu glikozillenmeye daha yatkindir. Ancak antosiyanidinlerin C-3 pozisyonundaki

hidroksil grubu glikozillenmedigi halde, C-7 hidroksil grubunun glikozillendigi



33

birka¢ antosiyanin de bilinmektedir. Bunlara 6rnek olarak, delphinidin 7-galaktozit,

cyanidin 7-arabinozit ve delphinidin 7-glukozit verilebilir.

Antosiyaninlerin yapisinda monosakkaritlerden glukoza, monosakkarit veya di- ve
trisakkaritlerin bileseni olarak daha sik rastlanir. Antosiyaninlerin yapisinda D-
galaktoz ve L-ramnoza nadiren, L-arabinoz ve ksiloza bazi orneklerde rastlanir.
Glikozitlerin yapisinda C-7 pozisyonunda daima, C-5 pozisyonunda ise ¢ogunlukla
glukoz kalntisma rastlanir. Ancak C-7 pozisyonunda galaktoz, ramnoz ve ksiloz

kalintilarinin bulundugu glikozitler de bitkilerden izole edilmistir.

Mentha piperita ve Salix purpurea yapraklarindan elde edilen antosiyaninlerin

fruktoz kalintis1 icerdigi belirlenmistir.

Antosiyaninlere dogada ¢ogunlukla 3-monozitler, 3-biozitler ve 3-triozitler, ayni
zamanda 3,5-diglikozitler ve nadir hallerde de 3,7-diglikozitler halinde rastlanir. Bu
tiir glikozit yapilarinda seker kalintis1 olarak glukoz, galaktoz, ramnoz, arabinoz ve
ksiloz gibi monosakkaritler yer alirlar. S6z edilen monosakkaritlerden son ikisi

glikozitlerde fazla yaygim degildir.

Aronia melanocarpa (Rosaceae) bitkisinin meyvelerinden, ana bilesenler olarak elde
edilen, cyanidin 3-galaktozit ve cyanidin 3-arabinozitle birlikte, yeni bir
monoglikozit cyanidin 3-ksilozit bulunmustur. Cyanidin 3-ksilozit ayrica, son

zamanlarda elmadan da izole edilmistir.

Antosiyaninlerin yapilarinda rastlanan ramnoglukozitler, genellikle rutinozit [O-a-L-
ramnozil-(1—6)-glukoz] yapisindadir. Ancak, Podocarpaceae familyasi tiirlerinden,
yapisinda neohesperidoz [O-a-L-ramnozil-(1-2)-glukozit] iceren antosiyoninler de

1zole edilmistir.

Dogada nadiren bulunan cyanidin 3-malonilglukuronozilglukozit (glukuronosil
tiirevi) Bellis prennis bitkisinden izole edilmistir. Bu bilesik, ndtral sulu ¢ozeltilerde
cyanidin 3-glukozite gore daha dayanikli, cyanidin-3-glukuronilglukozite gore ise

daha dayaniksizdir [1].
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2.4.3. Antosiyaninlerin Denge Halleri

Antosiyaninler degisik denge hallerinde bulunurlar. Termodinamik ve kinetik
calismalar, farkli pH larda antosiyaninlerin flavilyum katyonunda proton transferi,
izomerizasyon ve tautomerizasyon gibi degisik doniisiimlerin oldugunu ortaya
koymustur. Kuvvetli asidik sartlarda (pH 2 nin altinda) flavilyum katyonunun baskin
oldugu, bununda kirmizi renge sebep oldugu ortaya konulmustur. Zayifca asidik
veya noétral sulu ortamlarda antosiyaninlerin ndtral veya iyoninize quinonoidal baz
haline doniisiir. Zayif asidik ¢ozeltilerinde su katilmasiyla flavilyum katyonu oldukga
kararli renksiz hemiketal ve salkon formuna doniisiir. Flavilyum katyonuna su
katilmasi, 2-pozisyonundan oldugunda hemiketal 2-katilma verir, ancak 4-

pozisyonundan da katilma miimkiindiir.

Sekil 2.17. Antosiyaninlerin denge hali
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2.4.4. Antosiyaninlerin antioksidan aktiviteleri

Antosiyaninler dogada meyve ve sebzelere ¢ekici rengi kazandirmanm yaninda
antioksidan ozellikleriyle de dikkat c¢ekmektedirler [10, 60]. Antosiyaninlerin
antioksidan aktivitesi, metal iyonlariyla selat olusturma ve protein baglama
ozelliklerine dayanmaktadir [61]. Antosiyaninlerin antioksidan aktiviteleri
yapilariyla yakindan iligkilidir. Yapidaki —OH sayismin artisi, B halkasidaki
ohidroksi yapi, 3’ ve 4> karbona —OH ‘lerin baglanmasi1 antioksidan aktiviteyi
arttirmaktadir [62]. Yapiya katilan seker sayisi degistikce antioksidan aktivite de

degisir, 3 ve daha fazla seker ilavesi antioksidan aktiviteyi azaltir [63, 64]. In vitro

kosullarda, diisiik yogunluklu lipoproteinlerin (LDL) oksidasyonunu Onleme
acisindan antosiyaninler, biiyiikten kiiciige dogru delfinidin > siyanidin > malvidin >

pelargonidin olarak siralanmaktadir [61].
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Sekil 2.18. Antosiyaninlerin radikallerinin rezonans yapilar1

Meyvelerdeki  antioksidanlar  Ozellikle  biiyilk  olglide  antosiyaninlerden
kaynaklanmaktadir. Siyah, koyu kirmizi ve mavi renkler iceren meyvelerin

antioksidan degerleri ¢ok daha yliksektir [65]. Antioksidanlarin yaslanmanin Oniine
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gectigi gercegi, bu maddelerin en 6nemli aktivitesidir. DNA molekiillerine zarar

veren ve kansere yol acan serbest oksijen radikallerini notralize etmektedirler [66].

Ayrica bunlar cevresel kanserojenleri etkisiz hale getirirken, kardiovaskiiler
rahatsizliklara kars1 koruyucu etki saglamakta, gilines zararina karsi savagmakta,

Alzheimer ve diger yasliliktan kaynaklanan hastaliklar1 engellemektedirler [67].

Yukarida agiklanan insan saghgi icin faydali olan bitkisel kimyasallarin bazi
meyvelere oranla bilesikler bakimindan daha yiiksek diizeyde olduklar:

goriilmektedir.
2.4.5. Antosiyaninlerin biyosentezi

Antosiyaninler bitkilerin ikincil metabolitlerindendir. Bitkilerin fotosentezle
olusturduklar1 ve hayatsal gereksinimleri icin kullandiklar1 karbonhidratlar, amino
asitler, v.b. gibi birincil metabolitlerden tiirerler [11]. Yiikseltgenme, indirgenme,
alkilasyon, acilasyon ve diizenlenme gibi esas iskelet {izerinde degisikliklerle olusan

antosiyaninlerin diger siniflar1 Sekil 2.19°de verilmistir [15,59].
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2.4.6. Antosiyaninlerin sentezi ile ilgili baz1 yontemler

Antosiyanidin glikozitleri ilk defa Robinson tarafindan 2-hidroksibenzaldehit ve
asetofenon aldol kondenzasyonu ile bircok antosiyanidin mono ve diglikoziti
sentezlemistir (Sekil 2.20) [68,69]. Giinlimiize kadar 6nemini koruyan bu sentez
yontemi en gecerli antosiyanidin sentez yontemidir. Robinson antosiyanidinlerin
glikozitleri iizerine sentez ¢aligmalar1 otuzlu yillarm sonuna kadar devam etmistir

[70,71]. Bu yontemin dezavantaji verimin diisiik olmasidir.

OH
Ph OH
0 3
OH 1-HC EiDAc m |
AO— o +Ao 2Sey KOH M
H OH
AcO OAg 1 c 0 P
Ohc i
OH
HO
0
|
+
HO H

Sekil 2.20. Robinson tarafindan sentezlenen antosiyanidin glikozitlerinin sentez yontemi

Robinson'un aldol kondenzasyonu ile ger¢eklestirdigi antosiyanin-O-glikozit sentezi
doksanli yillara kadar fazla gelisme gdstermedi. 1994 yilin da Dangles ve Elhajji 3-
O-glukopranozil flavilyum iyonu bilesiklerini Robinson'un aldol kondenzasyonuna

benzer yontem ile sentezledi(Sekil 2.21) [72].
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Sekil 2.21. Dangles ve Elhajji tarafindan sentezlenen antosiyanidin glikozitlerinin sentez yontemi

Antosiyanin glikozitlerinin sentezinde son yillarda kullanilan ve ilk defa Shibata [73]
tarafindan bulunan diger bir yontem ise, once flavon glikozitlerinin sentezlenmesi
daha sonrada bu bilesiklerin Zn(Hg) amalgami ile antosiyanine ylikseltgenmesinden

ibarettir (Sekil 2.22) [74].

Sekil 2.22. Shibata tarafindan sentezlenen antosiyanidin glikozitlerinin sentez yontemi

Kondo ve arkadaslari tarafindan katesinden ¢ikarak siyanidin-3-O-B-D-glokozidin
total sentezini gerceklestirmistir (Sekil 2.23) [75].
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Sekil 2.23. Kondo tarafindan sentezlenen antosiyanidin glikozitlerinin sentez yontemi

Dogada nadir olarak bulunan C-glokozilantosiyanidinler ilk kez Andersen ve
arkadaslar1 tarafindan flavon-C-glukozitlerinden =~ Clemensen indirgenmesiyle

sentezlenmistir. (Sekil 2.24) [76].

Zn(Hg)
MeOH-HCI

R1 =Glc R2=H
Ri=H R>=Glc
Ri=Glc R,=Glc

Sekil 2.24. Andersen tarafindan sentezlenen antosiyanidin glikozitlerinin sentez yontemi

Biilow ve Wagner, benziol aseton ve benzoil pruvik asidin asit katalizli
kondenzasyonundan 4-Me ve 4-COOH grubu iceren flavilyum tuzlarini elde

etmiglerdir (Sekil 2.25) [77,78].
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Sekil 2.25. Biilow ve Wagner tarafindan sentezlenen flavilyum tuzunun sentez yontemi

Yakin zaman da Sweeny ve Iacobucchi Biilow tarafindan sentezlenen bu
bilesiklerden elde edilen 4-karboksi-2-flavenden oksidatif de karboksilasyon ile
apigenidin ve tiirevlerini yiiksek verimle hazirlamislardir (Sekil 2.26) [79].
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Sekil 2.26. Sweeny ve lacobucchi tarafindan sentezlenen flavilyum tuzunun sentez yontemi

Kuhnert ve arkadaglari asit katalizorlu aldol kondenzasyonuna alternatif olarak Lewis
asidi  kullanarak  yine aldol kondenzasyonuyla antosiyanidin  sentezi

gerceklestirmislerdir (Sekil 2.27) [80].
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Sekil 2.27. Kuhnert tarafindan sentezlenen flavilyum tuzunun sentez yontemi

Roehr-Stoeckel ve arkadaslar1 flavon’dan ¢ikarak Grignard reaktiflerinden
antosiyanidin ~ sentezi  gerceklestirmistir.  Sentezlenen  4-metil  flavilyum
bilesiklerinden benzaldehit ile dogal antosiyanidinlerde nadir goériilen mavi-viole ve

yesil renkli vitisin ailesi yeni antosiyanidinler sentezlemislerdir (Sekil 2.28) [81].

cr R4
1-RMgBr, THF, refluks R, N O

O
2-NH,Cl veya seyr.HCI O = Rs
=

MeOH, refluks

Sekil 2.28. Roehr-Stoeckel tarafindan sentezlenen flavilyum tuzunun sentez yontemi

Mas'in 2003 yilimda yaptig1t c¢alismada 2,4,6-hidroksibenzaldehit benzer
calismalardan farkl olarak, oncelikle asetik anhidrit ve potasyum karbonat esliginde

asetillenip, 4-hidroksi veya 3,4-dihidroksiasetofenon ile metanol-HCl de
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kondenzasyon gergeklestirerek apigenidin ve luteolinidin bilesiklerini yiiksek

verimle sentezlemistir (Sekil 2.29) [82].

OH
R, cr O OH
HO OH  Ac,0,K,CO4 AcO OAc o HO : R
\©ifo Et,0, r.t. @Efo MeOH-HCI, 0 °C O =
OH H OAc H OH R=H Apigenidin Klorur

R=0OH Luteolidin Klorur

Sekil 2.29. Mas tarafindan sentezlenen flavilyum tuzunun sentez yontemi

Brouillard ve arkadaslar1 antosyanidinleri, floroglusinol ve ariletinilketondan HPFg
asit katalizorliigii esliginde farkl bir yontem ile yiiksek verimle sentezlemislerdir

(Sekil 2.30) [83].
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Sekil 2.30. Brouillard tarafindan sentezlenen flavilyum tuzunun sentez yontemi
2.4.7. Antosiyaninlerin spektroskopik ozellikleri

Antosiyaninler UV 1sikta flouresans Ozellik gostermektedirler. Ayrica fenolik
yapilar1 nedeniyle de NH3 ile renk degistirirler. Bu 6zelliklerinden dolayi, ince
tabaka ve kagit kromatografisinde UV 151k (254 ve 366) ile incelenmektedirler.
Hidroksil gruplarmin bagl olduklar: yerlere gore UV 1sikta, NH3 buharinda ve NA
belirteciyle verdikleri renkler degismektedir. UV spektroskopisi, antosiyanin
bilesiklerin yapist hakkinda ©onemli bilgiler veren bir yontemdir (Tablo 2.6.)
Bilesigin metanoldeki ¢ozeltisine ayr1 ayr1 NaOMe, susuz AICI3, AICI3/HCI, susuz
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NaOAc ve NaOAc/H3BO3 in metanoldeki ¢ozeltilerinden az miktarda ilave edilerek
alman spektrumlarda goézlenen kaymalar, piklerin siddeti ve sekilleri arasindaki
farklar flavonoid bilesiginin ana iskeleti ve molekiildeki hidroksil gruplarmin yerleri
hakkinda fikir vermektedir [84]. UV spektrumunda flavonoid bilesikleri biri uzun
digeri kisa dalga boyunda olmak {izere iki absorpsiyon banti vermektedir. Uzun
dalga boyunda olan, flavonoidin B halkasmin (Sinnamoil) absorpsiyonu ile ilgilidir
ve Bant [ adin1 almaktadir. Kisa dalga boyunda olan ise A halkasmin (Benzoil grubu)

absorpsiyonu ile iliskilidir ve Bant II adin1 almaktadir (Tablo 2.10) [84].

Tablo 2.10. Flavonoidlerin UV spektroskopisindeki absorpsiyon bantlar1

Bant I (nm) Bant II (nm)
Flavon 304-350 250-270
Flavonol 352-385 250-270
Flavonon 310-330 275-290
Kalkon 360-390 240-260
Auron 390-430 240-260
Antosiyanidin 475-560 275-280
Izoflavon 300-340 245-270




BOLUM 3. MATERYAL VE METOD

3.1. Kullanilan Cihazlar ve Kimyasallar

Deneysel ¢alismalarda 1s1 kaynagi olarak IKA Labortechnik marka 1siticili
karistiricilar kullanildi. Coziicii uzaklastirma islemlerinde BUCHI Rotavopor R-114
ve HEIDOLPH Labaroto 4000 marka doner buharlastirici cihazlar1 kullanildi.
Tartimlar OHAUS Analytical marka hassas terazide yapildi. Kurutma islemleri
VACUCELL marka vakum etiiviinde yapild1.

Elde edilen bilesiklerin erime noktalari ELEKTROTHERMAL 2000 marka erime

noktasi tayin cihazi kullanilarak tespit edildi.

'"H NMR ve “C NMR spektrumlart VARIAN marka Infinity Plus model 300
MHz’lik NMR cihazi ile elde edildi.

Kiitle spektrumlar1 Gebze Yiiksek Teknoloji Enstitiisii, Fen Fakiiltesi, Kimya
Boliimii’nde ESI-MS (Bruker Micro TOF-ESI/MS) ms1.JPEG cihazinda alindi.

Calismada kullanilan ¢6ziicii ve kimyasallar Fluka, Merck, Alfa Easer ve Sigma
firmalarindan temin edildi. C6ziiciilerin tamami reaksiyon oncesinde yiiksek diizeyde

saflastirildi [45,46].
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3.2. Deneysel Calismalar

3.2.1. Yontem A: B-d-pentaasetilglukopiranoz (2a) sentezi

OH OAc
O Ac,0, H,SO 0
HIC{)C)é&OH — Aﬁfgc)éhpom

OH OAc
1a 2a

0.33 mol 59.4 g d-glikozmonohidrat 100 mL’lik dibi yuvarlak balona alinarak
iizerine 2.81 mol 286.7 g asetikanhidrit ilave edildi. Karisim buz banyosuna aliarak
iizerine 3 damla siilfirik asit eklendi ve 10 dakika manyetik karistirict ile karistirildi.
Balonun iizerine geri sogutucu takilarak 2 saat yag banyosunda 100 °C’de
karistirilmaya devam edildi. Oda sicakligina kadar sogutulan ¢ozelti 150 g su-buz
karisimi tizerine dokiilerek kuvvetlice karistirildi. Ham {iriin cam krozeden siiziilerek
300 mL soguk su ile yikandiktan sonra vakum etiiviinde 50 °C’de 12 saat kurutuldu.
30 mL etanolde tekrar kristallendirildi (2a) [47].

3.2.2. Yontem B: 2,3,4,6-Tetraasetil-p-d-glikopiranozil bromiir (3a) sentezi

OAc OAc
AcO O HBr/ AcOH Acoﬁ/
AC@OAC CH2C12 > AcO Br

OAc OAc
2a 3a

100 mL’lik dibi yuvarlak bir balon i¢ine konulan 0.074 mol 28.9 g B-d-
pentaasetilglikoz, kalsiyumkloriir ile kurutulmus 400 mL metilen kloriir ile ¢oziildi.
50 mL’lik damlatma hunisine 0.44 mol 26.4 g asetikasit icerisinde hidrojenbromiir
coOzeltisi almarak yarim saat igerisinde damlatildi. Balondaki ¢ozelti oda sicakliginda
2 saat manyetik karistirici ile karistirildiktan sonra beher icerisindeki 500 mL su-buz
karisimi iizerine dokiilerek yarim saat daha karigtirilmaya devam edildi. Karigim
ayirma hunisine almarak organik faz ayrildi ve 3 kez 170 mL %7.5’1lik

sodyumbikarbonat c¢ozeltisi ile 1 kezde 200 mL su ile yikandi Organik faz
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kalsiyumkloriir ile kurutuldu, huni ile siizge¢ kagidindan siiziildii, rotary evaporator
ile buharlastirildi. Yagimms: ham iiriin izopropil eter ile kristallendirildi. Kristaller

cam krozeden siiziilerek vakum etiiviinde 50 °C’de 12 saat kurutuldu(3a) [48].

3.23. Yontem C: 7-0-(2,3,4,6-Tetraasetil-p-d-glikopiranozil)-naringenin (5a)

sentezi

OAc
HO Aioo/ﬁ/ 0
c
o g& e e
AcO kmolm
OH O OH O

4a 5a

100 mL’lik dibi yuvarlak balona 1.25 mmol 0.51 g 2,3,4,6-Tetraasetil-pB-d-
glukopiranosil bromiir, 1.25 mmol 0.34 g giimiis karbonat, 1.00 mmol 0.27 g
naringenin (4a) konuldu ve iizerine 7 mL kinolin eklenerek 3 saat oda sicakliginda
manyetik karistirict ile karistirildi. Karigim metanol ile silikajelden stiziildii ve
metanol rotary evaporatorde buharlastirildi. Ham {iriin 100 mL etilasetat ile ¢oziildii
ve ¢ozelti 3 kez 100 mL 1 N hidroklorik asit, 2 kez 100 mL doymus tuz ¢ozeltisi ve 2
kez 100 mL su ile yikandi. Organik faz magnezyumsiilfat ile kurutuldu, huni ile
siizge¢ kagidindan siiziildii ve rotary evaporatérde buharlastirildi. Ham iiriin kolon
kromotografisinde silika jelde hegzan:etilasetat (1:1) ¢ozeltisinden gecirilerek ileri

derecede saflastirildi (5a) [26].

3.24. Yontem D: 7-0-(2,3,4,6-Tetraasetil-p-d-glikopiranozil)-apigenin(6a)

sentezi

OAc OAc
AcO AcO O
AcO AcO
> OAc
piridin
OH O
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1 mmol 7-0-(2,3.4,6-Tetraasetil-B-d-glikopiranozil)-Naringenin (5a) 3 ml piridin ile
¢oziildii. Cozeltinin sicakligi 90 °C ye gelince 2 ml piridin ile ¢oziilmiis 1 mmol iyot
damla damla eklendi. Reaksiyon 90 °C de 4 saat manyetik karistirict ile karistirild ve
sonra beher igerisindeki 50 gr buz su karisimma dokiildii. Cam krozeden siiziildii.
Uriin etilasetat ile ¢oziildii ve ¢ozelti 2 kez 100 ml doymus sodyumtiyosiilfat
cozeltisi ile bir kez 100 ml su ile yikandi. Organik faz magnezyum siilfat ile
kurutuldu, siiziildii ve evaporatérde buharlastirildi. Ham {iriin kolon kromatografisi
ile silika jelde tetrahidrofuran:hegzan (2:5) ¢ozeltisinden gegirilerek saflastirildi (6a)
[33].

3.2.5. Yontem E: 7-O-B-d-glikopiranozil-apigenin (7a) sentezi

OH

NaOCH;
CH30H - CHCl,

100 mL' lik dibi yuvarlak bir balona 0.97 mmol 7-O-glikopiranozil apigenin (4a) 20
mL metanol ve 10 mL kloroform i¢inde ¢oziildii. Cozelti igerisine 3.8 mmol sodyum
metoksit eklendi. Karisim oda sicakliginda 2 saat manyetik karistirici ile karistirildi.
1 N HCI ¢ozeltisi ile asitlendirildi ve olusan katilar cam kroze ile sliziildii. Stiziintii
evaporator ile buharlastirildi. Ham tiriin 100 mL etilasetat ile ¢oziildii ve 3 kez 100
mL su ile yikandi. Organik faz magnezyum siilfat ile kurutuldu, siiziildi ve

evaporatorde buharlastirildi. Ham {iriin metanol ile kristallendirildi (5a). [30].

3.2.6. Yontem F: 7-0-glikozil-apigenidin (8a) sentezi

OOC HO HO

OH O OH
i 0 &
Mg / MeOH-HCI Ho%o O
=
OH

8a
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25 mL' lik dibi yuvarlak bir balona 0,5 mmol 7-O-glikopiranozil-apigenin (7a) 1mL
kuru metanol ile ¢oziildii. . Karigim tlizerine 20 dakika ara ile 5 kez 1' er mL kuru
metanol icerisinden HCI gazi gegirilerek hazirlanan ¢ozeltiden eklendi. Cozeltiye 0,5
gr magnezyum eklendi. Karisim buz banyosunda 1 saat karistirildi ve 20x5 cm

amberlite 'den gecirildi. MeOH evapore edilerek lriin dietileter ile kristallendirildi

(8a)

3.2.7. Yontem A: B-d-pentaasetilgalaktopiranoz (2b) sentezi

C%i OAC .
ACzO, HzSO4 O
— £ 0 L e

HO OH ACO OAc

OH OAc
1b 2b

0.33 mol galaktoz 500 mL' lik dibi yuvarlak balona almarak iizerine 2.81 mol
asetikanhidrit ilave edildi. Karisim buz banyosuna almarak iizerine 3 damla siilfirik
asit eklendi ve 10 dakika manyetik karistirict ile karistirildi. Karigim  oda
sicakliginda bir glin boyunca karistirilmaya devam edildi. Cozelti 150 g su-buz
karisimi tizerine dokiilerek kuvvetlice karistirildi. Ham {iriin cam krozeden siiziilerek
300 mL soguk su ile yikandiktan sonra vakum etiiviinde 50 °C' de 12 saat kurutuldu.

30 mL etanolde tekrar kristallendirildi.(1b)

3.2.8. Yontem B: 2,3,4,6-Tetraasetil-p-d-galaktopiranozil bromiir (3b) sentezi

OAc OAc

OAc OAc
HBr/ AcOH O
o) — Br
AcO OAc CH,Cl, AcO
OAc
OAc
2b 3b

100 mL' lik dibi yuvarlak bir balon i¢ine konulan 0.074 mol pentaasetilgalaktoz (2b)
400 mL metilen kloriirde ¢oziildii. 50 mL' lik damlatma hunisine 0,44 mol asetik asit
icerisinde hidrojen bromiir ¢6zeltisi alinarak yarim saat icerisinde damlatild1.
Balondaki ¢6zelti oda sicakliginda 2 saat manyetik karistirici ile karistirildiktan sonra

beher igerisindeki 500 mL su-buz karisimi iizerine dokiilerek yarim saat daha
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karigtirilmaya devam edildi. Karisim ayirma hunisine alinarak organik faz ayrildi ve
3 kez 170 mL % 7,5'luk sodyum bikarbonat ¢ozeltisi ile 1 kez de 200 mL su ile
yikandi. Organik faz kalsiyum kloriir ile kurutuldu, huni ile siizge¢ kagidindan
siiziildli, evaporator ile buharlastirildi. Yagimsi ham iriin izopropil eter ile

kristallendirildi. Kristaller cam krozeden siiziilerek vakum etiiviinde kurutuldu. (3b)

3.2.9. Yontem C: 7-0-(2,3,4,6-Tetraasetil-p-d-galaktopiranozil)-naringenin (4b)

sentezi

OH OA
OAc c
HO oac /OAC o o
+ (0] B Ag,CO;y AcO
AcO " Kinolin OAc

OAc
OH O

OH
44
4b

100 mL' lik dibi yuvarlak balona 1.50 mmol tetraasetilgalaktozil bromiir (3b), 1.50
mmol glimiis karbonat, 1.00 mmol naringenin (4a) konuldu ve iizerine 7 mL kinolin
eklenerek bir giin oda sicakliginda manyetik karistirict ile karistirildi. Karigim
metanol ile selitden siiziildii ve metanol evaporatérde buharlastirildi. Ham iirtin 100
mL etilasetat ile ¢coziildii ve ¢ozelti 3 kez 100 mL 1 N hidroklorik asit, 2 kez 100 mL
doymus tuz ¢ozeltisi ve 2 kez 100 mL su ile yikandi. Organik faz magnezyum siilfat
ile kurutuldu, siliziildi ve evaporatorde buharlastirildi. Ham {riin  kolon
kromatografisi ile silika jelde hegzan:etilasetat (1:1) c¢ozeltisinden gegirilerek

saflastirildi. (4b)

3.2.10. Yontem D: 7-0-(2,3,4,6-Tetraasetil-p-d-glikopiranozil)-apigenin(5b)

sentezi

piridin
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I mmol 7-0-(2,3,4,6-Tetraasetil-B-d-galaktopiranozil) (4b) 3 ml piridin ile ¢6zildii.
Cozeltinin sicakligi 90 °C ye gelince 2 ml piridin ile ¢oziilmiis 1mmol iyot damla
damla eklendi. Reaksiyon 90 °C de 4 saat manyetik karistirict ile karistirildi ve sonra
beher icerisindeki 50 gr buz su karisimma dokiildii. Cam krozeden siiziildii. Uriin
etilasetat ile ¢oziildii ve ¢ozelti 2 kez 100 ml doymus sodyumtiyosiilfat ¢ozeltisi ile
bir kez 100 ml su ile yikandi. Organik faz magnezyum siilfat ile kurutuldu, siiziildii
ve evaporatdrde buharlastirildi. Ham {riin kolon kromatografisi ile silika jelde

tetrahidrofuran:hegzan (2:5) ¢ozeltisinden gegirilerek saflastirildi.(5b)

3.2.11. Yontem E: 7-0-B-d-galaktopiranozil-apigenin (6b) sentezi

OH OH_-OH
0
NaOCHj HO
—_— OH

CH;OH - CHCl,

100 mL' lik dibi yuvarlak bir balona 0.97 mmol 7-O-tetraasetilgalaktopiranozil
apigenin (5b) 20 mL metanol i¢inde ¢oziildi. Cozelti icerisine 3.8 mmol sodyum
metoksit eklendi. Karisim oda sicakliginda 2 saat manyetik karistirici ile karistirildi.
1 N HCI ¢ozeltisi ile asitlendirildi ve olusan katilar cam kroze ile siiziildii. Siizlinti
evaporator ile buharlastirildi. Ham tiriin 100 mL etilasetat ile ¢oziildii ve 3 kez 100
mL su ile yikandi. Organik faz magnezyum siilfat ile kurutuldu, siiziildi ve

evaporatorde buharlastirildi. Ham {iriin metanol ile kristallendirildi. (6b)
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3.2.12. Yontem F: 7-O-galaktozil-apigenidin (7b) sentezi

OH OH OH OH OH OH
&&/O o Mg / MeOH-HCI &&/0 Oy
HO™ Ho O | 0°C HO™ Ho O /

OH O OH
6b 7b

25 mL' lik dibi yuvarlak bir balona 0,5 mmol 7-O-galaktopiranozil-apigenin (6b)
ImL kuru metanol ile ¢6ziildii. . Karigim {izerine 20 dakika ara ile 5 kez 1' er mL
kuru metanol icerisinden HCI gazi gegirilerek hazirlanan ¢ozeltiden eklendi.
Cozeltiye 0,5 gr magnezyum eklendi. Karigim buz banyosunda 1 saat karistirildi ve
20x5 cm amberlite 'den gecirildi. MeOH evapore edilerek {iriin dietileter ile

kristallendirildi.(7b)

3.2.13. Yontem A: Oktaasetil-p-D-sellobiyoz (2¢) sentezi
OH OH OAc OAc
Ac,0,H,SO
Ho/g&o O on TR AcO o o O o
HO HO AcO AcO
OH OH OAc OAc
1c 2c

0.33 mol sellebiyoz 500 mL' lik dibi yuvarlak balona alinarak iizerine 5.62 mol
asetikanhidrit ilave edildi. Karisim buz banyosuna alinarak iizerine 3 damla siilfirik
asit eklendi ve 30 dakika manyetik karistirict ile karistirildi. Balonun iizerine geri
sogutucu takilarak 30 dakika yag banyosunda 100 °C' de karistirilmaya devam edildi.
Oda sicakligina kadar sogutulan ¢ozelti 150 g su-buz karisimi {izerine dokiilerek
kuvvetlice karigtirildi. Ham {iriin cam krozeden siiziilerek 300 mL soguk su ile
yikandiktan sonra vakum etiivinde 50 °C' de 12 saat kurutuldu. 30 mL etanolde

tekrar kristallendirildi. (2¢)
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3.2.14. Yontem B: Heptaasetil-p-D-sellobiyozil bromiir (3¢) sentezi

OAc OAc
OAc
AcO f0) O OAc HBr/ AcOH AcO AcO
AcO v AcO CH,Cl, OAc OAc

Ac OAc Br
2c 3¢

100 mL' lik dibi yuvarlak bir balon i¢ine konulan 0.074 mol oktaasetilsellebiyoz (2c)
400 mL metilen kloriirde ¢6ziildii. 50 mL' lik damlatma hunisine 0,44 mol asetik asit
icerisinde hidrojen bromiir ¢ozeltisi almmarak yarim saat icerisinde damlatild.
Balondaki ¢ozelti oda sicakliginda 2 saat manyetik karistiric ile karistirildiktan sonra
beher igerisindeki 500 mL su-buz karisimi iizerine dokiilerek yarim saat daha
karistirilmaya devam edildi. Karisim ayirma hunisine alinarak organik faz ayrildi ve
3 kez 170 mL % 7,5'luk sodyum bikarbonat ¢ozeltisi ile 1 kez de 200 mL su ile
yikandi. Organik faz kalsiyum kloriir ile kurutuldu, huni ile siizge¢ kagidindan
siiziildli, evaporator ile buharlastirildi. Yagimsi ham iriin izopropil eter ile

kristallendirildi. Kristaller cam krozeden siiziilerek vakum etiiviinde kurutuldu. (3¢)

3.2.15. Yontem C: 7-O-(Heptaasetil-p-D-sellobiyozil)-naringenin (4c) sentezi

OH
OAc OAc OH
HO 0 0
0 g o} o}
Ac-Sell-Br(3c) AcO % O
AcO

Ag,CO3 / Kinolin ACO” acO
OH O

0
4a 250C OH O
4c

100 mL' lik dibi yuvarlak balona 1.50 mmol heptaasetilsellebiyoz bromiir (3c), 1.50
mmol giimiis karbonat, 1.00 mmol naringenin (3) konuldu ve tizerine 7 mL kinolin
eklenerek 4 saat oda sicakliginda manyetik karistirici ile karistirildi. Karisim metanol
ile selitden siizlildii ve metanol evaporatorde buharlastirildi. Ham tirtin 100 mL
etilasetat ile ¢oziildii ve ¢ozelti 3 kez 100 mL 1 N hidroklorik asit, 2 kez 100 mL
doymus tuz ¢ozeltisi ve 2 kez 100 mL su ile yikandi. Organik faz magnezyum siilfat
ile kurutuldu, siliziildi ve evaporatorde buharlastirildi. Ham {riin  kolon
kromatografisi ile silika jelde hegzan:etilasetat (1:1) c¢ozeltisinden gecirilerek

saflastirildi.(4c)
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3.2.16. Yontem D: 7-O-heptaasetilsellebiozil Apigenin (5c¢) sentezi

OAc

OH
% O ° /gi/ O
AcO (0]
AcO A0 A0 _L/Pidn A O%co
AcO AcO

OH O 5¢

9000

1 mmol 7-O-heptaasetilsellebiozil Naringenin (4c) 3 ml piridin ile ¢ozildi.
Cozeltinin sicakligi 90 °C ye gelince 2 ml piridin ile ¢oziilmiis 1 mmol iyot damla
damla eklendi. Reaksiyon 90 °C de 4 saat manyetik karistirict ile karistirildi ve sonra
beher icerisindeki 50 gr buz su karisimma dokiildii. Cam krozeden siiziildii. Uriin
etilasetat ile ¢oziildii ve ¢ozelti 2 kez 100 ml doymus sodyumtiyosiilfat ¢cozeltisi ile
bir kez 100 ml su ile yikandi. Organik faz magnezyum siilfat ile kurutuldu, siiziildii
ve evaporatdrde buharlastirildi. Ham {riin kolon kromatografisi ile silika jelde

tetrahidrofuran:hegzan (2:5) ¢6zeltisinden gecirilerek saflastirildi.(5¢)

3.2.17. Yontem E: 7-O-sellebiyozil apigenin (6¢) sentezi

OAc OAc ) oH OH
¢ S o a0
AcO NaOCHs 0 o 0 0
A0y 10 AcO HO HO |
AcO MeOH/25°C  HO™ g HO
o 0 OH 0
5¢ 6c

100 mL' lik dibi yuvarlak bir balona 0.97 mmol 7-O-sellebiyozil apigenin (5c¢) 20 mL
metanol i¢inde ¢oziildii. Cozelti icerisine 26 mg sodyum metoksit eklendi. Karigim
oda sicakliginda 2 saat manyetik karistirict ile karistirildi. Karigim doweks ile
notrallestirildi, olusan katillar cam kroze ile siiziildii. Siiziintii evaporator ile
buharlastirildi. Ham {iriin 100 mL etilasetat ile ¢oziildi ve 3 kez 100 mL su ile
yikandi. Organik faz magnezyum siilfat ile kurutuldu, siiziildii ve evaporatdrde

buharlastirildi. Ham iiriin metanol ile kristallendirildi. (6¢)
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3.2.18. Yontem F: 7-O-sellebiyozil apigenidin sentezi (7c) sentezi

OH
OH OH
0 o o o
HO %o \ Mg / MeOH-HCI
HO™ 16 HO HO HO
0°c

25 mL' lik dibi yuvarlak bir balona 0,5 mmol 7-O-sellebiyozil-apigenin (S5¢) 1mL
kuru metanol ile ¢oziildii. . Karigim tizerine 20 dakika ara ile 5 kez 1' er mL kuru
metanol icerisinden HCI gazi1 gegirilerek hazirlanan ¢ozeltiden eklendi. Cozeltiye 0,5
gr magnezyum eklendi. Karisim buz banyosunda 1 saat karistirildi ve 20x5 cm

amberlite 'den gecirildi. MeOH evapore edilerek iiriin dietileter ile kristallendirildi.

(7c)

3.2.19. Yontem D: Diosmin (2d) sentezi

Ho ©OH
HO&E& OH
0 OCH,4
° 9
HO OH I, piridin
90°C
OH O
1d

1 mmol hesperidin (1d) 3 ml piridin ile ¢oziildii. Cozeltinin sicakligi 90 °C ye gelince
2 ml piridin ile ¢6ziilmiis | mmol iyot damla damla eklendi. Reaksiyon 90 °C de 4
saat manyetik karistirict ile karistirildi ve sonra beher icerisindeki 50 gr buz su
karisimima dokiildii. Cam krozeden siiziildii. Uriin etilasetat ile ¢oziildii ve ¢dzelti 2
kez 100 ml doymus sodyumtiyosiilfat ¢ozeltisi ile bir kez 100 ml su ile yikandi.
Organik faz magnezyum siilfat ile kurutuldu, siiziildii ve evaporatérde buharlastirildi.
Ham iiriin kolon kromatografisi ile silika jelde tetrahidrofuran:hegzan (2:5)

cozeltisinden gecirilerek saflastirildi.(2d)
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3.2.20. Yontem F: Diosmidin (3d) sentezi

OH

HO o OH
0 d HO >0 OH
OCH, 0 OCH
3
Q
Ho/%o Mg, HO S0 Oy O
HO OH MeOH/HCL HO OH O
0°C Z

OH 3d

25 mL' lik dibi yuvarlak bir balona 0,5 mmol diosmin(2d) 1mL kuru metanol ile
¢Oziildii. . Karisim iizerine 20 dakika ara ile 5 kez 1' er mL kuru metanol i¢erisinden
HCl gaz1 gecirilerek hazirlanan ¢6zeltiden eklendi. Cozeltiye 0,5 gr magnezyum
eklendi. Karisim buz banyosunda 1 saat karistirildi ve 20x5 cm amberlite 'den

gecirildi. MeOH evapore edilerek {iriin dietileter ile kristallendirildi. (3d)

3.2.21. Yontem D: 7-O-rutinozil apigenin (2e) sentezi

OH OH
0 4
HO&WO 0
HO o)
0 Iy  piridin
OH O 90°C
HO OH by

1 mmol 7-O-rutinozil naringenin (1e) 3 ml piridin ile ¢oziildii. Cozeltinin sicakligi 90
°C ye gelince 2 ml piridin ile ¢6ziilmiis Immol iyot damla damla eklendi. Reaksiyon
90 °C de 4 saat manyetik karistirict ile karistirildi ve sonra beher icerisindeki 50 gr
buz su karisimina dokiildii. Cam krozeden siiziildii. Uriin etilasetat ile ¢oziildii ve
cozelti 2 kez 100 ml doymus sodyumtiyosiilfat ¢ozeltisi ile bir kez 100 ml su ile
yikandi. Organik faz magnezyum siilfat ile kurutuldu, siiziildii ve evaporatdrde
buharlastirildi. Ham {iriin kolon kromatografisi ile silika jelde tetrahidrofuran:hegzan

(2:5) ¢ozeltisinden gecirilerek saflastirildi.(2e)
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3.2.22. Yontem F: 7-O-rutinozil apigenidin sentezi (3e) sentezi

OH

OH
'
Mg, Ho&@yo O ‘
0°C =
/SO
HO OH OH

OH 3e

25 mL' lik dibi yuvarlak bir balona 0,5 mmol 7-O-rutinozil apigenin (2¢) 1mL kuru
metanol ile ¢oziildii. . Karigim {izerine 20 dakika ara ile 5 kez 1' er mL kuru metanol
icerisinden HCI1 gaz1 gegirilerek hazirlanan ¢ozeltiden eklendi. Cozeltiye 0,5 gr
magnezyum eklendi. Karisim buz banyosunda 1 saat karistirildi ve 20x5 cm
amberlite 'den gecirildi. MeOH evapore edilerek {riin dietileter ile

kristallendirildi.(3e)

3.2.23. Yontem F: 3-O-rutinozil Quersetinidin sentezi (2f) sentezi

OH
0. O
HO O < o
Mg,MeOH/HCI 7 d'imH
0

0°C OH
HO:Z:;Q?/ HO 0
HO
2f HO

H
1f © OH

25 mL' lik dibi yuvarlak bir balona 0,5 mmol rutin (1f) ImL kuru metanol ile
¢Oziildii. . Karisim iizerine 20 dakika ara ile 5 kez 1' er mL kuru metanol i¢erisinden
HCI gaz1 gecirilerek hazirlanan ¢6zeltiden eklendi. Cozeltiye 0,5 gr magnezyum
eklendi. Karisim buz banyosunda 1 saat karistirildi ve 20x5 cm amberlite 'den

gecirildi. MeOH evapore edilerek iirlin dietileter ve aseto nitril ile kristallendirildi.

(29)



BOLUM 4. DENEYSEL BULGULAR

OAc
AcO O
Acoé&om

OAc
2a

B-d-pentaasetilglukopiranoz: 6.6 g (36.6 mmol) d-glikozmonohidrat kullanilarak
yontem A’ ya gore % 94 verimle 13.4 g (34.4 mmol) 2 nolu bilesik elde edildi.

'H NMR (300 MHz, CDCly): 8= 2.03 (3H, s), 2.04 (3H, s), 2.05 (3H, s), 2.10 (3H, s),
2.19 (3H, s), 4.08-4.12 (2H, m), 4.24 (1H, dd, j = 4.1, 3.6 Hz), 5.08-5.15 (2H, m),
5.48 (1H, t, j=10.0 Hz), 6.33 (1H, d, j =3.5 Hz).

BC NMR (75 MHz, CDCL): 8= 20.7, 20.8, 20.9, 20.9, 21.1, 61.6, 68.0, 69.3, 70.0
(x2), 89.2, 169.0, 169.6, 169.9, 170.5, 170.9.

OAc
AcO O
Accﬁ/ Br
OAc
3a

2,3,4,6-Tetraasetil-B-d-glikopiranozil ~ bromiir: 4.0 g (10.2 mmol) B-d-
pentaasetilglikoz kullanilarak yontem B’ ye gore % 89 verimle 3.7 g (9.0 mmol) 3
nolu bilesik elde edildi.

'"H NMR (300 MHz, CDCL): 8= 2.04 (3H, s), 2.06 (3H, ), 2.10 3H, s), 2.11 3H, s),
4.13 (1H, d, j = 10.9 Hz), 4.29-4.36 (2H, m), 4.85 (1H, dd, j = 4.1, 3.8 Hz), 5.17
(1H,t, j=9.6 Hz), 5.56 (1H, t, j =9.4 Hz), 6.62 (1H, d, j = 4.1 Hz).

3C NMR (75 MHz, CDCLy): 8= 20.7, 20.8, 20.9 (x2), 61.1, 67.3, 70.3, 70.8, 72.3,
86.8, 169.7, 170.0, 170.1, 170.8.
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OAc

OAc OH
AcO O o 0 O
AcO O

7-0-(2,3,4,6-Tetraasetil-B-d-glikopiranozil)-naringenin(5a) : 2.0 g (7.2 mmol)
naringenin (4a), 3.7 g (9.0 mmol) 2,3,4,6-Tetraasetil-B-d-glukopiranosil bromiir (3),
2.5 g (9.0 mmol) giimiis karbonat kullanilarak yontem C’ ye gore % 71 verimle 3.3 g
(5.5 mmol) 5a nolu bilesik elde edildi. "H NMR ve >C NMR spektrumlari sirastyla
Sekil A.5 ve Sekil A.6’de verilmistir.

E.N.: 188,2 °C, IR: 3429 (O-H), 1747 (C=0), 1635 (Ar), 1367 (OC-0), 1209 (Ar-0),
1172 (C-0-C), 1033 (Ar-H) cm’ ,MS: CyoH30O14 hesaplanan :602,16, : [M"
1:603,88,[ M'+ Na]:625,057

"H NMR (300 MHz, CDCly): 8= 2.04 (3H, s), 2.05 (3H, s), 2.06 (3H, s), 2.19 (3H, s),
2.80 (1H, d, J =17.0 Hz), 3.11 (1H, t, J = 13.2 Hz), 3.82-3.89 (1H, m), 4.12-4.26
(2H, m), 5.13 (2H, dd, J = 4.4, 10.8 Hz), 5.23-5.35 (3H, m), 6.12 (2H, d, J =10.2
Hz), 6.49 (1H, s), 6.89 (2H, d, J =8.5 Hz), 7.30 2H, d, J = 8.5 Hz), 9.6 (1H, s,
OH), 12.04 (1H, s, OH).

BC NMR (75 MHz, CDCL): 8= 20.8 (x2), 20.9 (x2), 42.7, 62.1, 68.3, 71.0, 72.3,
72.8, 79.5, 96.4, 97.8, 104.5, 115.9, 128.2, 129.6, 146.7, 157.3, 163.1, 164.0, 164.5,
169.8, 169.9, 170.6, 171.3, 197.0.

OAc
AcO O (o)
AcO O

OAc

OH O
6a

7-0-(2,3,4,6-Tetraasetil-pB-d-glikopiranozil)-apigenin(6a) : 0,6 g (1 mmol) 7-O-
(2,3,4,6-Tetraasetil-B-d-glukopiranosil)-naringenin (5a) ve 0,23 g (Immol) iyot
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kullanilarak yontem D’ ye gore % 90 verimle 0,54 g (1 mmol) 6a nolu bilesik elde
edildi. '"H NMR ve C NMR spektrumlar1 sirastyla Sekil A.11 ve Sekil A.12°de

verilmistir.

E.N.: 193,7 °C, IR: 3273 (O-H), 1743 (C=0), 1587 (Ar), 1365 (OC-0), 1222 (Ar-
0), 1178 (C-0-C), 1035 (Ar-H) cm™ , MS: CyoH23014: hesaplanan :600,15, : [M"
1:601,492,] M+ Na]:624,514

'H NMR (300 MHz, DMSO): &= 1.95 (3H, s), 1.96 (3H, s), 2.00 (3H, s), 2.01 (3H,
s), 4.08-4.17 (2H, m), 4.30-4.35 (1H, m), 5.00 (1H, t, J = 9.7 Hz), 5.08 (1H, t, J
=8.2 Hz), 5.38 (1H, t, J =9.3 Hz), 5.73 (1H, d, J = 7.9 Hz), 6.43 (1H, s), 6.77 (1H,
s), 6.88 (1H, s), 6.91 (2H, d, J = 8.8 Hz), 7.94 (2H, d, J = 8.8 Hz), 10.40 (1H, s),
13.02 (1H, s).

BC NMR (75 MHz, DMSO): &= 20.9, 21.0 (x2), 21.1, 62.3, 68.6, 71.1, 71.8, 72.5,
95.8, 97.1, 99.9, 103.9, 106.6, 116.7, 121.6, 129.3, 157.5, 162.0, 162.1, 162.2, 165.1,
169.8, 170.0, 170.3, 170.7, 182.7.

7-0-B-d-glikopiranozil-apigenin (7a): 0.16 g (0.17 mmol) 7 -O-(2,3,4,6-Tetraasetil-
B-d-glikopiranozil)-apigenin (6a) kullanilarak yontem H’ ye gore % 93 verimle 0.10
g (0.17 mmol) 7a nolu bilesik elde edildi. '"H NMR ve “C NMR spektrumlari
sirasiyla Sekil A.15 ve Sekil A.16°de verilmistir.

E.N.: 181,5 °C, IR: 3267 (O-H), 1647 (C=0), 1589 (Ar), 1238 (Ar-0), 1176 (C-O-
C), 1039 (Ar-H) cm']; MS: C,1H20010: hesaplanan :432,11, : [M']:433,26

"H NMR (300 MHz, DMSO): &= 3.20-3.28 (1H, m), 3.39-3.53 ( 3H, m ), 3.66-3.75
(2H, m), 4.02-4.80 (4H, br, OH ), 5.08 (2H, d, j=7,2 Hz ), 6.45 (1H, d, j = 1.4 Hz),
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6.84 (1H, d, j = 1.4 Hz), 6.88 (1H, s), 6.95 (2H, d, j = 8.5 Hz), 7.97 (2H, d, j = 8.5
Hz).

C NMR (75 MHz, DMSO): = 61.2, 65.6, 70.2, 73.7, 77.4, 71.8, 95.5, 100.5,
103.7, 106.0, 116.6, 121.6, 129.2, 157.6, 161.7, 162.0, 163.6, 164.9, 182.6.

OH O OH
O +
Hijiga;Qv/o Q\
HO™ o _

8a
OH

7-0-glikozil-apigenidin (8a): 0,5 mmol 7-O-glikopiranozil-apigenin (7a) kullanilarak
yontem F’ye gore % 40 verimle 8a nolu bilesik elde edildi

MS: C21H210¢": hesaplanan : 417,12, [M" ]:417,540
UV : Amaks= 479,50 nm

OAc OAc

AcO OAc
2b OAc

B-d-pentaasetilgalaktopiranoz: 6.6 g (36.6 mmol) d-galaktozmonohidrat kullanilarak
yontem A’ ya gore % 94 verimle 13.4 g (34.4 mmol) 2 nolu bilesik elde edildi.

'"H NMR (300 MHz, CDCL): 8= 2.04 (3H, s), 2.06 (3H, ), 2.10 3H, s), 2.12 3H, s),
2.19 (3H, 5), 4.0-4.15 (2H, m), 4.26 (1H, dd, j = 4.1, 3.6 Hz), 5.02-5.18 (2H, m), 5.48
(1H,t, j=10.0 Hz), 6.30 (1H, d, j = 3.5 Hz).

3C NMR (75 MHz, CDCly): 8= 20.6, 20.8, 20.9, 20.9, 21.2, 61.8, 68.2, 69.8, 70.4
(x2), 89.5, 169.5, 169.8, 169.9, 170.6, 170.9.
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OAc OAc

AcO Br
OAc

3b

2,3,4,6-Tetraasetil-B-d-galaktopiranozil bromiir: 4.0 g (10.2 mmol) B-d-
pentaasetilgalaktoz kullanilarak yontem B’ ye gore % 89 verimle 3.7 g (9.0 mmol)
3b nolu bilesik elde edildi.

"H NMR (300 MHz, CDCl;): 8= 2.03 (3H, s), 2.08 (3H, s), 2.13 (3H, s), 2.18 (3H, s),
4.16 (1H, d, j = 10.8 Hz), 4.42-4.61 (2H, m), 5.05 (1H, dd, j = 4.2, 3.8 Hz), 5.37
(1H,t, j=9.6 Hz), 5.58 (1H, t, j =9.4 Hz), 6.65(1H, d, j = 4.1 Hz).

BC NMR (75 MHz, CDCL): 8= 20.6, 20.7, 20.9 (x2), 61.3, 67.6, 70.5, 70.8, 72.7,
85.9, 169.9, 170.1, 170.2, 170.9.

7-0-(2,3,4,6-Tetraasetil-B-d-galaktopiranozil)-naringenin(4b) : 2.0 g (7.2 mmol)
naringenin (4a), 3.7 g (9.0 mmol) 2,3,4,6-Tetraasetil-pB-d-galaktopiranosil bromiir
(3b), 2.5 g (9.0 mmol) giimiis karbonat kullanilarak yontem C’ ye gore % 71 verimle
3.3 g (5.5 mmol) 4b nolu bilesik elde edildi. 'H NMR ve *C NMR spektrumlar1
sirasiyla Sekil A.5 ve Sekil A.6’de verilmistir.

E.N.: 102,9 °C, IR: 3385 (O-H), 1745 (C=0), 1635 (Ar), 1369 (OC-0), 1222 (Ar-0),
1176 (C-O-C), 1033 (Ar-H) cm’ , MS: CyH30O14 hesaplanan;602,16, [M"
1:602,247,[ M+ Na]:625,419)

"H NMR (300 MHz, CDCly): 8= 2.05 (3H, s), 2.06 (3H, s), 2.08 (3H, s), 2.19 (3H, s),
2.81 (1H, d, J = 14.3 Hz), 3.12 (1H, t, J = 13.2 Hz), 4.04-4.21 (1H, m), 5.10 (2H,
dd, J =44, 10.8 Hz), 5.31-5.37 (2H, m), 5.45-5.51 (2H, m), 6.12 (1H, d, J =9.9
Hz), 6.89 (2H, d, /= 8.5 Hz), 7.21 (1H, s) 7.30 (2H, d, J = 8.5 Hz), 11.94 (1H, s).
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BC NMR (75 MHz, CDCL): 8= 20.8, 20.9 (x2), 21.3, 43.4, 62.6, 68.4, 70.9, 71.6,
72.8, 79.3, 96.4, 97.5, 104.5, 115.9, 128.2, 129.9, 156.9, 163.1, 164.0, 164.1, 164.6,
169.7, 170.6, 170.9, 171.8, 196.9.

OAc OAc
O o
AcO

7-0-(2,3,4,6-Tetraasetil-pB-d-galaktopiranozil)-apigenin(5b) : 0,6 g (I mmol) 7-O-
(2,3,4,6-Tetraasetil-pB-d-galaktopiranosil)-naringenin (4b) ve 0,23 g (Immol) iyot
kullanilarak yontem D’ ye gore % 90 verimle 0,54 g (1 mmol) 5b nolu bilesik elde
edildi. '"H NMR ve C NMR spektrumlar: sirastyla Sekil A.11 ve Sekil A.12’de

verilmistir.

E.N.: 204,7 °C, IR: 3275 (O-H), 1745 (C=0), 1602 (Ar), 1367 (OC-0), 1222 (Ar-0),
1174 (C-O-C), 1043 (Ar-H) cm’, MS: CogH2s014: hesaplanan;600,15, [M"
1:601,492,[ M+ Na]:624,152)

'H NMR (300 MHz, DMSO): 8= 1.94 (3H, s), 2.01 (3H, s), 2.04 (3H, s), 2.14 (3H,
s), 4.08-4.18 (2H, m), 4.40-4.52 (1H, m), 5.00 (1H, t, J = 9.7 Hz), 5.18-5.30 (2H,
m), 5.37 (1H, t, J=9.3 Hz), 5.65 (1H, d, J=7.9 Hz), 6.41 (1H, s), 6.76 (1H, s), 6.89
(1H, s), 6.95 (2H, d, J=8.8 Hz), 8.01 (2H, d, J= 8.8 Hz), 10.45 (1H, s, OH), 13.01
(1H, s, OH).

BC NMR (75 MHz, DMSO): 8= 21.4 (x2), 21.1(x2), 62.1, 67.8, 68.6, 70.0, 71.4,
95.7, 97.6, 99.8, 103.8, 106.5, 116.6, 121.5, 129.2, 157.5, 162.0, 162.1, 162.2, 165.0,
169.9, 170.2, 170.5, 170.7, 182.7.
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7-0-B-d-galaktopiranozil-apigenin(6b): 0.16 g (0.17 mmol) 7-O-(2,3,4,6-Tetraasetil-
B-d-glikopiranozil)-apigenin (5b) kullanilarak yontem H’ ye gére % 93 verimle 0.10
g (0.17 mmol) 6b nolu bilesik elde edildi. 'H NMR ve “C NMR spektrumlari
sirasiyla Sekil A.15 ve Sekil A.16°de verilmistir.

E.N.: 172,4 °C, IR: 3271 (O-H), 1651 (C=0), 1598 (Ar), 1240 (Ar-0), 1174 (C-O-
C), 1039 (Ar-H) cm™; MS: Ca1H20010: hesaplanan;432,11, [M" ]:433,313)

'H NMR (300 MHz, DMSO): &= 3.31-3.38 (1H, m), 3.41-3.58 ( 3H, m ), 3.61-3.69
(2H, m), 3.81-4.20 (4H, br, OH ), 5.01 (2H, d, j=7,6 Hz ), 6.42 (1H, d, j = 1.7 Hz),
6.76 (1H, d, j = 1.7 Hz), 6.88 (1H, s), 6.95 (2H, d, j = 8.5 Hz), 7.94 (2H, d, j = 8.5
Hz).

BC NMR (75 MHz, DMSO): 6= 60.9, 65.6, 68.7, 70.7, 73.8, 76.3, 95.4, 100.1,
103.7, 105.9, 116.6, 121.6, 129.2, 157.6, 161.7, 162.0, 163.7, 164.8, 182.6.

OH,OH OH
§0 o0
AN
O™ Ho O =

7b
OH

7-O-galaktozil-apigenidin  (7b): 0,5 mmol 7-O-glikopiranozil-apigenin (6b)
kullanilarak yontem F’ye gore % 40 verimle 7b nolu bilesik elde edildi
MS: C21H210¢": hesaplanan : 417,12 ,[ [M" ]:417,466, UV : Amaks= 470 nm
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OAc OAc
AcO 0 0
AC@?{&/ OAc
(@)

Ac OAc
2c

Oktaasetil-B-D-sellobiyoz (2¢): 6.84 g (20.0 mmol) D-sellobiyoz kullanilarak yontem
A’ ya gore % 92 verimle 12.47 g (54.5 mmol) B-D-oktaasetilsellobiyoz (2¢) elde
edildi.

'"H NMR (300 MHz, CDCL): 8= 1.99 (3H, s), 2.01 (3H, s), 2.01 (3H, s), 2.03 3H, s),
2.05 (3H, s), 2.10 (3H, s), 2.13 (3H, s), 2.19 (3H, s), 3.64-3.72 (1H, m), 3.80 (1H, t,
J=9.5 Hz), 3.98-4.14 (3H, m), 4.38-4.53 (3H, m), 4.93-5.16 (4H, m), 5.45 (1H, t, J=
9.6 Hz), 6.25 (1H, d, J = 3.5 Hz).

3C NMR (75 MHz, CDCly): 8= 20.7, 20.7 (x2), 20.8 (x2), 20.9, 21.0, 21.1, 61.5,
61.7, 67.8, 69.4 (x2), 70.9, 71.8, 72.1, 73.1, 76.3, 89.1, 101.1, 169.2, 169.3, 169.5,
169.9, 170.1, 170.4 (x2), 170.7.

OAc OAc
AcO AcO
(0]

Ac OAc
3 c Br

Heptaasetil-B-D-sellobiyozil bromiir (3c): 10.0 g (14.7 mmol) oktaasetil-p-D-
sellobiyoz kullanilarak yontem B’ ye gore % 94 verimle 9.7 g (13.9 mmol) 3¢ elde
edildi.

'H NMR (300 MHz, CDCL): 8= 1.99 (3H, s), 2.02 (3H, s), 2.05 (2x3H, s), 2.10
(2x3H, s), 2.15 (1x3H, s), 3.67-3.70 (1H, m), 3.84 (1H, t, J= 9.7 Hz), 4.05 (1H, dd,
Ji= 1.3 Hz, J= 1.5 Hz), 4.15-4.23 (2H, m), 4.38 (1H, dd, J;= 4.1 Hz, J,= 4.1 Hz),
4.52-4.56 (2H, m), 4.77 (1H, dd, J;= 4.1 Hz, J,=4.1 Hz), 4.95 (1H, t, J = 8.2 Hz),
5.05-5.19 (2H, m), 5.54 (1H, t, J = 9.6 Hz), 6.53 (1H, d, J = 4.1 Hz).

BC NMR (75 MHz, CDCL): 8= 20.7 (x2), 20.8 (x2), 20.9 (x2), 21.1, 61.1, 61.7,
67.9, 69.6 (x2), 70.9, 71.7, 72.2, 73.1, 73.2, 75.4, 86.6, 100.8, 169.2, 169.5, 169.6,
170.2, 170.3, 170.5, 170.7.
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OAc OAc OH
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7-O-(Heptaasetil-B-D-sellobiyozil)-naringenin (4c): 2.0 g (7.3 mmol) naringenin
kullanilarak yéntem C’ ye gore % 86 verimle 5.6 g (6.3 mmol) 4c elde edildi. 'H
NMR, C NMR ve IR spektrumlar1 sirasiyla Sekil A.28, Sekil A.29 ve Sekil

A.30°da verilmistir.

E.N.: 192,5 °C, IR: 3444 (O-H), 1741 (C=0), 1645 (Ar), 1367 (OC-0), 1213 (Ar-0),
1168 (C-0-C), 1035 (Ar-H) cm”, MS: CaiH4sO2: hesaplanan : 890,25, [M"
1:890,038,[ M+ Na]:913,802)

'H NMR (300 MHz, CDCl): 8= 1.99 (3H, s), 2.01 (3H, s), 2.02 (3H, s), 2.05 (3H,
s), 2.06 (3H, s), 2.07 (3H, s), 2.10 (3H, s), 2.77 (1H, d, J= 17.3 Hz), 3.09 (1H, t,
J=17.2 Hz), 3.67-3.85 (3H, m), 4.03-4.14 (2H, m), 4.39 (1H, dd, J;= 4.4 Hz, J,= 4.1
Hz), 4.51 (2H, d, J= 8.5 Hz), 4.92-5.35 (7H, m), 6.08 (2H, dd, J,=3.2 Hz, J,= 1.2
Hz), 6.59 (1H,s), 6.89 (2H, d, J= 8.5 Hz), 7.29 (2H, d, J= 8.5 Hz), 11.92 (1H, s).

BC NMR (75 MHz, CDCL): 8= 20.8 (x3), 20.9 (x2), 21.1 (x2), 43.4, 61.7, 62.0,
67.9, 70.2, 71.0, 71.7, 72.1, 72.6, 73.0, 73.3, 79.5, 96.3, 97.7, 101.0, 104.4, 115.9,
128.2, 129.6, 139.6, 157.3, 163.1, 163.9, 164.5, 169.6, 169.7, 169.8, 170.2, 170.5,
170.8, 170.9, 197.0.

OAc OAc
AcO O o 0
AcO AcO
O

Ac OAc

7-O-(Heptaasetil-B-D-sellobiyozil)-apigenin (5¢): 0,8 g (1 mmol) 7-O-(Heptaasetil-
B-D-sellobiyozil)-naringenin (4c) ve 0,23 g (Immol) iyot kullanilarak yontem D’ ye
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gdre % 90 verimle 0,72 g (1 mmol) 5¢ nolu bilesik elde edildi. '"H NMR ve °C NMR
spektrumlar1 sirasiyla Sekil A.11 ve Sekil A.12°de verilmistir.

E.N.: 223,7 °C, IR: 3433 (O-H), 1741 (C=0), 1604 (Ar), 1367 (OC-0), 1222 (Ar-0),
1172 (C-0-C), 1035 (Ar-H) cm™; MS: CysiHasO2: hesaplanan: 888,23,
[M]:889,769,[M '+ Na]:912,051)

'H NMR (300 MHz, DMSO-dg): 8= 1.91 (3H, s), 1.95 (3H, s), 1.96 (3H, s), 1.97
(3H, s), 2.00 (3H, s), 2.01 (3H, s), 2.06 (3H, s), 3.84-4.27 (6H, m), 4.39 (1H, d, J=
11.1 Hz), 4.65 (1H, t, J= 9.4 Hz), 4.84-4.91 (2H, m), 4.99 (1H, t, J= 8.2 Hz) 5.26
(1H, dd, J;= 12.9 Hz J,= 9.4 Hz), 5.27 (1H, dd, J= 6.2 Hz J,= 9.4 Hz), 5.65 (1H, d,
J=17.9 Hz), 6.40 (1H, d, J= 1.7 Hz), 6.75 (1H, d, J= 1.6 Hz), 6.88 (1H, s), 6.91 (2H,
d, J=8.5 Hz), 7.93 (2H, d, J= 8.6 Hz), 10.41 (1H, s), 13.00 (1H, s).

BC NMR (75 MHz, DMSO-dg): 8= 20.9 (x2), 21.0 (x2), 21.1 (x2), 21.2, 62.1, 62.6,
68.3, 71.1, 71.3, 71.8, 72.6, 72.8 (x2), 76.9, 95.7, 96.9, 99.9, 100.2, 103.8, 106.5,
116.6, 121.5, 129.3, 157.5, 162.0, 162.1, 165.1, 169.7, 169.9, 170.1 (x2), 170.3,
170.7, 170.8, 182.7.

7-0-B-D-sellobiyozil-apigenin  (6¢): 1.20 g (1.0 mmol) 7-O-(heptaasetil-B-D-
sellobiyozil)- apigenin (5¢) kullanilarak yontem H’ ye gore % 94 verimle 0.70 g (0.9
mmol) 6¢ elde edildi. '"H NMR, °C NMR, IR ve Kiitle spektrumlar sirasiyla Sekil
A.51, Sekil A.52, Sekil A.53 ve Sekil A.54°de verilmistir.

E.N.: 192,5 °C, IR: 3332 (O-H), 1653 (C=0), 1593 (Ar), 1244 (Ar-0), 1176 (C-O-
C), 1070 (C-OH), 1029 (Ar-H) cm™; MS: C,7H30O;s: hesaplanan :594,16, [M"
1:595,694,[ M+ Na]:617,886

"H NMR (300 MHz, DMSO-dq): 8= 3.07-3.34 (5H, m), 3.61-3.77 (4H, m), 4.33 (1H,
d, J=7.3 Hz), 4.72-4.77 (2H, m), 4.92 (1H, s), 5.08-5.17 (3H, m), 5.33 (1H, d, /= 4.4
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Hz), 5.60 (1H, d, J = 5.0 Hz), 6.46 (1H, s), 6.82 (1H, s), 6.84 (1H, s), 6.95 (2H, d, J
= 8.2 Hz), 7.94 (2H, d, J = 8.4 Hz), 10.48 (1H, s), 12.97 (1H, s).

3C NMR (75 MHz, DMSO-de): 8= 60.6, 61.7, 70.7, 73.5, 73.9, 75.4, 75.7, 77.1,
77.5, 80.3, 95.5, 99.9, 100.1, 103.8 (x2), 106.0, 116.7, 121.7, 129.3, 157.6, 161.8,
162.0, 163.5, 164.9, 182.7.

7c
OH

7-O-sellebiyozil-apigenidin  (7c): 0,5 mmol 7-O-glikopiranozil-apigenin (6¢)
kullanilarak yontem F’ye gore % 40 verimle 7c nolu bilesik elde edildi.

MS: Cy7H31044": hesaplanan :579,17, [ M+ H,0]:597,971 UV : Amaks= 478 nm

Diosmin(2d): 0,6 g (1 mmol) Hesperidin (1d) ve 0,23 g (Immol) iyot kullanilarak
yontem D’ ye gore % 90 verimle 0,54 g (1 mmol) 2d nolu bilesik elde edildi. 'H
NMR ve *C NMR spektrumlari sirasiyla Sekil A.11 ve Sekil A.12’de verilmistir.

E.N.: 214,2 °C, IR: 3392 (O-H), 1658 (C=0), 1608 (Ar), 1259 (Ar-0), 1182 (C-O-
C), 1095 (C-OH), 1037 (Ar-H) cm'], MS: C,3H3,0,5: hesaplanan : 608,17 [M+
1:609,728, M+ Na]:631,678,

'"H NMR (300 MHz, DMSO-dg): 8= 1.06 (3H, s), 3.13-3.24 (2H, m), 3.26-3.38
(2H,m), 3.45-3.63 (2H, m), 3.81 (3H, s, OCH3), 4.48 (1H,s), 4.64 (2H, br, OH), 5.05
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(2H, d, J= 7.3 Hz), 5,25 (2H, br, OH), 5.47 (2H, br, OH), 6.44 (1H, d, J=2,1 Hz),
6.75 (1H, d, J=2,1 Hz), 6.81 (1H, s), 7.10 (2H, d, J= 8.8 Hz), 7.42 (1H, s), 7.55 (2H,
d, J= 8.8 Hz), 12.91 (1H, s, OH).

BC NMR (75 MHz, DMSO-ds): 8= 18.5, 56.4, 66.7, 69.0, 70.1, 70.9, 71.3, 72.6,
73.7, 76.2, 76.8, 95.4, 100.2, 100.5, 101.2, 104.4, 106.1, 112.8, 113.7, 119.6, 123.5,
147.4,151.9, 157.6, 161.8, 163.6, 164.8, 182.6

ho O
HO >0 OH
o OCH,
: s N
HO/%/O ON
HO OH
=
3d
OH

Diosmidin (3d): 0,5 mmol diosmin (2d) kullanilarak yontem F’ye gore % 40 verimle

3d nolu bilesik elde edildi.

MS: CsH33014 " hesaplanan : 593,19, [ M'+ H,0]:610,667
UV : Amaks= 483,50 nm

OH

HO
HO o)

)

HO™ oM by

7-O-rutinozil apigenin (2¢): 0,57 g (1 mmol) 7-O-rutinozil naringenin ve 0,23 g
(1mmol) iyot kullanilarak yontem D’ ye gore % 90 verimle 0,51 g (1 mmol) 2e nolu
bilesik elde edildi. '"H NMR ve >C NMR spektrumlari sirastyla Sekil A.11 ve Sekil
A.12°de verilmistir.
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E.N.: 227,01 °C, IR: 3307 (O-H), 1653 (C=0), 1602 (Ar), 1244 (Ar-0), 1176 (C-O-
C), 1058 (C-OH), 1029 (Ar-H) cm”, MS: Cu7H30O14: hesaplanan=578,16, [M"
1:579,732, [ M+ Na]:601,803

'"H NMR (300 MHz, DMSO-d¢): 8= 1.14 (3H, s), 3.16-3.22 (3H, m), 3.31-3.48
(4H,m), 3.61-3.76 (3H, m), 4.69 (4H, br, OH), 5.11 (1H,s),5.22 (1H, d, J= 7.1 Hz),
5,27 (2H, br, OH), 6.35 (1H, d, J= 1,7 Hz), 6.77 (1H, d, J= 1,7 Hz), 6.85 (1H, s),
6.92 (2H, d, J= 8.8 Hz), 7.92 (2H, d, J= 8.8 Hz), 12.95 (1H, s, OH).

BC NMR (75 MHz, DMSO-dq): 0= 18.7, 61.1, 69.0, 70.2, 71.1, 72.5, 76.9, 77.6,
77.8, 95.1, 98.4, 99.9, 101.1, 103.8, 106.0, 116.7, 121.5, 129.2, 157.6, 161.7, 162.1,
163.1, 164.9, 182.6

OH OH
0 s
HO/%/O Oy
HO o)
=
o
OH 3e
HO OH oy

7-O-rutinozil apigenidin (3e): 0,5 mmol 7-O-rutinozil apigenin (2e)kullanilarak

yontem F’ye gore % 40 verimle 3e nolu bilesik elde edildi.

MS: C,7H3;013": hesaplanan :563,18, [ M+ Na+K+Mg]:649,625
UV : imaks= 472 nm
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3-O-rutinozil Quersetinidin (2f): 0,5 mmol rutin (1e)kullanilarak yontem F’ye gore
% 40 verimle 2f nolu bilesik elde edildi.
MS: CsH3303": hesaplanan 595,17, [ M']: 595,57, [ M" +H,0O+Mg+Na]: 661,45

UV : imaks= 518 nm



BOLUM 5. SONUCLAR

Total sentez basamaklarinda kullanilan tiim ¢oziiciiler saflastirilarak kullanilmistir.
NMR spektrumlar1 i¢in kullanilan DMSO-de ¢oziiciisiiniin  pikleri '"H NMR
spektrumunda 3.2-3.6 ppm arasinda °C NMR spektrumunda da 39.2-40.9 ppm
arasinda goriilmektedir. Ayn1 zamanda DMSO-d¢ ¢6ziiciisiiniin i¢erdigi su pikleri de
2.49 ppm civarinda goriliir.

7- O-B-d-glikopiranozil-apigenin molekiiliiniin numaralandirilmis yapist Sekil 5.1°de

verilmektedir.

Sekil 5.1. 7-O-B-d-glikopiranozil-apigenin molekiiliiniin numaralandirilmis yapisi

2a ve 2b nolu bilesiklerinin '"H NMR spektrumunda (Sekil A.1) 2.02-2.19 ppm
arasinda bes tane asetil grubu metil proton pikleri gériilmektedir. Ayrica *C NMR
spektrumunda goriilecegi gibi beser tane 20.7-21.1 ppm arasinda asetil grubu metil
karbon pikleri ve 169.0-170.9 ppm arasinda asetil grubu karbonil karbonu pikleri

bulunmaktadir.

3a ve 3b nolu bilesigin '"H NMR spektrumunda (Sekil A.3) 2.04-2.11 ppm arasinda
dort tane asetil grubu metil pikleri, 2 nolu bilesikten bir tane asetil grubu koptugunu
gdstermektedir. 3a ve 3b nolu bilesigin >C NMR spektrumunda da 169.8-170.8 ppm
arasindaki dort tane asetil grubu karbonil karbonu pikleri ve 20.8-20.9 ppm
arasindaki dort tane asetil grubu metil karbonu pikleri '"H NMR spektrumunu

desteklemektedir.
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5a ve 4b nolu molekiillerinin '"H NMR spektrumunda 6-8 ppm arasinda naringenin
molekiiliiniin aromatik piklerini , 2,7 ppm ve 3,1 ppm de de naringeninin C
halkasindaki protonlar, 9,6 ve 12 ppm dede naringeninin 2 adet Ar-OH pikleri
goriilmektedir. Ayni spektrumda 2ppm civarinda 4 tane asetil piki ve 4 ppm ve 6
ppm arasinda glikozil ve galaktozil protonlar1 mevcuttur. Bu molekiillerin alinan
kiitle spektrumlarinda goriilen molekiiler iyon pikleri (5a= hesaplanan :602,16, :
[M']: 603,88, [M"+Na]: 625,057, 4b hesaplanan=602,16, [M']: 602,247, [M'+ Na]:
625,419) yapimiz1 dogrulamaktadir.

6a ve 5b molekiillerinin 'H NMR spektrumunda 2,7 ppm ve 3,1 ppm deki naringenin
C halkasindaki protonlar goriilmemektedir bunun yerine apigenin molekiiliiniin C
halkasindaki protonu 6,8 ppm de mevcuttur. Ayni zamanda 4a ve 4b
molekiillerindeki apigeninin aromatik halka pikleri 6,4-8ppm arasinda, Ar-OH
pikleri 10,4 ve 13 ppm de ve glikozil ve galaktozil pikleri 4-6ppm arasinda , 2ppm
civarindada 4 adet asetil piki mevcuttur. Alinan kiitle spektrumunda da molekiiler
iyon pikleri (6a= hesaplanan :600,15, [M']: 601,492, [M'+ Na]: 624,514, 5b
hesaplanan=600,15, [M" ]: 601,492, M+ Na]: 624,152) yapimiz1 dogrulamaktadir.

7a ve 6b molekiillerinin '"H NMR spektrumunda 2 ppmdeki asetil piklerinin
goriilmemesi ve 3,3 ve 3,8 ppm civarinda goriilen glikozil ve galaktozil-OH pikleri
deasetillemenin oldugunu gostermektedir. Alinan kiitle spektrumunda da molekiiler
iyon pikleri (7a= hesaplanan :432,11, [M']: 433,26,6b hesaplanan=432,11, [M"
433,313) yapimiz1 dogrulamaktadir.

4c nolu molekiillinin '"H NMR spektrumunda 6-8 ppm arasinda naringenin
molekiiliiniin aromatik piklerini , 2,7 ppm ve 3,1 ppm de de naringeninin C
halkasindaki protonlar, 9,6 ve 12 ppm dede naringeninin 2 adet Ar-OH pikleri
goriilmektedir. Ayni spektrumda 2ppm civarinda 7 tane asetil piki ve 4 ppm ve 6
ppm arasinda sellebiozil protonlar1 mevcuttur. Bu molekiilliiniin almman kiitle
spektrumunda goriilen molekiiler iyon piki (4c= hesaplanan : 890,25, [M" ]: 890,038,
[ M+ Na]: 913,802) yapimizi dogrulamaktadir.
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5¢ molekiiliiniin '"H NMR spektrumunda 2,7 ppm ve 3,1 ppm deki naringenin C
halkasindaki protonlar goriilmemektedir bunun yerine apigenin molekiiliiniin C
halkasindaki protonu 6,8 ppm de mevcuttur. Ayni zamanda 4a ve 4b
molekiillerindeki apigeninin aromatik halka pikleri 6,4-8ppm arasinda, Ar-OH
pikleri 10,4 ve 13 ppm de ve sellebiozil pikleri 4-6ppm arasinda , 2ppm civarindada
7 adet asetil piki mevcuttur. Alinan kiitle spektrumunda da molekiiler iyon pikleri
(5c= hesaplanan: 888,23, [M']: 889,769, [M'+Na]: 912,051)yapimizi

dogrulamaktadir.

6¢ molekiilliiniin '"H NMR spektrumunda 2 ppmdeki asetil piklerinin goriilmemesi
ve 3,5 ppm civarinda goriilen sellebiozil-OH pikleri deasetillemenin oldugunu
gostermektedir. Alinan kiitle spektrumunda da molekiiler iyon piki (6¢= hesaplanan :

594,16, [M" ]: 595,694, [ M'+ Na]: 617,886) yapimiz1 dogrulamaktadir.

2d ve 2e nolu molekiillerinin '"H NMR spektrumunda 6,8 ppm deki singlet proton
piki C halkasinin okside oldugunu gostermektedir. Ayni zamanda 6,4-7,6 ppm
arasindaki aromatik halka pikleri 3ppm ve 5,4 ppm arasindaki seker pikleri yapimizla
uyum saglamaktadir. Alman kiitle spektrumunda da molekiiler iyon piklerii (2d=
hesaplanan : 608,17 [M']: 609,728, [M '+ Na]: 631,678, 2e hesaplanan=578,16, [M']:
579,732, [M'+ Na]: 601,803) yapimizi dogrulamaktadir.

Sentezlenen antosiyanin tiirevleri ( 8a, 7b, 7¢, 3d, 3e, 2f ) NMR solventlerinde
(CDCl;, DMSO-ds, CD3;0D ve CF;COQD) yeterli miktarda ¢oziinmediklerinden
dolay1 proton ve >’C NMR’ lar1 almamadi. Ancak bu molekiillerinin alman UV ve

kiitle spektrumlar1 yapilarimiz ile uyum saglamaktadir.

8a= hesaplanan : 417,12, [M']: 417,540, UV : Amaks= 479,50 nm

7b= hesaplanan : 417,12, [M']: 417,466, UV : Amaks= 470 nm

7c= hesaplanan : 579,17, [M™+ H,0]: 597,971, UV : imaks= 478 nm
3d= hesaplanan : 593,19, [M™+ H,0]: 610,667, UV : Amaks= 483,50 nm
3e= hesaplanan : 563,18, M+ Na+K+Mg]: 649,625, UV : Amaks= 472 nm
2f= hesaplanan : 595,17, [M']: 595,57, [M" +H,0+Mg+Na]: 661,45,

UV : Amaks=518 nm
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Bu sonuclardan total sentezini hedefledigimiz apigenidin tiirevlerine ulastigimizi

sOyleyebiliriz.



BOLUM 6. TARTISMA VE ONERILER

Bu c¢alismada yapilan total sentez sirasiyla glikozilleme, asetilleme, yiikseltgeme,

deasetilleme ve indirgeme basamaklarini igermektedir.

Glikozilleme basamagi Oyama ve arkadaslarmin [36] ve [37] deki sentezine gore
sentezlenmistir. Bu kaynaklarda %80 verim ile elde edilen {iriin, total sentezimizde
de basariyla glikozilleme yapilmistir. Bu yontem galaktozilleme ve sellobiyozilleme
basamaklarinda da uygulanmis ve basarili olunmustur. Yalniz galaktozilleme bir giin

siire ile yapildiginda daha yiiksek verim ile elde edilmistir.

7-0-Glikozilleme basamaginda baglangi¢c maddesi olarak naringenin kullanilmistir.
Naringenin yerine apigenin kullanildiginda 7-O ve 4’-O pozisyonlariin reaktiviteleri
birbirine yaklasacagi i¢in segicilik azalmakta ve iiriin karigimi elde edilmektedir. Bu
yiizden sentezlenen bilesigin saflastirmasi zorlagmaktadir. Ayrica, apigenin
molekiiliiniin naringenine gore olduk¢a pahali bir madde olmasi da, total sentezimize
naringeninden baslamamiz i¢in diger bir neden olmustur. Sonraki basamaklarda
yiikseltgenme ile naringeninden apigenin elde edilmesi hem daha az masrafli hem de

daha az caba gerektiren bir yontemdir.

Glikozilleme basamagindaki bir diger hususta, kaynaklarin cogunda goriildigii gibi,
genelde flavon tiirevleri glikozillenmistir. Bu yontemlerin flavonon tiirevlerinde ne

sekilde sonuglar verecegi incelenmelidir.

Glikozitlerin '"H NMR spektrumlarindaki anomerik proton piklerine ait etkilesme
sabiti (J degerleri) yapida bulunan a- veya B-glikozit baginin sekli hakkinda bilgi
vermektedir. Bu deger; B-D-glikozitlerde 7-8 Hz iken, a-D-glikozitlerde 3-4 Hz
oldugu bilinmektedir (BILALOGLU, 1997). Elde ettigimiz biitiin bilesiklerde



77

anomerik CH protonuna ait J degerlerinin 7.0-7.9 Hz civarinda oldugu goriilmiistiir.

Bu yiizden varolan glikozit baglarinin - seklinde oldugu anlagilmaktadir.

Asetilleme basamaginda 1iliman sartlar, ucuz ve elimizde bulunan kimyasallar
kullanildig1 i¢in bir sikintiyla karsilagilmadi. Glikoz ve sellebiyoz i¢cin ayni sartlar
kullanilirken galaktozun asetillenmesinde ortam daha ilmanlastirilmis ve oda

sicakliginda yapilmistir.

Yiikseltgeme basamagi bu tip total sentezlerde diisiik verim, iiriiniin baslangic
maddesi ve yan Uriinlerden ayristirilarak saflagtirilmasi gibi istenmeyen durumlar
ortaya ¢ikartmaktadir. Bu calismada uygulanan yontem Mavel ve grubunun [52]deki
sentezine gore piridin ve iyot kullanilarak yiiksek verim ile yapilmistir. Reaksiyon
sartlar1 ucuz ve ilimandir. Ayrica 2d ve 2e bilesiklerini elde edilmesinde asetillemeye
gerek  kalmadan yiliksek verim ile basariyla  yilikseltgeme basamagi
gerceklestirilmistir.

Bu basamak ile ilgili yapilan son caligmalardan, verimin diisiik olmasi ve kolon
kromotografisi ile saflastirma gerektirdigi i¢in kaginilmistir. Khanna ve grubunun
[45] de TTA ve AcOH kullanilarak, Singh ve grubunun [46] da TTA, AcOH veya
MeOH yada CH3;CN kullanilarak, Singh ve grubunun [48]’de ise Mn(OAc); HCIOy,
AcOH kullanilarak yiiksek verimle yapilan yiikseltgenme basamaginda, baslangic
maddelerinde glikozil grubu yoktur ve verim daha diisiiktiir. Looker ve grubunun
[44] deki sentezi ise lriin yiiksek verim ile olmasina ragmen ¢oziiciisii CCly pahali
bir ¢oziicli olup kolay bulunamamaktadir. Ayrica bu kaynaga gore deney asamasi
daha zahmetlidir. Ek olarak yapilan yontemle tek basamakta elde edilen {iriin, bu
kaynaga gore secici asetilleme ve segici deastilleme basamaklariyla beraber ii¢

basamakta elde edilmektedir.

Deasetilleme basamagi %93 gibi yiiksek bir verimle ve iliman sartlarda kolaylikla

gerceklestirilmistir.

Indirgeme basamagimizda magnezyum kullanilan indirgeme yontemi ile apigenidin
tirevleri elde edilmistir. Andersen ve arkadaslar1 tarafindan [76]’ de sentezlenen

antosiyanidin glikozitlerinin sentez yontemi olan Zn/Amalgam ve MeOH-HCI ile
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%10 verim ile yapilan bu asama magnezyum kullanilarak % 40 verim ile elde
edilmistir. Cift sekerli apigenin tiirevleri tek seker gruplu apigenin tiirevlerine gore

daha zor apigenidin tiirevlerine indirgendigi gozlenmistir.

Bu caligma, total sentez yontemlerine farkli bir bakis agis1 getirerek temel bilimlere

cesitli katkilar saglamgtir.

Bu tez calismasi daha farkli seker grublar ile tiirevlendirilebilir. Ek olarak ise elde
edilen iirlinlerin biyolojik aktiviteleri, antibakteriyel Ozellikleri ve antimikrobiyal

Ozellikleri incelenebilir.
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