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ÖZET 

Yüksek Lisans Tezi 

 

TRAKYA BÖLGESİNDE YETİŞEN CİRSİUM İTALİCUM (SAVİ) DC. (ASTERACEAE) 

BİTKİSİNİN FİTOKİMYASAL İNCELENMESİ, ANTİBAKTERİYEL VE ANTİFUNGAL 

AKTİVİTESİNİN TAYİNİ 

Hilmican ÇALIŞKAN 

Tekirdağ Namık Kemal Üniversitesi 

Fen Bilimleri Enstitüsü 

Kimya Anabilim Dalı 

 

Danışman: Prof. Dr. Temine ŞABUDAK 

Bu çalışmada, Trakya bölgesinde yetişen Cirsium italicum (Savi) DC. (Asteraceae) 

bitkisinin ham ekstrelerinde antibakteriyel ve antifungal aktivite tayini ile fitokimyasal 

incelenmesi, sekonder metabolitlerinin izolasyonu ve izole edilen moleküllerin yapı tayini 

amaçlanmıştır. Çalışma kapsamında çalışılan C. italicum bitkisi Temmuz 2017 tarihinde 

Trakya bölgesinden toplanmıştır. C. italicum bitkisi kurutulduktan sonra metanol ile 

maserasyon yöntemiyle ekstraksiyon yapılmış, metanol buharlaştırıldıktan sonra ham ekstre 

elde edimiştir. Daha sonra, ham ekstre polarite sırasına göre n-hekzan, diklorometan, etilasetat 

ve n-bütanol ile geri ekstraksiyon yapılmıştır. Elde edilen dört ekstre için antibakteriyel ve 

antifungal aktivite araştırılmıştır. Ham ekstrelerde yapılan antibakteriyel ve antifungal aktivite 

sonuçlarına göre en yüksek aktivite gösteren ekstrenin, etilasetat ekstresi olduğu belirlenmiş 

ve izolasyon çalışması için etilasetat ekstresi seçilmiştir. Etilasetat ekstresinin yanı sıra 

maserasyon işlemi sırsında kullanılan metanol uçurulurken oluşan kristallerde, toplanmış ve 

bu kristallerede izolasyon çalışması uygulanmıştır. İzolasyon çalışmasında bitki ekstreleri, 

silika jel içeren kolonlarda ilk ayırma işlemine tabi tutulmuştur. Buradan elde edilen 

fraksiyonların ince tabaka kromatografisiyle (TLC) kontrolü yapılarak, benzer fraksiyonlar 

birleştirilmiştir. Elde edilen alt fraksiyonlar; kolon kromatografisi (CC), TLC ve ters faz 

kolonlu preparatif HPLC’de saflaştırılmıştır. İzole edilen saf maddelerin kimyasal yapıları, 

1D ve 2D NMR (APT, 
1
H-

1
H COSY, HMBC, HSQC) ve kütle spektroskopisi (MS) 

yöntemleri kullanılarak tayin edilmiştir. Bu çalışmanın sonucunda, C. italicum bitkisinden 2 

fenolik asit türevi, 2 izoflavonoid, 2 biflavonoid ve 1 flavonoid olmak üzere 7 bileşik izole 

edilmiştir. İzole edilen bileşikler C. italicum bitkisinden ilk defa izole edilmiştir. 

 

Anahtar Kelimeler: Cirsium italicum, flavonoid, antibakteriyel aktivite, antifungal aktivite, 

izoflavonoid, biflavonoid. 

 

2018, 106 Sayfa 
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ABSTRACT 

MSc. Thesis 

 

PHYTOCHEMICAL INVESTIGATION OF CIRSIUM ITALICUM (SAVİ) DC. 

(ASTERACEAE) PLANT WICH GROWING IN TRAKYA REGION AND 

DETERMINATION OF ITS ANTIMICROBIAL AND ANTIFUNGAL ACTIVITY 

Hilmican ÇALIŞKAN 

Namik Kemal University in Tekirdağ 

Graduate School of Natural and Applied Sciences 

Department of Chemistry 

 

Supervisor: Prof.Dr. Temine SABUDAK 

In this study, Cirsium italicum (Savi) DC. (Asteraceae), which grows in Trakya 

region. Phytochemical examination, antimicrobial and antifungal activity determinations in 

the crude extracts isolation of secondary metabolites and determination of molecular 

structures. C. italicum plant, in the scope of the study was collected from Trakya region on 

July 2017. After the C. italicum plant was dried, it was extracted with methanol by 

maceration, and the crude extract was obtained after the methanol was evaporated. The crude 

extract was then back-extracted with n-hexane, dichloromethane, ethylacetate and n-butanol 

according to the polarity order. Antimicrobial and antifungal activity was investigated for the 

four extracts obtained. According to the results of antimicrobial and antifungal activity in 

crude extracts, the highest activity of extract was found to be ethylacetate and ethyl acetate 

extract was selected for isolation study. In addition to the ethylacetate extract, the crystals 

formed when the methanol used for the maceration process was evaporated were collected 

and this crystallized isolation study was applied. Fractions obtained therefrom were checked 

by thin layer chromatography (TLC) and similar fractions were combined. Obtained lower 

fractions; column chromatography (CC), TLC and reverse phase column preparative HPLC. 

The chemical structures of the isolated pure substances were determined using 1D and 2D 

NMR (APT, 
1
H-

1
H COZY, HMBC, HSQC) and mass spectroscopy (MS) methods. As a 

result of this study, 7 compounds were isolated, 2 phenolic acids, 2 isoflavonoids, 2 

biflavonoids and 1 flavonoid from C. italicum plant. The isolated compounds were first 

isolated from C. italicum plant. 

Keywords: Cirsium, Cirsium italicum, flavonoid, antimicrobial activity, antifungal activity, 

isoflavonoid, biflavonoid. 
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SİMGELER VE KISALTMALAR DİZİNİ 

brs                                                              :   Brodonsinglet 

CC                                                              :  Kolon Kromatografisi 

COSY              : Correlation Spectroscopy 

δ              :   Kimyasal kayma 

d             :   Dublet 

dd             :   Duble dublet 

ddd              :   Triple dublet 

DMSO                                                       :   Dimetil sülfoksit 

g                                                                :   Gram 

GC                       :   Gaz kromatografisi 

HMBC            :   Heteronuclear Multi Bond Coherence 

HPLC            :   Yüksek performans sıvı kromatografisi 

Hz             :   Hertz 

IR            :   İnfrared (Kızıl ötesi) 

J             :   Yarılma sabiti 

ƛ            :   Dalga boyu 

m            :   Multiplet 

mg                                                             :   Miligram 

MHz            :   Megahertz 

MHB                                                         :   Mueller Hinton Broth 

MİK                                                          :   Minimal inhibitör konsantrasyon 

mL                                                            :   Mililitre 

μl                                                              :   Mikrolitre 

MS           :   Kütle spektroskopisi 

υ            :   Frekans 

NA           :   Naturstoffreagenz reaktifi 

nm                                                            :   Nanometre 

NMR                                 :   Nükleer Manyetik Rezonans 

ppm           :   Per part million 

SDA                                                         :   Sabouraud Dextrose Agar 
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t                                 :   Triplet 

TLC                      :   İnce tabaka kromatografisi 

UV           :   Ultraviyole (Mor ötesi) 
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1. GİRİŞ VE ÇALIŞMANIN AMACI 

Doğadaki tüm hayvanlar, bitkiler ve insanlar bir dengenin ürünüdürler. Mitolojide 

bitkiler tanrıların insana verdiği en değerli armağan olarak ele alınmıştır. Tüm bitkiler insanın 

hizmetindedir ve insanın varoluşundan itibaren bitkilerle olan ilişkisi başlamıştır (Gezgin 

2006). İlk çağlardan kalan arkeolojik bulgulara göre insanların, besin elde etmek ve sağlık 

sorunlarını gidermek için öncelikle bitkilerden faydalanıldığı belirtilmiştir (Koçyiğit 2005).  

Yüzyıllardan beri süregelen insan ve bitki arasındaki bağ sonucunda, günümüzde tüm 

dünyanın önemini kabul ettiği ve ciddi araştırmaların yapıldığı etnobotanik bilim dalı 

doğmuştur (Koçyiğit 2005). Etnobotanik bilgi birikimi, deneme yanılma yoluyla edinilmiş ve 

uzun bir zaman süreci sonucunda nesilden nesile aktarılarak günümüze kadar ulaşan çok 

değerli bilgileri yansıtan içerikleri ile bitkilerin bilimsel olarak değerlendirilmelerine önemli 

katkıda bulunmaktadır.  

Dünya Sağlık Örgütü verilerine göre gelişmekte olan ülkelerde yaşayan insanların 

%80’i geleneksel tedevi yöntemlerini kullanmaktadır. Geleneksel tıbbın temel taşı tıbbi 

bitkilerden oluşup yaklaşık 4 milyar insan, tıbbi bitkileri kullanıyor demektir. Bu nedenden 

dolayı geleneksel tıpta kullanılan tıbbi bitkiler güvenli ve yararlı olmasından dolayı 

araştırılmaktadır (Farnsworth 1994). 

Bitkilerin ürettiği doğal ürünler olan primer ve sekonder metabolitler doğrudan ve 

dolaylı olarak endüstrinin en temel ürünleridir. Bitkiler, topraktan aldıkları su, mineral ve bazı 

öğeleri kendi metabolizmalarında insan vücudunun özümleyebileceği bileşimlere 

dönüştürürler. Temel besin öğelerinden, karbonhidratlar, proteinler, yağlar, vitaminler ve 

mineraller bunlara örnektir. Bunlar bitki metabolizmasında oluşan ağırlıklı olarak kullanılan 

etken maddelerdir (Örneğin eterik yağlar (uçucu yağlar, esanslar), alkaloidler, flavonoidler ve 

acı maddeler) (Faydaoğlu ve Sürücüoğlu 2011). 

Bitki, antibakteriyel, antifungal, antiallerjenik, antikarsinojenik, antioksidan gibi 

etkiler göstermesinden dolayı bilim insanlarının ilgisini çekmektedir. Bu nedenle günümüzde 

bitkisel doğal ürünlere olan rağbet her zamankinden daha fazla artış göstermiştir.  

İsoflavon bileşikleri en çok kurubaklagillerde bulunmaktadır. İsoflavonlar arasında en 

çok bilinenleri; daidzein, geistein ve glisiteindir (Büyüktuncer ve Başaran 2005). 

İsoflavonların etkisi genellikle insanların bağırsak florasına bağlı olarak klimakterik 
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semptonları azaltmasına yararlı olmaktadır (Yeşilada 2013). Flavonlar ise genellikle bitkide 

bulunan sarı renkli bileşikler olup; apigenin, luteolin, tangeritin, krysin, baikalein ve vogonin 

başlıca flavonlardır (Kolaç ve ark. 2017). Apigenin, saç spreyleri ve şampuanlarda 

kullanıldığı gibi lösemi tedavisinde de kullanılabileceği bulunmuştur (Huh ve ark. 2009). 

Diğer bir flavon olan baikalein ise kas gevşetici ve sakinleştiricilerde kullanılmaktadır (Hui 

2002). 

Çalışmamıza konu olan Asteraceae familyasına ait, Cirsium türü üzerinde yapılan 

fitokimyasal çalışmalara göre flavonoidler, steroller, triterpenler, alkoloidler ve benzeri 

bileşemler içerdiği ortaya konulmuştur (Syrchina ve ark. 2000, Aquino ve ark. 1987, Takano 

ve Kawaminami 1988, Negi ve ark. 1989). Bu bileşikler antimikrobiyal, antioksidan, 

antitümör, antihemorajik, antidepresan ve hepatoprotektif aktiviteler dahil olmak üzere çeşitli 

aktiviteler göstermiştir (Loizzo ve ark. 2004, Ku ve ark. 2008, Park ve ark. 2006, Orhan ve 

ark. 2007, Liu ve ark. 2007). 

Çalışmamızda, Trakya bölgesinde yetişen Cirsium italicum (Savi) DC. (Asteraceae) 

bitkisinin ham ekstrelerinde antibakteriyel ve antifungal aktivite tayini ile fitokimyasal 

incelenmesi, sekonder metabolitlerinin izolasyonu ve izoleedilen bileşiklerin yapılarının tayini 

amaçlanmıştır. Yapılan literatür araştırmasına göre, C. italicum bitkisi üzerinde tez konusu 

içeren bir çalışmaya rastlanmamıştır. Bu çalışma ile Türkiye’de yetişen Cirsium türlerinin, 

kemotaksonomik bakımdan değerlendirilmesi yapılacağı gibi, izole edilen yeni bileşiklerin 

kimyasal yapılarının tayini ile Organik Kimya bilim dalına katkı sağlanmış olacaktır. 
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2. KURAMSAL TEMELLER VE ÖNCEKİ ÇALIŞMALAR 

2.1. Bitkinin Tanımı, Yayılışı ve Üzerinde Yapılan Çalışmalar  

2.1.1. Asteraceae Familyasının Özellikler ve Yayılışı 

Asteraceae familyası, odunsu ve ağaçsı tipleri de içine alarak büyük oranda otsu 

bitkilerden oluşmaktadır. Asteraceae familyası 1.600 cins ve 23.000’den fazla tür ile bitkilerin 

en büyük ailesinden biri olup, Antartika hariç dünyanın hemen hemen her bölgesinde dağılım 

göstermektedir. Familya özellikle Amerika Birleşik Devleti’nin güneybatısı, Brezilya’nın 

güneyi, Meksika, Güney Afrika, Orta ve Güneybatı Asya ile Avustralya’da yoğun olarak 

dağılım göstermektedir. Özellikle otsu, otsu-odunsu alanlar ile dağ vejetasyonlarında yoğun 

olarak, nemli tropik orman bölgelerinde ise dar yayılışa sahiptir (Bremer 1994, Kadereit ve 

Jeffrey 2007). Ülkemizde Asteraceae familyası 136 cins ve 1.195 tür ile en zengin 

familyalardan birisidir. Cirsium cinsi (57 tür), Centaurea L. (180 tür) ve Hieracium L.’den 

(103 tür) sonra, familyanın üçüncü büyük cinsidir. Asteraceae, 446 endemik tür (% 37.3) ile 

Türkiye’de en çok endemik türe sahip olan familyadır (Davis 1965-1985, Güner ve ark. 

2000). 

Asteraceae familyası 5 alt familyaya ayrılmaktadır. Bunlar; Barnadesioideae, 

Mutisioideae, Cichorioideae, Asteroideae ve Carduoideae’dir. Cirsium cinsi, 241 cins ve 

yaklaşık 2.600 türe sahip Carduoideae alt familyasında yer almakadır (Kadereit ve Jeffrey 

2007). 

2.1.2. Cirsium Cinsinin Genel Özellikleri 

Cirsium adı yunanca “kirsos” adından türetilmiş olup damar hastalıkları anlamına 

gelmektedir. Dioscorides’in verdiği bilgiye göre; Tournefort, eski kaynaklardan elde ettiği 

bilgiye dayanarak bitkinin köklerinin damar hastalıklarına iyi geldiğini söylemektedir 

(Charadza 1963). 

Cirsium cinsinin sınıflandırma sistemine göre sistematik yeri; Kingdom: Plantae, 

Subkingdom: Tracheobionta, Divisio: Magnoliophyta, Classis: Magnoliopsida, Subclassis: 

Asteridae, Superorder: Asteranae, Order: Asterales, Family: Asteraceae, Sufamily: 

Carduoideae, Tribe: Cynareae, Subtribe: Carduinae, Genus: Cirsium şeklinde gösterilmektedir 

(Bremer 1994, Kadereit ve Jeffrey 2007).  
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Cirsum cinsine ait olan birçok taksonun halk arasında değişik amaçlar için yaygın 

olarak kullanıldığı bilinmektedir. Genellikle tohum, kök, gövde ve çiçeklerin kaynatılması ile 

hazırlanan ekstraksiyonlar, varis, hemoroid, peptik ülser, öksürük ve bronşit gibi başlıca 

rahatsızlıkların tedavisinde kullanılmaktadır (Loizzo ve ark. 2004, Orhan ve ark. 2007). 

Çok yıllık ya da nadiren tek yıllık bir cins olan Cirsium cinsi bitkilerin boyu 20-100 

cm’ye kadar çıkmaktadır. Gövde kısmı dikenli ya da dikensiz olup yaprak kenarları dikenli, 

yaprak üst yüzeyinde genelde ufak dikenler bulunur ve yapraklarının şekli tamdan derin 

parçalıya kadar olmaktadır. Çiçek kısmı, başları tek ya da yoğun olarak bir araya toplanmış 

olup çiçeği çevreleyen çiçek sapından gövdeye bağlandığı yerde bulunan yaprakçıklar çok 

serili ve uçları dikenli olmaktadır. Çiçeklerinin rengi beyazdan morumsu-kırmızıya bazen de 

sarımsı görünmektedir. Temmuz-ağustos ayları gibi çiçek açar ve 1-2 ay çiçekli şekilde 

kalmaktadır. Cirsium cinsi bitkiler genellikle yol kenarlarında, kayalık alanlarda, kültüre 

alınmış arazilerde, çam, meşe ve göknar ormanlarının içerisinde bulunmaktadır (Seçmen ve 

ark. 1995, Yıldız ve ark. 2010). 

2.1.3. Cirsium italicum (Savi) DC. (Asteraceae) Bitkisinin Genel Özellikleri 

30-80 cm uzunluğunda tek ya da çift yıllık bir bitki olup, gövdesi yaprakların gövdeye 

bağlandığı yerin yarısına kadar kanatlı, örümcek ağsı tüylü ve tabandan başlayarak çok 

dallıdır. Gövde yaprakları dikdörtgen şeklinde olup yanal kısımlar iki parçalı, 3-9 çift yanal ve 

terminal kısımlar 2-5 mm uç dikenlidir. Bitki, Temmuz-Eylül ayları arası çiçeklenme zamanı 

olup tarla kenarlarında, meşelik açıklarda ve deniz seviyesinin 700 m yukarısında 

yetişmektedir (Yıldız ve ark. 2010). Yeşilada ve ark. (1999) ülkemizin kuzeybatı bölgesinde, 

C. italicum (Savi) DC. tohumlarının kaynatılarak hazırlanan ekstraksiyonları sabahları aç 

karnına içildiğinde hemorid tedavisinde kullanıldığı belirtilmiştir. 
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Şekil 2.1. Tez çalışmasında kullanılan Cirsium italicum bitkisinin gövde, yaprak ve çiçekleri. 

 

Şekil 2.2. Tez çalışmasında kullanılan Cirsium italicum bitkisinin çiçek ve yapraklar. 

2.1.4. Cirsium Türleri Üzerine Yapılan Çalışmalar 

Yapılan literatür çalışmalarında C. italicum (Savi) DC. (Asteraceae) bitkisinde 

antibakteriyel ve antifungal aktivite çalışmaları ile fitokimyasal izolasyon çalışmasına 
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rastlanmamıştır. Diğer Cirsium türleri üzerinde yapılan biyolojik aktivite ve izolasyon 

çalışmaları aşağıda verilmiştir. 

2.1.4.1. Cirsium Türleri Üzerine Yapılan Antibakteriyel ve Antifungal Aktivite 

Çalışmaları 

Nazaruk ve Jakoniuk’un (2005) C. rivulare bitkisinin çiçek ve yapraklarından elde 

ettikleri su, metanol ve %70’lik etanol ektsrelerinin, M. luteus, S. aureus, B. subtilis, E. coli, 

E. coli (B1+) ve K. pneumoniae bakterileri ile C. albicans üzerinde antimikrobiyal aktiviteleri 

araştırdıkları çalışmada, tüm ekstratların bakteriyal aktivite gösterdiği belirlenmiştir. En 

yüksek aktivite yaprakların su ekstrelerinde ve gram-pozitif bakterilere karşı bulunmuştur.  

Borawska ve arkadaşları (2010), 5 Cirsium türünün (C. arvense, C. oleraceum, C. 

palustre, C. rivulare ve C. vulgare) metanol ekstrelerinde, S. aureus, B. subtilis, ve P. 

aeruginosa olmak üzere 3 mikroorganizma üzerinden antimikrobiyal aktiviteyi 

araştırılmışlardır. Minimun inhibisyon konsantrasyonu (MİK) sonuçları, elde edilen 

ekstratların Gram pozitif bakteriler üzerine (1.56–25.0 mg/mL), gram negatif bakterilerden 

(12.5–50.0 mg/mL) daha yüksek inhibisyon etkisi olduğunu göstermiştir. 

Khan ve arkadaşları (2011) tarafından yapılan bir araştırmada C. arvense bitkisinin, n-

hekzan, kloroform, etilasetat ve n-bütanol ekstrelerinde S. aureus ve M. luteus olmak üzere 2 

Gram pozitif mikroorganizma ile E. coli, E. pseudomonas, E. aeruginosa, Enterobacter ile K. 

pneumoniae olmak üzere 4 Gram negatif mikroorganizma üzerinde, antibakteriyel ve 

antifungal aktivite araştırılmış ve MİK değereri hesaplandığında en aktif ekstrenin kloroform 

olduğu bulunmuştur. 

Kenny ve arkadaşları (2014) tarafından, C. arvense, C. vulgare ve C. palustre 

bitkilerinin etanol ekstrelerinde antimikrobiyal aktivite tayini çalışılmıştır. Gram pozitif 

mikroorganizmaları üzerinde MİK değeri hesaplandığında, 187.5-365 mg/mL bulunurken; 

Gram negatif mikroorganizmalar (E. coli ve S. typhimurium) üzerinde de C. palustre 

bitkisinin en iyi aktivite gösterdiği tespit edilmiştir. Bunun yanı sıra bu çalışmada bitkilerin 

fenolik madde miktarı ile antioksidan aktivite tayinide gerçekleştirilmiştir. 

2.1.4.2. Cirsium Türleri Üzerine Yapılan İzolasyon Çalışmaları 

Park ve arkadaşları (1995) tarafından C. japonicum var. ussuirense bitkisinin bütanol 

ekstresinden hispidulin 7-neohesperidosit bileşiği izole edilmiştir. 
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Şekil 2.3. Hispidulin 7-neohesperidosit bileşiğinin yapısı. 

Liu ve arkadaşları (2006) tarafından C. japonicum var. ussuriense bitkisinden HPLC 

yöntemi kullanılarak, pektolinarin ve 5,7-dihidroksi-6-4'-dimetoksi flavon bileşiği tayin 

edilmiştir. Bitkinin ham ekstresi ve izole edilen iki bileşiği fareler üzerinde antikanser 

aktivitesi araştırılmıştır. Bu araştımanın sonucunda ham ekstrenin antikanser etkisinin, iki 

bileşikten daha yüksek olduğu bulunmuştur.  

Lim ve arkadaşları (2008) tarafından yapılan bir çalışmada, C. chanroenicum 

bitkisinin n-hekzan, diklorometan, etilesatat ve bütanol ekstrelerinin çeşitli kromatografik 

yöntemler kullanılarak pektolinarigenin ve pektolinarin izole edilmiştir. İzole edilen bu 

bileşiklerin fareler üzerinde anti-inflamatuar etkisi araştırılmıştır. Bu araştımanın sonucunda, 

pektolinarigenin ve pektolinarin bileşiğinin anti-inflamatuar aktiviteye sahip olduğu 

belirlenmiştir. 

 

Şekil 2.4. Pektolinarigenin (I) ve pektolinarinin (II) bileşiğinin yapısı. 

Yoo ve arkadaşları (2008) tarafından, C. setidens bitkisinin metanol ekstresinden 

pektolinarin ve pektolinarigenin flavonoidleri izole edilip, spektroskopik metotlar kullanılarak 

yapıları tanımlanmıştır. İzole edilen bileşiğin fareler üzerinde hepatopropektiv aktiviteleri 

araştırılmıştır. Bu aktivite sonucuna göre iki bileşiğin hepatopropektiv aktiviteye sahip olduğu 

ve süperoksit dismutaz seviyesinin yüksek olduğu gözlemlenmiştir. 
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Jung ve arkadaşları (2012) tarafından, C. maackii bitkisinden çeşitli kromatografik 

yöntemler kullanılarak bir flavonoid glikozit olan luteolin 5-O-glukosit bileşiği izole 

edilmiştir. Ayrıca bitkinin metanol ekstresinin ve izole edilen bileşiğin, anti-inflamatuar etkisi 

fareler üzerinde araştırılıştır. Yapılan çalışmanın sonucunda luteolin 5-O-glukosit bileşiğinin 

anti-inflamaturar aktivite gösterdiği gözlemlenmiştir. 

 

Şekil 2.5. Luteolin 5-O-glukosid bileşiğinin yapısı. 

Hai ve arkadaşları (2013) C. setosum bitkisinin metanol ekstresinden (7E,9R)-9-

hidroksi-5,7-megastigmadien-4-on-9-O-α-L-arabinopiranosil-(1→6)-β-D-glukopiranosit, (6R, 

7E,9R)-9-hidroksi-4,7-megastigmadien-3-on-9-O-α-L-arabinopiranosil-(1→6)-β-D-

glukopiranozit, ürolignosid, 4,9,9'-trihidroksi-3,3'-dimetoksi-8-O-4'-neolignan-7-O-β-D-

glukopiranozit, sitrosid A, salidrosidin ve adenosin olmak üzere, yedi bileşik kromatografik 

metotlar kullanılarak izole edilmiş, spektroskopik metotlar kullanılarak yapıları 

tanımlanmıştır. 

Loizzo ve arkadaşları (2014). C. tenoreanum bitkisinin metanol ve etilasetat 

ekstrelerinden, üç flavonoid (apigenin, quersetin-3-O-galaktosit ve kamferol-3-O-ramnosid) 

bileşiğini izole edip, bitki ekstresinde sitotoksit ve antimikrobiyal aktivite araştırmışlardır. Bu 

araştırma sonucunda, metanol ekstresinde, sitotoksik ve antimikrobiyal aktivite 

gözlenmezken; etilasetat ekstresinde hem sitotoksik aktivite hemde antimikrobiyal aktivite 

(MİK= 0.5-1 mg/mL) tayin edilmiştir. 

Lu ve arkadaşları (2014) yaptıkları bir çalışmada, C. japonicum bitkisinin kloroform 

ekstresinden kromatografik yöntemleri kullanarak pektolinarigenin bileşiğini izole edip bu 

bileşiğin meme kanser hücrelerinin çoğalmasını önleyici etkisini araştırmışlardır. Yapılan bu 

araştırmanın sonucunda, pektolinarigenin maddesinin güçlü bir şekilde anti-proliferasyon 

aktivite gösterdiği bulunmuştur. 
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Şekil 2.6. Pektolinarigenin bileşiğinin yapısı. 

2.2. Flavonoidler 

2.2.1. Flavonoidlerin Doğada Bulunuşları ve Kullanım Alanları  

Flavonoidler bitkilerin sekonder metabolitlerinin önemli bir sınıfıdır. Bitkilerde 

rastlanan bu bileşikler, bitkilere sarı, kırmızı, turuncu, lacivert ve benzeri renkleri veren 

pigmentler olarak bilinmekte ve genellikle meyve, sebze, tohum, çiçek, yaprak ve dallarda 

bulunmaktadır.  

Ryzsnyak ve Szent-Georgy (1936) tarafından limon kabuğundan izole edilen flavon 

bileşikleri, P vitamini adı altında kılcal damarların geçirgenliğini ve kırılganlığını düşürmek 

için kullanılması flavonoidlere verilen önemi arttırmıştır. Yapılan flavonoid araştırmaları 

sonucu, flavonoidlerin farmakolojik ve biyolojik aktivitelere sahip oldukları bulunmuştur. 

Flavonoidlerin antimikrobiyal (Pratt ve Hudson 1990), antiviral, antiülserojenik, hipolidemik, 

hepatoprotektif, (Wagner 1989, Wagner ve ark. 1991, Hikino ve Kiso 1988) ve antioksidan 

(Bors ve Saran 1987, Larson 1988) aktivitelere sahip oldukları açıklanmıştır. 

Flavonoidlerin çeşitli özelliklerinden dolayı son yıllarda, besin, tekstil, deri, metalürji, 

tıp, ziraat gibi endüstri alanlarda kullanımları yönelik çalışmaların sayısı artmaktadır. Bazı 

flavonoidlerin UV-ışınlardan korumasından dolayı bazı kremlerde katkı maddesi olarak 

kozmetik sektöründe de kullanılmaktadır (Bilaloğlu ve Harmandar 1999). 

Flavonoidlerin, laboratuvar ortamında sentez yoluyla üretimi günümüzde 

olmadığından ya da zor olduğundan dolayı tek kaynak flavonoid içeren bitkilerdir. Bu 

sebepten dolayı yeni flavonoid kaynaklarının, yapılarının ve özelliklerinin belirlenmesi yanı 

sıra kullanım yerlerinin çoğaltılması gerekmektedir. 

2.2.1. Flavonoidlerin Özellikleri ve Sınıflandırılması  

Flavonoidlerin karbon iskeletini, iki fenil halkasının, propan zinciri ile birleşmesiyle 

15 karbon atomu içeren, difenilpropan (C6 – C3 – C6) yapısı oluşturmaktadır (Şekil 2.7). Fenil 
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halkalarının propan zincirine farklı pozisyonlarda bağlanmasıyla, flavonoidler alt sınıflara 

ayrılır (Şekil 2.8) (Bilaloğlu ve Harmandar 1999). 

 

Şekil 2.7. Genel flavonoid iskeleti. 

  

Şekil 2.8. Flavonoidlerin alt sınıfları. 
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2.2.2. Flavonoidlerin Biyosentezi 

Sekunder metabolit olan flavonoidlerin bitkilerdeki biyosentezi Şekil 2.9’de 

verilmiştir. 

  

Şekil 2.9. Flavonoidleri biyosentezi  



12 
 

2.2.3. Flavonoidlerin Yapı Çeşitliliği 

Flavonoidlerin yapı çeşitliliği difenilpropan iskeletinin farklı yapılarda düzenleme 

özelliği ile sınırlı değildir. Her sınıf içinde, molekülün aromatik halkalarına bağlanan 

substituentlerin sayısı, özelliği ve bağlanma pozisyonları flavonoidlerin yapı çeşitliliğine 

neden olan faktörler bulunmaktadır. 

Flavonoid yapılarında en çok yer alan substituentler hidroksil gruplarıdır. 

Flavonoidlerin yapısında hidroksil gruplarının bulunması biyosentetik yolun bir sonucudur. 

Doğal flavonoidlerin yapısında en fazla yedi hidroksil grubu bulunmaktadır. A halkasının 

genellikle C-5 ve C-7 pozisyonlarında hidroksillenmeye yatkın olduğu gözlenmektedir. A 

halkasının C-6 ve C-8 pozisyonlarının da hidroksillendiği flavonoidler çeşitli bitki türlerinde 

bulunmaktadır. B halkasında ise genellikle C-4' pozisyonu, çoğu zaman ise C-3' ve C-5' 

pozisyonları hidroksillenmektedir. C-3' ve C-5' pozisyonundaki hidroksil grupları çoğu zaman 

metillenmiş halde bulunabilirler. Aromatik halkalarda hidroksil grubu içermeyen ve C-2' 

pozisyonu hidroksillenmiş flavonoidler çok az bulunmaktadır. 

Flavonoidlerin yapısında bulunan hidroksil grupları, reaktif özelliklerinden dolayı, 

kolaylıkla alkillenir veya glikozillenir. Bu nedenle, flavonoidlerin metoksi ve glikozil 

türevleri sık rastlanılmaktadır. Metoksi flavonoidlerin yapılarında birden yediye kadar 

metoksi grubuna rastlanmakta ve doğada mono-, di- veya trimetoksi flavonoidlere daha sık 

rastlanmaktadır. Flavonoidlerin C-5 ve C-7 pozisyonlarındaki hidroksil grupları nadir hallerde 

metillenmiş şekilde bulunmaktadır. Flavonoid yapılarındaki substituentlerin genel yerleşme 

pozisyonları Şekil 2.10’de verilmiştir (Bilaloğlu ve Harmandar 1999). 

 

Şekil 2.10. Flavonoid yapılarında substituentlerin en yaygın yerleşme pozisyonları. 
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     Bitkilerde flavonoidler çoğunlukla mono-O-glikozitler halinde rastlanmaktadır. Ancak di- 

ve trisakkaritlerle glikozillenmiş flavonoidler de doğada yaygın bulunmaktadır. Flavonoidler, 

özellikle antosiyanidin ve flavonollerin, 3-O-glikozitlerine daha sık rastlanmaktadır. Ancak C-

7, C-4' ve C-5' pozisyonlarında glikozillenmiş flavonoidlere de doğada rastlanmaktadır. 

Bitkilerde rastlanan flavonoid glikozitlerin diğer bir türü ise C-glikozitlerdir (Bilaloğlu ve 

Harmandar 1999). 

2.2.4. İzoflavonoidler 

İzoflavonoidler, 1,2-difenilpropan iskeleti içerirler ve bu iskelet yapısındaki propan 

zincirinin uçtaki karbon atomu üzerinden, A aromatik halkasıyla siklikleşmeye yatkındırlar. 

Böyle bir siklikleşme sonucu heterohalkalı trisiklik 3-fenilkroman sistemi oluşturmaktadırlar. 

Kroman çekirdeğindeki aril halkası A, C-3 pozisyonundaki halka B ve hetero halka ise C ile 

gösterilmektedir (Bilaloğlu ve Harmandar 1999). 

 

Şekil 2.11. 3-Fenilkroman iskeletini yapısı. 

İzoflavonoidler; 3-fenilkroman iskeletine keto-, hidroksil grubu ve/veya olefinik bağın 

bağlanmasıyla modifiye olan izoflavan, izoflavanon, izoflavanol, izoflavon, izoflav-3-en ve 

fenilkumarin gibi alt birimler içermektedirler (Şekil 2.12). 

   

Şekil 2.12. İzoflavonoidlerin alt birimleri. 
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2.2.5. Flavonoid Glikozitler 

Flavonoid glikozitler, aglikon molekülünün farklı pozisyonlarına bir veya birkaç şeker 

kalıntısının bağlanmasıyla oluşan bileşiklerdir. Flavonoid glikozitler, şeker kalıntısının 

aglikon molekülüne bağlanma özelliğine göre O- ve C-glikozitler olarak iki gruba 

ayrılmaktadır. Flavonoid O-glikozitler şekerlerin, aglikonun fenolik veya alkolik hidroksil 

grubuna, hemiasetal bağ aracılığı ile bağlanmasından oluşan bileşiklerdir. C-glikozitler ise 

şeker biriminin, C-1 atomu üzerinden, karbon-karbon bağıyla flavonoid molekülüne doğrudan 

bağlanmasıyla oluşmaktadır. O-glikozitler doğada C-glikozitlere göre daha yaygın 

bulunmaktadır (Bilaloğlu ve Harmandar 1999). 

Flavonoid glikozitler yapılarında bulunan şeker kalıntısının türüne, tautomer formuna 

ve hemiasetal hidroksil grubunun konfigürasyonuna göre sınıflandırılmaktadır. 

1) Flavonoid glikozitler, yapılarında yer alan monosakkaritlerin tautomer formuna göre, 

piranozit veya furanozit olarak tanımlanmaktadır. Örneğin; α-L-arabinozun değişik 

tautomer formlarda quercetin molekülünün aynı pozisyonuna bağlanmasından iki 

farklı bileşik olan quercetin 3-O-α-L-arabinofuranozit (avicularin) ve quercetin 3-O-α-

L-arabinopiranozit (guaijaverin) oluşmaktadır (Bilaloğlu ve Harmandar 1999). 

        

Şekil 2.13. Avicularin ve Guaijaverin bileşiğinin yapısı. 

2) Flavonoid glikozitler, yapılarında bulunan şekerin yarı asetal hidroksil grubunun 

konfigürasyonuna bağlı olarak, α- veya β-glikozitlere ayrılmaktadır. Örneğin; 

quercetinin, L-arabinofuranozitin farklı anomerleri ile oluşturduğu glikozitler, 

quercetin 3-O-α-L-arabinofuranozit ve quercetin 3-O-β-L-arabinofuranozit 

oluşmaktadır. 
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Şekil 2.14. Quercetin 3-O-α-L-arabinofuranozit ve Quercetin 3-O-β-L-arabinofuranozit 

bileşiğinin yapısı. 

3) Flavonoid glikozitler yapılarında bulunan şeker kalıntısının yapısına göre pentozitler 

(arabinozitler, ksilozitler vb.) ve heksozitler (glukozitler, galoktozitler, fruktozitler 

vb.) olarak gruplandırılmaktadır. 

Doğada rastlanan flavonoid glikozitlerin çoğunluğu monosakkarit kalıntıları 

içermektedir. Ancak, yapılarında oligosakkaritlerin yer aldığı glikozitler de bulunmaktadır 

(Bilaloğlu ve Harmandar 1999). 

2.2.6. Biflavonoidler 

 Bitkilerde flavonoid bileşiklerinin monomerlerinin yanı sıra dimer olarakta yaygın 

olup bu bileşiklere “biflavonoid” bileşikler denilmektedir. Biflavonoidler, iki monomer 

flavonoid molekülünün kondenzasyonu sonucu oluşmaktadırlar. Biflavonoid yapıları, 

flavonoid moleküllerinin birbiriyle -O-C- veya -C-C- bağı ile bağlanmaktadırlar (Sekil 2.15). 

Biflavonoid yapılarında, iki flavonoid molekülün değişik şekillerde bağlanabilirler; A-A, B-B, 

C-C halkalarının yanı sıra farklı halkaları birbiriyle bağlanmasıyla da oluşmaktadırlar. -C-C- 

ve -O- bağlı biflavonoidlere ait örnekler aşağıda verilmiştir (Harmandar ve Bilaloğlu 1999). 
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Şekil 2.15. Biflavonoid bileşik örnekleri. 

2.3. Flavonoidlerin Spektroskopik Yapı Aydınlatma Metotları 

2.3.1. Ultraviyole (UV) Spektroskopisi 

Ultraviyole (UV) spektroskopisi flavonoid yapılarının belirlenmesinde ve yapı 

özellikleri hakkında bilgiler vermektedir. Flavonoidler ve fenolik bileşikler UV bölgede 230-

290 nm’de bir veya daha fazla absorpsiyon göstermektedir.  

Basit fenoller ve fenolik asitler 230-290 nm arasında bir veya iki güçlü bant 

gösterirken, hidroksi sinnamik asitler 310-332 nm’de keskin bir absorpsiyon piki 

vermektedirler. Flavonoidler hem 255-285 nm aralığında hem de 310-390 nm aralığında 

olmak üzere iki bant vermektedir. 6 ve 8-hidroksiflavonoller, kalkon ve auronlar 380-430 nm 

aralığında görünürken antosiyaninler 500 nm üzerinde bir bant görünmektedir. Kinon yapıları 

diğer fenolik bileşiklerden UV bölgede karmaşık spektral bantları ve uzun dalga boylarında 

zayıf absorpsiyon pikleri ile ayrılmaktadır (Tekpetek 2011). Flavonoid sınıflarının UV 

bölgedeki absorpsiyon değerler Çizelge 2.1’de verilmiştir. 

   

 

 

 



17 
 

Çizelge 2.1. Flavonoid sınıflarının UV bölge absorpsiyon değerleri (Bilaloğlu ve Harmandar 

1999). 

             

2.3.2. Infrared (IR) Spektroskopisi 

Apolar fenolik bileşikler infrared spektroskopisi metodundaki ölçümleri de genellikle 

kloroformda çözülmektedirler. Diğer pek çok fenolik bileşik ise KBr ile karıştırılarak diskler 

halinde hazırlanmakta ve ölçüm yapılmaktadır. IR spektroskopisi fenolik bileşiklerin 

karakterizasyonunda pek fazla kullanılmaz. Ancak karbonil grubu içeren fenolik bileşikler 

için kullanılmaktadır. Çünkü karbonil absorbsiyon bandının serbest bir hidroksil grubuna 

bağlı olup olmadığı anlaşılmaktadır (Dey ve Harborne 1989). 

2.3.3. 
1
H-NMR Spektroskopisi 

1
H-NMR spektrumu fenolik bileşiklerin aromatik halka protonlarını ve substitüentlerin 

durumunu gösterir. Aromatik halka protonları 5.00-8.00 ppm arasında gözlenirler. Orto 

etkileşimlerde J= 2.9 Hz, meta etkileşimlerinde J= 2-3 Hz’dir. Metoksi grubları 3.8-3.9 ppm 

civarında singlet olarak görülür. Eğer bir şeker grubu bağlı ise monoglikozitlerde şeker 

protonları 3.0-4.0 ppm arasında gözlenirken şekerin H-1' protonu daha aşağı alanda 4.8-6.0 

ppm arasında dublet olarak görülür. Birbirine bağlı iki şeker varsa, halkaya bağlı şekerin H-1' 

protonu aromatikliğin etkisi ile aşağı alana kayar (5.1-5.9 ppm). İkinci şekerin H-1'' protonu 
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daha alifatik karakter gösterdiğinden 4.5-5.0 ppm civarında multiplete benzer pik verir. H-1' / 

H-2' etkileşme sabiti poliglikozit aynı zamanda β ve α glikozit bağının işaretidir. Örneğin; β-

glukopironozitlerin H-1' / H-2' etkileşme sabiti 7.8 Hz, α-glukopironozitlerin ise 3-4 Hz 

olduğundan α- veya β- bağlı glukopiranozitler birbirinden kolayca ayırt edilebilirler. 

Sinnamik asit türevlerinde, sinnamoil grubunun varlığı 6.15-6.64 ppm ve 7.43-7.81 ppm 

civarında J= 16 Hz’lik yarılma sabitleri ile (E), α, β- çift bağa karşılık gelen bir çift dublet ile 

belirlenmektedir. 

2.3.4. 
13

C-NMR Spektroskopisi 

13
C-NMR spektroskopisi, genellikle glikozitlerde, şekerlerin sırası ve bağlanma yerleri 

ya da glikozil grubundaki açil gruplarının türlerini ve yerlerini incelemek amacıyla 

kullanılmaktadır. 250 ppm’lik geniş bir alanda karbon sinyalleri gözlenmekte olup genellikle 

diğer spektrumlar yeterli bilgi vermediğinde kullanılmaktadır. Polisakkaritlerde; şekerlerin 

sırası ve bağlanma noktaları ya da glikozil grubundaki açil gruplarının türü ve yerlerini 

incelemede yararlıdır. 

13
C-NMR spektroskopisi, özellikle glikozidlerde, şekerlerin sırası ve bağlanma 

noktaları ya da glikozil grubundaki açil gruplarının cinsi ve yerlerini incelemede yararlıdır. 

250 ppm’lik geniş bir alanda karbon sinyalleri gözlenmektedir. 
13

C-NMR spektroskopisi; 

genellikle diğer veriler yeterli bilgi vermediğinde kullanılır. Spektrumda; sp
3
 karbonları 0-70 

ppm’de, sp
2
 karbonları 100-170 ppm’de, sp karbonları 70-100 ppm’de soğurma yaparlar. 

Aromatik karbon atomları 100-160 ppm ve karbonil karbonları 140-220 ppm aralığında 

soğurma yaparlar (Erdik 1993). Fenolik bileşiklerin çoğunluğu aromatik halkalarında OH, 

OCH3, OCH2O, CH3, izoprenil ve şeker fonksiyonları içerdiği için yeni karbon 

rezonanslarının ortaya çıkmasına neden olur. Bu nedenle, sübstitüentin sayısına bağlı olarak 

aromatik kuarterner karbon sinyallerinin sayısında artma olur. O-glukozillenme bağlandığı 

karbon sinyalinin 2 ppm civarında yukarı çıkarken, orto ve özellikle para pozisyonlarında 

bulunan karbon sinyallerinin ise aşağı alana 1-4 ppm kaymasına neden olur. 

Flavonoid bileşikleri genellikle aromatik halkalarında OH, OCH3, OCH2O, CH3, 

izoprenil ve şeker gibi fonksiyonel gruplar içermektedir. Flavonoid çekirdeğine bu tür farklı 

grupların bağlanması yeni karbon rezonanslarının ortaya çıkmasına neden olmaktadır. Bu 

yüzden bağlanan grupların sayısına göre aromatik kuaterner karbon sinyallerinin sayısında 

artmaya neden olmaktadır. O-glukozillenme bağlandığı karbon sinyalinin 2 ppm civarında 

yukarı, orto ve özellikle para pozisyonlarında bulunan karbon sinyallerinin ise aşağı alana 1-4 
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ppm kaymasına neden olmaktadır. C-glikozillenme ise aglikona bağlandığı karbon atomu 

sinyalinin 10 ppm aşağı alana kaymasına neden olduğu halde diğer atom sinyallerini 

etkilememektedir. 

2.3.5. Kütle Spektroskopisi 

Kütle spektroskopisi, flavonoid bileşiklerinin molekül ağırlığının belirlenmesinde 

önemli bir metottur.  

Kütle spektrumunda flavonoid aglikon ve glikozidlerinin yapıları belirlenmesinde 

yardımcı olurken flavonoid aglikonlarının çoğu şiddetli moleküler iyon piki olan [M]
+
 

vermektedir. Buna ek olarak, flavon aglikonları [M-H]
+
 ve [M-CO]

+
 piki verirken metoksi 

flavon olması halinde [M-CH3]
+
 ve [M-CO-CH3]

+
 piklerini vermektedirler (Harborne ve ark. 

1975). 

Flavonoidlerin parçalanma ürünü Retro-Diels Alder reaksiyonu Şekil 2.16’da 

verilirken, ikinci parçalanma ürünü de Şekil 2.17’de verilmiştir. Şekil 2.16’da verilen 

reaksiyonda iki yüklü iyon oluşken (A1 ve B1). Şekil 2.17’de verilen reaksiyonda tek yüklü 

iyon oluşmaktadır (B2) (Bilaloğlu ve Harmandar 1999). 

 

Şekil 2.16. Flavonoidlerde Retro-Diels Alder parçalanması. 

 

Şekil 2.17. Flavonoidlerin ikinci parçalanma yolu. 
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2.4. Fenolik Asitler 

Fenolik asitler, hidroksibenzoik asit (Şekil 2.19) ve hidroksisinamik asit (Şekil 2.18) 

olmak üzere iki temel yapıdan oluşmaktadır (Huang ve ark. 1992). Hidroksibenzoik asit, C6-

C1 fenilmetan yapısında; hidroksisinamik asit, C6-C3 fenilpropan yapısına sahiptirler (Maier 

ve ark. 1990, Cemeroğlu ve ark. 2001, Acar 1998). 

 

Şekil 2.18. Hidroksisinamik asit                       

 

Şekil 2.19. Hidroksibenzoik asit   

Fenolik asitler, genellikle serbest halde bulunmamaktadır. Alkollerle fenol esterler, 

amino bileşiklerle amidleri bunun yanı sıra, karboksil grupları da karbonhidratlar, glikozitler, 

aminoasitler veya proteinlerle reaksiyona girebilirler. Fenolik asitlerin, fenolik hidroksil 

grupları çok aktif olup, şekerlerle birleşerek glikozitleri oluşturmaktadırlar (Maier ve ark. 

1990, Acar 1998). 

Fenolik asitlere hidroksi ve metoksi bağlanarak oluşturdukları fenolik asit türevlerine 

ait örnekler Şekil 2.20’te verilmiştir. 

 

Şekil 2.20. Fenolik asit türevi örnekleri (Sağıroğlu 2003). 
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2.5. Antibakteriyel ve Antifungal Aktivite 

Antimikrobiyal madde, mikroorganizmaların çoğalmasını engelleyen veya öldüren, 

doğal veya sentetik yolla elde edilen bileşikler olarak tanımlanır. Bitkilerin 

mikroorganizmaların çoğalmasını engelleyici ve insan sağlığı için önemli olan özellikleri 

1900’lü yıllarda araştırılmaya başlanmıştır. Böylece sentetik üretilen ilaçların yanında 

seçenek olarak antimikrobiyal özellik gösteren bitkilerin kullanılabileceği bilim insanları 

tarafından belirtilmiştir (Tekerlek 2013). Bitkiler yapılarında bulunan bazı kimyasal maddeler 

sayesinde antimikrobiyal aktivite göstermektedirler. Antimikrobiyal aktivite gösteren bazı 

biyoaktif bileşikler kimyasal yapılarına göre sınıflandırıldığında; 

Fenolikler, basit fenoller, fenolik asitler, flavonoidler, terpenoidler, yağlar, alkoloidler vb. 

Lektinler ve polipeptitler 

Poliasetilenler şeklinde sıralanabilir (Altuner 2008). 

Antifungal madde ise vücutta, cilt ve mukozalardaki fungal enfeksiyonlarına karşı 

etkili olan kimyasal maddelere denir. Antifungal maddeler, genellikle antibakteriyel 

maddelere göre daha kuvvetli maddelerdir. Bunun sebebi mantarların, bakterilerin aksine belli 

çekirdek yapısına ve zarlı zarsız organellere sahip olmalarıdır (Yalçın 2006). 

Antibakteriyel ve antifungal aktivite belirlenmesinde birçok metot kullanılmaktadır. 

Bu çalışmada C. italicum bitkisinden elde edilen n-hekzan, diklorometan, etilasetat ve bütanol 

ekstrelerinde antibakteriyel ve antifungal aktivitenin belirlenmesi için sıvı mikrodilüsyon 

metodu kullanılmıştır. 

Mikrodilüsyon metodu mikroorganizmanın değişen yoğunluklarda antimikrobik ajan 

ya da etken maddeye direncini belirlemek amacıyla geliştirilmiş bir metot olup, bitki 

ekstrelerinin veya uçucu yağların da antimikrobiyal aktivitesini belirlemek amacıyla yaygın 

kullanılan bir metottur. Bu metot için ticari olarak geliştirilmiş 96 kuyucuğa sahip 

mikroplakalar kullanılıyorsa buna mikrodilüsyon metodu denir. Mikroplakalardaki, kuyucuk 

dizilerinde madde dilüsyonları hazırlanıp mikroorganizma süspansiyonların eklenmesiyle 

maddenin aktivitesi belirlenmektedir (Çelik 2007). 

İnkübasyon sonunda test edilen antibakteriyel ve antifungal maddenin 

mikroorganizmaya karşı aktif olduğu konsantrasyon mikroorganizma üremesinin olup 

olmadığına göre belirlenmektedir. Üremenin olup olmadığı bulanıklık tayini ile belirlenir ve 
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mikroorganizma gelişmesinin olmadığı en düşük konsantrasyon değerine ise minimal 

inhibisyon konsantrasyon (MİK) değeri denir. MİK değeri, duyarlılığı mı yoksa direnci mi 

temsil ettiğini belirlemek ise bulunan konsantrasyondaki madde miktarı duyarlılık sınırı adı 

verilen bir değer ile karşılaştırılmaktadır. MİK değerinin bu sınırdan düşük değerde ise 

mikroorganizma söz konusu olan ajana ya da etken maddeye “duyarlı” olarak 

değerlendirilmektedir (Gülay 2002). 
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3. MATERYAL VE YÖNTEM 

3.1. Kullanılan Kimyasal Maddeler 

Silika jel 60 (0,063-0,200 mm; 70-230 mesh ASTM, Merck-1.07734.1000), ince 

tabaka plakaları (Merck-1.05554.0001), metanol (Teknik), n-hekzan (Merck-1.04374.2500), 

diklorometan (VWR-23366.327), etilasetat (Honeywell-10303884), n-butanol (Teknik), 

metanol (VWR-20864.320), benzen (Carlo Erba Reagenti-426113), sephadex LH-20 (Sigma-

LH20100-100G)), metanol (Merck-1.06007.2500), DMSO (Merck-1.02952.2500), NA 

(Difenil borik asit-β-aminoetil ester)(Fluka-42810-56), NH3 (Merck-1.05422.2500), Mueller 

Hinton Broth besiyeri (Merck-1.10293.0500), Nurient Agar besiyeri (Merck-1.05450.0500), 

Sabouraud Dekstroz Agar besiyeri (BD Difco-210950), RPMI-1640 (Sigma-R7509-500ML) 

ve MOPS (Sigma-M3183-500G) kimyasal maddeleri kullanılmıştır. 

3.2. Kullanılan Cihazlar 

Evaporatör: Ekstraksiyondan sonra çözücüyü uçurmak için Buchi marka; B-491 su 

banyosu, R-210 rotavapor, V-700 vakum pompası ve V-855 vakum kontrol paneline sahip 

cihaz kullanılmıştır. 

Ultrasonik Banyo: Elde edilen ekstreleri homojen şekilde çözmek için Wisd marka 

WUC-D06H model cihaz kullanılmıştır. 

UV Lambası: İnce plaka kromatografi plağındaki spotlar Wilber CN-6 UV lambası 

kullanılarak tayin edilmiştir. 

RP-HPLC: Preperatif HPLC çalışmaları, Shimadzu Prominence LC-8AD/20A marka; 

2025B14 (15 μm particle diameter, 100
 
Å pore diameter) kolon numarsına sahip Shim-Pack 

Prep-ODS (C18) kolon; part no: 228-00815-91; A pompası: LC-8A, B pompası: LC-8A; 

toplam akış hızı: 10 mL/min özelliklerine, SPD-M20A model PDA dedektör ve FRC-10A 

toplayıcıya sahip cihazla yapılmıştır. HPLC çalışmalarında kolondan geçitilen çözücü sistemi 

olarak su ve metanol karışımı kullanılmıştır. 

NMR Spektrometresi: 
1
H NMR ve 

13
C-NMR spektrumları Bruker Avance III 500 

MHz Spektrometresi, 1.74 Tesla alan gücünde Ultrashield Plus™ magnete sahip cihaz 

kullanılmıştır. NMR çalışmalarında CD3OD çözücüsü kullanılmıştır. 
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Kütle Spektrometresi: Kütle spektrumlarını almak için; LCMS QTOF Agilent 

6530 + Agilent HPLC, LC-MS-MS Zivak Tandem Gold, LC-Q-TOF Abi-Sciex 4600 

Triple Quadrapol TOF cihazları kullanılmıştır. 

Densitometre: Bakteri süspansiyonlarının yoğunluğunu bakmak için Biosan marka 

565 ± 15 nm dalga boyunda 0.1 McFarland hassasiyetinde 0.3-15 McFarland arasında ölçüm 

alabilen cihaz kullanılmıştır. 

Otoklav Cihazı: Sterilizasyon işlemleri için BioBase marka BKQ-Z75 model 

388x740 mm hücre boyutunda 75 L hücre hacmine sahip 5-126 
0
C arasında sterilizasyon 

yapabilen cihaz kullanılmıştır. 

3.3. Kullanılan Belirteçler ve Çözeltiler 

NA Belirteci: (Naturstoffreagenz A: Difenil borik asit-b-aminoetil ester) 100 mg toz 

NA bileşiği 100 mL metanolde çözülerek hazırlanmıştır. 

Amonyak (NH3) Buharları: Kromatografi plakları NH3 şişesinin ağzı açılarak NH3 

buharında birkaç dakika bekletilmiştir. 

Mueller Hinton Broth (MHB) Hazırlanışı: 21 g toz besiyer distile su ile çözüldükten 

sonra çözülüp 1000 mL hacme tamamlanıp, otoklavda 121 
0
C’de 15 dakika 1 atmosfer 

basınçta steril edilmiştir. 

Nurient Agar Hazrlanışı: 20 g toz besiyer distile su ile çözüldükten sonra 1000 mL 

hacme tamamlanıp, otoklavda 121ºC’de 15 dakika 1 atmosfer basınçta steril edilmiştir. 

Sabouraud Dekstroz Agar (SDA) Hazırlanışı: 65 g besiyer distile su çözüldükte 

sonra 1000 mL hacne tamamlanıp, otoklavda 121°C’ de 15 dakika 1 atm basınçta sterilize 

edilmiştir. 

RPMI-1640 Besiyerinin Hazırlanışı: 10.4 g L-glutaminli ve bikarbonatsız RPMI- 

1640 besiyeri distile suda çözünmüştür. Tampon olarak kullanılan 34.53 g MOPS eklenmiş 

distile su ile 1000 mL tamamlanmıştır (pH: 7.0). Besiyer filtrasyon yöntemi ile sterilize 

edilerek 100 mL’lik kapaklı şişelere konularak, kullanılıncaya kadar +4 
0
C’de saklanmıştır 

(Pfaller ve ark. 2007). 
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3.4. Deneysel Bölüm 

3.4.1. Cirsium italicum Bitkinin Toplanması 

Cirsium italicum Savi DC. (Asteraceae) bitkisinin yerlerinin tespiti için, Trakya 

bölgesinde arazi çalışmaları yapılmıştır. Yapılan arazi çalışması sonucunda, belirlenen 

bölgelerden Cirsium italicum bitkisi Temmuz 2017 tarihinde toplanmıştır.   

Bitkinin tanımlanma işlemi, Namık Kemal Üniversitesi Biyoloji Bölümü Botanik Ana 

Bilim Dalın’da yapılmıştır ve bitkiye Herbaryum numarası verilmiştir (NGBB 6807). 

3.4.2. Cirsium italicum Bitkinin Ekstraksiyonu 

C. italicum bitkisi toplandıktan sonra gölgede, oda sıcaklığında kurtulmuştur (696 g). 

Kurutulan bitki küçük parçalara ayrıldıktan sonra, %80 metanol içinde, her seferinde 3 gün 

bekletilerek, toplam 4 defa maserasyon yöntemiyle ekstraksiyon yapılmıştır. Çözücü 

evaporatörde buharlaştırıldıktan sonra, ham ekstre elde edilmiştir.  Elde edilen ham ekstreye 

az miktarda su ilave edilerek, polarite sırasına göre, n-hekzan, diklorometan, etilasetat ve n-

bütanol ile geri ekstraksiyon yapılmıştır. Daha sonra çözücüler uçurularak, her bir çözücüye 

ait ham ekstreler elde edilmiştir. Bu eksterelerin miktarları tartılarak belirlenmiştir. Ham 

ekstre miktarları; 

C. italicum (n-hekzan) ekstresi: 7.598 g 

C. italicum (diklorometan) ekstresi: 0.677 g 

C. italicum (etilasetat) ekstresi: 1.615 g 

C. italicum (n-bütanol) ekstresi: 3.092 g 

3.4.3. Cirsium italicum Bitkisinin Ham Ekstrelerinde Antibakteriyel ve Antifungal 

Aktivite Tayini 

3.4.3.1. Antibakteriyel Aktvite Tayini 

C. italicum, antibakteriyel aktivite tayini için:  

1.449 g n-hekzan ekstresi alınarak, 1mL n-hekzan + 1 mL DMSO’da, 

 0.583 g diklorometan ekstresi alınarak, 500 μl diklorometan + 500 μl DMSO’da, 
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 0.304 g etilasetat ekstresi alınarak, 500 μl etilasetat + 500 μl DMSO’da, 

 0.756 g n-bütanol ekstresi alınarak, 500 μl metanol + 500 μl DMSO’da çözünerek 

hazırlanmıştır. 

Yukarıda belirtildiği şekilde hazırlanan C. italicum ekstrelerinin antibakteriyel 

aktivitelerinin belirlenmesi için; Staphylococcus aureus (ATCC 43300), Bacillus subtilis 

(NRRL NRS-744), Escherichia coli (ATCC 35218), Pseudomonas aeruginosa (ATCC 

27853), Proteus mirabilis (ATCC 12453), Salmonella typhimurium (ATCC 14028) bakterileri 

kullanılmıştır. 

Bakteri stok kültürleri canlandırılmak üzere içinde Nutrient Agar bulunan petrilere 

ekilmiş, 37°C de 16-18 saat süreyle inkübasyona bırakılmıştır. İnkübasyondan sonra besiyeri 

üzerinde gelişen kolonilerden alınarak Mueller Hinton Broth (MHB) bulunan tüplere 

aktarılmış 0.5 Mc Farlanda göre, yani yaklaşık olarak 10
8
 CFU/mL yoğunlukta olan 

bakteriyel süspansiyonların bulanıklığı densitometre kullanılarak ayarlanmıştır. 

Bu test için, steril U tabanlı ve 96 kuyucuklu mikroplaklar kullanılmıştır. Yatay sıranın 

sonundaki kuyucuklardan biri sterilite kontrol kuyucuğu olarak, diğeri ise üreme kontrol 

kuyucuğu olarak belirlenmiştir. Sterilite kontrolü olan kuyucuğa 200 µl MHB, üreme kontrol 

kuyucuğuna ise 100 µl MHB ve 100 µl mikroorganizma süspansiyonundan konulmuştur. İlk 

olarak ekstrakt dilüsyonlarının yapılması için hazırlanan MHB besiyerinden mikroplağın her 

bir kuyucuğuna 100’er μl dağıtılmış, ilk kuyucuğa konulan 100 μl ekstrenin 10. kuyucuğa 

kadar dilüsyonu yapılmıştır. Mikroplaklar hazırlandıktan sonra bakteri süspansiyonlarından 

100’ er μl eklenmiş ve 35 ± 2°C’ de 16-20 saatlik inkübasyondan sonra minimal inhibitör 

konsantrasyon (MİK) değerleri belirlenmiştir. Kontrol için S. aureus için Penisilin G, diğer 

bakteriler için Gentamisin antibiyotiği kullanılmıştır (CLSI, M07-A9 2012).  

3.4.3.2. Antifungal Aktivite Tayini 

C. italicum, antifungal aktivite tayini için: 

 1.411 g n-hekzan ekstresi alınarak, 500 μl n-hekzan + 500 μl DMSO’da,  

0.571 g diklorometan ekstresi alınarak, 500μl diklorometan + 500 μl DMSO’da, 

 0.253 g etilasetat ekstresi alınarak, 500 μl etilasetat + 500 μl DMSO’da, 
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 1.054 g n-bütanol ekstresi alınarak, 500 μl metanol + 500 μl DMSO’da çözünerek 

hazırlanmıştır. 

Yukarıda belirtildiği şekilde hazırlanan C. italicum ekstrelerinin antifungal 

aktivitelerinin belirlenmesi için; Candida albicans (ATCC 90028), Candida glabrata (ATCC 

90030), Candida parapsilosis (ATCC 22019), Candida krusei (ATCC 6258) mayaları, 

Aspergillus fumigatus (ATCC 204305) ve Penicillium chrysogenum (ATCC 48271) küfleri 

test izolatları olarak kullanılmıştır. 

Besiyeri olarak RPMI-1640 L-glutaminli ve bikarbonatsız kullanılmış, tampon madde 

olarak 34.53 g/L MOPS eklenerek, pH: 7’ ye ayarlanmıştır. Hazırlanan besiyeri filtrasyon 

yöntemiyle sterilize edilip, kullanılıncaya kadar +4°C’de saklanmıştır. 

Mayaların antifungal duyarlılığının belirlenmesinde; maya süspansiyonlarının 

hazırlanması için 24 saatlik Sabouraud Dextrose Agar (SDA)’da geliştirilmiş izolatların 5 mL 

steril serum fizyolojik içinde homojen süspansiyonları hazırlanarak, 0.5 McFarland’a göre 

bulanıklığı ayarlanmıştır. Bu işlemle mililitresinde 1-5x10
6
 hücre içeren stok maya 

süspansiyonları elde edilmiştir. Stok maya süspansiyonu; RPMI-1640 besiyeri ile önce 1/50 

ve ardından 1/20 oranlarında seyreltilerek, testte kullanılacak olan 1-5x10
3
 hücre/mL’lik son 

konsantrasyon elde edilmiştir.  

Bu test için, steril U tabanlı ve 96 kuyucuklu mikroplaklar kullanılmıştır. Yatay sıranın 

sonundaki kuyucuklardan biri sterilite kontrol kuyucuğu olarak, diğeri ise üreme kontrol 

kuyucuğu olarak belirlenmiştir. Sterilite kontrolü için belirlenen kuyucuğa 200 µl RPMI, 

üreme için belirlenen kontrol kuyucuğuna ise 100 µl RPMI ve 100 µl mikroorganizma 

süspansiyonundan konulmuştur. İlk olarak ekstrakt dilüsyonlarının yapılması için hazırlanan 

RPMI-1640 besiyerinden mikroplağın her bir kuyucuğuna 100’ er μl dağıtılmış, ilk kuyucuğa 

konulan 100 μl ekstrenin 10. kuyucuğa kadar dilüsyonu yapılmıştır. Mikroplaklar 

hazırlandıktan sonra maya süspansiyonlarından 100’er μl eklenmiş ve 35°C’de 48 saatlik 

inkübasyondan sonra MİK değerleri belirlenmiştir. Kontrol için; CLSI M27-S3 önerileri 

doğrultusunda flukonazol antifungalinin dilüsyonları (0.0625-64 μg/mL) hazırlanarak, C. 

krusei (ATCC 6258) için MİK değeri 16 μg/mL olarak belirlenmiştir (CLSI, M27-A3 2008). 

Küflerin antifungal duyarlılık testinde; SDA’da üreyen 7 günlük küf kolonilerinin 

üzerine 1 mL steril serum fizyolojik eklendikten sonra, koloniler öze ile kazınıp, pastör pipeti 

ile steril tüpe alınmıştır. Ağır partiküllerin çökmesi için 3-5 dakika beklenmiş ve üstte kalan 
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süspansiyon yeni bir steril tüpe aktarılarak, 15 saniye vortekslenmiştir. Konidyal 

süspansiyonların yoğunlukları Thoma lamında sporlar sayılarak 1-5x10
6
 olacak şekilde 

ayarlanmış, ardından süspansiyonların yoğunluğunun 0.4x10
4
-5 x10

4
 CFU/mL olabilmesi için 

RPMI-1640 ile 1/ 50 oranında dilüe edilmiştir. Ekstrelerin dilüsyonları yapılan mikroplak 

kuyucuklarına süspansiyonlardan 100’er μl eklenmiş, 35°C’de 48 saatlik inkübasyondan 

sonra MİK değerleri belirlenmiştir. 

 

Şekil 3.1. Antibakteriyel ve antifungal aktivite tayininde kullanılan mikrodilüsyon plakaları. 

3.4.4. Cirsium italicum Bitkisinde Kromatografik Ayırma ve Saflaştırma İşlemleri 

Yapılan biyolojik aktivite sonuçları değerlendirildiğinde; izolasyon çalışması için, en 

aktif ekstre olarak, C. italicum bitkisinin etilasetat ekstresi seçilip, kromatografik ayırma ve 

saflaştırma işlemleri gerçekleştirilmiştir. Bunun yanı sıra maserasyon işleminde kullanılan 

metanol uçurulurken oluşan kristallerede saflaştırma ve izolasyon işlemleri uygulanmıştır. 

3.4.4.1. C. italicum Bitkisinin Metanol Ektresinde Çözücü Uçurulması Sırasında Oluşan 

Kristallerin İzolasyonu ve Saflaştırılması  

C. italicum bitkisi, ilk önce metanol ile maserasyon işlemine göre ekstrakte edilmiştir. 

Metanol uçurulurken, oluşan kristallerin bir kısmı alınarak n-hekzan ile yıkanıp ayrılmış ve bu 

ayrılan kısım K-1 fraksiyonu olarak, geri kalan kısım da K-2 fraksiyonu olarak 

adlandırılmıştır. K-1 kristali metanol ile çözünüp sephadex dolgu kullanarak kolon 

kromatografisi uygulanmıştır (kolon boy: 65 cm; kolon çapı: 1 cm). Kolonda elüsyon işlemi 

%100 metanol ile gerçekleştirilmiştir. Kolon kromatografisi sonucu, elusyon işlemi 25 mL’lik 

tüplerde 10 mL çözücü toplanarak yapılmış ve 22 tüp toplanmıştır. Toplanan tüplere TLC 

yapılıp, UV lambasında kontrol edilmiştir. Her bir TLC plakası, amonyak buharına tutulup 
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ardından, NA belirteci püskürtülerek UV ışık altında tekrar bakılmış ve renkli spotlar 

belirlenmiştir. Bunun sonucunda, benzer olan fraksiyonlar birleştirilerek 4 alt fraksiyon (K-1-

1, K-1-2, K-1-3, K-1-4) elde edilmiştir. Elde edilen alt fraksiyonlara tekrar kolon 

kromatografisi, preperatif ince tabaka kromatografisi ve preperatif RP-HPLC cihazında 

(Shimadzu, Prominence LC-8AD/20A) ayırma işlemi uygulanmıştır. Preperatif RP-HPLC’de 

yapılan izolasyon işlemlerinde %100’lük MeOH çözücü sisteminde 30 dk’lık metot ile 

ayırıma işlemine tabi tutulmuştur. Bu işlemler sonucunda K-1-1 numaralı fraksiyondan 

EtOAc:MeOH (5:1) çözücü sistemi kullanılarak 7 numaralı bileşik;  etil-(2,3-dihidroksi-5,6-

dimetoksi-4-asetil) benzoat (135 mg) bileşiği, K-1-2-1 numaralı fraksiyondan EtOAc:MeOH 

(5:2) çözücü sistemi kullanılarak 2 numaralı bileşik; 6, 2'-dihidroksi-5-metoksi-4'-O-glikozil 

izoflavonon (42 mg ) bileşiği izole edilmiştir. 

Diğer fraksiyon olan K-2 fraksiyonu metanol ile çözülüp silikagel dolgu maddasi 

kullanılarak kolon kromatografisine tabi tutulmuştur (kolon boy: 60 cm; kolon çapı: 2 cm).  

    

Şekil 3.2. K-2 fraksiyonunun beherdeki görüntüsü. 

Kolon elüsyon işlemine, ilk önce EtOAc:MeOH (3:1) çözücü sistemi ile başlanmıştır. 

Daha sonra, EtOAc:MeOH (3:2) çözücü sistemi ile devam edilip, bu çözücü sistemi ile 

sonlandırılmıştır.  
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Şekil 3.3. K-2 fraksiyonunun kolon kromatografisi. 

Kolon kromatografisi sonucunda, 50 mL’lik erlenlerde 20 mL elüsyon çözücüsü 

toplanarak yapılmış ve 146 erlen toplanmıştır. Toplanan tüm elüsyon çözücüleri 

buharlaştırıldıktan sonra, her bir fraksiyonun içeriği TLC yapılarak, UV lambasında kontrol 

edilmiştir. TLC spotları ilk önce NH3, daha sonra NA belirteci püskürtülerek, spotlar UV ışığı 

altında, flavonoid/fenolik bileşiklere ait olan renkli spotlar belirlenmiştir. Yapılan ince tabaka 

kromatografisine göre, benzer olan bu fraksiyonlar birleştirilerek, 3 alt fraksiyon (K-2-1, K-2-

2, K-2-3) elde edilmiştir. Elde edilen bu fraksiyonlarda; özellikler mor, koyu mor, mavi, 

turuncu ve sarı renk gözlenen lekelerin bulunduğu ve miktarı yeterli olan fraksiyonlar 

seçilerek, kromatografik ayırma ve saflaştırma işlemleri uygulanmıştır. Bunun için bu alt 

fraksiyonların her biri, tekrar kromatografik ayırma (kolon kromatografisi, preperatif ince 

tabaka kromatografisi, Sephadex ile kolon kromatografisi, RP-HPLC) işlemlerine tabi 

tutulmuştur. Bu işlemler sonucunda K-2-2-1 numaralı alt fraksiyondan, 

EtOAc:MeOH:Benzen (3:2:1) çözücü sistemi kullanılarak 6 numaralı bileşik, gentisik asit-5-

O-β-ksilopiranosit (41 mg) bileşiği; K-2-3 numaralı alt fraksiyondan EtOAc:MeOH (3:2) 

çözücü sistemi kullanılarak 5 numaralı bileşik, (8,3',4',5'-tetrahidroksi-7-O-α-glukosil 

izoflavon)-6-8''-(4'''-hidroksi-7''-O-α-glukosil izoflavon) biflavon  (15 mg) bileşiği izole 

edilmiştir. 
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3.4.4.2. C. italicum Bitkisinin Etilasetat Ekstresindeki Bileşiklerin İzolasyonu ve 

Saflaştırılması 

Etilasetat ekstresine, silikagel dolgu maddesi kullanarak kolon kromatografisi 

uygulanmıştır (kolon boy: 70 cm; kolon çapı: 5 cm). Kolona eklenecek ekstre; diklormetanda 

çözüldükten sonra silikagel ile karıştırılıp, oda sıcaklığında, bir gece bekletilmiş ve çözücü 

uçtuktan sonra silika jel kolona tatbik edilmiştir.  Kolon elüsyon işlemine ilk önce %100 

diklorometandan başlamıştır. Daha sonra polarite artacak şekilde, aşağıda belirtilen çözücü 

sistemleri kullanılmıştır. 

 %10’a kadar %1’lik, artışlarla CH2Cl2: EtOAc çözücü sistemi,  

 %100 EtOAc’e kadar %5’lik artışlarla CH2Cl2: EtOAc çözücü sistemi eluent olarak 

kullanılmıştır. %100 EtOAc ’dan sonra; 

%10’a kadar %2’lik’lik artışlarla EtOAc: MeOH çözücü sistemi,  

%100 MeOH’e kadar %5’lik artışlarla EtOAc: MeOH çözücü sistemi eluent olarak 

kullanılmıştır. 

 

Şekil 3.4. Etilasetat ekstresinin kolon kromatografisi. 

Kolon kromatografisi sonucunda, elüsyon çözücüsü 50 mL’lik erlenler kullanılarak 

toplanmış ve 40 mL elüsyon çözücü toplanarak 669 erlen elde edilmiştir. Toplanan tüm 

elüsyon çözücüleri buharlaştırıldıktan sonra, her bir fraksiyonun içeriği TLC ile UV 



32 
 

lambasında kontrol edilmiştir. TLC spotları ilk önce NH3, daha sonra NA belirteci 

püskürtülerek, UV ışığı altında, flavonoid/fenolik bileşiklere ait olan renkli spotlar 

belirlenmiştir. Yapılan TLC’ne göre, benzer olan bu alt fraksiyonlar birleştirilerek, 19 alt 

fraksiyon (IE-1 - IE-19) elde edilmiştir. Elde edilen bu fraksiyonlarda; özellikler mor, koyu 

mor, mavi, turuncu ve sarı renk gözlenen lekelerin bulunduğu ve miktarı yeterli olan 

fraksiyonlar seçilerek, kromatografik ayırma ve saflaştırma işlemleri uygulanmıştır. Bunun 

için, bu alt fraksiyonların her biri, tekrar kromatografik ayırma (kolon kromatografisi, 

preperatif TLC, Sephadex ile kolon kromatografisi, RP-HPLC) işlemlerine tabi tutulmuştur. 

Bu işlemler sonucu; IE-7-1 numaralı alt fraksiyondan CH2Cl2:EtOAc (9:1.5) çözücü sistemi 

kullanılarak, 3 numaralı bileşik 5, 7, 4'-trihidroksi flavonon (6 mg) bileşiği; IE-10-1 numaralı 

alt fraksiyondan plakasında CH2Cl2:EtOAc (2:1) çözücü sistemi kullanılarak, 1 numaralı 

bileşik 5,3',4'-trihidroksi-7-metoksi izoflavonon (7 mg) bileşiği ve IE-10-2 numaralı alt 

fraksiyondan CH2Cl2:EtOAc (2:1) çözücü sistemi kullanılarak, 4 numaralı bileşik 5,5'',7''-

trihidroksi-3,7-dimetoksi-4',4'''-O-biflavon (9 mg) bileşiği izole edilmiştir. 
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4. ARAŞTIRMA BULGULARI 

Bu tez çalışması kapsamında, C. italicum bitkisinin ham ekstrelerinde antibakteriyel 

ve antifungal aktivite tayini gerçekleştirilmiştir. Ayrıca, etilasetat ekstresi ile maserasyon 

işleminde kullanılan metanol uçurulurken oluşan kristallerin fitokimyasal incelenmesi 

gerçekleştirilmiştir. Literatürde C. italicum’un antibakteriyel/antifungal aktivitesi ve 

fitokimyasal incelenmesiyle ilgili bir çalışma bulunmamakta olup, bu tez çalışmasıyla 

literatüre ilk defa sunulacaktır. 

4.1. C. italicum Bitkisinin Ham Ekstrelerini Antibakteriyel ve Antifungal Aktivite Tayini 

Sonuçları 

4.1.1. C. italicum Bitkisinin Ham Ekstrelerinde Antibakteriyel Aktivite Tayini Sonuçları 

Antibakteriyel aktivite çalışması için C. italicum bitkisinin ham ekstrelerinin 

miktarıları ve dilisyon değerleri aşağıda verilmiştir; 

Etilasetat bitki ekstresi miktarı: 304 mg/mL 

Dilüsyonlar: 1.Kuyucuk: 72 mg/mL; 2.Kuyucuk: 38 mg/mL; 3.Kuyucuk: 19 mg/mL; 

4.Kuyucuk: 9,5 mg/mL; 5.Kuyucuk: 4,75 mg/mL; 6.Kuyucuk: 2,38 mg/mL; 7.Kuyucuk: 1,19 

mg/mL; 8.Kuyucuk: 0,595 mg/mL; 9.Kuyucuk: 0,2975 mg/mL; 10.Kuyucuk: 0,1487 mg/mL; 

11.Kuyucuk: Pozitif Kontrol; 12.Kuyucuk: Negatif Kontrol. 

Diklorometan bitki ekstresi miktarı: 583 mg/mL 

Dilüsyonlar: 1.Kuyucuk: 145,75 mg/mL; 2.Kuyucuk: 72,87 mg/mL; 3.Kuyucuk: 36,44 

mg/mL; 4.Kuyucuk: 18,22 mg/mL; 5.Kuyucuk: 9,11 mg/mL; 6.Kuyucuk: 4,56 mg/mL; 

7.Kuyucuk: 2,28 mg/mL; 8.Kuyucuk: 1,14 mg/mL; 9.Kuyucuk: 0,57 mg/mL; 10.Kuyucuk: 

0,285 mg/mL; 11.Kuyucuk: Pozitif Kontrol; 12.Kuyucuk: Negatif Kontrol. 

Bütanol bitki ekstresi miktarı: 756 mg/mL 

Dilüsyonlar: 1.Kuyucuk: 189 mg/mL; 2.Kuyucuk: 94,5 mg/mL; 3.Kuyucuk: 47,25 

mg/mL; 4.Kuyucuk: 23,63 mg/mL; 5.Kuyucuk: 11,81 mg/mL; 6.Kuyucuk: 5,90 mg/mL; 

7.Kuyucuk: 2,95 mg/mL; 8.Kuyucuk: 1,475 mg/mL; 9.Kuyucuk: 0,7375 mg/mL; 

10.Kuyucuk: 0,3687 mg/mL; 11.Kuyucuk: Pozitif Kontrol; 12.Kuyucuk: Negatif Kontrol. 

Hekzan bitki ekstresi miktarı: 724,5 mg/mL 
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Dilüsyonlar: 1.Kuyucuk: 181,25 mg/mL; 2.Kuyucuk: 90,56 mg/mL; 3.Kuyucuk: 45,28 

mg/mL; 4.Kuyucuk: 22,64 mg/mL; 5.Kuyucuk: 11,32 mg/mL; 6.Kuyucuk: 5,66 mg/mL; 

7.Kuyucuk: 2,83 mg/mL; 8.Kuyucuk: 1,415 mg/mL; 9.Kuyucuk: 0,7075 mg/mL; 

10.Kuyucuk: 0,3537 mg/mL; 11.Kuyucuk: Pozitif Kontrol; 12.Kuyucuk: Negatif Kontrol. 

C. italicum bitkisinden farklı solventler kullanılarak elde edilen ektsrelerinin 

antibakteriyel aktivitelerine ilişkin sonuçlar Çizelge 4.1’de verilmiştir. Çizelgeden de 

görüldüğü gibi, C. italicum bitkisinden elde edilen etilasetat, diklorometan ve hekzan 

ekstrelerin, en yüksek antibakteriyel etkisinin en düşük MİK değerleri ile (sırasıyla: 2.38 

mg/mL; 4.56 mg/mL; 22.64 mg/mL) B. subtilis üzerine olduğu belirlenmiştir.  Bütanol 

ekstresi is en yüksek antibakteriyal aktiviteyi 23.63 mg/mL MİK değeri ile Gram-negatif P. 

aeruginosa'ye karşı göstermiştir. Çalışmada hekzan eksresinin sadece iki bakteriyel suşa (B. 

subtilis ve E. coli) karşı aktivite gösterirken etilasetat ve bütanol ekstrelerinin tüm bakteri 

suşlarına karşı inhibisyon ektisine sahip olduğu bulunmuştur. 
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Çizelge 4.1. C. italicum bitkisinin ham ekstrelerinin antibakteriyel aktivitesi MİK değerleri. 

EKSTRE BAKTERİ MİK (mg/mL) 

 

 

 

C. italicum Etilasetat 

S. aureus 9.5 mg/mL 

B. subtilis 2.38 mg/mL 

E. coli 19 mg/mL 

P. aeruginosa 19 mg/mL 

P. mirabilis 19 mg/mL 

S. typhimurium 19 mg/mL 

 

 

 

C. italicum Diklorometan 

S. aureus -(*) 

B. subtilis 4.56 mg/mL 

E. coli 145.75 mg/mL 

P. aeruginosa - 

P. mirabilis 145.75 mg/mL 

S. typhimurium - 

 

 

 

C. italicum Bütanol 

S. aureus 94.5 mg/mL 

B. subtilis 47.25 mg/mL 

E. coli 47.25 mg/mL 

P. aeruginosa 23.63 mg/mL 

P. mirabilis 47.25 mg/mL 

S. typhimurium 47.25 mg/mL 

 

 

 

C. italicum n-Hekzan 

S. aureus - 

B. subtilis 22.64 mg/mL 

E. coli 90.56 mg/mL 

P. aeruginosa - 

P. mirabilis - 

S. typhimurium - 

*(-) Antibakteriyel etki gözlenmedi 
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4.1.2. C. italicum Bitkisinin Ham Ekstrelerinde Antifungal Aktivite Tayini Sonuçları 

Antifungal aktivite çalışması için C. italicum bitkisinin ham ekstrelerinin miktarları ve 

dilisyon değerleri aşağıda verilmiştir; 

Etilasetat bitki ekstresi miktarı: 253 mg/mL 

Dilüsyonlar: 1.Kuyucuk: 63,25 mg/mL; 2.Kuyucuk: 31,63 mg/mL; 3.Kuyucuk: 15,81 

mg/mL; 4.Kuyucuk: 7,90 mg/mL; 5.Kuyucuk: 3,95 mg/mL; 6.Kuyucuk: 1,98 mg/mL; 

7.Kuyucuk: 0,99 mg/mL; 8.Kuyucuk: 0,495 mg/mL; 9.Kuyucuk: 0,2475 mg/mL; 

10.Kuyucuk: 0,1237 mg/mL; 11.Kuyucuk: Pozitif Kontrol; 12.Kuyucuk: Negatif Kontrol. 

Diklorometan bitki ekstresi miktarı: 571 mg/mL 

Dilüsyonlar: 1.Kuyucuk: 142,75 mg/mL; 2.Kuyucuk: 71,38 mg/mL; 3.Kuyucuk: 35,69 

mg/mL; 4.Kuyucuk: 17,84 mg/mL; 5.Kuyucuk: 8,92 mg/mL; 6.Kuyucuk: 4,46 mg/mL; 

7.Kuyucuk: 2,23 mg/mL; 8.Kuyucuk: 1,115 mg/mL; 9.Kuyucuk: 0,5575 mg/mL; 

10.Kuyucuk: 0,2787 mg/mL; 11.Kuyucuk: Pozitif Kontrol; 12.Kuyucuk: Negatif Kontrol. 

Bütanol bitki ekstresi miktarı: 1054 mg/mL 

Dilüsyonlar: 1.Kuyucuk: 263,5 mg/mL; 2.Kuyucuk: 131,75 mg/mL; 3.Kuyucuk: 65,88 

mg/mL; 4.Kuyucuk: 32,94 mg/mL; 5.Kuyucuk: 16,47 mg/mL; 6.Kuyucuk: 8,23 mg/mL; 

7.Kuyucuk: 4,12 mg/mL; 8.Kuyucuk: 2,06 mg/mL; 9.Kuyucuk: 1,03 mg/mL; 10.Kuyucuk: 

0,515 mg/mL; 11.Kuyucuk: Pozitif Kontrol; 12.Kuyucuk: Negatif Kontrol. 

Hekzan bitki ekstresi miktarı: 1411 mg/mL 

Dilüsyonlar: 1.Kuyucuk: 352,75 mg/mL; 2.Kuyucuk: 176,38 mg/mL; 3.Kuyucuk: 

88,19 mg/mL; 4.Kuyucuk: 44,09 mg/mL; 5.Kuyucuk: 22,05 mg/mL; 6.Kuyucuk: 11,02 

mg/mL; 7.Kuyucuk: 5,51 mg/mL; 8.Kuyucuk: 2,755 mg/mL; 9.Kuyucuk: 1,3775 mg/mL; 

10.Kuyucuk: 0,6887 mg/mL; 11.Kuyucuk: Pozitif Kontrol; 12.Kuyucuk: Negatif Kontrol. 

C. italicum bitkisinden elde edilen ekstrelerin en yüksek antifungal etkisinin, C. 

parapsilosis üzerine olduğu gözlemlenmiş ve MİK değeri 1.98 mg/mL olarak bulumuştur. C. 

italicum bitkisinden elde edilen ektsrelerinin antifungal aktivitelerine ilişkin sonuçlar Çizelge 

4.2’de görülmektedir. 
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Çizelge 4.2. C. italicum bitkisinin ham ekstrelerinin antifungal aktivitesi MİK değerleri. 

EKSTRE İZOLATLAR MİK (mg/mL) 

 

 

 

C. italicum Etilasetat 

C. albicans 15.81 mg/mL 

C. parapsilosis 1.98 mg/mL 

C. glabrata  31.63 mg/mL 

C. krusei 3.95 mg/mL 

A. fumigatus 15.81 mg/mL 

P. chrysogenum 31.63 mg/mL 

 

 

 

C. italicum Diklorometan 

C. albicans 71.38 mg/mL 

C. parapsilosis 8.92 mg/mL 

C. glabrata 142.75 mg/mL 

C. krusei 8.92 mg/mL 

A. fumigatus 35.69 mg/mL 

P. chrysogenum 17.84 mg/mL 

 

 

 

C. italicum Bütanol 

C. albicans 32.94 mg/mL 

C. parapsilosis 4.12 mg/mL 

C. glabrata 32.94 mg/mL 

C. krusei 8.23 mg/mL 

A. fumigatus 16.47 mg/mL 

P. chrysogenum 32.94 mg/mL 

 

 

 

C. italicum n-Hekzan 

C. albicans 352.75 mg/mL 

C. parapsilosis 176.38 mg/mL 

C. glabrata 352.75 mg/mL 

C. krusei 88.19 mg/mL 

A. fumigatus 176.38 mg/mL 

P. chrysogenum 176.38 mg/mL 
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C. italicum bitkisinin, antibakteriyel ve antifungal aktivite sonuçlarına bakıldığında; en 

yüksek antimikrobiyal aktiviteye sahip ekstrenin etilasetat ekstresi olması nedeniyle izolasyon 

ve yapı tayini çalışmaları için etilasetat ektresi seçilmiştir. 

4.2. C. italicum Bitkisinden İzole Edilen Bileşikler 

4.2.1. 1 Numaralı Bileşik (IE-10-1): 5, 3', 4'-trihidroksi-7-metoksi izoflavonon 

 

Şekil 4.1. 5, 3', 4'-trihidroksi-7-metoksi izoflavonon bileşiğinin yapısı. 

Bileşik beyaz renkli olup, 254 nm UV ışık altında kahverengi, 366 nm UV ışık altında 

koyu mor olarak gözlenmiştir. Amonyak buharına tutulup ardından NA belirteci 

püskürtüldüğünde 254 nm’de kahverengi, 366 nm’de mor renk gözlenmiştir. TLC plakasında 

CH2Cl2:EtOAc (2:1) çözücü sistemi kullanılarak tespit edilmiştir. 

1
H NMR spektrumuna (CD3OD, δ (ppm), 500 MHz, Şekil 4.3) bakıldığında A 

halkasında yer alan 7.459 ppm’deki (1H, brs) H-6 protonunun 7.19 ppm’deki (1H, d, J= 0.7 

Hz) H-8 protonu ile meta etkileşimi; B halkasındaki 7.443 ppm’deki (1H, dd, J= 1.9, 8.1 Hz) 

H-6' protonunun, 7.461 ppm’deki (1H, d, J= 1.8 Hz) H-2' protonu ile meta, 6.72 ppm’deki 

(1H, d, J= 8.1 Hz) H-5' protonu ile orto etkileşimi yaptığı gözlenmiştir. Bunun yanı sıra 7.79 

ppm’de (1H, s) H-2 protonu ile 3.79 ppm’de (3H, s) metoksi protonları da gözlenmiştir. 
1
H 

NMR etkileşimi göz önüne alındığında; A halkasının 5,7 disubstitue, B halkasının ise 3',4' 

disubstitue olduğunu kanıtlamaktadır. 

13
C NMR, APT ve HSQC spektrumunda (CD3OD, δ (ppm), 500 MHz, Şekil 4.4) 

110.69 ppm’de (C-6), 96.83 ppm’de (C-8), 115.77 ppm’de (C-2'), 113.89 ppm’de (C-5'), 

125.13 ppm’de (C-6') aromatik karbonlar gözlenirken 184.87 ppm’de (C-4) karbonil karbonu 

ile 56.43 ppm’de metoksi karbonu gözlenmiştir. 



39 
 

Bileşiğin 
1
H-

1
H COSY spektrumunda (CD3OD, δ (ppm), 500 MHz, Şekil 4.5) A 

halkasında 7.45 ppm’de H-6 protonu, 7.18 ppm’deki H-8 protonuyla; B halkasındaki 7.443 

ppm’deki H-6' protonunun 6.72 ppm’deki H-5' protonuyla etkileşimleri gözlenmiştir. 

HMBC spektrumuna (CD3OD, δ (ppm), 500 MHz, Şekil 4.6) bakıldığında 3.79 

ppm’deki metoksi protonlarının 96.83 ppm’deki C-8 karbonuyla etkileşimi metoksi grubunun 

A halkasında C-7 konumunda olduğunu kanıtlamıştır. Diğer HMBC etkileşimleri 

“spektroskopik veriler” kısmında verilmiştir.  

Bileşiğin ESI-MS spektrumunda (Şekil 4.7) m/z 301 [M+1]
+
 (% 26.21) pikinin 

görülmesi molekülün C16H12O6 kapalı formülüne sahip olduğu göstermiştir. Molekülün diğer 

önemli parçalanma ürünleri m/z 167 [(M+1)-C8H6O2]
+
 (% 11.94) piki, flavonoid yapısındaki 

A ve B halkasının parçalanma ürünlerini desteklerken; m/z 221 [(M+3)-(3xOH)-(OCH3)]
+
 (% 

11.70) piki yapıdan üç adet hidroksi ve bir adet metoksi varlığını ispatlamıştır. 

 

Şekil 4.2. 5,3',4'-trihidroksi-7-metoksi izoflavonon bileşiğinin moleküler bölünme pikleri. 

Tüm spektroskopik verilere ve yapılan literatür (Rahman ve ark. 2015, Allaoui ve ark. 

2015) araştırmalarına bakıldığında bileşiğin 5,3',4'-trihidroksi-7-metoksi izoflavonon 

olduğunu kanıtlamıştır. Bu bileşik C. italicum bitkisinden ilk defa izole edilmiştir. 
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Şekil 4.3. 5,3',4'-trihidroksi-7-metoksi izoflavonon bileşiğinin 1H NMR spektrumu. 
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Şekil 4.4. 5,3',4'-trihidroksi-7-metoksi izoflavonon bileşiğinin APT spektrumu. 
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Şekil 4.5. 5,3',4'-trihidroksi-7-metoksi izoflavonon bileşiğinin 
1
H-

1
H COSY spektrumu. 
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Şekil 4.6. 5,3',4'-trihidroksi-7-metoksi izoflavonon bileşiğinin HMBC spektrumu. 
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Şekil 4.7. 5,3',4'-trihidroksi-7-metoksi izoflavonon bileşiğinin ESI-MS spektrumu. 

 

 

 

 

 

 



45 
 

4.2.2. 2 Numaralı Bileşik (K-1-2-1): 6,2'-dihidroksi-5-metoksi-4'-O-α-glikozil izoflavonon 

 

Şekil 4.8. 6, 2'-dihidroksi-5-metoksi-4'-O-α-glikozil izoflavonon bileşiğinin yapısı. 

Bileşik sarı renkte yağımsı olup, 254 nm UV ışık altında kahverengi, 366 nm UV ışık 

altında koyu mor olarak gözlenmiştir. Amonyak buharına tutulup ardından NA belirteci 

püskürtüldüğünde, 254 nm’de kahverengi, 366 nm’de koyu sarı renk gözlenmiştir. TLC 

plakasında ki çözücü sistemi EtOAc:MeOH (5:2)’dür. 

1
H NMR spektrumunda (CD3OD, δ (ppm), 500 MHz, Şekil 4.10) A halkasında 6.73 

ppm’deki (1H, d, J= 8.8 Hz) H-7 protonu ile 7.18 ppm’deki (1H, d, J= 8.8 Hz) H-8 

protonunun orto etkileşimi gözlenirken, B halkasında 7.45 ppm’deki (1H, t-like, J= 8.1 Hz) 

H-5' protonunun 7.40 ppm’deki (1H, d, J= 7.5 Hz) H-6' protonuyla orto etkileşimi ve 7.45 

ppm’deki (1H, d, J= 1.4 Hz) H-3' protonu ile meta etkileşimi gözlenmiştir. Bunun yanı sıra 

7.79 ppm’de (1H, brs) H-2 protonu ile 3.80 ppm’de (3H, s) metoksi protonları da 

gözlenmiştir. Ayrıca 4.51 ppm’de (1H, brs) anomerik H-1'' protonu gözlenirken, 3.40-4.10 

ppm aralığında (H-2'', H-3'', H-4'', H-5'' ve H-6'') altı şeker protonu gözlenmiştir. 

13
C NMR, APT ve HSQC spektrumuna (CD3OD, δ (ppm), 500 MHz, Şekil 4.11) 

bakıldığında 157.81 ppm’de (C-5), 148.14 ppm’de (C-6), 165.82 ppm’de (C-2') ve 162.26 

ppm’de (C-4') oksijene bağlı aromatik karbonlar gözlenirken, 183.95’de (C-4) karbonil 

karbonu ve 49.87 ppm’de metoksi karbonu gözlenmiştir. Bunun yanı sıra 114.80 (C-7), 

112.56 (C-8), 134.37 (C-3'), 130.35 (C-5') ve 128.39 (C-6') aromatik karbonlarıyla birlikte, 

97.96 ppm’de (C-1'') anomerik karbon ile 57.98-71.02 ppm aralığında (C-2'', C-3'', C-4'', C-5'', 

C-6'') beş şeker karbonu gözlenmiştir. 

HMBC spektrumunda (CD3OD, δ (ppm), 500 MHz, Şekil 4.13) 7.18 ppm’deki H-8 

protonunun, 114.80 ppm’deki C-7 karbonuyla, 157.80 ppm’deki C-9 karbonuyla ve 103.94 

ppm’deki C-10 karbonuyla etkileşimi gözlenirken; 6.73 ppm’deki H-7 protonunun 49.87 
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ppm’deki metoksi karbonuyla, 148.14 ppm’deki C-6 karbonuyla, 112.56 ppm’deki C-8 

karbonuyla etkileşimi gözlenmiştir. 3.80 ppm’deki metoksi protonları 103.94 ppm’deki C-10 

karbonyla, 148.14 ppm’deki C-6 karbonuyla ve 114.80 ppm’deki C-7 karbonuyla yaptığı 

etkileşim metoksi grubunun A halkasında ve C-5 konumundan bağlı olduğunu kanıtlamıştır. 

4.51 ppm’deki anomerik H-1'' protonunun, 134.37 ppm’deki C-3' karbonuyla ve 162.26 

ppm’deki C-4' karbonuyla yaptığı etkileşim, şeker grubunun B halkasında ve C-4' 

konumundan bağlı olduğunu göstermiştir. 

Bileşiğin 
1
H-

1
H COSY spektrumunda (CD3OD, δ (ppm), 500 MHz, Şekil 4.12) 7.45 

ppm’de H-5' protonunun, 7.40 ppm’deki H-6' protonuyla, 7.45 ppm’deki H-3' protonunun 

etkileşimiyle birlikte; 6.73 ppm’deki H-7 protonunun, 7.18 ppm’deki H-8 protonuyla 

etkileşimi de gözlenmiştir. 

Bileşiğin ESI-MS spektrumunda (Şekil 4.14) m/z 461 (% 100) [M-1]
+ 

pikinin 

görülmesi molekülün C22H22O11 kapalı formülüne sahip olduğunu göstermiştir. Molekülün 

diğer önemli parçalanma ürünleri m/z 283 (% 42.07) [M-(C6H11O6)]
+
 piki moleküldeki altı 

karbonlu şekerin ayrılışını ispatlarken; m/z 313 (% 15.45) [(M+1)-(C8H6O3)]
+ 

piki 

moleküldeki flavonoid yapısının A ve B halka parçalanması ürünlerini göstermiştir. 

 

Şekil 4.9. 6,2'-dihidroksi-5-metoksi-4'-O-α-glikozil izoflavonon bileşiğinin kütle 

spektrumunda gözlenen bölünmeleri. 

Elde edilen tüm verilere ve yapılan literatür (Pinheiro ve ark. 2012, Ritchie ve ark. 

1975, Cuycken ve Claeys 2004) araştırmalarına göre yapının; 6,2'-dihidroksi-5-metoksi-4'-O-

α-glikozil izoflavonon olduğu kanıtlamıştır. Bu bileşik C. italicum bitkisinden ilk defa izole 

edilmiştir. 
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Şekil 4.10. 6,2'-dihidroksi-5-metoksi-4'-O-α-glikozil izoflavonon bileşiğinin 
1
H NMR 

spektrumu. 
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Şekil 4.11. 6,2'-dihidroksi-5-metoksi-4'-O-α-glikozil izoflavonon bileşiğinin APT spektrumu. 
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Şekil 4.12. 6,2'-dihidroksi-5-metoksi-4'-O-α-glikozil izoflavonon bileşiğinin 
1
H-

1
H COSY 

spektrumu. 
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Şekil 4.13. 6,2'-dihidroksi-5-metoksi-4'-O-α-glikozil izoflavonon bileşiğinin HMBC 

spektrumu. 
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Şekil 4.14. 6,2'-dihidroksi-5-metoksi-4'-O-α-glikozil izoflavonon bileşiğinin ESI-MS 

spektrumu. 
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4.2.3. 3 Numaralı Bileşik (IE-7-1): 5,7,4'-trihidroksi flavonon (Apigenin) 

 

Şekil 4.15. 5,7,4'-trihidroksi flavonon bileşiğinin molekül yapısı. 

Bileşik sarı renkli olup, 254 nm UV ışık altında kahverengi, 366 nm UV ışık altında 

koyu mor olarak gözlenmiştir. Amonyak buharına tutulup ardından NA belirteci 

püskürtüldüğünde 254 nm’de kahverengi, 366 nm’de sarı renk gözlenmiştir. TLC plakasında 

CH2Cl2:EtOAc (9:1.5) çözücü sistemi kullanılarak gözlenmiştir. 

1
H NMR spektrumuna (CD3OD, δ (ppm), 500 MHz, Şekil 4.17) bakıldığında A 

halkasında yer alan 6.11 ppm’deki (1H, d, J= 2.08 Hz ) H-6 protonunun 6.35 ppm’deki (1H, 

d, J= 2.09 Hz) H-8 protonu ile meta etkileşimi; B halkasındaki 7.75 ppm’deki (2H, d, J= 8.8 

Hz) H-2' protonunun 6.83 ppm’deki (2H, d, J= 8.8 Hz) H-3' protonun ile orto, 7.75 ppm’deki 

H-6' protonunun 6.83 ppm’deki H-5' protonuyla orto etkileşimi yaptığı gözlenmiştir. Bunun 

yanı sıra 6.48 ppm’de (1H, s) H-3 protonu da singlet olarak gözlenmiştir. 
1
H NMR etkileşimi 

göz önüne alındığında A halkasının 5,7 disubstitue yapıda olduğu kanıtlamıştır. 

Bileşiğin ESI-MS spektrumunda (Şekil 4.18) m/z 271 [M+1]
+ 

(% 66.83) pikinin 

görülmesi, molekülün C15H10O5 kapalı formülüne sahip olduğunu göstermiştir. Molekülün 

diğer önemli parçalanma ürünleri; m/z 153 [(M+1)-(C8H6O)]
+
 (% 20.67) ve m/z 119 [(M+1)-

(C7H4O4)]
+ 

(% 12.48) piki flavonoid molekülünün A ve B halkalarının parçalanması sonucu 

oluşan A1 ve B1 yapısını kanıtlamaktadır. 

 

Şekil 4.16. 5,7,4'-trihidroksi flavonon bileşiğinin moleküler bölünmesi. 
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1
H NMR spektrumu ve ESI-MS spektrumu verilerine ve yapılan literatür (Biavatti ve 

ark. 2015, Chari ve ark. 1977, Markham ve ark. 1977) araştırmaları yapının 5, 7, 4'-trihidroksi 

flavonon (apigenin) olduğunu kanıtlamıştır. 

Apigenin molekülü C. italicum bitkisinden ilk defa izole edilmiştir. Ancak yapılan 

literatür çalışmaları sonucu, apigenin bileşiği Nazaruk ve Gudej (2003) tarafından Cirsium 

rivulare bitkisinden, Loizzo ve ark. (2004) tarafından Cirsium tenoreanum bitkisinden 

Sieliwoniuk ve ark. (2012) tarafından Cirsium oleraceum bitkisinden, Jung ve ark. (2012) 

tarafından Cirsium maackii bitkisinden, Kozyra ve ark. (2015) tarafından Cirsium canum 

bitkisinden, Rodriguez ve ark. (2018) tarafından Cirsium japonicum bitkisinden izole edildiği 

bulunmuştur.  
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Şekil 4.17. 5,7,4'-trihidroksi flavonon bileşiğinin 
1
H NMR spektrumu. 
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Şekil 4.18. 5,7,4'-trihidroksi flavonon bileşiğinin ESI-MS spektrumu. 
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4.2.4. 4 Numaralı Bileşik (IE-10-2): 5,5'',7''-trihidroksi-3,7-dimetoksi-4',4'''-O-biflavon 

 

Şekil 4.19. 5,5'',7''-trihidroksi-3,7-dimetoksi-4',4'''-O-biflavon bileşiğinin yapısı. 

Bileşik sarı renkli olup, 254 nm UV ışık altında kahverengi, 366 nm UV ışık altında 

koyu mor olarak gözlenmiştir. Amonyak buharına tutulup ardından NA belirteci 

püskürtüldüğünde 254 nm’de kahverenk, 366 nm’de sarı renk gözlenmiştir. TLC plakasında 

CH2Cl2:EtOAc (2:1) çözücü sistemi kullanılarak gözlenmiştir. 

1
H NMR spektrumunda (CD3OD, δ (ppm), 500 MHz, Şekil 4.21) bileşiğin A-I 

halkasında 6.36 ppm’deki (1H, d, J= 2.1 Hz) H-8 protonu, 6.11 ppm’deki (1H, d, J= 2.08 Hz) 

H-6 protonu ile meta etkileşimi; B-I ve B-II halkasında 7.75 ppm’deki (4H, d, J= 8.8 Hz) H-2' 

ve H-6' protonun 6.83 ppm’deki (4H, d, J= 8.8 Hz) H-3' ve H-5' protonu ile orto etkileşimi ve 

A-II halkasında 6.50 ppm’deki (2H, d, J= 3.4 Hz) H-6'' ve H-8'' protonunun meta etkileşimi 

gözlenmiştir. Bunun yanında 3.78 ppm’de (6H, s) metoksi protonları ile birlikte, 6.47 ppm’de 

(1H, s) H-3'' singlet olarak gözlenmiştir. 
1
H NMR spektrumunda aromatiklik bölgede 

gözlenen çok sayıdaki proton etkileşimi, iki flavonoid halkasının birbirine bağlı olduğu, 

biflavonoid yapısını düşündürmüştür. Yapıdaki 
1
H NMR etkileşimleri göz önüne alındığında, 

A-I ve A-II halkasının 5, 7 disubstitue; B-I ve B-II halkasının ise 1,4 disubstitue yapıda 

olduğunu kanıtlamaktadır.  

13
C NMR, APT ve HSQC spektrumunda (CD3OD, δ (ppm), 500 MHz, Şekil 4.22) 

bileşiğin 95.36 ppm’de (C-6), 96.29 ppm’de (C-8), 129.48 ppm’de (C-2', C-6', C-2''' ve C-6'''), 

117.06 ppm’de (C-3', C-5', C-3''' ve C-5'''), 95.08 ppm’de (C-6'' ve C-8'') 100.17 ppm’de (C-

3'') aromatik karbonlar gözlenirken 193.65 ppm’de (C-4 ve C-4'') karbonil karbonları ile 55.37 

(2x-OCH3) metoksi karbonları gözlenmiştir. 
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Bileşiğin 
1
H-

1
H COSY spektrumunda (CD3OD, δ (ppm), 500 MHz, Şekil 4.23) A-I 

halkasında 6.36 ppm’de H-8 ve 6.11 ppm’deki H-6 protonlarının; A-II halkasındaki 6.50 

ppm’de H-6'' ve H-8'' protonlarının etkileşimi ile B-I ve B-II halkasındaki 7.75 ppm’deki (H-

2', H-6', H-2''' ve H-6''') protonlarının 6.83 ppm’deki (H-3', H-5', H-3''' ve H-5''') protonlarıyla 

etkileşimi gözlenmiştir. 

HMBC spektrumuna (CD3OD, δ (ppm), 500 MHz, Şekil 4.24, Şekil 4.25, Şekil 4.26, 

Şekil 4.27) bakıldığında A-I halkasındaki 6.11 ppm’deki H-6 ve 6.36 ppm’deki H-8 

protonlarının, 55.37 ppm’deki metoksi karbonuyla etkileşmesi; 3.78 ppm’deki metoksi 

protonlarının, 95.36 ppm’deki C-6 ve 96.29 ppm’deki C-8 karbonlarıyla etkileşmesi 

molekülde C-7 konumunda, bir metoksi grubunun varlığını göstermiştir. Bunun yanında, 3.78 

ppm’deki metoksi protonlarının, 193.65 ppm’deki C-4 karbonuyla ve 136.15 ppm’deki C-3 

karbonuyla etkileşimi, molekülde C-3 konumunda bulunan ikinci bir metoksi grubunun 

varlığını kanıtlamıştır. Ayrıca, 6.47 ppm’deki H-3'' protonunun, 193.65 ppm’deki C-4'' 

karbonuyla, 132.32 ppm’deki C-1'' karbonuyla ve 105.77 ppm’deki C-5'' karbonuyla olan 

etkileşimleri ile birlikte; 6.83 ppm’deki (H-3', H-5', H-3''' ve H-5''') ve 7.75 ppm’deki (H-2', 

H-6', H-2''' ve H-6''') protonlarının 163.07 ppm’deki C-4'/C-4''' karbonlarıyla olan 

etkileşimleride HMBC spektrumunda gözlenmiştir. Bununla birlikte, A-II halkasındaki, 6.50 

ppm’deki H-6''/H-8'' protonlarının, 95.08 ppm’deki C-6''/C-8'', 105.77 ppm’deki C-10'', 

164.58 ppm’deki C-5'' ve 166.33 ppm’deki C-7'' karbonlarıyla etkileşimleride gözlenmiştir. 

Gözlenen tüm HMBC etkileşimleri değerlendirildiğinde ve moleküldeki 
1
H NMR spektrum 

verileri (kimyasal kayma, yarılma, kapling sabiti) incelendiğinde; moleküldeki simetrik B-I ve 

B-II halkasının varlığını ve bu iki flavon grubunun birbirine C-4'-O-C-4''' konumunda bağlı 

olduğunu kanıtlamıştır. 

Bileşiğin ESI-MS ve QTOF MS spektrumuna (Şekil 4.28) bakıldığında moleküler 

iyon piki m/z 569 [M+3]
+
 (% 100) olarak gözlenmesi kapalı formülün C32H22O10 olduğunu 

desteklemiştir. Bununla birlikte m/z 269 [M-(C17H13O5)]
+
 (% 57.60) pikinin gözlenmesi I. 

flavonoid yapısının (A-I, B-I, C-I) ayrılışını, m/z 299 [(M+2)-(C15H9O5)]
+
 (% 35.20) pikinin 

II. flavonoid yapısının (A-II, B-II, C-II) ayrılışını göstermiştir. Diğer önemli moleküler 

bölünme pikleri, spektral veriler kısmında gösterilmiştir. 
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Şekil 4.20. 7,5'',7''-trihidroksi-5,4'-dimetoksi-3,4'''-O-biflavon bileşiğinin kütle spektrumunda 

gözlenen moleküler bölünmeler. 

Tüm spektroskopik verilere ve yapılan literatür (Lee ve ark. 2008, Kumar ve ark. 

2005) araştırmalarına bakıldığında bileşiğin 7,5'',7''-trihidroksi-5,4'-dimetoksi-3,4'''-O-

biflavon olduğunu kanıtlamıştır. Bu bileşik C. italicum bitkisinden ilk defa izole edilmiştir. 
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Şekil 4.21. 5,5'',7''-trihidroksi-3,7-dimetoksi-4',4'''-O-biflavon bileşiğinin 
1
H NMR spektrumu. 
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 Şekil 4.22. 5,5'',7''-trihidroksi-3,7-dimetoksi-4',4'''-O-biflavon bileşiğinin APT spektrumu. 
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Şekil 4.23. 5,5'',7''-trihidroksi-3,7-dimetoksi-4',4'''-O-biflavon bileşiğinin 
1
H-

1
H COSY 

spektrumu. 
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Şekil 4.24. 5,5'',7''-trihidroksi-3,7-dimetoksi-4',4'''-O-biflavon bileşiğinin HMBC spektrumu. 
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Şekil 4.25. 5,5'',7''-trihidroksi-3,7-dimetoksi-4',4'''-O-biflavon bileşiğinin 6.00-7.90 ile 90-200 

arası HMBC spektrumu. 
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Şekil 4.26. 5,5'',7''-trihidroksi-3,7-dimetoksi-4',4'''-O-biflavon bileşiğinin 6.05-6.40 ile 50-60 

arası HMBC spektrumu. 
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Şekil 4.27. 5,5'',7''-trihidroksi-3,7-dimetoksi-4',4'''-O-biflavon bileşiğinin 3.64-3.90 ile 0-200 

arası HMBC spektrumu. 
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Şekil 4.28. 5,5'',7''-trihidroksi-3,7-dimetoksi-4',4'''-O-biflavon bileşiğinin ESI-MS ve QTOF-

MS spektrumu. 
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4.2.5. 5 Numaralı Bileşik (K-2-3): (8,3',4',5'-tetrahidroksi-7-O-α-glukosil izoflavon)-6-8''-

(4'''-hidroksi-7''-O-α-glukosil izoflavon) biflavon 

 

Şekil 4.29. (8,3',4',5'-tetrahidroksi-7-O-α-glukosil izoflavon)-6-8''-(4'''-hidroksi-7''-O-α-

glukosil izoflavon) biflavon bileşiğinin yapısı. 

Bileşik sarı renkli olup, 254 nm UV ışık altında kahverengi, 366 nm UV ışık altında 

mor olarak gözlenmiştir. Amonyak buharına tutulup ardından NA belirteci püskürtüldüğünde 

254 nm’de kahverengi, 366 nm’de sarı renk gözlenmiştir. TLC plakasında EtOAc:MeOH 

(3:2) çözücü sistemi kullanılarak gözlenmiştir. 

Bileşiğin 
1
H NMR spektrumunda (CD3OD, δ (ppm), 500 MHz, Şekil 4.32) A-I 

halkasında 6.74 ppm’de (1H, brs) H-5 protonu singlet şeklinde, B-I halkasında 6.56 ppm’de 

(1H, brs) H-2' protonu singlet ve 6.41 ppm’de (1H, d, J= 1.4 Hz) H-6' protonu da doublet 

şeklinde gözlenmiştir. Bileşiğin A-II halkasındaki 7.88 ppm’deki (1H, d, J= 8.7 Hz) H-5'' 

protonu 6.99 ppm’deki (1H, d, J= 8.8 Hz) H-6'' proton ile orto etkileşimi, 7.78 (1H, d, J= 8.6 

Hz) H-2''' protonu 6.84 ppm’deki (1H, d, J= 8.6 Hz) H-3''' protonu ile orto etkileşimi ve 7.78 

(1H, d, J= 8.6 Hz) H-6''' protonu 6.84 ppm’deki (1H, d, J= 8.6 Hz) H-5''' protonu ile orto 

etkileşimi yaptığı gözlenmiştir. 
1
H NMR spektrumunun aromatik bölegesinde gözlenen çok 

sayıdaki proton etkileşimi yapının biflavonoid yapısı olduğunu düşündürmüştür. 
1
H NMR 

etkileşimleri göz önüne alındığında A-I halkası 6-7-8 trisubstitue, A-II halkası 7''-8'' 

disubstitue, B-I halkasında 3'-4'-5' trisubstitue ve B-II halkasında ise 1'''-4''' disubstitue yapıda 

olduğunu kanıtlamaktadır. Bunun yanı sıra 5.31 ppm’de (1H, d, J= 3.7 Hz) anomerik H-1'''' 

protonu ve 5.02 ppm’de (1H, d, J= 4.7 Hz) anomerik H-1''''' protonu gözlenirken, 3.30-4.05 

ppm aralığında şeker protonları gözlenmiştir. Anomerik H-1'''' protonunun 3.7 Hz’lik bir 
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yarılma ile dublet ve anomerik H-1''''' protonunun 4.7 Hz’lik bir yarılma ile dublet olarak 

gözlenmesi, moleküle bağlı iki şeker grubunun; α-şeker yapısında olduğunu desteklemiştir. 

13
C NMR, APT ve HSQC spektrumuna (CD3OD, δ (ppm), 500 MHz, Şekil 4.33) 

bakıldığında, 110.56 ppm’de (C-5), 132.36 ppm’de (C-2'), 128.34 ppm’de (C-6'), 121.24 

ppm’de (C-5''), 106.57 ppm’de (C-6''), 130.13 ppm’de (C-2''' ve C-6''') ve 116.53’de (C-3''' ve 

C-5''') aromatik karbonlar gözlenirken, 179.19 ppm’de (C-4) ve 179.18 ppm’de (C-4'') 

karbonil karbonları gözlenmiştir. Bunun yanı sıra 93.90 ppm’de (C-1'''') ve 93.84 ppm’de (C-

1''''') anomerik karbon, 69.33-74.51 ppm (C-2'''', C-3'''', C-4'''', C-5'''', C-6'''', C-2''''', C-3''''', C-

4''''', C-5''''' ve C-6''''') aralığında şeker karbonları gözlenmiştir. 

Bileşiğin 
1
H-

1
H COSY spektrumunda (CD3OD, δ (ppm), 500 MHz, Şekil 4.34) B-I 

halkasında 6.56 ppm’de H-2' protonunun 6.41 ppm’deki H-6' protonuyla; A-II halkasındaki 

7.88 ppm’de H-5'' protonlarının 6.99 ppm’deki H-6'' etkileşimi ile 7.78 ppm’deki (H-2''' ve H-

6''') protonlarının 6.84 ppm’deki (H-3''' ve H-5''') protonlarının etkileşimi gözlenmiştir. 

HMBC spektrumuna (CD3OD, δ (ppm), 500 MHz, Şekil 4.35) bakıldığında, 5.31 

ppm’deki H-1'''' anomerik protonun, 99.29 ppm’deki C-6 karbonuyla yaptığı etkileşim şeker 

moleküllerinin birinin A-I halkasına 7 konumundan bağlı olduğunu göstermiştir. Ayrıca, 6.99 

ppm’deki H-6'' protonunun, 93.84 ppm’deki C-1''''' anomerik karbonla HMBC etkileşiminin 

gözlenmesi, yapıdaki diğer şeker molekülünün A-II halkasına 7'' konumundan bağlı olduğunu 

kanıtlamıştır. Bununla birlikte, 6.99 ppm’deki H-6'' protonunun 99.29 ppm’deki C-6 

karbonuyla olan etkileşimide; iki flavonoid yapısının C-6-C-8'' konumlarından birbirine bağlı 

olduğunu desteklemiştir. Molekülün diğer etkileşimleri Şekil 4.30’da gösterilmiştir.  

   

Şekil 4.30. (8,3',4',5'-tetrahidroksi-7-O-α-glukosil izoflavon)-6-8''-(4'''-hidroksi-7''-O-α-

glukosil izoflavon) biflavon bileşiğinin HMBC etkileşimleri. 
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Bileşiğin ESI-MS spektrumuna (Şekil 4.36) bakıldığında moleküler iyon piki m/z 877 

[M-1]
+
 (% 100) olarak gözlenmesi bileşiğin kapalı formülünün C42H38O21 olduğunu 

desteklemiştir. Bununla birlikte m/z 551 [(M-1)-(2xC6H11O5)]
+
 (% 29.77) pikinin gözlenmesi 

iki şeker molekülünün ayrılışını göstermiştir. Bunun yanı sıra m/z 463 [(M+1)-(C21H19O9)]
+
 

(% 22.82) pikinin gözlenmesi şeker bağlı II. flavonoid yapısının (A-II, B-II, C-II) ayrılışının 

göstermiş ve bu pik önemli moleküler bölünme piki yapının biflavonoid yapısında olduğunu 

ispatlamıştır. Diğer önemli moleküler bölünme pikleri spektroskopik veriler kısmında 

gösterilmiştir. 

 

Şekil 4.31. (8,3',4',5'-tetrahidroksi-7-O-α-glukosil izoflavon)-6-8''-(4'''-hidroksi-7''-O-α-

glukosil izoflavon) biflavon bileşiğinin kütle spektrumunda gözlenen bölünmeleri. 

Tüm spektroskopik verilere ve literatür araştırmalarına (Mun ve Mun S 2015, Xiao ve 

ark. 2005, Rahman ve ark. 2002, Xu ve ark. 1999, Agrawal 1992) göre bileşiğin (8,3',4',5'-

tetrahidroksi-7-O-α-glukosil izoflavon)-6-8''-(4'''-hidroksi-7''-O-α-glukosil izoflavon) biflavon 

olduğu kanıtlanmıştır. Bu bileşik C. italicum bitkisinden ilk defa izole edilmiştir.  
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Şekil 4.32. (8,3',4',5'-tetrahidroksi-7-O-α-glukosil izoflavon)-6-8''-(4'''-hidroksi-7''-O-α-

glukosil izoflavon) biflavon bileşiğinin 
1
H NMR spektrumu. 
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Şekil 4.33. (8,3',4',5'-tetrahidroksi-7-O-α-glukosil izoflavon)-6-8''-(4'''-hidroksi-7''-O-α-

glukosil izoflavon) biflavon bileşiğinin APT spektrumu. 
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Şekil 4.34. (8,3',4',5'-tetrahidroksi-7-O-α-glukosil izoflavon)-6-8''-(4'''-hidroksi-7''-O-α-

glukosil izoflavon) biflavon bileşiğinin 
1
H-

1
H COSY spektrumu. 

 

 

 

 

 



73 
 

 

 

 

Şekil 4.35. (8,3',4',5'-tetrahidroksi-7-O-α-glukosil izoflavon)-6-8''-(4'''-hidroksi-7''-O-α-

glukosil izoflavon) biflavon bileşiğinin HMBC spektrumu. 
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Şekil 4.36. (8,3',4',5'-tetrahidroksi-7-O-α-glukosil izoflavon)-6-8''-(4'''-hidroksi-7''-O-α-

glukosil izoflavon) biflavon bileşiğinin 4.60-7.00 ile 91-104 arası HMBC spektrumu. 
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Şekil 4.37. (8,3',4',5'-tetrahidroksi-7-O-α-glukosil izoflavon)-6-8''-(4'''-hidroksi-7''-O-α-

glukosil izoflavon) biflavon bileşiğinin 4.30-5.50 ile 110-200 arası HMBC spektrumu. 
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Şekil 4.38. (8,3',4',5'-tetrahidroksi-7-O-α-glukosil izoflavon)-6-8''-(4'''-hidroksi-7''-O-α-

glukosil izoflavon) biflavon bileşiğinin ESI-MS spektrumu. 
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4.2.6. 6 Numaralı Bileşik (K-2-2-1): Gentisik asit-5-O-β-ksilopiranosit 

 

Şekil 4.39. Gentisik asit-5-O-β-ksilopiranosit bileşiğinin yapısı. 

Bileşik beyaz renkli olup, 254 nm ve 366 nm UV ışık altında mavi olarak 

gözlenmiştir. Amonyak buharına tutulup ardından NA belirteci püskürtüldüğünde de 254 nm 

ve 366 nm’de mavi renk gözlenmiştir. TLC plakasında ki çözücü sistemi 

EtOAc:MeOH:Benzen (3:2:1)’dir. 

Bileşiğin 
1
H NMR spektrumunda (CD3OD, δ (ppm), 500 MHz, Şekil 4.39) 7.12 

ppm’deki (1H, dd, J= 3.1, 8.8 Hz) H-4 protonun 6.75 ppm’deki (1H, d, J= 8.8 Hz) H-3 

protonu ile orto etkileşimi ve 7.61 ppm’deki (1H, d, J= 3.07 Hz) H-6 protonu ile meta 

etkileşimi yaptığı görülmüştür. Ayrıca 6.75 ppm’deki H-3 protunun 7.12 ppm’deki H-4 

protonuyla yaptığı orto etkileşimi ile 7.61 ppm’deki H-6 protonunun 7.12 ppm’deki H-4 

protonuyla yaptığı meta etkileşimi 
1
H NMR spektrumuyla tespit edilmiştir. Bu etkileşimlerin 

gözlemlenmesi yapıda 1,2,5 tri substitue aromatik halkanın varlığını kanıtlamıştır. Bunun yanı 

sıra 4.80 ppm’deki (1H, d, J= 7.4 Hz) anomerik H-1' protonu gözlenirken, 3.40-4.15 ppm 

aralığında (H-2', H-3', H-4' ve H-5') dört şeker protonu gözlenmiştir. 

13
C NMR, APT ve HSQC spektrumuna (CD3OD, δ (ppm), 500 MHz, Şekil 4.40) 

bakıldığında, 119.57 ppm’de (C-3), 132.44 ppm’de (C-4), 119.59 ppm’de (C-6), 117.56 

ppm’de (C-1) aromatik karbonları gözlenirken, 157.58 ppm’de (C-2) ve 143.06 ppm’de (C-5) 

oksijene bağlı aromatik karbonlar gözlenmiştir. Bunun yanında 103.74 ppm’de (C-1') 

anomerik karbon ile 64.26-78.01 ppm aralığında (C-2', C-3', C-4' ve C-5') dört şeker karbonu 

ve 179.77 ppm’de (C-1'') karbonil karbonu gözlenmiştir. 

Bileşiğin ESI-MS spektrumunda (Şekil 4.41) m/z 284 [M-2]
+ 

(% 64.84) pikinin 

görülmesi molekülün C12H14O8 kapalı formülüne sahip olduğu gözlenmiştir. Molekülün diğer 

önemli parçalanma ürünleri m/z 153 [(M+1)-(C5H10O4)]
+
 (% 35.10) piki moleküldeki beş 
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karbonlu şekerin ayrılışını ispatlarken; m/z 133 [(M+1)-(C7H6O4)]
+ 

(% 48.95) piki 

moleküldeki beş karbonlu şekerin varlığını ispatlamıştır. 

  

Şekil 4.40. Gentisik asit-5-O-β-ksilopiranosit bileşiğin kütle spektrumunda gözlenen 

moleküler bölünmeler. 

Bütün spektroskopik veriler değerlendirildiğinde, bu bileşiğin gentisik asit-5-O-β-

ksilopiranosit olduğu kanıtlanmıştır. Bu bileşik C. italicum bitkisinden ilk defa izole 

edilmiştir. Literatür araştırılması yapıldığında gentesik asit-5-O-β-ksilopiranosit bileşiği başka 

bitki türlerinden de daha önce izole edildiği görülmüştür (Li ve ark. 2014, Foyos ve ark. 

2006). Bulduğumuz spektroskopik verileri belirtilen referanslardaki verilerle 

karşılaştırıldığında tamamen uyum içerisinde olduğu görülmüştür. 
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Şekil 4.41. Gentisik asit-5-O-β-ksilopiranosit bileşiğinin 
1
H NMR spektrumu. 

 

 

 



80 
 

 

 

 

 

 

Şekil 4.42. Gentisik asit-5-O-β-ksilopiranosit bileşiğinin APT spektrumu. 
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Şekil 4.43. Gentisik asit-5-O-β-ksilopiranosit bileşiğinin ESI-MS spektrumu. 
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4.2.7. 7 Numaralı Bileşik (K-1-1): Etil-(2,3-dihidroksi-5,6-dimetoksi-4-asetil) benzoat 

 

Şekil 4.44. Etil-(2,3-dihidroksi-5,6-dimetoksi-4-asetil) benzoat bileşiğinin yapısı. 

Bileşik sarı renkli olup, 254 nm UV ışık altında kahverengi, 366 nm UV ışık altında 

koyu mor olarak gözlenmiştir. Amonyak buharına tutulup ardından NA belirteci 

püskürtüldüğünde 254 nm’de kahverengi, 366 nm’de sarı renk gözlenmiştir. TLC plakasında 

EtOAc:MeOH (5:1) çözücü sistemi kullanılarak tespit edilmiştir. 

Bileşiğin
 1

H NMR spektrumunda (CD3OD, δ (ppm), 500 MHz, Şekil 4.44) 1.20 

ppm’de (3H, t, J= 7 Hz) H-9 protonun triplete yarılması ve 3.63 ppm’de (2H, q, J= 7 Hz) H-8 

protonunun quartete yarılması, bu protonların komşu olduğunu düşündürmüştür. Bunun yanı 

sıra, 1.91 ppm’de (3H, s) karbonil karbonuna bağlı metil protonları ve 3.37 ppm’de (6H, s) 

aromatik halkaya bağlı metoksi protonları da gözlenmiştir. 

13
C NMR, APT ve HSQC spektrumuna (CD3OD, δ (ppm), 500 MHz, Şekil 4.45) 

bakıldığında 115.88 ppm’de (C-1) ve 117.16 ppm’de (C-4) aromatik karbonları gözlenirken; 

161.54 ppm’de (C-2 ve C-3) ve 154.68 ppm’de (C-5 ve C-6) oksijene bağlı aromatik 

karbonlar gözlenmiştir. Ayrıca 170.41 ppm’de (C-7) ve 180.42 ppm’de (C-10) karbonil 

karbonları, 24.24 ppm’de (C-9) ve 18.40 ppm’de (C-11) metil karbonları, 58.35 ppm’de (C-8) 

metilen ve 49.88 ppm’de (-OCH3) metoksi karbonları gözlenmiştir. 

HMBC spektrumunda (CD3OD, δ (ppm), 500 MHz, Şekil 4.47) 3.37 ppm’de metoksi 

protonlarının 170.41 ppm’de C-7 ve 180.42 ppm’de C-10, 161.54 ppm’de C-2 ile C-3 ve 

117.16 ppm’deki C-4 aromatik karbonları ile yaptığı etkileşim tespit edilmiştir. 1.91 ppm’de 

H-11 metil protonlarının 180.42 ppm’de C-10 karbonil karbonuyla etkileşimi metil grubunun 

karbonil grubuna bağlı olduğunu göstermiştir. Bunun yanında 1.20 ppm’de H-9 metil 

protonları 58.35 ppm’de C-8 ve 170.41 ppm’de C-7 karbonil karbonlarıyla yaptığı 



83 
 

etkileşimlerde HMBC spektrumunda gözlenmiştir. Bu etkileşimlerin gözlenmesi; aromatik 

halkada bağlı iki simetrik metoksi grubuyla, iki karbonil yapısını düşündürmüştür. 

Moleküldeki, diğer HMBC etkileşimleri spektral veriler kısmında belirtilmiştir. 

Bileşiğin 
1
H-

1
H COSY spektrumunda (CD3OD, δ (ppm), 500 MHz, Şekil 4.46) 3.63 

ppm’de H-8 protonlarının, 1.20 ppm’deki H-9 protonlarıyla etkileşimi gözlenmiştir. 

Bileşiğin QTOF-MS spektrumuna (Şekil 4.48) bakıldığında moleküler iyon piki m/z 

283 [M-1]
+
 (% 17.13) olarak gözlenmesi kapalı formülün C13H16O7 olduğunu desteklemiştir. 

Bununla birlikte m/z 255 [(M+1)-(CH2CH3)]
+
 (% 55.67) pikinin gözlenmesi etil grubunun 

ayrılışını; m/z 241 [(M+2)-(OCH2CH3)]
+
 (% 7.49) pikinin gözlenmesi etoksit grubunun ve 

asetil grubunun ayrılışını desteklemiştir. Diğer önemli moleküler bölünme pikleri spektral 

verilerde verilmiştir. 

       

Şekil 4.45. Etil-(2,3-dihidroksi-5,6-dimetoksi-4-asetil) benzoat bileşiğinin kütle 

spektrumunda gözlenen moleküler bölünmeler. 

Tüm spektroskopik verilere ve yapılan literatür (Tanwar ve ark. 2015) araştırmalara 

göre bileşiğin, etil-(2,3-dihidroksi-5,6-dimetoksi-4-asetil) benzoat olduğunu kanıtlamıştır. Bu 

bileşik C. italicum bitkisinden ilk defa izole edilmiştir.  
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Şekil 4.46. Etil-(2,3-dihidroksi-5,6-dimetoksi-4-asetil) benzoat bileşiğinin 
1
H NMR 

spektrumu. 
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Şekil 4.47. Etil-(2,3-dihidroksi-5,6-dimetoksi-4-asetil) benzoat bileşiğinin 
13

C NMR 

spektrumu. 
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Şekil 4.48. Etil-(2,3-dihidroksi-5,6-dimetoksi-4-asetil) benzoat bileşiğinin 
1
H-

1
H COSY 

spektrumu. 
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Şekil 4.49. Etil-(2,3-dihidroksi-5,6-dimetoksi-4-asetil) benzoat bileşiğinin HMBC spektrumu. 
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Şekil 4.50. Etil-(2,3-dihidroksi-5,6-dimetoksi-4-asetil) benzoat bileşiğinin HMBC spektrumu. 
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Şekil 4.51. Etil-(2,3-dihidroksi-5,6-dimetoksi-4-asetil) benzoat bileşiğinin QTOF-MS 

spektrumu. 
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4.3. İzole edilen Bileşiklerin Spektral Özellikleri 

4.3.1. 1 Numaralı Bileşik (IE-10-1): 5, 3', 4'-trihidroksi-7-metoksi izoflavonon 

1
H NMR (CD3OD, δ (ppm), 500 MHz): δ 7.19 (1H, d, J= 0.7 Hz, H-8), 7.45 (1H, brs, H-6), 

7.79 (1H, s, H-2), 7.443 (1H, dd, J= 1.9, 8.1 Hz, H-6'), 6.72 (1H, d, J= 8.1 Hz, H-5'), 7.461 

(1H, d, J= 1.8 Hz, H-2'), 3.79 (3H, s, -OCH3). 

13
C NMR, APT ve HSQC spektrum (CD3OD, δ (ppm), 500 MHz): δ 156.09 (C-2), 122.95 

(C-3), 184.87 (C-4), 161.67 (C-5), 110.69 (C-6), 152.84 (C-7), 96.83 (C-8), 156.89 (C-9), 

109.41 (C-10), 125.09 (C-1'), 115.77 (C-2'), 146.10 (C-3'), 143.48 (C-4'), 113.89 (C-5'), 

125.13 (C-6'), 56.43 (-CH3). 

HMBC spektrum (CD3OD, δ (ppm), 500 MHz): δ 3.79 (-OCH3) / 152.84 (C-7), 110.69 (C-

6), 96.83 (C-8); 6.72 (H-5') / 122.95 (C-3), 125.09 (C-1'), 125.13 (C-6'), 146.10 (C-3'); 7.18 

(H-8) / 110.69 (C-6), 152.84 (C-7), 156.89 (C-9), 161.67 (C-5), 184.87 (C-4); 7.79 (H-2) / 

184.87 (C-4); 7.46 (H-6') / 146.10 (C-3'), 184.87 (C-4), 125.09 (C-1'), 156.09 (C-2); 7.45 (H-

6) / 96.83 (C-8), 184.87 (C-4), 109,41 (C-10); 7.43 (H-2') / 146.10 (C-3'), 184.87 (C-4), 

122.95 (C-3). 

1
H-

1
H COSY spektrum (CD3OD δ (ppm), 500 MHz): δ 7.443 (H-6') / 6.72 (H-5'); 7.18 (H-

8) / 7.45 (H-6). 

ESI-MS m/z (Rel. Int %): 301 [M+1]
+
 (% 26.21), 299 [M-1]

+
 (% 15.79), 167 [(M+1)-

C8H6O2]
+
 (% 11.94), 284 [(M+1)-OH]

+
 (% 46.01), 283 [M-OH]

+
 (% 38.30), 265 [(M-1)-

(2xOH)]
+
 (% 23.70), 271 [(M+2)-OCH3]

+
 (% 13.78), 149 [M-C8H6O2-OH]

+
 (% 74.63), 221 

[(M+3)-(3xOH)-(OCH3)]
+
 (% 11.70). 
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4.3.2. 2 Numaralı Bileşik (K-1-2-1): 6,2'-dihidroksi-5-metoksi-4'-O-α-glikozil izoflavonon 

1
H NMR (CD3OD, δ (ppm), 500 MHz): δ 6.73 (1H, d, J= 8.8 Hz, H-7), 7.18 (1H, d, J= 8.8 

Hz, H-8), 7.79 (1H, s, H-2), 7.40 (1H, d, J= 7.5 Hz, H-6'), 7.45 (1H, t-like, J= 8.1 Hz, H-5'), 

7.45 (1H, d, J= 1.4 Hz, H-3'), 4.51 (1H, brs, H-1''), 3.40-4.10 (6H, m, H-2'', H-3'', H-4'', H-5'', 

H-6''a ve H-6''b), 3.80 (3H, s, -OCH3). 

13
C NMR, APT ve HSQC spektrum (CD3OD, δ (ppm), 500 MHz):

 
 δ 142.37 (C-2), 125.74 

(C-3), 183.95 (C-4), 157.81 (C-5), 148.14 (C-6), 114.80 (C-7), 112.56 (C-8), 157.80 (C-9), 

103.94 (C-10), 120.05 (C-1'), 165.82 (C-2'), 134.37 (C-3'), 162.26 (C-4'), 130.35 (C-5'), 

128.39 (C-6'), 97.96 (C-1''), 68.27, 70.38, 65.87, 71.02, 57.98 (C-2'', C-3'', C-4'', C-5'', C-6''), 

49.87 (-OCH3). 

HMBC spektrum (CD3OD, δ (ppm), 500 MHz): δ 7.79 (H-2) / 120.05 (C-1'), 183.95 (C-4); 

7.40 (H-6') / 183.95 (C-4), 162.26 (C-4'), 165.82 (C-2'), 130.35 (C-5'); 7.45 (H-5') / 97.96 (C-

1''), 134.37 (C-3'); 7.45 (H-3') / 162.26 (C-4'), 165.82 (C-2'), 120.05 (C-1'); 7.18 (H-8) / 

157.80 (C-9), 114.80 (C-7), 103.94 (C-10), 183.95 (C-4); 6.73 (H-7) / 148.14 (C-6), 103.94 

(C-10), 112.56 (C-8); 4.51 (H-1'') / 130.35 (C-5'), 134.37 (C-3'), 162.26 (C-4'), 68.27, 70.38, 

65.87, 71.02, 57.98 (C-2'', C-3'', C-4'', C-5'', C-6''); 3.80 (-OCH3) / 103.94 (C-10), 148.14 (C-

6), 157.81 (C-5), 183.95 (C-4). 

1
H-

1
H COSY spektrum CD3OD, δ (ppm), 500 MHz): δ 6.73 (H-7) / 7.18 (H-8); 7.45 (H-5') 

/ 7.40 (H-6'), 7.45 (H-3'). 

ESI-MS m/z (Rel. Int %): m/z 461 [M-1]
+
 (% 100), 313 [(M+1)-(C8H6O3)]

+
 (% 15.45), 283 

[M-C6H11O6)]
+
 (% 42.07), 369 [(M-3)-(C3H6O3)]

+
 (% 7.1), 255  [(M+3)-(C6H11O6)-(OCH3)]

+
 

(% 35.33). 
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4.3.3. 3 Numaralı Bileşik (IE-7-1): 5,7,4'-trihidroksi flavonon (Apigenin) 

1
H NMR (CD3OD, δ (ppm), 500 MHz): δ 6.35 (1H, d, J= 2.09 Hz, H-8), 6.11 (1H, d, J= 

2.08 Hz, H-6), 6.48 (1H, s, H-3), 7.75 (2H, d, J= 8.8. Hz, H-6' ve H-2'), 6.83 (2H, d, J= 8.8 

Hz H-5' ve H-3'). 

ESI-MS m/z (Rel. Int %): 271 [M+1]
+
 (% 66,83), 153 [(M+1)-(C8H6O)]

+
 (% 20.67), 119  

[(M+1)-(C7H4O4)]
+
 (% 12.48). 
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4.3.4. 4 Numaralı Bileşik (IE-10-2): 5,5'',7''-trihidroksi-3,7-dimetoksi-4',4'''-O-biflavon 

1
H NMR (CD3OD, δ (ppm), 500 MHz): δ 6.11 (1H, d, J= 2.08 Hz, H-6), 6.36 (1H, d, J= 2.1 

Hz, H-8), 7.75 (4H, d, J= 8.8, H-2', H-6', H-2''' ve H-6'''), 6.83 (4H, d, J=8.8 Hz, H-3', H-5', 

H-3''' ve H-5'''), 6.50 (2H, d, J= 3.4 Hz, H-6'' ve H-8''), 6.47 (1H, s, H-3''), 3.78 (6H, s, -

OCH3). 

13
C NMR, APT ve HSQC spektrum (CD3OD δ (ppm), 500 MHz): δ 157.84 (C-2), 136.15 

(C-3), 193.65 (C-4), 164.58 (C-5), 95.36 (C-6), 166.33 (C-7), 96.29 (C-8), 154.72 (C-9), 

105.77 (C-10), 123.30 (C-1'), 129.48 (C-2', C-6', C-2''' ve C-6'''), 117.06 (C-3', C-5', C-3''' ve 

C-5'''), 163.07 (C-4'), 157.39 (C-2''), 100.17 (C-3''), 171.74 (C-4''), 151.69 (C-5''), 95.08 (C-6'' 

ve C-8''), 151.37 (C-7''), 154.05 (C-9''), 108.27 (C-10''), 123.32 (C-1'''), 163.07 (C-4'''), 55.37 

(-OCH3). 

HMBC spektrum (CD3OD, δ (ppm), 500 MHz): δ 7.75 (H-2' ve H-6') / 117.06 (C-3'), 

163.07 (C-4'); 7.75 (H-2''' ve H-6''') / 100.17 (C-3''); 6.83 (H-3' ve H-5') / 163.07 (C-4'), 

123.32 (C-1'''); 6.50 (H-6'' ve H-8'') / 95.08 (C-6''), 95.08 (C-8''), 166.33 (C-7), 164.58 (C-5); 

6,36 (H-8) / 95.36 (C-6), 55.37 (-OCH3); 6.11 (H-6) / 55.37 (-OCH3), 108.27 (C-10''), 151.69 

(C-5''), 151.37 (C-7''); 6.47 (H-3'') / 193.65 (C-4), 123.32 (C-1'''), 129.48 (C-2', C-6', C-2''' ve 

C-6'''), 105.77 (C-10); 3.78 (-OCH3) / 193.73 (C-4), 95.36 (C-6), 136.15 (C-3), 96.29 (C-8).  

1
H-

1
H COSY spektrum (CD3OD, δ (ppm), 500 MHz): δ 6.36 (H-8) / 6.11 (H-6); 6.50 (H-

6'') / 6.50 (H-8''); 7.75 (H-2', H-6', H-2''' ve H-6''') / 6.83 (H-3', H-5', H-3''' ve H-5'''). 

ESI-MS ve QTOF-MS m/z (Rel. Int %): 569 [M+3]
+ 

(% 100), 269 [M-(C17H13O5)]
+
 (% 

57.60), 299 [(M+2)-(C15H9O5)]
+
 (% 35.20), 311 [(M-3)-(C15H8O4)]

+
 (% 100), 255 [(M+3)-

(C17H14O6)]
+
 (%7.2). 
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4.3.5. 5 Numaralı Bileşik (K-2-3): (8,3',4',5'-tetrahidroksi-7-O-α-glukosil izoflavon)-6-8''-

(4'''-hidroksi-7''-O-α-glukosil izoflavon) biflavon 

1
H NMR (CD3OD, δ (ppm), 500 MHz): δ 8.45 (2H, s, H-2 ve H-2''), 6.74 (1H, brs, H-5), 

6.56 (1H, brs, H-2'), 6.41 (1H, d, J=1.4 Hz, H-6'), 7.88 (1H, d, J=8.7 Hz, H-5''), 6.99 (1H, d, 

J=8.8 Hz, H-6''), 7.78 (2H, d, J=8.6 Hz, H-2''' ve H-6'''), 6.84 (2H, d, J= 8.6 Hz, H-3''' ve H-

5'''), 5.31 (1H, d, J= 3.7 Hz, H-1''''), 5.02 (1H, d, J= 4.7 Hz, H-1'''''), 3.30-4.05 (12H, m, H-2'''', 

H-3'''', H-4'''', H-5'''', H-6'''', H-2''''', H-3''''', H-4''''', H-5''''' ve H-6'''''). 

13
C NMR, APT ve HSQC spektrum (CD3OD δ (ppm), 500 MHz): δ 155.05 (C-2), 128.34 

(C-3), 179.19 (C-4), 110.56 (C-5), 99.29 (C-6), 162.93 (C-7), 166.89 (C-8), 154.42 (C-9), 

105.41 (C-10), 122.39 (C-1'), 132.36 (C-2'), 161.09 (C-3'), 157.76 (C-4'), 163.56 (C-5'), 

128.34 (C-6'), 155.05 (C-2''), 128.34 (C-3''), 179.18 (C-4''), 121.24 (C-5''), 106.57 (C-6''), 

162.86 (C-7''), 103.11 (C-8''), 154.42 (C-9''), 105.41 (C-10''), 122.39 (C-1'''), 130.13 (C-2''' ve 

C-6'''), 116.53 (C-3''' ve C-5'''), 158.19 (C-4'''), 93.90 (C-1''''), 93.84 (C-1'''''), 69.33, 69.48, 

71.15, 71.53, 71.82, 71.86, 73.18, 74.51 (C-2'''', C-3'''', C-4'''', C-5'''', C-2''''', C-3''''', C-4''''' ve 

C-5'''''), 64.08 (C-6'''' ya da C-6'''''), 65.67 (C-6'''' ya da C-6'''''). 

HMBC spektrum (CD3OD, δ (ppm), 500 MHz): δ 8.45 (H-2) / 179.19 (C-4), 166.89 (C-8), 

105.41 (C-10), 132.36 (C-2'); 6.74 (H-5) / 166.89 (C-8); 6.56 (H-2') / 128.34 (C-3), 157.76 

(C-4'), 128.34 (C-6'); 6.41 (H-6') / 179.19 (C-4), 132.36 (C-2'); 7.88 (H-5'') / 179.18 (C-4''), 

106.57 (C-6''), 103.11 (C-8''), 154.42 (C-9''); 6.99 (H-6'') / 99.29 (C-6), 179.18 (C-4''), 121.24 

(C-5''), 93.84 (C-1'''''); 7.78 (H-2''') / 155.05 (C-2''), 179.18 (C-4''); 6.84 (H-3''') / 128.34 (C-

3''), 122.39 (C-1'''). 

1
H-

1
H COSY spektrum (CD3OD, δ (ppm), 500 MHz): δ 6.56 (H-2') / 6.41 (H-6'); 7.88 (H-

5'') / 6.99 (H-6''); 7.78 (H-2''' ve H-6''') / 6.84 (H-3''' ve H-5'''). 

ESI-MS m/z (Rel. Int %): 877 [M-1]
+
 (% 100), 551 [(M-1)-(2xC6H11O5)]

+
 (% 29.77), 463 

[(M+1)-(C21H19O9)]
+
 (% 22.82), 298 [(C21H18O12)-(C6H11O5)

+
 (% 100), 412 [(M-4)-

(C21H18O12)]
+
 (% 12.76), 252 [(C21H22O9)-(C6H11O5)]

+
 (% 3.03), 423 [M-(2xC6H11O5)-

(7xH2O)]
+
 (% 12.15), 128 [7xH2O]

+
 (% 19.44). 
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4.3.6. 6 Numaralı Bileşik (K-2-2-1): Gentisik asit-5-O-β-ksilopiranosit 

1
H NMR (CD3OD, δ (ppm), 500 MHz): δ 6.75 (1H, d, J= 8.8 Hz, H-3), 7.12 (1H, dd, J= 3.1, 

8.8 Hz, H-4), 7.61 (1H, d, J= 3.07 Hz, H-6), 4.80 (1H, d, J= 7.4 Hz, H-1'), 3.91 (1H, dd, J= 

1.2, 11.1 Hz, Ha-5'), 4.15 (1H, dd, J= 1.7, 9.8 Hz, Hb-5'), 3.40-3.75 (3H, m, H-2', H-3' ve H-

4'). 

13
C NMR, APT ve HSQC (CD3OD, δ (ppm), 500 MHz): δ 179.77 (C-1''), 117.56 (C-1), 

157.58 (C-2), 119.57 (C-3), 132.44 (C-4), 143.06 (C-5), 119.59 (C-6), 103.74 (C-1'), 64.26 

(C-5'), 71.35, 74.98, 78.01 (C-2', C-3' ve C-4'). 

ESI-MS m/z (Rel. Int %): 284 [M-2]
+
 (% 64.84), 153 [(M+1)-(C5H10O4)]

+
 (% 35.10), 133  

[(M+1)-(C7H6O4)]
+
 (% 48.95), 240 [(M-2)-(CO2)]

+
 (% 51.04). 
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4.3.7. 7 Numaralı Bileşik (K-1-1): Etil-(2,3-dihidroksi-5,6-dimetoksi-4-asetil) benzoat 

1
H NMR (CD3OD, δ (ppm), 500 MHz): δ 1.20 (3H, t, J= 7 Hz, H-9), 3.63 (2H, q, J= 7 Hz, 

H-8), 1.91 (3H, s, H-11), 3.37 (6H, s, -OCH3). 

13
C NMR, APT ve HSQC spektrum (CD3OD, δ (ppm), 500 MHz): δ 115.88 (C-1), 161.54 

(C-2 ve C-3), 154.68 (C-5 ve C-6), 117.16 (C-4), 170.41 (C-7), 58.35 (C-8), 24.24 (C-9), 

180.42 (C-10), 18.40 (C-11), 49.88 (2x-OCH3) 

HMBC spektrum (CD3OD, δ (ppm), 500 MHz): δ 3.63 (H-8) / 115.87 (C-1), 170.41 (C-7); 

3.37 (-OCH3) / 180.42 (C-10), 170.41 (C-7), 161.51 (C-2 ve C-3), 115.87 (C-1), 117.16 (C-4); 

1.91 (H-11) / 180.42 (C-10); 1.20 (H-9) / 58.35 (C-8), 170.41 (C-7). 

1
H-

1
H COSY spektrum (CD3OD, δ (ppm), 500 MHz): δ 3.63 (H-8) / 1.20 (H-9) 

QTOF-MS m/z (Rel. Int %): 283 [M-1]
+
 (% 17.13), 255 [(M+1)-(CH2CH3)]

+
 (% 55.67), 

241 [(M+2)-(OCH2CH3)]
+
 (% 7.49), 213 [(M+2)-(COOCH2CH3)]

+
 (% 89.28), 226 [(M+4)-

(2xOCH3)]
+
 (% 10.71), 186 [(M-2)-(2xOCH3)-(2xOH)]

+
 (% 12.84), 187 [(M-1)-(2xOCH3)-

(2xOH)]
+
 (% 6.85). 
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5. TARTIŞMA ve SONUÇ  

Bu çalışma kapsamında, Trakya bölgesinde yetişen C. italicum (Savi) DC. 

(Asteraceae) bitkisinin antibakteriyel/antifungal aktivitesinin tayini ve sekonder 

metabolitlerin izolasyonu ve moleküllerin yapılarının tayini amaçlanmıştır.  

C. italicum bitkisinin ekstrelerinde antibakteriyel ve antifungal aktivite mikrodilüsyon 

yöntemiyle araştırılmıştır. En yüksek inhibisyon etkisinin etilasetat ekstresinde ve B. subtilis 

mikroorganizmasına karşı olduğu bulunurken (MİK değeri 2.38 mg/mL); antifungal aktivite 

sonuçları açısından en yüksek inibisyon etkisinin yine etilasetat ekstresinde ve C. parasilosis 

mikroorganizmasına karşı (MİK değerinin 1.98 mg/mL) olduğu belirlenmiştir. Bu nedenle, 

etilasetat ektresinin diğer test edilen ekstrelerle karşılaştırıldığında en yüksek antimikrobiyal 

aktiviteye sahip olduğunun bulunması nedeniyle, izolasyon çalışmaları için etilasetat estresi 

seçilmiştir. 

En yüksek biyolojik aktiviteyi gösteren etilasetat ekstresinin yanı sıra maserasyon 

işleminde kullanılan metanol uçurulurken oluşan kristallere de kromatografik ayırma ve 

saflaştırma işlemleri uygulanmıştır (Kolon kromatografisi, ince tabaka kromatografisi, 

preperatif-TLC, RP-HPLC). İzole edilen bileşiklerin yapıları 1D NMR (
1
H ve 

13
C NMR ve 

APT), 2D NMR (
1
H-

1
H COSY, HMBC ve HSQC) ve kütle (ESI-MS MS ve QTOF MS) 

spektroskopisi teknikleri kullanılarak açıklanmıştır. Kromatografik ayırma ve saflaştırma 

işlemlerinden sonra, C. italicum bitkisinden 7 bileşik izole edilmiştir. İzole edilen bu 

bileşiklerden; 2’si izoflavon, 1’i flavon, 2’si biflavon, 2’si fenolik asidi türevi olan 

bileşiklerdir. C. italicum’dan izole edilen bileşikler; 5,3',4'-trihidroksi-7-metoksi izoflavonon; 

6,2'-dihidroksi-5-metoksi-4'-O-α-glikozil izoflavonon; 5,7,4'-trihidroksi flavonon, 5,5'',7''-

trihidroksi-3,7-dimetoksi-4',4'''-O-biflavon; (8,3',4',5'-tetrahidroksi-7-O-α-glukosil izoflavon)-

6-8''-(4'''-hidroksi-7''-O-α-glukosil izoflavon) biflavon; gentisik asit-5-O-β-ksilopiranosit ve 

etil-(2,3-dihidroksi-5,6-dimetoksi-4-asetil) benzoat bileşikleridir ve bu 7 bileşik ilk defa C. 

italicum’dan izole edilmiştir. 

Literatür araştırmaları değerlendirildiğinde, farklı Cirsium türlerinde çok sayıda 

fitokimyasal ve biyolojik aktivite çalışmaları görülmüştür. Cirsium türlerinin fitokimyasal 

çalışmaları sonucunda, bu türlerden flavonoidler, fenolik asitler, steroller, terpenler ve 

lignanlar izole edildiği çalışmalar bulunmaktadır (Syrchina ve ark. 2000, Aquino ve ark. 

1987, Takano ve Kawaminami 1988, Negi ve ark. 1989). 
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Miyaichi ve ark. (1995) tarafından, C. japonicum bitkisinin bütanol ekstresinden, bir 

flavonoid glikozit olan 5,7,4'-trihidroksi-6-metoksiflavon-7-O-α-L-ramnopiranozil-(1→2)-β-

D-glukopiranozit bileşiğini ve iki fenolik asit türevi olan klorojenik asit ve 1,5-di-O-

kafeilkunik asit bileşiği izole edilmiştir. 

Iwashina ve ark. (1999) tarafından, yapılan bir çalışmada C. oligophyllum bitkisinin 

yapraklarından iki flavonoid glikozit yapısında, hispudulin 4'-O-β-D-glukopiranosit ve 

nepatin 4'-O-β-D-glukopiranosit bileşikleri izole edilmiştir. 

Singh S ve ark. (2006) tarafından, Asteraceae familyasına ait olan Echinops echibatus 

bitkisinin metanol ekstresinden bir izoflavonoid olan 7-hidroksi izoflavonon bileşiğini izole 

edilmiştir. 

Jung ve ark. (2012) yaptığı bir çalışmada C. maackii bitkisinden bir flavonoid glikozit 

yapısında olan luteolin-5-O-glukozit izole etmişlerdir. 

Sieliwoniuk ve ark. (2012) tarafından C. oleraceum bitkisinin çiçeklerinden flavon 

yapısında olan apigenin molekülü, yapraklarından ise flavonoid glikozit yapısında olan linarin 

molekülü izole edilmiştir. 

Nazaruk ve Galicka (2014) tarafından C. palustre bitkisinin metanol ekstresinden üç 

flavonoid glikozit yapısında olan luteolin-7-O-glukozit, naringenin-7-O-glkozit ve 

eriodictyol-7-O-glukozit bileşiklerini ve bir fenolik asit türevi olan klorojenik asit izole 

edilmiştir. 

Yapılan literatür araştırmalarına göre, Cirsium türlerinden izole edilmiş biflavonoid 

yapısındaki bileşiklere restlanmamıştır. Bu bağlamda, ilk defa bu tez çalışmasında 2 

biflavonoid bileşiği, Cirsium türlerinden izole edilmiş bulunmaktadır. 

C. italicum bitkisinden izole edilen bileşiklerin miktarları yeterli olmadığından, bu 

bileşiklerde antibakteriyel ve antifungal aktivite tayini gerçekleştirilememiştir. Ancak, bu 

çalışmanın en yüksek antimikrobiyal aktivite gösteren ekstrenin belirlenmesi, ve izole edilen 

bileşikler açısından ileride yapılacak çalışmalara ışık tutacağı ve katkı sağlayacağı 

düşünülmektedir. 

Bu tez çalışmasıyla, C. italicum (Savi) DC. (Asteraceae) bitkisinin antibakteriyel ve 

antifungal aktivitesi ile bitkinin sekonder metobolitlerinin izolasyonu ve izole edilen 

moleküllerin yapı tayini ilk defa literatüre sunulmuş olacaktır. 
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Yapılan bu çalışma, Türkiye’de yetişen Cirsium türlerinin, kemotaksonomik bakımdan 

değerlendirilmesine katkı sağlanacağı gibi bu türlerdeki biyoaktif bileşenlerin araştırılması da 

bilimsel birikime önemli katkı sağlayacaktır.  
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