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OZET:

Fumana procumbens (Dunal) Gren toprak istii kisimlarinin ilk fitokimyasal incelemesi &
Godr. sonucunda iki biflavonoit Dihidrodaphnodorin B (1) daphnodorin B (2) ve ii¢ flavonoit,
kuersitrin (3), miyrisitrin (4), kersetin (5) ve bir flavan tilirevi epigallokatesin (6) yapisinda alt
bilesik izole edildi. Bilesiklerin yapilari, 1D ve 2D- NMR deneyleri ve kiitle spektroskopisi
deneyleriyle birlikte aydmlatilmistir. Bu c¢aligma, biflavonoitlerin Fumana cinsinden ve

Cistaceae familyasindan izole edilmesine iliskin ilk ¢aligmadir.

Anahtar Kelimeler: Fumana procumbens; Cistaceae; biflavonoit, kemotaksonomi.



ABSTRACT:

The first phytochemical investigation on the aerial parts of Fumana procumbens (Dunal)
Gren. & Godr. led to the isolation and identification of six compounds, including two
biflavonoids dihydrodaphnodorin B (1) daphnodorin B (2) and, three flavonoids, quercitrin
(3), myricitrin (4), quercetin (5) and a flavan derivative epigallocatechin (6). The structures of
the compounds were elucidated by extensive 1D- and 2D-NMR spectroscopic analysis in
combination with MS experiments. This is the first report on the isolation of biflavonoids

from genus Fumana and from family Cistaceae.

Keywords: Fumana procumbens; Cistaceae; biflavonoid, chemotaxonomy
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1. GIRIS

Bitkiler iizerinde yapilan aragtirmalarda bitkilerin, ekosistemle olan iliskisinde, g¢evresel
kosullara uyumunda, savunma, korunma, hayatta kalma, nesillerini siirdiirme gibi 6nemli
olaylarda gesitli avantajlar saglayan, sekonder metabolit olarak tanimlanan kimyasal maddeler
icerdikleri saptanmistir. Bitkilerin yapilarinda bulunan bu sekonder metabolitlerin ¢ogu bir
bitki cinsine ve hatta bazen tek bir bitki tiirline 6zglidiir. Cok biiyiik yapisal ¢esitlilige sahip
olan sekonder metabolitler, bitkide seconder metabolizma yollarinin ara {iriinlerinden, 6zel
metabolik yollarla iiretilmektedirler. Sekonder metabolitler {izerinde yapilan arastirmalarda bu
bileGiklerin bitkiler tarafindan ¢ok az miktarlarda tiretildigi saptanmigtir. Buna karsilik basta
tip ve gida sektorii olmak {lizere bir¢ok endiistriyel alanda yaygin olarak kullanilmalar
(farmasotikler, gida katki maddeleri, tatlandiricilar, boyalar, koku vericiler, yapistiricilar,
insektisitler, pestisitler vb.) nedeniyle bu metabolitlere duyulan gereksinim giderek artmakta

ve bunun sonucunda da ekonomik olarak dnem kazanmaktadirlar.

Fumana cinsi Cistaceae familyasimna dahil olup diinyada 22 Tiirkiye’ de ise dogal olarak
yetisen 10 tiirle temsil edilmektedir. Halk arasinda herhangi bir kullanimi1 bulunmayan bu
cinsin kimyasi lizerine de ¢ok fazla ¢alisma bulunmamaktadir. Bu c¢alismada iizerinde
herhangi bir fitokimyasal calisma bulunmayan Fumana procumbens bitkisinin kimyasal

icerigini belirlemek i¢in ¢esitli kromatografik ve spektroskopik metodlar kullanilmigtir.



2. GENEL BIiLGILER

Fumana cinsi Akdeniz ikliminin bir parcasi olup, Cistaceae familyasina dahil olup diinyada
22 Tiirkiye’ de ise licii endemik, dogal olarak yetisen 10 tiirle temsil edilmektedir (1). Bitkinin
halk arasinda herhangi bir kullanimi bulunmamaktadir.

Fumana cinsi lizerinde yapilan fitokimyasal ¢alismalar ¢ok kisith olup, Fumana thymifolia
iizerinde bir ugucu yag calismasi ve F. montana lizerinde bir flavonoid izolasyon caligmast
bulunmaktadir (2,3). Cistaceae familyasinda iizerinde en ¢ok ¢alisma bulunan cins, Cistus
olup, bu cinsten genellikle labdan tip diterpenler, flavonoller ve flavan tlirevi maddeler izole

edilmistir.



3. DENEYSEL KISIM
3.1. Kimyasal Maddeler ve Aletler

Vanilin (Merck), Solvanlar: Aseton, Diklorometan, Etilasetat, Kloroform, Metanol, n-
Butanol, n- hekzan, Petrol Eteri, Siilfiirik asit, Toluen (Merck, Carlo Erba). ITK
caligmalarinda Normal faz silika jel (Hazir aluminyum plak, Kieselgel 60 F254 0,2 mm,
Merck 5554) ve Ters faz silika jel (Hazir aluminyum plak, RP-18, 0,2 mm, Merck 5559)
kullanilmistir. Kolon kromatografisi i¢cin Normal faz silika jel (Kieselgel 60, 0,063-0,2 mm,
Merck 7734), Sephadex (LH-20, Fluka), ters faz kolon kromatografisi i¢in ise Ters faz silika
jel (LiChroprep RP-18, 40-63 um, Merck) kullanilmistir.

3.2. Bitkisel Materyal

Fumana procumbens, Haziran 2010’ da Antalya’ dan Isparta’ ya giderken yol kenarindaki
kalkerli topraklardan toplanmistir. Calismalarimizda, bitkinin golgede kurutulmus ¢icekli

toprak tistii kisimlart kullanilmistir.

3.3. Kromatografik Yontemler

Ince Tabaka Kromatografisi (ITK)

Kolon kromatografisi ¢aligmalarinda toplanan fraksiyonlarin izlenmesinde ve bilesiklerin
sahit maddeler ile karsilagtirilmasinda, normal faz ve ters faz silika jel kapli hazir aluminyum
plaklar kullanilmistir.

Numune Tatbiki: Numuneler bir pastor pipeti yardimiyla, plagmn alt ucunun 1 cm
yukarisindan ve 0,6 cm araliklarla tatbik edilmistir. Kromatografi tankina konulan plaklar 7 -
10 cm mesafe boyunca siiriiklenmistir.

Ac¢ik Kolon Kromatografisi

Calismalarimizda adsorban olarak 6n fraksiyonlama icin silika jel, saflagtirma igin silika jel
ve Sephadex LH-20 kullanilmis olan agik kolon kromatografisi yonteminden yararlanilmistir.
Fraksiyonlar 6n fraksiyonlamada 100’ er ml, saflastirilma asamalarinda ise 5 - 10 ml
toplanmis ve kontrolleri iTK ile yapilmistir. Ayni Rf degerine sahip olan ve revelasyon
sonucunda benzer goriinen fraksiyonlar bir araya toplanmistir.

Kolonun Hazirlanmasi

Normal faz silika jel kolon kromatografisi (SK):

Istenilen miktarda tartilan silika jel yeterli miktarda solvan sistemi ile siispansiyon haline

getirilmistir ve karigim alt ucuna pamuk yerlestirilmis olan cam kolona aktarilmistir.

10



Kolondan yeterli miktarda solvan sistemi gecirilerek adsorbanin yerlesmesi saglanmistir.
Adsorban lizerinde 2 - 3 mm solvan kalincaya kadar beklenmis ve solvan sisteminde
¢Oziilmiis olan numune kolona tatbik edilmistir.

Sephadex LH-20 kolon kromatografisi (SFK):

Istenilen miktarda tartilan Sephadex LH-20, yeterli miktarda metanol ile karistirilmustir.
Karigim, alt ucuna pamuk yerlestirilmis olan cam kolona doldurulmus ve adsorban tamamen
yerlesinceye kadar kolondan metanol gegirilmistir. Adsorbanin {izerinde 1 - 2 mm solvan
kalinca MeOH’da ¢6ziilen numune kolona tatbik edilmistir.

Kolon Kromatografisi icin Numune Tatbiki

Coziicii yardim ile tatbik: Numune yeterli miktarda solvan/solvan sistemi i¢cinde tamami
coziildiikten sonra, bir pastdr pipeti yardimi ile kolona tatbik edilmistir. Kolon muslugu
acilarak numune adsorbana emdirilmistir. Kolonun iizerine, adsorban yiizeyinin bozulmasini
engellemek i¢cin pamuk yerlestirilmis ve kolona yeterli miktarda solvan sistemi eklenerek

ellisyona baglanmistir.
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3.4. Ekstraksiyon ve izolasyon

F. procumbens’ in golgede kurutulmus ve toz edilmis toprakiistii kisimlar1 (450 g), %80
MeOH ile 37 °C’ de her defasinda 1L MeOH kullanilarak ti¢ defa ekstre edilmistir. Coziicii
ucurulduktan sonra kalan ham MEOH ekstresi (29 g), polyamide 6 (50 x 5 cm) kolona
yiiklenmistir ve H,O: MeOH ¢oziicli sisteminin degisen oranlariyla eliie edilmistir. Bu

kolondan dort ana fraksiyon elde edilmistir (Fr. 1-4) [FR{: 11 g, FRp: 2.6 g, FR3: 1.4 g, FRy:
2.4 g]. FR4 (2.4 g) hazir doldurulmus Sigel kolona (120 g) tatbik edilmis ve OBSK sistemi
yardimiyla CHCL,-MeOH-H,0 (80:20:2) ¢oziicii sistemiyle eliie edilmistir. Bu kolondan on
alt fraksiyon (FR, A-I). elde edilmis ve FR D’ nin (250 mg) SP LH-20 (MeOH) kolonuyla

temizlenmesi sonucunda 1 (13 mg) ve 2 (22 mg) nolu bilesikler sirasiyla izole edilmistir.
FR,B (40 mg) SP LH-20 kolondan MeOH ile eliie edilmis ve bu alt fraksiyondan 5 (4 mg) ve

6 (7 mg)nolu bilesikler sf olarak izole edilmislerdir. FR, (1.4 g), Sigel kolona tatbik edilmis
ve CHCL,-MeOH- H,O0 (90:10:1 —70:30:3) solvan sistemiyle eliie edilmistir. Bu

fraksiyondan, 3 (20 mg) ve 4 (6 mg) nolu bilesikler de sirasiyla izole edilmislerdir.
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4. BULGULAR

4.1. Spektral Bulgular

Izole edilen bilesiklerin yapilar1 1D ve 2D-NMR ¢aligsmalar1 ve literatiir verileri yardimiyla
dihidrodafnodorin B (4,5), dafnodorin B (6) (Tablo 1), kuersitrin (7), miyrisitrin (7), kersetin
(8) ve epigallokatesin (9) olarak aydimnlatilmistir. Maddelere ait spektral veriler asagida

verilmistir.

Tablo 1. NMR spectroscopic data of compounds 1-2 [in CD30D (400 MHz for 1H and 100
MHz for 13C, 6 in ppm and J in Hz]

Dihydrodaphnodorin B Daphnodorin B
No C/ 6(; 6H No C/ 6(; 6].[
H H
2 CH 80.8 4.72d,J=7 2 CH 813 4.52d,J=8.2
3 CH 67.7 391 m 3 CH 677 3.86 m
4 CH, 26.8 2.82dd, Jj=16.1/49 4 CH, 28.6 3.02 dd, J=16.3/5.6
2.56 dd, J=16/7.9 2.61 dd, J~16.2/9
4a C 99.7 4a C 103.1
5 C 156.3 5 C 153.6
6 CH 88.7 6.02s 6 CH 89.2 6.56s
7 C 160.5 7 C 147.8
8 C 104.2 8 C 110.1
8a C 150.9 8a C 153.2
1' C 130.2 I' C 129.4
2'/6' CH 1274 7.10d, J=8.6 2'/6' CH 127.6 6.97 d, J=8.5
3Y5' CH 1143 6.68 d, J=8.6 35" CH 1143 6.67 d, J=8.6
4 C 156.2° 4 C 157.3°
2" CH 875 6.05d, J=10.4 2" C 148.3
3" CH 55.8 5.94d,J=10.5 3" C 117.4
4" C 201.7 4" C 195.3
5" C 105.1 5" C 106.4
6" C 156.4° 6" C 166.2°
7" CH 9%.1 5.65 bs 7" CH 944° 5.68 bs
8" C 156.3" 8" C 166.2°
9" CH 942 5.65 bs 9" CH 94.3* 5.68 bs
10" C 156.3% 10" C 166.2°
11" C 128.8 " C 122.0
12"/16" CH 128.2 7.10d, J=8.6 12"/16" CH 126.9 7.49d, J=8.8
13"/15" CH 113.8 6.56 d, J=8.6 13"/15" CH 115.0 6.77d, J=8.8
14" C 156.5° 14" C 156.3°
“b¢ interchangeable

Quercitrin (3):'H NMR (400 MHz, CD30D) 6 7.35 (d, J = 2.0 Hz, 1H, H-2"), 7.32 (dd, J =
8.3, 2.1 Hz, 1H, H-6"), 6.92 (d, ] = 8.3 Hz, 1H, H-5"), 6.38 (d, ] = 2.1 Hz, 1H, H-8), 6.21 (d, J
= 2.0 Hz, 1H, H-6), 5.36 (bs,1H, H-1"), 4.23 (dd, J = 3.2, 1.6 Hz, 1H, H-2"), 3.76 (dd, J = 9.3,
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3.3 Hz, 1H, H-3"), 3.43 (m, 1H, H- 5"), 3.36 (m, 1H, H-4"), 0.95 (d, J = 6.1 Hz, 3H, H-6").
13C NMR (100 MHz, MeOD) § 178.2 (C-4), 164.4 (C-7), 161.8 (C-5), 157.9 (C-9), 157.1 (C-
2), 148.3 (C-3'), 145.0 (C-4'), 134.8 (C-3), 121.5 (C-1"), 121.4 (C-6"), 115.4 (C-2"), 114.9 (C-
5", 104.4 (C-10), 102.1 (C-1"), 98.3 (C-6), 93.2 (C-8), 71.8 (C-4"), 70.6 (C- 3"), 70.6 (C-5"),
70.4 (C-2"), 16.2 (C-6".

Myricitrin (4): '"H NMR (400 MHz, CD30D) § 6.95 (s, 2H, H-2', H-6'), 6.37 (d, ] = 2.0 Hz,
1H, H-8), 6.21 (d, J = 2.0 Hz, 1H, H-6), 5.32 (bs), 4.23 (dd, J = 3.2, 1.7 Hz, 1H, H-2"), 3.80
(dd, J=9.5, 3.3 Hz, 1H, H-3"), 3.53 (dd, J = 9.6, 6.2 Hz, 1H, H-5" ), 3.36 (d, J = 6.1 Hz, 1H,
H-4"), 0.97 (d, ] = 6.2 Hz, 3H, H-6"). '°C NMR (100 MHz, CD30D) & 178.2 (C-4), 164.5 (C-
7), 161.8 (C-5), 158.0 (C-9), 157.0 (C-2), 145.4 (C-3', C-5"), 136.4 (C-4"), 134.8 (C-3), 120.4
(C-1'), 108.0 (C-2', C-6"), 104.3 (C-10), 102.2 (C-1"), 98.3 (C-6), 93.2 (C-8), 71.8 (C-4"), 70.6
(C-3", C-5"), 70.4 (C-2"), 16.2 (C-6").

Quercetin (5): '"H NMR (400 MHz, CD30D) 6 7.75 (bs, 1H, H-2"), 7.65 (bd, J = 8.3 Hz, 1H,
H-6"), 6.89 (d, ] = 8.4 Hz, 1H, H-5"), 6.40 (bs, 1H, H-8), 6.19 (bs, 1H, H-6).

Epigallocatechin (6): '"H NMR (400 MHz, CD30D) 6 6.52 (s, 2H), 5.94 (d, ] = 2.3 Hz, 1H, H-

8), 5.92 (d, J = 2.3 Hz, 1H, H-6), 4.76 (bs, 1H, H-2), 4.18 (m, 1H, H-3), 2.86 (dd, J = 16.7, 4.6
Hz, 1H, H-4a), 2.74 (dd, J = 16.8, 2.9 Hz, 1H, H-4b).
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5. TARTISMA SONUC

Bu calismada F. procumbens’ in toprak {istli kisimlarindan 2 biflavonoit, Dihidrodafnodorin
B, Dafnodorin B, 2 flavonoit glikoziti kuersitrin ve miyrisitrin, b,r flavonoid aglikonu kersetin
ve bir flavonol yapisinda madde olan epigallokatesin izole edilmistir. Maddelerin yapilari

Sekil 1’ de verilmistir.

Ri R R; 6

3 OH H Rha
4 OH OH Rha

5 OH H H

Sekill. F. procumbens’ ten izole edilen seconder metabolitler

Sonug olarak bu ¢alisma ile 1-4 ve 6 nolu maddeler Fumana cinsinden, 1 ve 2 nolu maddeler

de Cistaceae’ den ilk defa izole edilmistir.
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