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Etude des Glucosides Cumarinique et Flavonique de Mélilot
par la Chromatographie Ascendante sur Papier

Résumé: Dans ce travail, on a fait des essais chromatographiques sur les préparati-
ons galéniques dc feuilles et de fleurs de mélilot (Melilotus officinalis) que I'on rencontre dans
la région d’Ankara. On a surtout insisté sur la séparation des glucosides cumarinique et flavo-
nique de cette plante par la chromatographie ascendante sur papier. Gomme solvant on
a utilisé une solution d’acide acétique & % 15. On a révelé les taches pulvérisant d’une soluti-
on de KOH. Puis chromatogramme a été examiné cn lumiére ultraviolette. Les substances
cumariniques ont donné des taches bleues. Tandis que les substances flavoniques ont montré
des taches jaune, jaune rosé et verte. De ce fait nous avons tiré la conclusion que ces trois
taches flavoniques étaient le quércétol, le kaemférol ct le robinoside déja signalés dans certa-
ines publications®.

Ozet: Bu caliymada Ankara yéresinde yetisen kokulu yonca (Mellilotus officinalis)
bitkisinin ¢i¢ek ve yaprak kangimlarindan hazirlanan maserasyon, infuzyon ve ekstreler Gize-
rinde kromatografik galigmalar yapildi. Ozellikle kumarinik ve flavonik glikozitlerin gikan
metod kagit kromatografi ile ayrilmas: iizerinde duruldu. Gozici olarak % 15 lik asetik asit
kullamld: ve lekeler énce KOH’in alkoldeki % 5 lik ¢ézcltisi piiskirtilerek giin wginda ve
sonra da UV altinda incelenerek kumarin tipi maddeler mavi ve fiavon tipi maddeler isc
san, turuncu sari, yesil lekeler halinde belirdi. Béylcce tesbit edilen iig flavon lekesini litera-
tiirlerde bildirilen kersetol, kemferol ve robinozid oldugu sonucuna vanldi.®

Giris

Evcil hayvanlarda bitkilerle zehirlenmeler, eskiden beri bilinen
ve rastlanilan olaylardandir. Ancak, bu olaylarin en ilginglerinden biri,

* Veteriner Fakiiltesi Farmakoloji ve Toksikoloji Kiirsiisii Profesori, Ankara [Turkiye.
** Aym kiirside dogent.



Kumarinik ve Flavonik Glikozidler 365

normal olarak zehirli herhangi bir unsur ihtiva etmeyen mera otlarinin
baz: hallerde hayvanlar arasinda zchirlenmelere yol agmasidirs. Na-
sil oluyor da, hayvan beslenmesinde normal olarak yer alan zararsiz
bir bitki, bazi hallerde genis ¢apta zchirlenmelere ve hatta Sliimlere
sebep olabiliyor? Bu soru &zellikle, s6z konusu bitkilerde herhangi ze-
hirli bir unsur tesbit edilemedigi durumlarda halledilmesi ¢ok giic bir
sorun teskil etmektedir. Béyle durumlarda, yani toksik bir unsur or-
taya gikarilamadig: hallerde gok kez, sadece iklim, yetisme bélgesi,
topragin jeolojik yapsi, kullanilan giibre, vejetasyon devri gibi bazi
faktorlere bagh olarak bitkinin sonradan bir toksisite kazanmas: ihti-
malinden bagka bir ¢6ziim yolu bulunamamistir. Iste bu tip bitkisel
zchirlenmelcre en tipik bir 6rnegi Melilotus (kokulu yonca) tiirlerinin
scbep oldugu zehirlenmeler teskil eder®. Melilotus tiirlerinden 6zcllikle
Meclilotus officanalis, melilotozid denilen bir glikozid ihtiva eder®.
Bu glikozid glikoz ve kumarik aside pargalamir. Kumarik asitten de
kumarin tesekkiil cder.

Melilotus’da bulunan kumarin, yagish yillarda rutubet ve kiif-
lenme gibi kot kosullar altinda dikumaral (bis-méthyléne-oxycou-
marine) haline déniigiir’ (sekil:1).
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Sekil 1. Kumarin ve dikumarol

Dikumarol antivitamin K gibi ctkiyerek, K vitamini karansina
sebep olur. Ve kamn koagiilasyon zamanini uzatir, protrombin te-
sekkiiliinii engeller. Bu sekilde dikumarol ihtiva eden yoncalar: yiyen
hayvanlar hemorajilerle seyreden zchirlenme semptomlar: gésterir-
ler' #2°. Ozellikle, sigirlarda tad duygusu daha az duyarlh oldugundan,
diger hayvanlara nazaran bu zehirlenme daha fazla goriiliir. Bazan
ayni zehirlenmeye koyunlarda ve atlarda da rastlanir. Zehirlenme
diyetctik tedbirler almak ve hasta hayvanlara vitamin K vermek sure-
tiyle onlenebilmektedir? *.

Biz bu ¢aliymamizda, mera otlarinda bulanabilecek ve yukarida
izah etti§imiz kosullar altinda zehirli olabilecek unsurlardan biri olan
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kumarinik glikozitlerin taninmasi ve ortaya gikarilmasi iizerinde dur-
duk. Keza, aym bitkilerde rastlanilan flavonik glikozitlerinde aym
metodla incelenmesini yapmak suretiyle, ele aldigimiz mera otlarinin
etken maddelcr yoniinden terkiblerini tesbit etmeye galistik.

Materyal ve Metod

Cahgmamiza baglangig tegkil eden én dencyler, Sivrihisar Hii-
kiimet Veterinerliginin, 1972 yih Haziran ayinda, hayvanlarda zchir-
lenmelere sebep oldugu iddiast ile Kaymaz bucagi Gayhk mevkiinden
toplayarak génderdigi kuru Melilotus (kokulu yonca) numuneleri
tizerinde yapilmugtir. Daha genis élgiideki arastirmalar isc, Haziran-
Temmuz aylarinda Ankar civarinda toplanan melilotus officanalis
(kokulu yonca, tag yoncasy, sinek tirfili) tzerinde yapild1

Bu maksatla, Mclilotus officinalis tirleri oda 1s1sinda, golgede ku-
rutulduktan sonra, toprak iistii ksimlari (6zcllikle gigek ve yapraklar)
kaba toz haline getirildi. Kromatografik galiymalar, bu ¢icek ve yap-
raklardan ibaret olan karigmlardan hazirlanan 9, 5 lik maserasyon,
infuzyon veya ctanollii hiildsa iizerinde yapildi.

Etanollii hiilasanin hazrlanmas: igin 5 gr. bitki numunesi 100 ml
ctanol ile, geri geviren sogutucu altinda su banyosunda 30 dakika kay-
natildi. Filtre kagidindan siiziilerek, elde edilen hiilasa algak basing
altinda 2 ml kalana kadar yogunlastirildi. Kahintiya 3 ml sicak su ilave
edildi. Siiziildiiktcn sonra cter ve ctil asetat ile titketildi. Anhydre sodi-
um sulfat tizerinde kurutulup yogunlastirildi. Genellikle yogun orga-
nik ¢ozeltilerde sarmmsi renkli ¢okeltiler tesekkiil ctti. Bu ¢okeltiler
alkole alinmak suretiyle kristallegtirildi.

Bu sckilde elde cdilen etken maddelerin, énce kumarinik ve fla-
vonik tip maddelerin taninmast igin litcratiirlerde® bildirilen renk reak-
siyonlar1 yardimu ile tcshisleri yapildiktan sonra, kromatografik gals-
malara gegildi.

Kromatografik caliymalarda Whatman No: I kagidi kullanilarak
gikan metod kagit kromatografi teknigi uyguland1. Qoziicii olarak
o, 15 asctik asid ve 9%, 85 destile su karngimi kullanildi. Bitki numu-
nelcrinden hazirlanan maserasyon, infiizyon ve hilasalar mikropi-
petler yardimu ile kromatografi kagidina damlatilip kurutulduktan son-
ra, kromatografi kagidi, ¢oziicii sinir1 1o cnv’lik bir yiikscklige ulagana
kadar (ortalama 40 dk.) decvalope edildi. Sonra kromatografi kagidi,
kromatografi apareyinden gikartilarak agik havada kurutuldu. Kuru-
tulmay1 miiteakip kagit iizerinc KOH’n alkoldeki % 5 lik ¢ozeltisin-
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den piiskiirtiildii. Glikozitler beyaz zemin iizerinde sar1 renkli lekeler
halinde belirdi. Aym kromatografi kidgidi UV altinda incelenerek
kumarin tipi maddelere ait mavi ve flavon tipi maddelere ait sar1, tu-
runcu sart, yesil lekeler isaretlendi ve Rf degerleri teshit edildi.

Sonuglar

Bitkide glikozid halinde bulunan kumarin ve flavon tipi madde-
leri titketmek igin su, etanol, cter ve etil asetat kullanilmigtir. Once ¢i-
¢ek-yaprak kangmundan ekstraksiyon yapilarak flavonoidler alkole
alindi. Bu alkolli ckstreler de eter ve ectil asetat ile tiiketilerek flavono-
idlerin kristal halde cldc cdilmesi miimkiin oldu. Bu gekilde elde edi-
len etken maddclerin 6nce renk reaksiyonlar: yardimi ile teshisleri
yapildi ve neticclerin tamamlanmasi igin ¢ikan metod kagit kromatog-
rafi ile yapilan 31 dency neticesinde kumarinlere ait 0.77 Rf degerleri
yaninda, flavonoidlere ait 0,24; 0,14; 0.10 Rf degerleri tesbit edilmis-
tir (Tablo: I ve II).

TABLO L

Kumarinik ve flavonik glikozitleri gikan metod kagit kromatografi ile ayirma
(Séparation des glucosides cumarinique et flavonique par la
chromatographic ascendante sur papier).

Preparasyon | Deney adedi Leke adedi Rf degerleri
Mascrasyon o -||_ o 6 2 - 0.77 | 0.24
—Ir;usyon | 7 | I 0.77._ || —:——
Eta;ﬂ_ekstrak_umm ) _‘ 6 2 0.77 _{_ 0.14
_Etcr ekstrakt: o —.I 6 2 ﬂO ; N __0.24»
Etilasetat ckstrakti i 6_ o ——2_“—|-—“h(.) 77 _I__(_)—B_]
TABLO II.
Kromatogramlardaki lekelerin renkleri (Les couleurs des taches sur la
chromatogramme).
Glikozitler KOH’in alkoldeki 9% 5 lik ¢ozltisinde
Giin 11 uv )
Kumarin Sar: Mavi
__-I—’lavon I I Sar: Sari
Flavon 11 B San Tu;uncu San
Flavon III San T ch;"-—' o
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Kumarinik glikozitlerin ayrilmas::

Kumarin tipi maddelerin kromatografik incclenmesi, gigek ve yap-
rak karigimlarindan hazirlanan mascrasyon, infuzyon ve ekstre gibi pre-
parasyonlar iizcrinde yapildi. Bu preparasyonlara ait kromatogramla-
rin hepsinde, KOH reaktifi ile kumarinlere ait giin 1ipiginda sar1 ve UV
altinda ise mavi renkli, Rf degerleri ortalama 0,77 olan lekeler belirdi.
Keza kumarin tipi maddelerin yaninda uygulanan standart kumarin
cozeltisi de aymi renk ve Rf degerine malik lekeler verdi (Sckil: 2).

]

Sekil 2. Kumarinik ve flavonik glikozitlerin gikan metod kagit kromotografisinde ver-
digi lekeler (Chromatogramme sur papier de glucosides cumarinique et flavonique). L: ha-
rcket ¢izgisi; F: ¢oziici simin; 1: standart kumarin ¢ozeltisi; 2: mascrasyon; 3: infuzyon;
4: etanol ekstrakti; 5: etilasctat ekstrakti; 6: cter ekstrakti; S: kumarin standardinin mavi
renkli lekesi; K: kumarin tipi maddelerin mavi renkli lekeleri; F,: Flavon I’in sar renkli le-
Flavon I1IT’un yesil renkli lekesi.

keleri; F,: Flavon II'nin turuncu-sari renkli lekesi; F:

Flavonoidlerin ayrilmasz:

Flavonoidler 6zcllikle etanol, eter ve etil asetat ekstraktinda tes-
pit edildi. Ayn1 sekilde mascrasyon tarzinda hazirlanan prcparasyon-



Kumarinik ve Flavonik Glikozidler 369

larda tesbit edilebildiyse de, infuzyonlarda hi¢ bir deneyde tesbit edile-
medi. Flavonik glikozitlere ait lekeler KOH reakatifi-ile giin 1g1ginda
sar1 renkli, UV altinda ise sar1, turuncu-sari ve yesil renkte belirmekte
olup, Rf degerleri sirayla ortalama o,24; 0,14 ve 0,10 olarak tesbit
edildi (Sekil: 2). Bu lekelerden Rf’si 0,24 olan sar1 lekeler maserasyon
ve cter ekstraktinda; Rf’st 0,14 olan turuncu-sar: Ickeler ise ctanol eks-
raktinda ve Rf’si 0,10 olan yesil leke ise sadece etil asetat ekstraktinda
tesbit edildi. Boylece flavonik glikozitlere ait olan ¢ farkl leke tesbit
edilmis oldu.

Tartisma

Melilotus tiirlerinin gicek-yaprak karigimlari iizerinde yaptigi-
miz kromatografik incelemeler, bu bitkilérde bulunan kumarinik ve
flavonik glikozitlerin ayrilmasi ve ayni kromatogramda ortaya ¢ikaril-
masim sagladi. Bu maksatla, bitki kissmlarini maserasyon, infiizyon
ve hiilasa tarzinda hazirlayarak, ¢oziicti olarak 9, 15 lik asetik asid
kullandik. Ancak, flavon’larin ayrilmasi igin, etanol, ctil asetat ve eter
ekstraktlarinin kullanilmas: gerekti. Béylece ¢esitli ekstraktlardan hazir-
lanan kromatogramlarda gekil: 2 de I, F, ve F, ile gosterdigimiz tg
cesit flavon tipi madde tespit ettik. Bu ii¢ ¢esit flavon, literatiir-
lerde’ Melilotus officinalis de bulundugu zikredilen kersetol, kemferol ve
“ robinozid adh flavonlara tekabil etmekte olup, bu hususu 6n deney-
lerde yaptigimiz renk reaksiyonlari da dogrulamaktadir.

Diger taraftan, ayn: kromatogram lzerinde tesbit cttifimiz kuma-
rin tipi maddeler de, gerek renk reaksiyonlar gerekse kumarin standar-
t1 ile birlikte uygulanmak suretiyle teshis edilmiglerdir. Meclilotus tiir-
lerinde bulunan kumarinler, k6tii toplama ve saklama kosullar: altinda
dikumarol haline doniigerek’, hayvanlarda zehirlenmelere sebep olmas:
yoniinden, mera otlarinda aragtirtimasi gereken énemli bir etken mad-
dedir' **°. Bu gibi durumlarda, ¢aliyjmamizda kullandifimiz metod-
larin aydinlatici olacag: kamsindayiz.
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