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OZET

Tesbih Calis1 (Styrax Officinalis) Tohumlarindan Bazi1 Ekstraktif Bilesiklerin

izolasyonu ve Bu Bilesiklerin Yapilarinin Tanimlanmasi

Styrax officinalis (Tesbih Calisi) orta Amerika, Meksika, Giliney ve Bati
Anadolu’nun da i¢inde bulundugu Akdeniz bolgesinde yetisen bir ¢ali tiiriidiir. Bu
bitkiden elde edilen regineler, Romalilar, Misirlilar, Persliler, ve Iyonlular tarafindan
cesitli  hastaliklarin tedavisinde ve esans olarak kullanilmigtir. Calismamizda
golgede kurutulmus Tesbih calis1 tohumlarinda gesitli ekstraksiyon yontemiyle bazi

ekstraktif bilesiklerin izolasyonu ve bunlarin yapisi {izerinde arastirma yapilmistir.

Deneysel c¢alismalarda n-hekzan ile yapilan ekstraksiyon sonucu elde edilen
ekstraktin bilesenlerine ayristirilmasinda ve yapilarinin belirlenmesinde kolon

kromatografisi, ince tabaka kromatografisi (ITK) ve GC-MS’den yararlanilmustir.

Calismamizda sonug olarak, 5-[3"-(1c-Metilbiitanoiloksi)propil]-7-metoksi-2-(3°,4’-
metilendifenil)-benzofuran ve  4-[3"-(1c-Metilbiitanoiloksi)propil]-2-metoksi-1a-
(3’,4’-metilendioksifenil)-1a,5b-dihidrobenzo-[ 3,4]-siklobiitaoksiren bilesikleri

bulunmustur.

Anahtar Kelimeler: Tesbih ¢alis1 (Styrax officinalis L.), Ince Tabaka Kromatografisi
(ITK), HPLC, GC-MS (Kiitle Spektroskopisi), Kolon Kromatografisi (CC).



ABSTRACT

The Isolation and Structural Elucidation Extractives From Seeds of Styrax

Officinalis

Styrax officinalis L. is a shrub found in Central America, Mexico, and the
Mediterranean region including West and South Anatolia. Its resin was used by
Romans, Egyptians, Phoenicians and lonians as incense and in therapeutics. In our
research, it has been investigated the shade dried seeds of Styrax officinalis were
extracted special extraction methods for isolation of some extractive compounds and

structures.

In experimental studies column chromatography, thin layer chromatography (TLC)
and GC-MS were used to seperate the compounds obtained from extraction with n-

hexane and determined the structure of this compounds.

As a result, it has been obtained 5-[3"-(1c-Methylbutanoyloxy)propyl]-7-methoxy-2-
(3’,4’-methylenedixphenyl)-benzofuran and 4-[3"-(1c-Methylbutanoyloxy)propyl]-2-
methoxy-1a-(3’,4’-methylenedioxyphenyl)-1a,5b-dihydrobenzo-[3,4]-

cyclobutaoxirene.

Key Words: Styrax officinalis L., Thin Layer Chromatography (TLC), Column
Chromatography (CC), HPLC, Mass Spektroscophy (GC-MS).



vi

TESEKKUR

Calismalarim sirasinda degerli bilgilerinden yararlandigim ve bana yol gosteren
danisman hocam Yrd. Doc¢. Dr. Hakan AKTAS’a sonsuz tesekkiirii bor¢ bilirim.
Ayrica ¢alismam boyunca degerli bilgilerinden yararlandigim ve benden yardimlarini
esirgemeyen degerli hocalarim Prof. Dr. Mustafa CENGIZ, Yrd. Dog. Dr.
Mustafa AKTURK ve Do¢. Dr. Ahmet GULCE’ye ve tiim hocalarima
tesekkiirlerimi sunarim. Yine calismam boyunca, ekstraksiyon asamalarinda ve
spektrumlarin alinmasinda bana yardimci olan degerli asistan arkadaglarima tesekkiir
ederim.

Biitlin yagamimda oldugu, egitim—6gretim hayatim boyunca da bana her tiirlii

destegini esirgemeyen Cok Sevgili Aileme sonsuz tesekkiirler ederim.

Hasan Fatih MUTLU



vil

SEKILLER DiZiNi
Sayfa

Sekil 1. Tesbih ¢alisinin genel bir gOrintisti.........ovvviieiiiiiiiii i, 1
Sekil 2. Tesbih ¢alis1 ve ¢alidaki tohumlarin bir gortintiisii ..................oeevee. 2
Sekil 3. Bazi bitki steroitlerinin yapilari.............ooooeiiiiiiiiiiii 16
Sekil 4. 3. ve 6. fraksiyonlardan elde edilen bilesiklerin tahmini

kimyasal yapilart ..........oooiii 47
Sekil 5. Daha 6nce izole edilmis bilesiklerin kimyasal yapilari ....................... 49

Sekil 6. 3. fraksiyonda elde edilen spektrum (n-hekzan/etilasetat:9/1 oraninda)... 51
Sekil 7. 3. fraksiyonda elde edilen spektrum (n-hekzan/etilasetat:9/1 oraninda)... 52
Sekil 8. 3. fraksiyonda elde edilen spektrum (n-hekzan/etilasetat:9/2 oraninda)... 53

Sekil 9. 6. fraksiyonda elde edilen spektrum (n-hekzan/etilasetat:9/2 oraninda)... 54



viii

CIZELGELER DiZIiNi
Sayfa

Cizelge 1. Bitkilerin endiistriyel temel operasyonlart ....................coooeiiinn. 5
Cizelge 2. Ekstraksiyonla ayrilan madde smiflart..................o.o. 10
Cizelge3. Bitki steroit polaritelerinin farkli siniflart ... 20
Cizelge 4. Baz1 ¢oziicii sistemlerinin dagilma oranlart.........................oenee. 20
Cizelge 5. Esidisteroitlerin ti¢ farkl sistemde dagilma oranlart......................... 21
Cizelge 6. Bazi kars1 akim dagilim sistemleri...............ccooooiiiiiii . 21
Cizelge7. Bazi genel ITK ¢OZUCHIETi. ... ... ...uviiieiii e, 22

Cizelge 8. Cesitli metodlarla steroitlerin ITK’dan sonra goriintiilenmesi............. 22



1. GIRIS

Tesbih calist (Styrax officinalis) L. Styraceae familyasinin bir iyesidir. Orta
Amerika, Meksika ve Giliney ve Bati Anadolu’nun i¢inde bulundugu Akdeniz
Bolgesinde yetisen bir ¢ali tlirtidiir (Davis, 1972). Daglik bolgelerde yetisen tesbih
calist 1,5-3 m. boyunda bir agagtir. Bu bitkiden elde edilen regineler Romalilar,
Misirlilar, Persliler ve Iyonlular tarafindan cesitli hastaliklarin tedavisinde ve esans
olarak kullanilmigtir (Vardar ve Oflas, 1973). Styrax tiirleri, etkili pyrethrum
synergist olarak bilinen egonol ve dogal benzofuran bilesikleri igerir (Takanashi ve

Takizawa, 1988).

Calismamizda tesbih c¢alis1 tohumunda bulunan ¢esitli ekstraktif maddelerin

ayrilmasi ve taninmasi arastiritlmistir. Asagida tesbih ¢alisinin genel goriintiisii ve

calidaki tohumlarin goriindiigii fotograflari bulunmaktadir.

Sekil 1. Tesbih calisinin genel bir goriintiisii



Sekil 2. Tesbih calis1 ve ¢alidaki tohumlarin bir goriintiisii



2. KAYNAK OZETi

2. 1. Bitki Ekstraksiyonu Hakkinda Genel Bilgi

Sayilart olduk¢a fazla olan bitki tiirlerinden endiistriyel amagli hammadde

tiretimindeki ortak temel operasyonlar ¢izelgede 1’de gdsterilmistir.

Cizelge 1’de goriilen temel islemlerdeki operasyonlarin her birini incelemek oldukca
kapsamli olacagindan ve ayrica  bu islemlerden en Onemlisinin kati-sivi
ekstraksiyonu oldugu dikkate alinarak bu boliimde endiistriyel bitkilerin (kati-siv1)

ekstraksiyonu tizerinde durulacaktir.

2.1.1. Kati-Siv1 Ekstraksiyonu

Kati-siv1 ekstraksiyonu, bir katt maddedeki bir yada birden fazla maddenin uygun
bir s1v1 ¢oziicii tarafindan segici olarak c¢oziilerek ayrilmasidir. Endiistriyel bitkilerin
ekstraksiyonu hiicresel yapiya sahip olmalar1 nedeniyle diger inorganik maddelerin
ekstraksiyonundan farklilik gdosterirler. Genel olarak bir endiistriyel bitkinin

ekstraksiyonunda iki fiziksel proses ayni anda gerceklesir:

1- Boyut kiiciiltme ile pargalanan bitkisel hiicrelerin ¢o6ziicii tarafindan yikanarak

hiicrelerdeki ¢oziinebilen maddelerin kolayca ¢ozeltiye gegmesi,

2- Parcalanmayan hiicrelerdeki ¢oOziinebilen maddelerin diffiizyonla ¢dzeltiye

gecmesi.

Burada parcalanmis hiicrelerin ¢oziicii tarafindan yikanmasit olduk¢a hizh
olacagindan ekstraksiyon siiresi de oldukga kisadir. Fakat ayn1 zamanda istenmeyen
baz1 ¢Oziinebilen maddelerin de ¢ozeltiye gecmesi ileriki saflagtirma kademelerinde

zorluklar cikarabilir.



Parcalanmamis hiicrelerde ekstraksiyonda ise ¢oziicli 6zellikle diffiizyonla hiicre
igerisine girer, ¢Oziinebilen maddeleri ¢ézer ve ¢ozelti yine diffiizyonla hiicreden
disar1 ¢ikar. Bu proseste difflizyonla kiitle transferi ¢ok yavas oldugundan
ekstraksiyon hizida oldukg¢a yavastir. Fakat istenmeyen maddelerin ¢ozeltiye gegmesi

de bir dnceki yikama prosesine gore ¢ok daha azdir (Mutlu, 2002).

Aymi anda gerceklesen her iki proseste , kiitle transferine neden olan itici giic,
coziinebilen maddelerin bitkideki c¢o6zelti konsantrasyonu ile ana c¢ozeltideki
konsantrasyonlar1 arasindaki farktir. Bu fark ekstraksiyon sirasinda ne kadar biiyiik
olursa ekstraksiyon hiz1 da o kadar bliyiikk ve dolayisiyla ekstraksiyon siiresi de o

kadar kisa olur.

Glniimiizde, endistriyel bitkilerin ekstraksiyonu c¢ok ¢esitli yOntemler ve
ekstraktorlerle gerceklestirilmektedir. Bu ¢esitliligin nedenleri ise kullanilan

coziicliler, bitki ¢esidi ve tiretim kapasiteleri seklinde siralanabilir(Mutlu, 2002).



Cizelge 1. Bitkilerin endiistriyel temel operasyonlari
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2.1.2. Coziicii Secimi

Endiistriyel bitkilerin ekstraksiyonunda kullanilan c¢oziiciiler, genellikle normal

sartlarda ugucu organik sivilar olup asagidaki 6zellikleri tagimasi gerekir.

1- Kaynama noktasi, yogunluk, viskozite, ylizey gerilim katsayis1 ve buharlagsma 1s1s1

gibi fiziksel 6zellikleri uygun olmali,

2- Ekstraksiyonu istenilen etken madde ya da maddeler icin segici olmali,
3- Kolay bulunabilir ve ucuz olmali,

4- Bitkideki maddelerle kimyasal reaksiyona girmemeli,

5- Toksik, saglhiga ve ¢evreye zararli, yanici ve patlayicit olmamali. Aksi takdirde ¢ok

dikkatli 6nlemler alinmali1 ve son iiriinde eser miktarda da olsa kalmamali,

6- Istenilen maddeleri ¢c6zme hiz1 ve kapasitesi yiiksek olmalidir.

Coziicliniin bu ozellikleri ekstraktor kapasitesini, isletme giderlerini, geri kazanimi
ve Uriin kalitesini dogrudan etkileyecektir. Yukarida siralanan 6zelliklerin tamamina
sahip olan ideal bir ¢oziiciiyii bulmak hemen hemen imkansiz oldugundan genellikle
yapilacak kiyaslama ile uygun ¢oziicii segilebilir. Bitki ekstraksiyonunda kullanilan
sik kullanilan ¢oziiciiler ise genellikle, hidrokarbonlar ya da bunlarin alkol, eter,

ester, keton ve halojenli hidrokarbonlar gibi tiirevleridir.

2.1.3. Ekstraksiyonu Etkileyen Faktorler

Endiistriyel bitkilerin ekstraksiyonunda, oncelikle bitki ¢oziicii ile temasa getirilip
bitkideki ¢oziinen maddelerin ¢dziiciiye transferi, daha sonra da elde edilen
cozeltinin geri kalan posadan ayrilmasi gerekir. Ayrica bu iki prosese ek olarak
endiistriyel bitkinin ekstraksiyon i¢in hazirlanmasi ve ¢ozeltide ¢oziinen maddelerin
ayrilmasi da ekonomik ve pratik bir tasarim i¢in g6z 6niinde bulundurulmasi gereken

konulardir. Bu baglamda ekstraksiyonu etkileyen faktorler asagida siralanmistir.



Coziicii: Kullanilacak ¢oziiciiniin se¢ciminde daha 6nce bahsedilen kriterlere dikkat
edilmelidir. Coziiciiniin saf olmamasi, karistim olmasi halinde en uygun

konsantrasyonun belirlenmesi gerekir.

Parcacik bilyiikliigii ve dagilimi: Teorik olarak kiitle transferi kati ve sivi faz
arasindaki ara yiizey ile orantilidir. Bu ara ylizey ise parcacik boyutunun
kiiciiltiilmesiyle yani bitkinin ¢ok ince dgiitiilmesiyle arttirilabilir. Ince 6giitiilme ile
onemli miktarda bitkisel hiicrenin de pargalanacagi ve dolayisiyla ekstraksiyon
hizinin daha biiyiik olacagi aciktir. O halde, eger daha sonraki siizme ve etken
maddeyi saflastirma asamalarinda zorlukla karsilagilmayacaksa prensip olarak
bitkinin ince Ogiitiilmesi tercih edilebilir. Fakat bazi ekstraksiyon yontemlerinde,
ozellikle perkolasyon yonteminde, ince Ogiitiilmiis bitkinin ekstraksiyonu hemen
hemen imkansizdir. Perkolatore yiiklenerek olusan ince oOgiitiilmiis kat1 yatak,
¢Oziiciiniin yatak yiiksekligi boyunca akisin1 engelleyecek ve bdylece ekstraksiyon
islemi gerceklesmeyecektir. Ayrica, perkolatérde kullanilacak pargacik biiyiikligi
dagiliminin da miimkiin oldugu kadar dar sinirlar igerisinde tutulmasi yani homojen
bir parcacik biiyiikliigii istenir. Irili ufakli parcaciklar tikanmalara ve kanallanmalara

neden olacagindan etkin bir ekstraksiyon uygulanamaz.

Bir bitkinin ekstraksiyonu i¢in ¢ok ince dgiitiilmesi gerektiginde ise ya karigtirilmali
ekstraktor tipleri tercih edilmeli ya da dgiitiilen bitki 6zel yontemlerle preslenerek
ince pulcuklar haline getirilmelidir. Baz1 bitkilerin de ekstraksiyon oncesi ¢oziicii ile
islatilarak  genlestirilmesi ve hiicre kapilerlerinin  genisleyerek diffiizyonun

hizlandirilmasi sik¢a uygulanir.

Sicakhk: Bilindigi gibi bircok maddenin bir ¢oziicii i¢indeki ¢Oziinlirligl ve
¢oziinme hiz1 sicaklikla artar. Bu nedenle cogu bitki ekstraksiyonu ¢oziiciiniin
kaynama noktasina yakin sicakliklarda gegeklestirilir. Fakat sicakligin arttirilmasiyla
istenmeyen inert maddelerin de ¢ozeltiye gecisinin artacagi ve ileriki saflastirma
isleminde zorluk ¢ikaracagi ve ayrica 1sitmak i¢in enerji gereksinimi de géz oniinde

tutarak ekstraksiyon icin uygun sicakligin belirlenmesi gerekmektedir. Yiiksek



sicakliklarda karsilagilabilecek ¢oziicii kayiplar1 ve asir1 glivenlik 6nlemleri alinmasi

gereken masrafli tedbirler de dikkate alinmalidir.

Kat1 / Sivi Orani: Belirli miktardaki bitkinin ekstraksiyonunda ¢oziicii miktarinin
arttirilmasi, baska bir deyimle, kati/sivi oraninin azaltilmasi, ekstraksiyon verimini
arttiracak ve ¢oziinebilen biitiin maddelerin ¢ozeltiye gegmesini saglayacaktir. Bu ilk
bakista bir avantaj gibi goziikse de ekstraksiyon sonucunda elde edilen ¢ok seyreltik
¢Ozeltinin buharlastirilarak konsantre edilmesi sirasinda asir1 miktarda enerji

gerekmektedir.

Coziiciiniin pH degeri, siirfaktan, tuz gibi 6zel katilar, bitkideki inert kat1 maddenin
ylizeyinde, ¢oziinen maddelerin adsorpsiyonu ve ekstraksiyon siiresi endiistriyel
bitkilerin ekstraksiyonunda g6z Oniinde tutulmasi gereken diger Onemli

parametrelerdir.

Bu baglamda Goncharenko 1879 yilinda valeria koklerinden izovalerik asitin
ekstraksiyonunda sicaklik, ekstraksiyon siiresi ve parcacik biiytlikligiliniin
ekstraksiyon sonuglarint onemli derecede etkiledigi halde kati/sivi oraninin

ekstraksiyon siiresini degistirmedigini saptamistir.

Kat1 — S1ivi Temas Yontemleri

Endiistriyel bitki ekstraksiyonunda, bitkiye pargacik biiyiikliigline bagli olarak
genellikle iki kati-sivi temas yontemi uygulanabilir. Bunlardan biri bitkinin sabit bir
kat1 yatak olusturdugu, digeri ise bitkinin ¢oziicii igerisinde karigtirma ile dagitildigi
yontemlerdir. Sabit yatak sisteminde ya ¢0zlicii yatak ilizerine piskiirtiilerek yatak
boyunca akis1 saglanir ya da yatak ¢oziicii ile tamamen kaplanir. Piiskiirtmeli
sistemde ¢Oziicii ya da cozelti siirekli olarak bitkiden olusan yatak {izerine

puskiirtiilen yatagin altindan da siirekli olarak ¢ozelti uzaklastirilir.



Karistirmali sistemlerde belirli kapasitedeki bir tankta bulunan ¢6ziicii ve bitki uygun
tasarlanmig bir karistirict tarafindan karistirildigr gibi, tankin kendisi de igerisinde
bulunanlarla birlikte bir eksen etrafinda dondiiriilerek kati ve sivinin iyice
karigtirtlmas1  saglanabilir. Ekstraksiyon ve perkolasyon hizi hangi yoOntemin
kullanilmas1 gerektigini belirler. Kabaca 6giitiilmiis parcaciklarin olusturdugu sabit
yataktan siv1 kolaylikla akacagi i¢in perkolasyon hizi yiiksektir ve ekstraksiyon hizi
da yeterli ise bu yontem tercih edilebilir. Bazi bitkilerin etkin bir sekilde
ekstraksiyonu i¢in oldukca ince ogiitiilmesi gerekmektedir. Ince dgiitiilmiis bitkinin
olusturacagi sabit yatagin gecirgenligi hemen hemen hi¢ yoktur. Bu nedenle
perkolasyonla ekstraksiyon miimkiin olmadigi i¢in karistirmali ekstraksiyon yontemi
uygulanmali fakat ekstraksiyon sonrasi ¢dzeltiyi posadan ayirmadaki zorluklar da

g6z ard1 edilmemelidir.
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2.2. Ekstraksiyonla Ayrilan Madde Simiflar:

Cizelge 2. Ekstraksiyonla ayrilan madde siniflar1 (Mutlu, 2002)

Kurutma
Ogiitme

Ornek

Hekzanda ¢6ziinenler Kloroformda ¢oziinenler MeOH’de ¢oziinenler H,0’da ¢6ziinenler
e Hidrokarbonlar Alkoloitler Glikozitler Glikozitler
e Yag asitleri Diterpenler Polar alkoloitler Aminoasitler
e Ucucu yaglar Triterpenler Polar triterpen tiirii Cok polar
bilesikler bilesikler

I. 6nce ITK ile ¢dzgen sistemi bulunur.
Ornegin; kloroform;MeOH;H,0

II. sonra kolon kromatografisi ve preperatif fonksiyonlandirmayla veya ikinci bir

kolonla ve preperatifle temizleme yapilir (Mutlu, 2002).
e Daha sonra madde safsa spektroskopik analiz yapilir.
e Madde safsa tiirevlendirme ve spektroskopik analiz yapilir.

e Hedeflenen bilesik sinifina gore belirleyici reaktifler secilir ve hazirlanir.
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2.3. Kromatografi

Kromatografi kelimesi, bir ¢ok ayirma metodlarint ve tekniklerini ihtiva eder.
Bundan dolay1 kromatografinin iyi bir tarifini yapmak oldukga giigtiir, ama kaba da
olsa bir tarif yapilabilir. Kromatografi ¢esitli maddelerin, hareketli bir faz yardimiyla,
sabit bir faz lizerinde degisik hizlarla hareket etmeleri veya siiriiklenmeleri esasina
dayanir. Kromatografi yardimiyla baska metotlarla birbirinden ayrilmalar1 ¢ok zor ve

hatta imkansiz olan maddeleri, saf olarak ayirmak miimkiindiir.

Kromatografi metotlar1 cam veya metal borular i¢inde gergeklestirilir. Cam veya
metal borular, bu amagla ince veya gozenekli bir katiyla iyice doldurulurlar. Boyle
bir dolguya kolon denir. Sistem ya bu haliyle kullanilir veya bu katiya bir sivi
emdirilir ve bu siv1 faz gibi kullanilir. Bu gozenekli sabit fazin yerini, 6zel olarak
yapilmis kalin siizge¢ kagitlar1 veya cam levha iizerine tutturulmus toz halinde
maddelerden meydana gelmis ince bir tabakada alabilir. Bu fazlarin iginden hareketli
bir faz gecirilerek veya yliriitiilerek maddeler ayrilir. Bu kromatografi ¢esitlerinden
baslicalar sunlardir:

a) Adsorpsiyon (kolon)

b) Dagilma

c) Kagit

d) Ince tabaka

e) Iyon degistirme

f) Gaz
Calismamizda daha ¢ok kolon kromatografisi kullanilacagindan bura da bunun

tizerinde biraz duracagiz.

2.3.1. Kolon (Adsorpsiyon) Kromatografisi

Kolon kromatografisi ilk uygulanan kromatografik yontemdir ve bu nedenle
kromatografinin baslangicin1 olusturur. 1906 yilinda botanik¢i Tswett tarafindan
kesfedilmistir. Tswett yesil yapraklar1 kiyarak petrol eteriyle muamele etmis elde

ettigi renkli c¢ozeltiyi (ekstrakti) toz halinde kalsiyum karbonatla doldurdugu bir
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kolondan gecirerek yaprakta bulunan renkli maddelerin ¢esitli yerlerinde bantlar
halinde toplandigini ve karotenin de ¢oziiciiyle kolayca asagiya gectigini gérmiistiir.
Bitki yapisinda bulunan renkli pigmentler kolon boyunca asagi hareket ederken
renkli bantlar olusturmus olduklarindan buna kromatografi adi verilmistir. Daha
sonra birgok ayirma teknigini bu kapsama dahil etmek amaciyla kromatografinin
amaci ve tanimi genisletilmistir. Fakat bu tekniklerin tamaminda hareketli bir faz ile
sabit faz arasinda meydana gelen denge esastir. Ayristirmanin gerceklesmesi i¢in
hareket zorunludur ve bu amacla hem sivilar hemde gazlar kullanilir. Sabit faz bir
katidir veya katiya tutturulmus bir sividir. Burada bizi ilgilendiren konu sabit fazin
kat1 oldugu kromatografik tekniktir. Yani sivi-kat1 adsorpsiyon kromatografisidir.

Sivi-kat1 adsorpsiyon kromatografisi deneysel olarak sivi-sivi ve iyon degistirme
tekniklerine benzer. Oyleki bu yontemde kullanilan cihazlarin gogu birbirlerinde
kullanilabilir.Kromatografinin ilk uygulanan bu teknigi 1930’Iu yillardan sonra hizla

gelismis ve ¢ok sayida maddenin ayrilmasinda kullanilmistir.

Zamanimizda bu metotla ¢alismalarda sabit faz olarak ince ezilmis kalsiyum
karbonat, aliminyum oksit, talk, silikajel gibi maddeler, hareketli faz olarak da, su,
alkol, aseton, kloroform, nitrobenzen, toluen, benzen gibi ¢dziiciiler kullanilmaktadir.
Bu fazlarin se¢imi olduk¢a ampriktir. Hangi hareketli fazda sabit fazin iyi sonug
verdigi ancak denenerek bulunur. Segilen sabit faz, bir biiretin alt kismina pamuk
veya cam pamugu konduktan sonra sikica doldurulur. Ondan sonra kromatogrami
yapilacak maddelerin ¢oziildiigii ¢oziiciiyle iyice 1slatilir ve bir kere daha sabit fazin
lyice yerlesmesi saglanir. Ondan sonra ayrilmasi istenen maddeleri ihtiva eden

¢Ozelti kolonun lstiine konur.

Cesitli maddelerin adsorplayici veya sabit tabaka {lizerinde adsorplanma dereceleri
farkli oldugundan, kromatografi esnasinda yukaridan asagiya farkli yerlerde
toplanirlar. Maddeler farkli renklerdeyse yerleri kolayca tespit edilir. Renkli
degillerse, kullanilan bir ayira¢ vasitasiyla renklendirilip veya ultraviyole 1sinlara
tutulup yerleri tespit edilir. Ayrilmanin kesin olmadigi, yani maddelerin kolon
tizerinde birbiri iizerinde veya birbirine ¢ok yakin mesafelerde bulundugu hallerde,

tekrar ¢ozelti konarak maddelerin yavas yavas asagiya inmeleri beklenir. Yine de iyi
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bir ayirma olmamigsa, daha polar bir ¢oziicii kullanilir. Maddeler birbirinden iyice

ayrildiktan sonra, bunlarin kolon ve adsorplayicidan iyice ayrilmasi saglanir.

Adsorpsiyon ve dagilma kromatografisi c¢ok cesitli sentetik ve biyokimyasal
maddelerin ayrilmasinda kullanilan yaygin bir yontemdir. Bu iki teknik arasindaki
fark, adsorpsiyon kromatografisi, bir 6rnekte bulunan maddelerle adsorban yani sabit
faz arasindaki etkilesme esasina dayanir. Hareketli olan siv1 faz, sabit faza daha zayif
baglanmis olan karisimdaki maddeleri rahat bir sekilde tagiyarak maddeleri ayirir.
Sivi-kat1 kromatografisi hareketli bir sivi faz ve ylizey alanin genis olmasi i¢in ¢ok
ince hazirlanmis ve gozenekli bir yapiya sahip kati adsorbandan meydana gelir.
Ayrilmay1 yonlendiren denge, 6rnek molekiillerin sivi faz ile kat1 fazin yilizeyindeki

dagilimi1 adsorpsiyon esasint olusturmaktadir.

Sivi-kat1 kromatografisinin hizi ve kapasitesi gaz-sivi kromatografisinden daha
diisiiktiir. Fakat yiiksek kaynama noktasina sahip ve termal olarak kararsiz
bilesiklerin ayrilmasini sagladigindan avantajlar1 da vardir. Stvi-kati kromatografisi
ozellikle az polar, suda c¢oziinmeyen hidrokarbonlar, lipidler ve stereoidlerin
ayrilmasinda oldukc¢a kullanigshdir. Ayrica polar bilesikler i¢cinde yaygin olarak
kullanilir. Fakat molekiil agirligt 2000’in iizerinde olan bilesikler i¢in sivi-kati
kromatografisinin kullanilmasi tartigilabilir. Gaz-sivi kromatografisinde ayrilacak
maddenin molekiil agirlig1 6nemli oldugu halde sivi-kat1 kromatografisinde ayrilacak
maddenin ¢esitliligi de 6nemlidir. Bu yontem homolog serilerin ayrilmasi i¢in uygun
bir yontem degildir. Bu ydntemde ayrilmanin saglanabilmesi i¢in molekiil
yapilarinda kiiciik farkliliklarin olmasi gerekir. Bilinen bilesiklerin %85°1 termal
olarak kararsiz oldugu i¢in sivi-kati kromatografisi yaklasik olarak %85 oraninda

kullaniliyor demektir.

2.3.2. Adsorban ve Adsorbanin Rolii

S1v1 kromatografisinde en yaygin olarak kullanilan adsorban silikajeldir. Silikajel ile

beraber polar olmayan hidrokarbonlardan, ¢cok polar olan sulu sistemlere kadar bir

cok s1vi, hareketli faz olarak kullanilmaktadir. Klasik adsorpsiyon sistemleri Synder
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adli bir arastiricinin ¢aligmalart ile belli bir diizene oturtulmustur. Daha kompleks
molekiill yapisima sahip organik bilesiklerin  adsorpsiyon  &zelliklerinin
yorumlanmasinda bazi giicliikler vardir. Ciinkii ayirmada o6nemli olan etkiler
adsorpsiyon, dagilma ve ¢oziicii etkisi gibi faktorlerin toplamindan olusmaktadir.
Adsorbanin ayirma iglemi iizerindeki 6zelligini incelemek i¢in Synder’in yaptgi
caligmalarin 15181 altinda daha kompleks sistemler incelenebilir. Adsorbanin ayirma
islemi iizerindeki 6zelligini anlamak ic¢in adsorbanin {i¢ temel 6zelligini incelemek
gerekir.

1. Adsorbanin kimyasal cesitliligi

2. Adsorbanin yiizey alanm

3. Adsorbanda bulunan su miktar1

Kromatografide en yaygin kullanilan adsorbanlar: silikajel ve aliiminadir.
Kimyasal yap1 farkliligindan dolay1 bu adsorbanlarin yiizeyinde bulunan fonksiyonel
gruplarda farklidir. Bu da adsorban ile adsorplanan madde arasindaki etkilesmenin

cesitliligi anlamina gelir.

Silikajelin birgok ydnden avantajlar1 vardir: Inert olmasi, adsorpsiyon kapasitesinin
yiiksek olmasi, ¢esitli gdzenek biiyiikliigline sahip tiplerinin kolay hazirlanabilmesi,
ylizeyinin  gerektiginde baska bir madde ile kaplanabilmesi. Kolonun
hazirlanmasinda kullanilacak olan silikajel saf olmalidir. Gerektiginde seyreltik

NaOH, CHCIl;, MeOH ve destile su ile yikanir ve kurutulur.
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2.4. Bitki Steroitlerinin Ayristirilmasi i¢in Kromotografik Yontemler

Yapilan calismalarda brasinosteroit, biifadienodolit, kardenolit, kukurbitasin,
esidisteroit, steroidal saponin, steroidal alkoloit, omurgali tip steroitler ve vitanolit
gibi bitki kaynaklarindan yalitilmis fitosteroitlerin farkli siniflarinin saflagtirilmasi

icin farkli prensipler uygulanmakta ve 6zel metotlar kullanilmaktadir.

Her smif icin;  karakteristik yap1 oOzellikleri tespit edilir, bitki diinyasindaki
dagilimlar1 ve onlarin biyolojik etki ve uygulamalari ¢ikarilir. Bir ¢ok smif
“solanacieae’l1 vitanolit” gibi bir veya birkag bitki ailesiyle baglantilidir. Bir bilesik
siifinin ¢ok kapsamli ¢alisildigi yerde, bir grup tiirlin ¢ok sayida benzeri (analogu)

bulunur.

Bitki steroitlerinin ayristirilmasi igin gerekli iistiin metotlar, devaminda kolon (siitun)
kromatografisi ve ince tabaka kromatografis/HPLC’nin oldugu ¢oziici

ekstraksiyonu/partisyon’dur.

Bitkiler biyolojik durumlarina goére Ui gruba ayrilabilen bir ¢ok farkli steroit
molekiilleri tiretirler (Sekil 3).

1) Bitkiler kendiliginden fizyolojik rolleri olan hormon ve feromon gibi
maddeler igerirler. Bu yilizden brassinosteroitler (1) biiyiime diizenleyici
fitohormonlardir. Oysa antheridiol (2) ve oogonioller (3) sulu lifli
mantarlardaki feromondurlar.

2) Hayvansal hormonlarla ilgili olan allelokimyasallar: ecdysteroid bocek deri
degistirme hormonlari ile benzerdir. Halbuki antrojen, dstrojen, progesteron,
kortikostreoit ve cholecalciferoller omurgali hormonlari ile baglantilidir.

3) Fitofagus hayvanlar veya parazitik mantarlara karsi sik sik koruyucu
(uzaklastirici, toksik, antifeedant) rol oynayan bitkiye Ozel allelokimyasal
maddeler: bunlar Ornegin, kardenolitler (8), biifadienolitler (9),
sapojeninler(10), witanolitler, (11) ve steroidal alkoloitler (12).

Dikkate alinacak ilk konu deneyin 6l¢egidir: 1 mg veya birkag mg’ in ayristirilmasi

uygun metotlar gerektirir. Su bilinmlidir ki spektroskopik metotlarin gelismesi
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kiitle spektrometre (MS) ve niikleer manyetik rezonans (NMR)) sayesinde, herhangi
bir saf steroidin 1 mg’t kendi yapisim1 kanitlamak i¢in genellikle yeterlidir, oysa
sadece 10 yil once gerekli miktar en az bir veya 2 kat daha yiiksek degerdi.
Ulasilmas1 gereken saflik da énemlidir: bir maddeyi %90, %95 veya >%99 saflikta
elde etmek ayni is degildir ve bunun kullanilan prosediirler i¢in 6nemli sonuglari

vardir.

Dikkate alinacak ikinci konu ise, bitki i¢indeki bilesigin konsantrasyonudur.
Hormonlar ve feromonlar sadece ¢ok diisiik konsantrasyonlarda bulunurken (pg/g-
ng/g), allelokimyasal maddeler (ikincil metabolitler) c¢ok daha yiiksek
konsantrasyonlara ulasabilir. (6rnegin pg/g- mg/g ) ve hatta bazen bitkinin kuru
kiitlesinin %1-5 ine kadar ulasabilir. Maddelerin az miktarlarda bulunmasi
durumunda , bliyiik numuneler ( 6rnegin kg, veya daha fazlas1) islenmelidir, halbuki
biiylik pargalar igin birkag gram yeterlidir. Sonug¢ olarak, kullanilacak 6lgek ve

prosediirlerin ¢esitliligi bir ¢cok durumda tamamen farklidir.

Son olarak, dikkate alinacak iiclincii konu ilgili bilesiklerin polaritesi ile ilgilidir:
bitki steroitlerinde apolar, polar, veya hatta ¢ok polar (suda ¢dzlinebilir) molekiiller
bulabiliriz ve tabii ki saflagtirma metotlar1 her bir spesifik durum ig¢in adapte

edilmelidir (Cizelge 3).

2.4.1. Genel Saflastirma Stratejisi

Saflastirma stratejisi; bitki numunesinden saf bilesiklere kadar daima ekstraksiyon,
On saflagtirma ve daha sonra bir veya birka¢ kromatografik basamagi kapsayan ¢ok
basamakli prosediirler igerirler.
Boylece taze veya kuru numune;
e Organik coziiciilerle ( belki artan polarite araliiyla), suyla, veya siiper kritik
CO, ile ekstraksiyondan,
e Az veya daha ¢ok polar bilesikleri uzaklastirma i¢in ¢dziicl

partisyonlarindan,
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e ilk kromatografik basamaklardan [flas kromatografisi, counter-current (karsi-
akim) kromatografisi veya diisiik basingl kolon kromatografisi] veya Ilk
kromatografik basamaklardan [flas kromatografisi, counter-current (karsi-
akim) kromatografisi veya diisiik basingli kolon kromatografisi]

e TLC veya HLPC ile son saflastirma’dan dnce pargalanacak veya toz haline
getirilecektir. Bu genel strateji bitki molekiillerinin diger siniflart igin
kullanilan ile benzerdir, 6rnegin polipeptiler gibi. Ekstraksiyon, (islenmis,
kuru materyal’in) aralarinda alkollerin daha yaygin olarak kullanildig1 ¢ok
cesitli ¢oziiciilerin kullanimi ile yerine getirilir. Polar steroitleri (gizelge 3),
ilk olarak polar olmayan bilesikleri ayiracak olan apolar ¢oziiciilerle ve sonra
daha polar olanlarla (alkol gibi) ekstrakte etmek miimkiindiir. Bu prosediiriin,

daha sonra tarif edilecek dagilma basamaklar ile bazi baglantilart vardir.

Konsantrasyondan sonra, ikinci bir basamak genellikle, karismayan iki ¢oziicii
arasinda bir partisyon gerektirir. Bu tiir bir basamagin amact numunenin boyutu ne
olursa olsun kullanilabilmesidir ve eger iki tamamlayici partisyon basamagi
kullaniliyorsa hem daha ¢ok hem daha az polar kirletenlerin uzaklastirilmasinda
cok etkilidir (gizelge 4) . Ornegin: izobutil asetat-su ( su fazinda kalirlar), daha sonra
n-biitanol-su (blitanol fazina gecerler) (2-4). Partisyon sisteminin sec¢imi ilgili
bilesiklerin polaritesine baglidir. Bu durum ayrica —OH gruplarinin =~ molekiil
tizerindeki pozisyonlarina dayanmasina ragmen, —OH gruplarinin sayisindan da
kolayca tahmin edilebilir (¢izelge 5). Cizelge 5’te iic dagilma sistemi i¢in organik
tabaka icinde ekstrakte edilmis bilesiklerin (esidisteroitlere iligkin) yaklasik oranlari

gosterilmistir.

Ucgiincii basamakta, kromatografik prosediirler kullamlmaya baslanmistir. Kiiciik
olcekli deneyler hazir ITK kullanabilirler, fakat biiyiilk miktardaki numuneler
genellikle alumina veya silika ilizerinde diisiik basingli kolon kromatografisi (CC)
ile saflagtirillir.  Alternatif olarak, bilesiklerin organik ve su fazlar1 arasindaki
dagilimina dayanarak birka¢ karsi akim kromotografisi (CCC) teknikleri de
kullanilabilir (gizelge 6). Ornegin: DCCC ve RLCC. Ornegin esidisteroitler ve
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kardenolitler i¢cin Ornekler bulunabilir Bu teknikler spesifik ekipmanlarin hazir

bulunmasini gerektirir (Zhang, Stout ve Kubo, 1992).

Diisiik basingli kolon kromatografisi genellikle normal faz sistemlerini kullanir.
Alternatif olarak ters faz sistemleri bazen, polar olmayan sabit fazlar ( C;g bagh
silika, sephadeks LH-20 veya Amberlite gibi bir re¢ine) ile kullanilir. Aslinda
normal faz sistemleri iyi performanslarindan ziyade muhtemelen eskiden beri
kullanildiklarindan dolay1, genelde daha ¢ok kullanilir. Bunun gibi bir veya belki iki
basamaktan sonra oOzellikle de uygun pargalardan kristalize edildilerse biiyiik
bilesikler genellikle yeterince saf kabul edilebilirler. Bununla birlikte, yapisal olarak
baglantili olan bilesiklerin kompleks karisimlarinda, bu metotlar yeterince etkili

degildirler ve daha fazla kromatografik basamaklara ihtiya¢ duyulur.

ITK hem bilesigin safligin1 kontrol etmekte hem de bazen ek bir saflastirma
basamagi olarak da kullanilabilir. (¢izelge 7); analitik deney sirasinda bilesiklerin
gbclinii gozlemlemek i¢in birkac izleme prosediirii kullanilabilir (¢izelge 8). 1-100
mg araligindaki saf bilesiklerin geri doniigiimiine izin vermesi ve en giiclii teknigi
sergilemesinden dolayr HPLC daha yaygin kullanilir. Iliskili bilesiklerin karisimlar
farklt secicilik sistemlerini kullanan, birkagc HPLC basamagini muhtemelen

isteyecektir.
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Cizelge 3. Bitki steroit polaritelerinin farkli siniflari

Ozellikler

Ornekler

Polar olmayan
Kismi polar

Polar’dan ¢ok polar’a

BS (yag asiti esterleri), BU, CA (genins),VS

BS, CU, ES, SA, WI

BS (glikozitler), CA (glikozitler), ES (glikozitler/siilfatlar),SS

Cesitli steroit simiflarinin kisaltmalari: BS: brasinosteroitler; BU: bufadienolitler

CA: kardenolitler; CU: kukurbitasinler; ES: esidisteroitler; SA: steroidal alkaloitler;

SS: steroidal saponinler; VS: omurgali tip steroitler; WI: vitanolitler

Cizelge 4. Baz1 ¢oziicii sistemlerinin dagilma oranlari

Coziicii sistemi” Organik faz Su veya MeOH ,q)
fazi
n-Hexane-80% MeOH Polar olmayan lipitler, steroller | BS, ES, WI
Dietil eter-MeOH 4 WI
Kloroform-su BS, VS, CU, WI ES
[zobutil asetat-su VS ES
Etil asetat-su (ES), VS, CA ES
Kloroform- MeOH-su ES
n-BuOH-su ES, SS, SA
“Bu sistemler organik fazin artan polaritesine gore siralandi. Kisaltmalarin

acilimlar ¢izelge 3’ dedir.
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Cizelge 5. Esidisteroitlerin ii¢ farkli sistemde dagilma oranlar1

-OH sayis1 CHCI3 - su (1:1) EtOAc —su (1:1) n-BuOH —su (1:1)
2 90 t.e. t.e.
3 20 20 t.e.
4 2.9 4 t.e.
5 0.06 0.4 10
6 0.015 0.1 53

t.e.: tespit edilmedi

Cizelge 6. Baz1 kars1 akim dagilim sistemleri

Ornek Tip* Bilesik
CHCI; - MeOH - su (13:4:4) D ES
CHCI; - MeOH - su (13:7:2) A SS
CHCIl; - MeOH - su (13:7:4) A ES
CHCI; - MeOH - su (4:4:4) D BU
CHCI; - MeOH - su (7:13:8) D SS
CHCI; - MeOH - su (5:10:6) A BU
CHCI; - MeOH - PrOH - su - NH4OH (35:65:40:5:1) A SA
CHCI; - C¢Hg - EtOAc - MeOH - su (45:2:3:60:40) D ES
Ce¢Hg - CHCl;— MeOH — su (5:5:7:2) D ES

?A: Artan; D: Azalan
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Cizelge 7. Baz1 genel ITK ¢éziiciileri

ITK tip Coziicii Ornekleri Bilesik®

Silikajel Hekzan-Et,O VS
Toluen-EtOAc CA, CU
CHCIl;— MeOH CA,WLES,SA,SS
CH,Cl,— MeOH (97:3) VS
CHCl; — MeOH-formamit(93:6:1) | CA
EtOAc-MeOH-su (81:11:8) BU
EtOAc-MeOH (97:3) CA
CHCl3;— MeOH-su (14:6:1) SS, SA

Polar olmayan C,s’e bagli | MeOH-su (7:3) CU, ES, WI

silika

“Steroit siniflarina ait kisaltmalar ¢izelge 3’de gosterilmistir.

Cizelge 8. Cesitli metodlarla steroitlerin ITK’dan sonra goriintiilenmesi

Metot Uygulama modu Bilesikler”
Floresans 15181 ile ZnS iceren silika ES,CA,WI,
doyurma VS
Anizaldehit ES, SS
Spesifik olmayan renk H,SO4 ES, SA, SS
reaksiyonlari SbCl; BU, WI, SS,
SA
CA, ES, SS,
VS
Vanilya — %95 EtOH - H,SO4 SA, VS
Kloramin T- H,SOq4 VS
Karbazol-H,SO4
3,5-Dinitrobenzoik asit alkolde CA
Spesifik reaksiyonlar CeSO4 (H2SO4’de) CA
2,4,2" 4 -Tetradinitrofenil (toluen’de) CA
Cesitli metotlar CuU
(NH4),CO;s (floresans Inddiiksiyon) ES
Mavi (3-keton grubu i¢in) ES
2,4-Dinitrofenildrazin = sari( keton ES
grubu i¢in)
Trifeniltetrazolyum klorit ™ kirmizi ES
(keton grubu i¢in)
Dragendorff ayiraci WI, SA
4-(4-Nitrobenzil)-pridin WI
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2.4.2. Brasinosteroitler

Kolza poleninden (4 mg dan 40 kg a kadar ) brasonolit ayristirilmasindan bu yana
brasinosteroit ailesinden 40 farkli bilesik ayristirilmistir. Bunlarin hepsi iki komsu
diol, bir 6-keto veya bir 6-oksalakton grup halka B’de, pozisyon 24’teki cesitli
substituentli (yer degistirme) (24S-metil, 24R-metil, 24-metilen..) Sa- kolastonun’un
(2a,3a0 ve 22R,23R) tiirevleridir. Bunlarin meydana gelmeleri Dbitki aleminde
genelde goriiliir. Bunlar spermafitlerden baska, fiteridofit ve klorofitlerden de
ayristirihirlar. Brasinosteroitler —steroit ailesinin igerisinde yegane bitki biiyiime

diizenleyici sinifin1 temsil etmektedirler (Adam, Schmit, Schneider ve Moore, 1999).

Bunlarin biyosentetik yollari, uygun radyolabelli haberciler ve cesitli Arabidopsis
clice mutantlarla yapilmis metabolik calismalarin  bir kombinasyonu tarafindan
tamamen aydimlatilmistir.  Brasinosteroitler, ecydsteroitlerle bazi  kimyasal
benzerlikleri paylagmaktadirlar ve bocek ecydsteroit reseptorlerine baglanabilirler.

Orada zayif sikint1 verici veya diigman olarak davranirlar.

2.4.2.1. Brasinosteroitler icin Ekstraksiyon

Kolza poleni harig, brasinosteroit konsantrasyonlar1 genellikle ¢ok diisiiktiir. (ng’den
ug/kg- ornegin, Arabidopsis tohumlarinda ki kastasteron, 360 ng/kg). Boylece
saflastirilmalar1 ¢ok basamakl bir prosediir gerektirir. Ornek olarak, bitki materyali,
metanolle ekstraksiyondan once, kurutulur ve ogiitiiliir. Metanolik ekstrakt vakumla
kurutulur ve kalintt su ve kloroform arasinda boliiniir. Kloroform faz kurutulur
kalint1 hekzan ve %80’lik sulu MeOH arasinda boliiniir. Sulu MeOH fazindaki
kalint1 sirasiyla (1) silikajel kromatografi (CHCl; den MeOH’a egilimli), (2) LH-20
kromotografisi, (3) DEAE iyon-degisim kromatografisi ve (4) hazir HPLC’e tabi
tutulur. Brasinosteroitler son olarak saflastirmadan sonra gaz kromatografisi—kiitle
spektrometresi (GC-MY) ile analiz edilir. Bu prosediir esidisteroidler i¢in kullanilan
prosediirle baz1 benzerlikleri paylasir, halbuki ikincisi daha polardir ve kloroform-

su kullanildiginda aymi1 fazda boliinmez. Bunlarin ayristirilmasi biyolojik kokenli
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prosediirlere dayanir ve bunlarin bitki parcalarindan olan analizinde baslica GC-MS

kullanir (Schmidt, Altman ve Adam, 1997).

2.4.2.2. Brasinosteroitler icin HPLC

HPLC, explantlarla ve hiicre suspansiyon kiiltiirleri ile yapilan metabolik
caligmalarda  kullanilmaktadir. Bu c¢alismalar hem 6-oxo’nun 6B-OH’a
rediiksiyonuna, hidroksilasyonuna (C-20,C-25 veya C-26 da), sekerler (C-2,C-3 ve
C-25 de) veya yag asitleri (C-3 de ) ile birlesmesine hem de C-20 ve C-22 arasinda
ki yan-zincir ayrilmasin1 gostermektedir. Metabolitlerin bu genis gortiniimii klasik

ters faz (RP) HPLC prosediirleri tarafindan ¢éziilmiistiir.

Brasinosteroitlerin kromofor ve florofor eksikligi, onlarin HPLC analizinde ortaya
cikarilmalarinda kaygi verici bir problemdir. Bu gibi durumlarda, ortaya ¢ikarilabilir
tiirevler {iretmek icin kolon oOncesi saflastirma kullanilabilir.  Kullanilan
reaksiyonlar 2a,30 ve 22R,23R pozisyonlarinda ki 2 komsu cis-diol’iin varligindan
avantaj kazanmaktadir. Bu poziyonlar, boronik asit tiirevleri (bisnaftalinboronatlar,
bisfenantrenboronatlar veya bisferrosenboronatlar) ile kolayca reaksiyona
girebilirler. Bu tiirevler UV, florosan veya elektrokimyasal dedektorler ile ortaya

¢ikarilabilir ve asetonitril-su karisimlt RP-HPLC ile etkili bir sekilde ayrilabilirler.

2.4.2.3 Brasinosteroitler icin GC-MC

Kiiciik biyolojik numunelerin analitik ¢aligmalar1 ¢ok hassas teknikler gerektirir ve
bu anlamda GC-MS sec¢ilmis iyon goriintiileme (Selected Ion Monitoring) modunda
ozellikle ¢ok etki saglamaktadir. Tekli hidroksil grubu olan ucgucu tiirevler,
molekiillerin 2 cis-diol’e sahip oldugu bismetanboronatlardir. Bu trimetilsilil etere
doniistiiriilmelidir. Sonraki analiz spesifik fragmanlarin kiitle spektrometresi ile
birlestirilmis GC kullanir. Bu teknik brasinosteroitlerin bitki alemindeki dagilim

calismalari i¢in ¢ok degerli oldugunu ispatlamistir.
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2.4.3. Bufadienolitler

Bufadienolitler tipik polihidroksi Ca4 steroitleri ve onlarin gilikozitleridir. Bunlar C-
178 halkasmna yerlesmis 6-iiyeli laktonun (o-piron) varligina gore karakterize
olurlar. Bu kromoforik halkadan dolayi, karakteristik bir UV absorsiyonuna
sahiptirler. Bir ¢ogu 5fB-hidroksi (A/B- cis halka birlesmesi), bir trans-B/C halka
birlesmesi, 14B-hidroksi (C/D- cis halka birlesmesi) ve C-19 da bir aldehidik gruba
sahiptirler. (Ornegin, hellebrijenin, 9 sekil,3). Bufadienolitler hem hayvansal hemde
bitkisel kaynaklardan ayristirilabilir. 250 Bufadienolitten fazlasi tanimlanmistir.
Bunlarin 160 tanesi bitkilerden ayristirilmistir. Bunlar 6 bitki ailesinin érneklerinden
kesfedilmistir. Toplam Bufadienolidelerin konsantrasyonlart kuru kiitlenin %1 inden
fazla olabilir Ayrica seker ve gilikozit zincirlerinin 5B-OH’ye bagli bulunmalarina
ragmen, bitki kaynakli bircok bufadienolit jenin’in 3-hidroksil zincirine baglh bir

ile ti¢ sekerli gilikozittir (Krenn ve Kopp, 1998).

Son olarak 19-nor bufadienolitler helleborus torquatosdan ayristirilmistir. Bunlar
kardiyak gilikozitleri olarak hareketlerinde Onemlidir. Orada kalbin kontraktil
giicinii Na+ /K+ -ATPaz1 inhibe ederek arttirirlar. Helloberin, helleborus spp. den
ayristirilmistir, daha Onceleri kalp ritmi diizensizliklerinin tedavisinde tibben
kullanilmaktaydi. Endojen kardiotonik steroitlerin memelilerde adrenal korteks
tarafindan {iretildigi ve bunlarin hipertansiyonun diizenlemesini icerecek yeni bir
steroit hormon sinifi olabilecegi bile One siiriilmektedir. Bazi bufadienolitler
antitiimor etkisine sahiplerdir. Bunlar ayrica bitki 6ldirticii etkilere ve kuvvetli bocek

oldiirtici 6zelliklere sahiptirler. Ayrica antimikrobik etkilere de sahiptirler.

2.4.3.1. Bufadienolitler i¢cin Ekstraksiyon ve On Saflastirma

Genellikle bufadienolitler (serbest ve glikozit) metanolle bitki kaynaklarindan
ekstrakte edilirler (Kissmer ve Wichtl, 1999). Saflastirma CHCl;-MeOH karigimi
(aglikon icin) veya EtOAc-MeOH karisimi (glikozit i¢in) ile elue dilmis silikajel
kromotografisi ile basarilabilir. DCCC (CHCL;-MeOH-su, 4:4:4: azalan oran ile)

de ayrica helleborus bufadienolitlerin saflastirilmasi i¢in kullanilabilir. CHCL;-
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MeOH-su ile DCCC ise (5:10:6 yiikselen oranla) Urgeniea’dan bufadienolid
gilikozidlerin saflastirilmas1 icin kullamlabilir. Son saflastrma ITK veya HPLC
yoluyla yapilabilir.

2.4.3.2. Bufadienolitler i¢in ITK

ITK (TLC) bufadienolitelerin kaliteli analizleri icin kullanilmaktadir. Bu yaklasim
bufadienolitlerin bitkilerdeki kemotaksonomik (kimyasal siniflandirma) oneminde
uygulama bulmustur ve bu silikajel, EtOAc-MeOH-su ile gelistirilmis (81:11:8) ve
SbCl; ayiract ile piiskiirtme ve 1sitma yoluyla kesfedilmistir. Karakurbagasi
bufadienolitlerinin ayrilmasi i¢in RP-ytiksek performans (HP)-TLC uygulanmaktadir
(Dias, Graca ve Goncalves, 2000).

2.4.3.3. Bufadienolitler icin HPLC

Silika stitunlar {izerinde piklerin gézlenmesi nedeniyle, RP-HPLC bufadienolitlerin
ayrilmast i¢in daha uygun goriinmektedir. Arastirmacilar urginea marittimadan
alman kompleks bufadienolit karistminin analizi i¢in birkag RP (C;g) sistemi
aragtirmislardir.  Tittel ve Wagner scilla spp.’nin farmasotik preparasyonlarindan
alinmis bufadienolitlerin ayrilmast i¢in uygun ters-faz metotlar gelistirmislerdir.
%10- dan %60’a MeOH ve su ile elue ederek C;g siitun kullanmislar ve ayrilmalari
280 veya 300 nm’de goriintiilemislerdir. Cesitli bufadienolitlerin eliisyon sirasi,
bulunan seker birimlerinin sayisindan daha cok aglikon {izerindeki fonksiyonel
gruplarin sayisina ve tipine gore belirlenmistir. Nicel analizler i¢in, suda %25’lik
asetonitril’li (ACN) izokratik eliisyon en uygulanabilir bulunmustur. Tittel sofistik
kardiyak gilikozit (bufadienolit ve kardenolit) analizleri i¢in bitki materyallerine
dayanan iki farmasotik preparasyonda bir metot gelistirmistir. C;g kolonu eliie etmek
icin suda %10 dan %50 ACN’ye dogrusal egilim kullanild1 ve disar1 akan siral
fotodiot detektorde goriintiilendi. 220 nm’de emilim kardenolit varligini ortaya
cikarmak i¢in kullanildi. 300 nm’de emilim bufadienolit varligini ortaya ¢ikarmak
icin kullanildi ve bufadienolitlerin kesfini ve nitelendirilmesini engelleyen

flavonoidler varsa diye 340 nm’de emilim gosterildi. C;s kolonu iizerinde ACN-su
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ile eliie edilmis genis sayida bitki bufadienolitlerinin muhafaza siireleri tespit

edilmistir (Kopp, Krenn ve Jurenitsch, 1990).

2.4.4. Kardenolitler

Kardenolitler, yapisal olarak bufadienolitlere yakindan baghdirlar fakat C-17B’de
yerlesik bes tiyeli bir lakton (butenolit) halkasina sahiptirler. Bu, metanolde 220
nm’de karakteristik bir UV (liltraviyole) absorpsiyonu verir. A/B ve C/D halka
birlesimleri, bir 14p-hidroksil ve bir 5B-H ile, -cis-birlesimlidir (8rnegin
dijitoksijenin, 8: Sekil 3). Kardenolitler, bitki diinyasinda olduk¢a yaygin olarak
dagilmiglardir. Bitkilerde, kardenolit 3-O-glikozitler baskin olurlar fakat 2,3-¢ift-
bagh glikozitler de olusurlar ve 3-O-siilfat esterler, yakin zamanda tanimlandilar. En
onemli uygulama, kalp kasilmalarmi diizene sokmak i¢in Na® /K' -ATPaz’in
inhibitorleri (engelleyicileri) olarak tiirevleri (asetil ve metildijoksin) ve dijoksinin
tyilestirici kullanimidir. Tibbi 6nemi nedeniyle, bu bilesikler, dogal ve sentetik
kardenolit benzerleri kullanarak aktivite ¢caligmalari-kapsamli yap1 ve eylem seklinin
nitelendirilmesi ile arastirma dikkatinin 6nemli bir kismini aldilar. Kardenolitler,
ayrica Afrika’daki, Giiney Amerika’daki ve Giiney dogu Asya’daki yerliler
tarafindan ok/kiiciik ok uclarina uygulanan zehirlerdeki bashica aktif karigim
maddeleridirler. En iyi bilinen kardenolit, ouabaindir ve bufadienolit kisminda ki
boliimde yukarida s6z edildigi gibi, kalp glikozitleri gibi endojen (gelisen) hormonlar
ouabain gibi bir bilesigi i¢ine alarak, insan plazmasindan tespit edildiler.
Kardenolitler, anti bakteriyel aktiviteye de sahip olurlar ve bocek uzaklastirici olarak

islevde bulunabilirler (Hug, Jabbar, Rashid ve Hasan, 1998).

2.4.4.1. Kardenolitler icin Ekstraksiyon

Genel olarak, kardenolitler EtOH, MeOH ya da %70 sulu MeOH ile bitkilerden

ekstrakte edilirler. Bu, cogunlukla EtOAc fazina ayrilan kardenolitlerle, EtOAc ve su

arasinda boliinme ile takip edilir.
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2.4.4.2. Kardenolitler icin iITK

Hem silikajel (CHCI3-MeOH, 19:1 yada toluen-EtOAc ile, 1:1, hem de RP-8
tabakalar1 {izerindeki ITK, kardenolitlere uygulandi. Kesif metotlar1 cizelge 6’da
gosterilmistir. ITK, Asclepias’in { (1) CHCI; -MeOH-formamit (93:6:1) yada (2)
EtOAc-MeOH (97:3) ile ¢oklu gelisimli silikajel G, morfolojik olarak benzer iki
tiirlinlin kardenolit icerigini karsilastirmak i¢in kullanildi, %50 MeOH’deki %10’ luk
KOH ve toluendeki %0,4 2,4,2’,4’-tetradinitrodifenil ile piiskiirterek takip edildi .

2.4.4.3. Kardenolitler i¢cin HPLC

HPLC metotlari, 220 nm’de kesif ve ACN-su eliisyonu ile bir C;g kolonu kullanarak
Convallaria majalis’te mevcut kardenolitlerin analizi i¢in gelistirildiler. Digitalis
obscura‘daki kardenolitlerin analizi i¢in, 230 nm’de belirleme ile su i¢inde 30°dan
%60 ACN’ye dogrusal olmayan bir egilimli bir C;3 kolonu uygulanmasi ig¢in
bulundu. Asclepias fruticosa’da mevcut kardenolitlerin karigik karigimi, sabitlenen
dalga uzunlugu (220 nm) ve fotodiyot diizen monitorle izlemeli bir C;3 kolonu
tizerinde bir ACN-su egimi ile ayrildi. Kati faz ekstraksiyonu (SPE), Digitalis
lanata’dan HPLC’den Once kardenolitler i¢cin bir 6n saflastirma basamagi olarak

kullanildi.

2.4.5. Kukurbitasinler

Kukurbitasinler, bir 19(10—>9f)-abeo-10a-lanost-5en iskeleti (ve C-4’te jem-dimetil
grubu ve ileri metiller C-9°da ve C-14’te igine alarak) son derece oksijenlenmis Cj
triterpenoitlerin bir grubudur. Tiim kukurbitasin cinsler, bir 5(6)-¢ift baga da sahip
olurlar (6rnegin, kukurbitasin D, 7: sekil 3). Tam olarak, steroidal degildirler. Ciinkii
bir metil grubu, C-10’dan =ziyade C-9’da yerlesiktir. Kukurbitasinler,
kukurbitasaye’deki tiirlerle en yaygin sekilde iliskisi olanlardir fakat
Beganiasaye’nin, Krusiferaye’nin, Datiskasaye’nin, Desfontainasaye’nin,
Elaeokarpesaye’nin, Polemonisaye’nin, Primulasaye’nin, Rosaye’nin, Rubiasaye’nin,

Skrofulariasaye’nin ve Sterkuliasaye’nin iiyelerinde de bulundular. Kukurbitasinlerin
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arasindaki yapisal farklilik, onceden gozden gecirildi. Yaklasik olarak 50 tane benzes
tespit edildi fakat B ve D kukurbitasinler, dogada en yaygin sekilde bulunurlar.
Biiyiiyen bitkilerde kukurbitasinler, genellikle gilikozitler gibi mevcutturlar (siklikla
2B-O-glikozitleri) fakat eger bitkide cosma eylemi mevcutsa, bunlar, sik sik genini
vermek i¢in ekstraksiyon iizerinde hidroliz edilirler. Serbest kukurbitasinler,
tohumlarin i¢inde dogal olarak olusurlar. Kukurbitasinler, bir ¢ok tibbi ve tedavi
edici ve iyilestirici etkilere sahiptirler. Tatlar1 agir1 derecede acidir ve bugiin hala bu
amag icin kullamlan Momordica spp. Iceren- kukurbitasin ve piirgatif (miishil)
ozellikleri icin yiizyillardir kullanildilar. Kukurbitasinler, giiclii sitotoksik aktiviteye
ve antitimor Ozelligine sahiptirler. Kukurbitasinler, antimikrobik, antihepatoksik,
antiyanici, antigiberellin (bir ¢esit bitki hormonu) ve antihelmintik aktivitelere de
sahiptirler. Baz1 kanatl bocekler (kukurbitasinler iizerinde uzmanlasanlar), diisiikten
orta konsantrasyona dogru cezbedilmelerine ragmen, bir ¢ok bocek tiiri de,
beslenmede kukurbitasinlerin varlig1 ile oldiriiliirler yada vazgegcirilirler. Yakin
zamanda, kukurbitasinler, deri degistirme steroid reseptor muhalifler olarak hareket
etmek icin gosterildiler. Kukurbitasinler, (birkag¢ tliirden meydana gelen) cinsleri
iceren kukurbitasin deki bitki tiirleri arasinda farklilagsmadaki kemo tasnifli degere de

sahiptirler (Dinan, Whiting, Lafont veMugat, 1997).

2.4.5.1. Kukurbitasinler i¢cin Ekstraksiyon

Kukurbitasinler, genel olarak metanol veya etanolle bitki maddesinden ekstrakte
edlirler. Cinsler, suda diisiik bir ¢Oziniirliige sahiptirler fakat bu iki ¢oziicii
arasindaki boliinme, CHCIs’teki kayda deger c¢oziniirliikk, sik sik, alkollii bitki
Ozlerinden kukurbitasinleri kismen arindirmak i¢in kullanilir.  Sonradan,
kukurbitasinler, genellikle silikajel, alliminyum oksit yada florisil {izerinde agik

kolon kromatografisi ile yada ayni yolla ITK ile arindirildilar.

2.4.5.2. KuKurbitasinler icin ITK

A halkasindaki ve/veya kenar zincirindeki alfa, beta doymamis ketonlarin sik sik

tekrarlanan olusumu, yaklasik 230 nm’de bir Amax ile onemli UV absorbansi verir
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fakat bir ¢cok kukurbitasin benzeri, bundan farkli olanlar1 mevcuttur yada 210 nm
tizerinde bir maksimuma sahip olmazlar. Cesitli solvent sistemlerindeki sik sik
rastlanan kukurbitasinlerin (B, D, E, I, J, K, L ve tetrahidro-I) birkaginin nispi
degiskenlikleri karsilastirildi. Bu, TLC tabakalar1 {izerindeki kukurbitasinler i¢in
uygun ¢esitli kesif metotlarin1 da 6zetler. Tersine ¢evrilmis faz (C;g Fps4) HPTLC
MeOH-su ile gelistirilen, 7:3) ve normal faz (silika F,s4) HPTLC (toluen-EtOAc ile
gelistirilen, 25:75) sistemleri, siklikla rastlanan kukurbitasinlerin birka¢inin analizine

uygulanmiglardir.

2.4.5.3. Kukurbitasinler icin HPLC

Kukurbitasinler, kutuptan orta kutuba bilesenlerdirler. Bu nedenle, ters faz sistemleri,
en uygundur. Kukurbitasinler arasindaki UV spektrumlarindaki énemli degisiklikler
ylziinden, absorpsiyon maksimumlar1 olduk¢a degisirler fakat neredeyse tiim
kukurbitasinler bu dalga uzunlugunda biraz absorpsiyona sahip olduklarindan
itibaren, 230 nm’deki monitorle izleme ayriliklart iyi bir uzlasma olmasi ig¢in
goriintir. Kukurbitasinler i¢gin HPLC metotlar1 tarif edildiler. Bunlar az siklikla
rastlanan kukurbitasinlerin (serbest ve glikozitler) analizi i¢in yararli olan, suda
20°den %50’ye yada %20°den %45 ACN’ye dogrusal bir egim ile kullanilan Cig
kolonudur. Bununla birlikte, bitki 0zlerinin 6nceki Ornek arindirmadan (¢oziicii
boliinmeleri yada SPE), karisan maddeleri ¢ikarmasi istenir. Yakin zamanda, %0.01
trifloroasetik asit (TFA) i¢indeki ACN’nin bir egimi ile bir C;s kolonunu kullanarak,
HPLC-MS ile kukurbitasinlerin analizi i¢in bir metot gelistirildi. Bu metodun daha

biiylik seciciligi, karisan maddelerden dogan karmasikliklari azaltacaktir.

2.4.5.4. Kukurbitasinler i¢cin Biyo Tahliller

Kukurbitasinlerin anti giberellin aktivitesi, pirin¢ fideleri yada salatalik kotillerinin
ekstraksiyonu ile giberellinin ortak uygulamasi i¢in bir biyo tahlilin temeli olarak
kullanilmistir. Drosofila melanogster’in bir deri degistirme steroiti duyarl siirekli

hiicre ¢izgisine dayanan B, biyo tahlili, anti deri degistirme steroit aktiviteleri yolu
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ile kukurbitasinlerin nitel ve nicel degerlendirmesi icin kullanilabilir. Biyo tahlil

tabanli bu mikro tabaka, kromatografik parcalart monitorle izlemek igin elverislidir.

2.4.6. Deri Degistirme Steroitleri (Esidisteroitler)

Esidisteroitler, hem hayvanlarda (baslica Artropotlarda), hem de bitkilerde bulunur
ve bu aile, ekdizon ile ilgili 300 farkli molekiilden fazlasini kapsar (4, sekil 3)
Yaygin Ozellikleri: (1) bir 7-en-6 bir tane kromofor (MeOH’de 242-243 nm’de
maksimum bir absorbans ile), (2) 5B-hidrojen (cis A/B-halka birlesimi), (3) sik sik
fakat her zaman degil, kolesteroliin yada C-24’teki homolog durum metil (yada etil)
bir grubun tam iskeletinin tutulmasi (C,; esidisteroitler) ve (4) onlar1 su
¢cozlinlirliigiinden ziyade saflastiran birka¢ hidroksil grubunun varligi bu yaygin
ozelliklerdendir. Simdiye kadar incelenen bitki tiirlerinin %5-6’sinda gbéze ¢arpan
miktarlarda mevcutturlar, 50 ng/g’den 30mg/g kuru kiitleye kadar ¢ok (6rnegin %3)

dagilan konsantrasyonlar1 vardir (Lafont ve Wilson, 1996).

Bitkiler, genellikle daha diigiik miktarlarda bulunan yakindan iliskili molekiillerin
genis bir tahlili ile beraber tek bir yada birka¢ biiylik esidisteroitler igerirler ve bu
molekiiller, bitkilere adapte olmamis boceklerle beslenmeye karsi bitkileri korumak

icin diislintiliirler.

Fotoesiditeroiterin izolasyonu, yukarida tarif edilen genel stratejiye gére uygulanir.
Esidisteroitler izolasyonu ve analizi i¢in metotlar, iyi arastirilmistir ve arastirmacilar

bu alandaki ¢aligmalar rahatlikla bulabilirler.

2.4.6.1. Deri Degistirme Steroiteri icin Ekstraksiyon

Kurutulmus ve o6giitiilmiis numuneler, ¢ogunlukla MeOH ve EtOH ile ekstrakte
edilirler. Ham 06zler, hekzan (yada hafif petrol) ve %80 sulu MeOH arasinda bir
boliinme ile azaltirlilar. Sonra 6zler, 1-BuOH evresine esidisteroit (ES) boliinme vel-
BuOH ve su arasinda béliiniirler. {leriki saflastirma, kolon kromatografisi (silis yada

alliminyum oksit) ile kazanilir, MeOH’taki suyun egimi ile ters ¢evrilmis faz flas
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kromotografisi yada kloroformdaki [MeOH’nin (yada %96 EtOH) ile saflastirilir
fakat cesitli karsi akim dagilim prosediirleri yada sephadeks LH-20 {izerindeki
kromotografisi kullanildi. Tespit edilen fenilborik asit {izerindeki benzer
kromotografi, ES durumlu bir 20,22-diolii segerek tutmak i¢in bir ara¢ saglayabilir
(Murphy, Morgan ve Wilson, 1990).

2.4.6.2. Deri Degistirme Steroitleri icin ITK

Silika tabakalar iizerindeki ITK, ES’leri ayirmak icin etkili bir yoldur. Bir ¢ok farkli
¢Oziicii sistemi tarif edildi. En aligilmis olanlari, CHCI;-MeOH yada CHCl3-%96
EtOH karisimlaridir. Cesitli MeOH su karigimli gelistirilmis ODS bagl yada parafin
kapli, birka¢ randimanli RP-TLC sistemi de uygundur. En olagan kesif prosediirleri,
floresan su verme (sondiirme) ve vanilin siilfiirik asit sprey ayracidir (Cizelge 8).
Asir1 basing ince tabaka kromotografisi (OPTLC) de kullanilmistir. Bu metot, ITK
gelisimi icin zamani kisaltir. HPTLC, analitik amaglar icin de ilging bir tekniktir

(Read, Wilson ve Lafont, 1990).

2.4.6.3. Deri Degistirme Steroitleri icin HPLC

Giiclii sekilde UV absorpsiyon kromoforu (Ama. Yaklasik 242 nm. E= I mol" cm™),
ES’lerin hassas kesfine izin verir. Silika kolonlar1 lizerindeki normal faz HPLC’si,
CH,Cl,-2-PrOH-su (125:25:2 yada 125:40:3) yada siklohekzan-2-PrOH su (6rnegin,
100:40:3) karisimlar1 gibi degisken fazlar kullanarak, ¢ok randimanli bdliinmeler
saglar. 2-PrOH- su boliinmesini yiikseltmek yada bir trimetilsilil (TMS) bagh silika

kullanmak, polar ES’lerin uygun bir analizine izin verir.

RP-HPLC, genis olarak kullanilir ve bunun i¢in bir ¢ok farkli ¢oziicii sistemi tarif
edilmistir. En yaygin olanlari, MeOH-su karisimlaridir (izokratik yada egilimli sekli)
fakat MeOH, farkli secicilikleri gosteren 2-PrOH yada MeCN ile yeniden

yerlestirilebilir ve bazi belirgin seperasyonlarin (ayirmalarin) yapilmasina izin verir.
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Diger ayirma metotlar1, 6rnegin siliper kritik s1vi kromotografisi (SFC) ve kapiler
boru (kilcal damar) alanmi elektroforezi (CZE), sadece analitik bir derece lizerinde
calisan ¢ok randimanli ve hizli boliinme metotlaridir ve bu nedenle burada

tartisilmaya gerek goriilmemistir.

2.4.7. Steroit Saponinler

Steroit saponinler, tipik olarak tayin edilen atomlar ve belirgin iskelet 6zellikleri ile
bir steroit aglikona bagli bir tane yada daha fazla oligosakaritten olusan glikoziterdir.
Seker zinciri, cogunlukla C-3’e baglidir ve baskin olarak 2-5 dogrusal yada boliimlii
monosakarit birimler igerir. Saponinlerin klasik tanimi, ylizey aktif maddeleri yada
deterjan 6zelliklerine dayanir. Sulu ¢ozeltilerindeki duragan kopiik seklini alir. Bu

Meydana gelir ¢iinkii hem suda hem de yagda ¢oziniir kiigiik molekiiler parcalari

i¢ine alirlar.

Bitki ailesinde ki saponinlerin olusumu ve dagilimi, hem nitel, hem de nicel anlamda,
asir1 derecede siktir ve yiiksektir. 90’nin {izerinde bitki ailesinin saponin igerdigi
bilinir ve hala bulunan bir ¢ok yeni olusum vardir. Saponin igerigi, bir ¢ok faktdre
dayanir, 6rne@in, nem ya da bitkinin cografi yeri. Onemli degisim (baslica nicel),
organlarda gozlemlenebilir; yiiksek icerikler en c¢ok iireme organlarinda (gigekler,
tohumlar) yada yanal koklerde (kok saglari) bitki sap ve govdelerinde orta
seviyelerde ve yapraklarda ve koklerdeki diisiik seviyelerde yada ¢icek soganlarinda
bulunurlar. Steroidal saponinler, dogada, daha sik triterpenoit tipi olarak ¢ok yaygin
sekilde dagilirlar. Steroit saponinlerin ana kaynaklari, baslica cinsler alliyum,
liliyum, asparagus, liliyum, agave, yukka ve diaskorea tiirleridir (Hostetmann ve

Marston, 1995).

Steroit saponinler, iki ana gruba bdliinebilirler. En genis grup, genel olarak pozisyon
C-3’te bulunan bir seker zincirli spirostan tipin aglikanlarini igeren, spirostanol
glikozitlerdir (6rnegin, diosgenin, 10:Sekil,3). Spirostanoller i¢in, spiroketal
diizenlemenin C-22’de bagli oldugu tipiktir. Spirostanollerin yapisal degisimleri,

esasen R yada S bigimindeki metil gruplu pozisyon C-25’te ve bir So-H yada 5B-H
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bicimli (sirasiyla, A/B trans yada cis halka sekli) B halka C-5 pozisyonunda stereo
kimyaya dayanir. Pozisyon 5(6) yada 25(27)’deki bir c¢ift bagin varligi, en ¢ok
1,2,3,5,6 ,11, 12 ve 15’te (ve tekrar alfa- yada Beta- biciminde), neredeyse herhangi
bir durumdaki birden dort taneye kadar hidroksilin varligr ile arttirilabilen
degiskenligi yiikseltir. 45 iizerinde spirostanol tip aglikonu, yapisal olarak tespit
edilmistir ve oksidize edilen sekilleri (cogunlukla 26’da karbonil sekli alan bir lakton
ya da 6 ve 12 pozisyonlarindaki karboniller) dikkate alirken de, bu sonra tipler
toplam 100 iizerinde olabilirler. Yapisal tiplerin sayisi, pozisyon C-3’te hidroksile

bagl degisken seker zincirleri ile bile daha fazla yiikselebilir.

Ikinci tipik grup, iskelet gibi spirostanoliin aglikonlar1 fakat acik bir kenar zinciri ile
(C-22 asetalden 22-26-diolun hidrolizi ile sekil degistiren halka F) furostanol
glikozitleri icerir. Daha az furostanol aglikon yapisal sekilleri spirostanollerden tespit
edildiler fakat seker zincirleri sadece pozisyon C-3’e degil, sik sik C-26’ya da bagh
olabildiginden, saponinler daha fazla glikozit ¢eker. Furostanoller, spirostanellere
enzim hidrolizleri esnasinda degistirilebilirler ve kesin sartlar altinda da,
spirostanoller, furostanollere asit hidrolizi ile degistirilebilirler. Dahasi, pozisyon C-
22’deki eterleme de olusabilir (6rnegin, metanol 6zleri esnasinda metil eterlerin
olusmasi) yada pozisyon C-6’daki hidroksilin kurutulmasi, 6(7)-en tiirevler
olusturabilir. Bu tiir yan reaksiyonlar, saponin analizi yada ayrilmas1 i¢in metotlari

se¢cmede, dikkate alinmak zorunda olan seyleri olusturabilir.

Steroid saponinlerin olagan dis1 ve kiigiik bir grubu, hem C-3, hem de C-26
hidroksillerine bagli seker zincirli ve ayrilan alt1 iiyeli hemiasetal halka F’li ve agik
halka E’li osladin ve polipodosaponin tiplerdir. Bu saponinler, polipodiyum vulgare
(tatlh zambak) ve p.glycyrhiza’nin (meyankokii disisi) ¢ok tathh tadindan

sorumludurlar (Nishizawa, Yamada ve Yamasaki, 1996).

Saponinler, sik sik, geleneksel yada modern tipta, insan ve hayvan beslenmesinde
yada Ornegin yiyecekteki, eczaciliktaki, kozmetiklerdeki bitkisel ilaglar yada diger

ticari olarak dnemli preparatlar (hazir ilag) ve iirlinler olarak kullanilan bitkilerde
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olusurlar. Boyle amagclar icin, genel yada 6zel olarak degistirilen boliinme islemleri
kullanan genis bir derecede iiretilebilirler (6rnegin, kolesterol ile ¢oziiliir
karisimlarda olusan su). Biyolojik ve eczacilik aktivitelerinin genis bir ¢esitliligini
aragtirmak i¢in bitki-bdcek etkilesimindeki kemo ekolojik aktiviteler yada diger anti
mikrobik, molluskoit, anti verimlilik aktiviteler, sik sik birkag¢ tane 6zel olarak adapte
edilmis analitik ve seperasyon (ayirma) islemini gerektirir (Lacaille, Oleszek ve

Marston, 2000).

2.4.7.1. Steroit Saponinler i¢in Ekstraksiyon ve Ayirma

Steroit saponinler, ¢ogunlukla su-metanol ile kuru ya da taze bitki maddesinden
ekstrakte edilirler. Metanoliin biiyiik bir boliimiinii buharlastirdiktan sonra, su fazi,
etil asetata karsi (polar olmayan 6geleri ¢ikarmak i¢in) ve sonra saponinleri ekstrakte
etmek i¢ine n-biitanoliine kars1 (diger polar 6geler ile beraber) ayrilirlar ve sekerleri,
tuzlar1 ve diger yiiksek derecede suda ¢oziiliir bilesikleri ¢ikarirlar. Bir ¢oziiciiniin
ucurulmasindan sonra, saponinler, egilimli ¢oziicii sistemi CHCl3-MeOH-su
(87:12:1-14:6:1) ile yada HPLC ile silika iizerinde acik kolon kromotografisi ile

ayrilabilirler.

2.4.7.2. Steroit Saponinler icin ITK

Silika iizerindeki ITK, son derece kiiciik arindirma icin yada kisimlara ayirma
esnasinda saponinleri monitorle izlemek i¢in uygundur. CHCl;-MeOH-su (14:6:1)
yada CHCl3-MeOH (4:1), saponinler ve CHCI;-EtOH (20:1), CHCI;—Me,CO (9:1),
n-hekzan-EtOAc (1:1) ve aglikonlar i¢in bazen, digerleri i¢in siklikla kullanilan
¢Oziicii sistemleridir. Cesitli ayiraglar ile kromatografiden sonra kesfedilebilirler: (1)
stilfiirik asit ile piiskiirtme, (2) vanilya-siilfiirik asit ile, (3) anizaldehit-asetik asit-
stilfiirik asit ile, (4) kloformda ki SbCl; ile ve 1sinma ile karakteristik renkli 1siklar
veren ayirag ile (5) Saf ayirag ile piiskiirtme (p-dimetilamin benzeldahit) ve i1sinma

ile kesfedilebilirler.
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2.4.7.3. Steroit Saponinler icin HPLC

Hem saponinlerin oldukc¢a polar dogasi ve yliksek molekiiler kiitlesi, hem de onlarin
yakin yapisal benzerlikleri (aglikonlarin yada seker parcalarin izomerleri yada
epimerleri), ITK’da yada CC’da farkliliklara neden olabilirler fakat HPLC nin daha
bliyiik ¢ozeltisi, bunu, secim metodu yapar. Tek zorluk, UV kesfi i¢in uygun bir
kromofor eksikligidir. Bu nedenle, elde etme, sapma kontrolii yada MS, HPLC
ayirmalarina uygulanirlar. Mobil fazlarin biiyiik bir boliimii, Hostetman ve Marston

tarafindan monografide tekrar gozden gecirilmistir.

2.4.8. Steroit Alkoloitler

Steroit alkoloidler, bir kenar zinciri yada 6gesi olarak ekli yada bir halkaya katilan
azotu eksiksiz yada degistirilen bir steroit iskeletin varligi ile karakterize edilen genis
bir grubu temsil ederler. Azotun yerlesimine ve iskelet diizenine dayanarak, birkag
alt grup var olur. Azot, basit steroidal temelleri sekillendiren pozisyon 3 ve 20’de
(serbest ve metile edilmis) bir primer NH, grubu olarak eklenebilir, iskelet yada
kenar zincir karbonuna (sekonder bir NH olarak) yakin halka olabilir yada bir
tersiyerii¢lincli N (6rnegin, solanidin, 12: Sekil,3) olarak iki halkada tekrarlanabilir.

Bu, sik sik bilesimin kimyasal karakterini etkiler.

Bitkiler, sik sik glikoalkoloitler olarak glikozit seklinde alkoloitler igerirler. Bitki
steroidal glikoalkoloitlerin ailesindeki yapisal degisim, iki ana grupta sinirlidir,
aglikonun iskelet tipine dayanir. Bir tane spirozolan tip, spirostona benzer (diosgenin
olarak. 10: Sekil,3) fakat halka F’deki oksijenin yerindeki azotla (tetrahidrofuran ve
piperidin spiro-bagli bisiklik sistem) benzerdir. ikinci, C-N halkali E ve F halkalarimi
sekillendiren her iki oksijen yerinde N’nin spirostan halkalar1 F ve E’yi bagladig:
yerdeki, solanidan tiptir (Solanid, 12. Sekil 3). Dahasi, tiim tipler ve c¢esitli
pozisyonlardaki hidroksilleri ve ¢ift baglantilar1 ve steroit saponinlerin durumunda
oldugundan, seker zincirlerini de i¢ine alir. Bununla birlikte, dogal olarak olusan
glikoalkoloitlerin sayis1 ve g¢esitliligi, steroit glikozitlerin sayisindan ¢ok daha

diisiiktiir. Dagilimlari, bir ¢ok 6nemli tarimsal {iriin bitkilerini i¢ine alan Solandra
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ailesiyle sinirlidir, patates, domates, patlican ve dolmalik biber gibi. En iyi bilinen
solasodin, 200 civarinda Solanum tiiriinde bulunmustur. Glikoalkoloitler, cogunlukla
tiim bitki organlarinda bulunurlar fakat ¢iceklerde, ham etli ve kabuksuz meyvelerde,
kiiciik yapraklarda (metabolik aktif pargalar) en yiiksek konsantrasyonlarla
bulunurlar. Genellikle zehirlidirler fakat meyvelerde, olgunlagsma esnasinda asamali

olarak azotsuz zehirli olmayan yapilar cliriitiirler (Schreiber ve Manske, 1968).

2.4.8.1. Steroit Alkoloitler icin Ekstraksiyon ve Ayirma

Tek glikoalkaloitlerin yada onlarin aglikonlarinin izolasyonu igin, ayni ekstraksiyon
ve ayrilma prosediirleri, steroit saponinler yada sapojeninler konusunda kullanilirlar.
Bununla birlikte, kesin durumlarda etkin sekilde kullanilabilen bir avantaj vardir;
alkaloitler, asitlerle suda ¢oziiliir tuzu olusturabilirler. Ham alkaloitler, amonyak ile
noétrlestirme ile seyreltik asitle sudan daha sonra ekstrakte edilebilirler. Bu prosediirii
uygulamada, 1lhimh sartlar1 saglamak ve artfaktlarin olasi seklini dikkate almak

Onemlidir.

2.4.8.2. Steroit Alkoloitler icin ITK

Steroit glikoalkoloitlerin TLC ile izlenmesi i¢in, aynt metotlar ve ¢dziicii sistemleri,
steroit saponinler i¢inde kullanilabilirler. Kesif ve renk canlandirmasi igin, siilfiiririk
asit yada SbCl;-CHCls, kullanilir. Alkaloitlere belirgin piiskiirtme ayiraglari, 6rnegin,
Dragendorff ayiract gibi de uygulanabilirler.

2.4.8.3. Steroit Alkoloitler icin HPLC

HPLC analizleri ve preperasyonlari i¢in, iyi denenen steroit saponin sistemleri,
alkoloit azotun varligr ile zorunlu kilman degisikliklerle uygulanabilirler. Bazi
yaklagimlarda, NH, yada karbonhidrat kolonlari yada mobil faza etanolamin
takviyeli C;s kolonlar test edildiler. Baz1 yazarlar, bir CH;CN-su-KH,POj3 ile NH;
kolonlarini, ¢dziicii sistemini yada MeOH-su-H3;POs ile C;g kolonlar1 kullandilar.

Solanidin glikoalkaloitlerin nicel HPLC analizi igin, kii¢iik 6rnek miktarlar ile
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calismak i¢in genel olarak uygulanabilir bir metot gelistirilmistir (Kubo, Fukuhara,

Waller ve Yamasaki, 1996).

2.4.9. Omurgah Tip Steroitler

Baz1 bitki tiirlerinde dogal bilesenler olarak olusumlar1 ile ilgili biraz siiphe
duyulmasimma ragmen, bitkilerdeki omurgali tip steroitlerin varlifi, ¢ok
iyibilinmemektedir. Bir ¢ok Ornekte, olusumlari, tam kesin olarak hesaba
katilamayan diisiik etkinlilik kromotografik metotlarin ve renk reaksiyonlarinin
temelinde kuruludur. Diisiik ppb alaninda konsantrasyonlar (ug/kg) ve sadece birkag
tiir i¢in rapor edilmistir. Baz1 bitki tiirlerindeki biyo sentezleri i¢in kanit, kolesterol

yada mevalonat ile deneylerle de belgelenir.

Burada iki nokta not edilmeli: (1) bu steroitlerin bazilari, diger bitki steroitlerinin
biyo sentezindeki ara basamak olarak dikkate alinabilir (bdylece, progesteron,
kardenolitlerin biyo sentezinde bir ara maddedir) ve (2) Ostrojenlerle biyolojik bir
aktiviteli maddeler karsilastirilabilir (boylece, “’foto Ostrojenler’” adi verilir),
bununla birlikte steroitlere ait olmayan bitkilerde bulunurlar (6rnegin, flavonler, izo
flavonlar). Progesteron, pozisyon C-20’de azaltilabilir ve steroidal glikozitlere
cekilebilir. Daha genel olarak, sterodial glikozidler, hala orijinal 3-bir-4-en parca
tagiyabilirler, tam olarak indirgenebilirler (30/3p-OH ve 5a/5B-H olarak) ve C-3

pozisyonu, daha sonra ¢esitli sekerlere baglanabilir.

Progesteron ve Ostrojenler elma tohumlarindan izole edilmislerdir. Testosteron ise
Isko¢ cam poleninden izole edildiginden, aslinda bu tiir drnekler seyrektir. D
vitamini ile baglantili Secosteroitler, (6: Sekil 3) birkag 6rnekte izole edilmislerdir.
Tiim bu bilesenler, kii¢ilk miktarlarda mevcuttur ve izolasyonlari, bagisiklik
tahlili/radyo reseptdr tahlili yapilir. Diger taraftan, steroidal glikositler daha fazla
bereketli metabolitlerdir ve onlarin UV absorbansi ile saflastirilabilirler (Palter,

Lindin ve Fuller, 1972).
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2.4.9.1. Omurgah Tip Steroitler icin Ekstraksiyon

D; vitamini durumunda metabolitler, Nicotiano glaucadan, bir CHCI;-MeOH (1;2)
karisimu ile ekstrakte edildi. iki faz1 ve organik fazda steroidleri pargalarina ayirmak
icin CHCI; ve su eklenmistir. Ileriki saflagtirma, bir Sephadex LH-20 kolonu
tizerinde uygulanmistir (hekzan-CHCI3-MeOH ile eliie edilmistir, 9:1:1). Lepisorus
issuriences’tan daha fazla polar sterodial bir glikozit i¢in, MeOH ekstrakti
buharlastirildi. Kalan ¢ozelti artik, su ve arka arkaya hekzan, CHCI; ve n-BuOH
arasinda bolimistiir. n-BuOH ekstrakti, daha sonra MeOH’de CHCI; ile silikajel

kolon kromotografisi ile arindirilir.

2.4.9.2. Omurgah Tip Steroitler i¢cin ITK

Bu teknik, Ozellikle metabolik ¢alismalar icin radyoaktif molekiilleri kullanan,
omurgalt hormonlarin ayrimi i¢in kullanmilmistir. Bir ¢ok canlandirma prosediirii
tasarlanmustir (Cizelge 6). Benzer ITK teknikleri de bitkilerdeki metalik ¢aligmalar
icin kullanilmistir. Ornegin, Bennett ve Helftmann tarafindan mobil fazlar olarak

CH,CL,-MeOH yada hekzan-Et,0 (3:7) kullanarak yapilmistir.

2.4.9.3. Omurgah Tip Steroitler icin HPLC

Seko-steroitler (D vitamini) i¢in Aburjai ¢alismalarinda, 264 nm’de UV monitorle
izlemeli bir Nova-Pak C;3 kolonu kullanarak suda MeOH ile eliie etmistir. Cesitli
MeOH-su karisimlart (75:20’den 90:10’a), Nicoliana glauca’dan metabolitleri, D
vitaminini izole etmek i¢in kullanilmislardir. Kentaurea moschuta’dan bir 4-en-3-bir
monoglikozitin izolasyonu i¢in, bir C;g siitunu iizerinde RP-HPLC’nin bir
kombinasyonu (¢0ziicii, MeOH-su, 1:1) ve sonra bir C¢ kolonu tizerindeki RP-HPLC
(¢Ozlicii, MeOH-su, 40:60) yada bir diol bagh silika iizerindeki NP-HPLC (¢6ziici,
CHCI3-MeOH, 96:4) kullanilmistir. Diger steroidal glikozitler ig¢in, kullanilan
sistemler, sudaki MeOH yada MeCN yada izokratik MeOH-su (1:1) C;s RP kolonlari

ile eliie edilmistir.
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2.4.10. Vitanolitler (Withasteroidler)

Vitanolitler, bir 22.26-8-laktona sahip, tipik olarak Csg ergostan tip steroitlerdir. Yan
zinciri, 17a veya 18P steroit ¢ekirdeklerine baglanabilir. Bu molekiiller, ¢ok sayida
fonksiyonel gruplar (hidroksiller, ketonlar, epoksitler, siklik eterler) i¢ine alan genis
bir alanin varlig ile de karakterize edilebilirler. Vitanolitler de sik sik C-20’de
hidroksil bir gruba sahip olup olmadiklarinin temelinde tekrar boéliiniirler. Bilinen
tiim vitanolitlerin %90°1, bir okso grubuna sahiptir (6rnegin, vitaforin A. 11, Sekil 3).
Ve 200 tizerinde yapisal olarak benzer bilesik izole edilmistir. Glikozitler bazi
kaynaklardan bilinmelerine ragmen vitanolitler, genelde aglikonlar gibi olusurlar.
Esasen bu tiirler icine alan yapilar vitanolidin yapraklarinda olusurlar. Bunlarin
yapisal farkliligi, biyo sentezi ve biyolojik aktiviteleri, gozden gecirilmistir

(Anjaneyulu, Rao ve Lequesme, 1998).

Vitanolitler, genelde Solanaksayenin iiyeleri ile iligkilidirler (96 tiiriin diginda 16
tiir), fakat yakin zamanda Tuksa plantajineada, Kassia siamarda (Leguminoese ve
Ajuga parviflora da kesfedilmislerdir. Bu tiirleri i¢ine alan birkag vitanolit, tibben ve
tedavi edici olarak onemlidir; Vitanolitler, anti tiimor, bagisiklik saglayici ve hepo
koruyucu maddeler, antebakteriyel ozellikler, hiicre farklilagsmasinin indiiksiyonu,
bocek besleme koruyuculart ve esidisteroit reseptorler gibi biyolojik aktiviteye de

sahiptirler.

2.4.10.1. Vitanolitler icin Ekstraksiyon

Vitanolidler, daha sonra genel olarak bitki pigmentlerini ekstrakte etmek igin
hekzana ile ayrilmaya karsi once su ile karistirilan metanol yada etanol ile bitki
maddesinden ekstrakte edilirler. Sulu metanol fazi, daha sonra vitanolitleri ekstrakte
etmek icin dietileter yada CHCls, CH,Cly’a karsit ekstrakte edilir. Coziiciiniin
ucurulmasindan sonra, vitanolit karigimi HPLC tarafindan yada aliminyum oksit

yada silis iizerinde agik kolon/flas kromotografi ile ayrilabilir.
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2.4.10.2. Vitanolitler i¢cin iTK

Silis iizerindeki ITK, vitanolitlerin analizi igin uygundur ve elverislidir. Sik sik
vitanolitlerin son saflastirilmasi i¢in yada bdliimleri izlemek i¢in kullanilir. CHCls-
MeOH (95:5) aglikonlar i¢in ve CHCIl3-MeOH (90:10) ve glikozitler i¢in siklikla
kullanilan bir c¢oziicii sistemidir. Asagidakilerle: (1) UV absorpsiyonu, (2)
Dragendorff ayiraci ile piiskiirtme (N icermemelerine ragmen), (3) bir epoksit ayiraci
(4-[4-nitrobenzil]- piridin) yada (4) SbCls’nin ¢ozeltisi ile doyurulmus bir CHCl; ile
piiskiirtme (+ 1smma) ile kromotografiden sonra kesfedilebilirler. Iyosroma
gesneoriodiyesten vitanolitler i¢in ITK analizi, SiO, F»s4 tabakalari (izobutil metil
keton-hekzanol-hekzan-asetik asit, 30:30:40:1, su ile doyurulmus) ve RP;s F 254
tabakasi (MeOH-su, 7:3) ile yerine getirilir.

2.4.10.3. Vitanolitler icin HPLC

UV spektrumu, vitanolitlerde olugabilen kromoforik gruplarin permiitasyonlarinin bir
sayist olarak oldukca degisebilir. Halka A’daki ve yan zincirindeki alfa, beta
doyurulmamis ketonlu vitanolidler, yaklasik 220 nm’de UV maksimumuna sahip
olurlar (yaklagik e= 18 000 1 mol™ ecm™). HPLC, witanolidlerin armndirilmasinda
seyrek olarak kullanilmak zorunda gibi goriiniirler. Bu, belki de daha farkli HPLC
ayriliklarinin monitdr ile izlenmesini saglayan en ¢ok witanolid ile iliskili diisik UV
maksimumunun bir sonucudur. Ayrica, pozitif vitanolit tiirlerde mevcut vitanolitlerin
konsantrasyonlar, normal olarak yeterlidir. ITK’nin daha diisiik hassasiyeti bir
problem degildir. Bununla birlikte, RP (C;5)-HPLC, vitanolitlerin ayrimina
uygulanmistir ve Fisalis vitanolitleri, bir diol kolonu tizerindeki normal faz (NP)

HPLC ile ayrilirlar (Baumann ve Meier, 1993).
2.4.11. Bitki Ekstraksiyonu ile lgili Sonuclar
(1). Bitkiler, kismen gelisen hormonlar olarak (diisiik miktarlarda) yada alelopotik

korunma bilesenleri olarak (¢cok daha yiiksek konsantrasyonlarda) steroidal

bilesenlerin ¢cok genis bir alaninin siniflamasina girebilirler.
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(2). Savunma steroitlerinin c¢esitli siniflarinin  dagilimi, onlar1 igeren bitkilerin
organlarinda ve tiirlerde (ekotipler) ve bitki familyasindaki tiirler arasinda degisir.
Etkinlik imkani, dogal iiriinlerin analizi ve aritimi i¢in modern prosediirler, nispi

kolaylikla her bir siniftaki ¢esitliligi artan fitosteroitlerin tespitine izin verir.

(3). Fitosteroitlerin kromatografik tavir tizerindeki sistematik ve kapsamli ¢alismalar
(0zellikle HPLC iizerinde), sadece fitoesidyiteroitler i¢in uygulanmislardir.

Fitosteoritlerin diger sinifi i¢in bu alandaki tespitler 6nemli bir arastirmadir.

(4). Fitosteroitler arasinda bulunan benzerlerin biiylik farkliligi, bitkilerle ¢alismada
“’birlesimsel biyokimya’’y1 yansitir. Steroitlerin ¢esitli simiflarinda goézlemlenen
farkli yapilar arasindaki benzerlikler, biiyiik farklilikla beslenen, ¢esitli biyosentetik
yollarin daha sonraki asamalarinda bulunabilen ayni enzimleri (yada ¢ok benzer
enzimleri) gosterirler. Bu, hem genetik hem de protein seviyelerde hem etkin hem
esnek, hem de fazlalig1 en alt diizeye getiren bitkilerdeki steroidal ikincil {iriinler i¢in

biyosentetik bir sistem saglayacaktir.

(5). Fitosteroitlerin ilging tibbi, eczacilik, kimyasal tarim aktivitelerine sahip
olduklar1 aciktir. Rehber bilesenleri tanimlamak i¢in ilerideki c¢alismalar bu
bilesenler iizerinde garantilidir. Sonra bitkiler, yapi-aktivite ¢aligmalari i¢in degisen
benzeslerin genis farkliliginin iyi bir kaynagidirlar. Genetik olarak degistirilen (GM)
veya GM-olmayan fitosteroitlerin profilleri yada seviyelerin degisimi biiylimeye
neden olabilir ve iriinler (brasinosteroitler) daha iyi aleofatik etkileri olusturur
(Ornegin, bufadienolitler, kardenolitler, esidisteroitler, steroidal alkoloitler,

saponinler, omurgali tip steroitler ve vitanolitler).
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3. MATERYAL ve METOD

3.1. Materyal

Arastirmamizda kullanilan Tesbih Calis1 (Styrax Officinalis) Bitkisinin tohumlari,
Isparta’nin Aksu Ilgesi ve bu ilgeye bagli Karagi Kdyii civarindan 2003 yilinmn Eyliil
aymin ilk haftalarinda toplanmistir. Tesbih ¢alis1 tohumlarinin agagtaki tohumlardan
deneylerde kullanilacak ornek boyutlarina getirilinceye kadar su islem sirasi
izlenmistir:

Tesbih calis1 agacindan yeterli miktarda toplanan tohumlar ¢uvala doldurulup eve
getirilmis yaprakli kisimlar1 temizlenmis ve temiz bir bez iizerine serilerek goélgede
iki ay boyunca kurutulmustur. Sonra gdlgede kuruyan tohumlarin yesil kisimlari
tizerlerinden siyrilmis ve ilizerinde findik kabugu seklinde sert bir kabuk kalmistir.
Deneylerden once bu sert kabuklu kisim kiigiik cekiglerle kirilmis ve 0,2-0,3 cm
capinda tohumlar elde edilmistir. Hekzanda islatma ile ekstraksiyonu yapilacak
tohumlar maden miihendisligi boliimiinde &giitiilmiistiir. Yag igerigi analiz edilecek

tohumlar ise presleme ile soxhlet ekstraksiyonu i¢in hazir hale getirilmigtir.

3.2. Metod

3.2.1. Coziicii Ile Ekstraksiyon

Tesbih calisindan toplanan tohumlar golgede kurutulduktan ve kabuklarindan
ayrigtirildiktan sonra (300 g) 1 litre n-hekzan i¢inde oda sicakliginda 3 giin boyunca
ekstrakte edildi. Bu islem ii¢ defa tekrarlandi. Toplanan ekstraktlar siiziildii ve vakum
altinda evapore edildi. Yaklasik 72 g sar1 renkte yagimsi madde elde edildi. 11°er gr
yagimst madde alinarak silikajel kolonda (6x100 cm) 6/3 oraninda CH,Cly/n-
hekzan ile uygulamaya tabi tutuldu ve her seferinde CH,Cl,’nin konsantrasyonu
arttirildi. Alt1 farkli fraksiyon elde edildi. Bu elde edilen fraksiyonlarin her biri
yeniden kromatografik ayirmaya tabii tutuldu. Bunun i¢in uygulanan silikajel kolon
kromatografisinde ¢esitli ¢oziicli sistemleri kullanildi (n-hekzan/etilasetat: 9/1, 9/2,

9/3 ve CH,Cl,, CHCl;). Buradan da alti1 temel fraksiyon elde edildi. Elde edilen
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fraksiyonlar vakum altinda evapore edildi. Sonugta bir kismi ¢ok diistiik verimlilikte
fraksiyonlar elde edildi. Bu fraksiyonlarin kiitle spektrumlar1 alinarak yapilari analiz
edilmeye calisildi. Bu spektrumlarin bazilar sekillerde gosterilmistir (Sekil 6,7,8,9).
Elde ettigimiz bu spektrumlar, daha 6nce yapilan benzer ¢alismalarda elde edilen
bilesikler ile kiitle spektrometresinde sahip oldugumuz bilgilerin 15181 altinda

degerlendirilip yorumlanmaya ¢alisilmstir.

3.2.2. Tesbih Calis1 Bitkisi Tohumlarimin Yag Icerikleri Yoniinden Analizi

Diinya niifusunun her gecen yil hizli bir sekilde artmasi ve mevcut kaynaklarin
azalmasi ve tilkenmesi insanlar1 yeni kaynaklarin bulunmasina ve mevcut olanlarinin
daha verimli sekilde degerlendirilmesine yoneltmektedir. Bu nedenle insanlar yag
kaynagi olarak da yeni arayislar i¢inde olmuslardir. Bunun igin ¢esitli bitkilerin
tohumlarimin yag analizleri yapilmaktadir. Tesbih ¢alisi bitkisi i¢ginde azda olsa

arastirmalar yapilmaktadir.

Yag icerigi analizi i¢in deneysel caligmalarda kullanilan tesbih calist bitkisi
tohumlariin yaglar1 6nce presleme sonra soxhlet ekstraksiyonu yontemleri ile elde

edilmistir. Elde edilen bu yag numunelerinin bazi dzellikleri tayin edilmistir.

Kabuk / Tohum Orani: Bu konuda literatlir bilgisine rastlanmamustir. Isparta —
Aksu yoresinden toplanan tesbih calis1 bitkisi tohumlar1 kurutulduktan sonra sert

olan dis kismindaki kabuklar1 kirilmis ve kabuk/tohum orani degerine bakilmistir.

Yag Miktari: Bolgede yetisen tohumlarin yag miktar1 kuru tohum oranina karsi

tayin edilmistir.

Kirilma Indisi: Elde edilen yaglarmn kirilma indisleri Abbe refraktometresinde tayin

edilmisgtir.

Asit Sayisi: Asit sayisi 1 gram yag i¢inde bulunan serbest asitleri ndtralize etmek

icin gerekli olan KOH’in miligram olarak miktaridir.
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Bu tayinin yapilmasinda sivi yagdan 10 g tartilir, bir erlende 50 mL. Alkol-eter
karisiminda ¢6ziillir, 2-3 damla fenolftalein eklenir ve konsantrasyonu bilinen KOH

ile titre edilir.

Sabunlagsma Sayisi: 1 g yagdaki serbest asit ile sabunlagma tepkimelerinde agiga
cikan yag asitlerini noétiirlestirmek i¢in gerekli mg KOH miktaridir. Bu tayinde
stizgec¢ kagidindan siiziilmiis nemi ve bulaniklig1 giderilmis 5 g yag 200 mL’lik diiz
balonda tartilir. 50 mL KOH eklenir. 30 dakika geri sogutucu altinda 1limli olarak
kaynatilir. Zaman zaman karistirilir. Ayni anda paralel bir bogs deneme i¢in 50 mL
alkollii KOH benzer sekilde kaynatilir, sogutulur. Her iki balondaki ¢ozeltiler 4-5

damla fenolftalein eklenerek ayarli HCl ile titre edilir.
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4. BULGULAR

Bu calismamizda iilkemizde endiistriyel olarak degerlendirilemeyen tesbih ¢alisi
bitkisinin tohumlar1, bitkinin kullanim alanini artirmak amaciyla laboratuar 6lgekli

ekstraktorlerde ekstraksiyonu ve g¢esitli yag analizleri yapilmistir.

Calismamizda elde ettigimiz sonugclar;
Tesbih ¢alis1 bitkisinin igermis oldugu total ekstre miktarmin hesaplama ornegi

asagidaki gibidir,

Bitki 6rnegi miktari: 80 g
Nem yiizdesi: %6,8
Kuru bitki 6rnegi miktart: 80(1-0,068) = 74,56 g

Hekzanda 1slatma sonucu ekstraksiyon degerleri:
Bitki 6rnegi miktari: 300 g

Total ekstre miktari: 72 g

Ekstre yiizdesi: %24

Soxhlet ekstraksiyonu sonucu ekstraksiyon degerleri:
Tohum kabuk orani: 55/45

Bitki 6rnegi miktari: 72 g

Total ekstre miktari: 21g

Ekstre yiizdesi: %29,2

Kirilma indisi (N7} ): 1,4815

Asit sayist: 25,76

Sabunlagma sayisi: 165,76

Tesbih c¢alisi tohumlar1 kabuklarindan ayristirilip 6giitiildiikten sonra hekzanda
coziilerek bitkideki total yag miktar1 belirlenmistir ve baz1 yag analizleri yapilmigtir
(sonuglar yukarida verilmistir). Coziicii  ekstraksiyonu sonucunda kolon

kromatografisi ve I.T.K. yontemleri kullanilmak suretiyle benzer fraksiyonlar
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birlestirilmistir. Elde edilen alt1 fraksiyonda madde elde edilmismistir ve yeteri kadar
saflikta degildir. Bu fraksiyonlarin kiitle spektrumlar1 alinarak yapilari hakkinda

bilgi edinilmeye ¢alisilmistir.

3. ve 6. fraksiyonlardan alinan spektrumlar, kiitle spektrometresi ve daha dnce tesbih
calisindan izole edilmis bilesiklerden alinan kiitle spektrumu degerleri (Akgiil ve

Anil, 2003) 15181 altinda incelenmis ve yorumlanmaya ¢alisiimistir.

Buna gore bu iki bilesigin asagidaki sekilde olabilecegi diisliniilmiis ve kiitle
spektrumu (m/z, [M+H]") degerleriyle birlikte verilmistir (Sekil,4).

3. fraksiyondan elde edilen bilesik, 5-[3"-(1c-Metilbiitanoiloksi)propil]-7-metoksi-2-
(3°,4’-metilendifenil)-benzofuran (m/z: 411,1797 [M+H]"),

6. fraksiyondan elde edilen bilesik, 4-[3"-(1c-Metilbiitanoiloksi)propil]-2-metoksi-
la-(3’,4’-metilendioksifenil)-1a,5b-dihidrobenzo-[3,4]-siklobiitaoksiren

(m/z: 411,1862 [M+H]").

Bu bilesiklerden alinan farkli spektrumlar asagida gosterilmistir (Sekil,5,6,7,8).

0]
ch%o @ |
Ty
OCH, 0

(0]
3c 2e lc 4 > 5 0)
H,C 0 Eill“
CH, o 0
2

OCH,

Sekil 4. 3. ve 6. fraksiyonlardan elde edilen bilesiklerin tahmini kimyasal yapilari
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5. TARTISMA ve SONUC

Asagida (sekil, 5) tesbih agaci tohumlarindan daha 6nceki calismalarda izole edilmis
bilesikler gosterilmistir. Bu bilesikler, IR, NMR ve kiitle spektrumlar1 alinarak
tanimlanip adlandirilmistir (Akgiil ve Anil, 2003). Bu bilesiklerden 2. ve 3. bilesik
daha oOnce yaklasik olarak izole edilmisti (Takanashi ve Takizawa, 1988). Bu
bilesiklerin adlandirilmalari su sekildedir,

1. bilesik, 5-(3"-Hidroksipropil)-7-metoksi-2-(3’,4’-metilendioksifenil)-benzofuran,
2. bilesik, 5-(3"-Asetoksipropil)-7-metoksi-2-(3’,4’-metilendioksifenil)-benzofuran,
3. bilesik, 5-[3"-(1c-Metilbiitanoiloksi)propil]-7-metoksi-2-(3°,4’-metilendifenil )-
benzofuran, (m/z 411,1797 [M+H]"),

4. bilesik, 5-[3"-(1c-Metilbiitanoiloksi) propil]-7-metoksi-2-(3’,4’-dimetoksifenil)-
benzofuran,

5. bilesik, 5-(3"-Benzoiloksipropil)-7-metoksi-2-(3’,4’-metilendioksifenil)-benzofran
6. Dbilesik, 4-[3"-(1c-Metilbiitanoiloksi)propil]-2-metoksi-1a-(3’,4’metilendioksife-
nil)-la,5b-dihidrobenzo-[3,4]-siklobiitaoksiren, (m/z 411,1862 [M+H]").
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Sekil 5. Daha once izole edilmis bilesiklerin kimyasal yapilar1 (Akgil ve Anil, 2003)
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Sonug olarak bu ¢alismada;

Tesbih c¢alis1 tohumlar1 kabuklarindan ayristirilip 6giitiildiikten sonra hekzanda
coziilerek bitkideki total yag miktar1 belirlenmistir ve baz1 yag analizleri yapilmistir.
Coziicii ekstraksiyonu sonucunda kolon kromatografisi ve I.T.K. yontemleri
kullanilmak suretiyle benzer fraksiyonlar birlestirilmistir. Elde edilen alt1 fraksiyon
cok diisiik verimlilikte gerceklesmistir ve yeteri kadar saflikta degildir. Bu
fraksiyonlarin kiitle spektrumlar1 alinarak yapilart hakkinda bilgi edinilmeye
calisilmigtir. 3. ve 6. fraksiyonlardan alinan spektrumlar (sekil 6,7,8,9), kiitle
spektrometresi ve daha dnce tesbih agacindan izole edilmis bilesiklerden alinan kiitle
spektrumu degerleri (Akgil ve Aml, 2003) 15181 altinda  incelenmis ve

yorumlanmaya calisilmistir.

Buna gore bu iki bilesigin asagidaki sekilde olabilecegi diigiiniilmiistiir.

3. fraksiyondan elde edilen bilesik (sekil 5,6), 5-[3"-(1c-Metilbiitanoiloksi) propil]-7-
metoksi-2-(3’,4’-metilendifenil)-benzofuran (m/z 411,1797 [M+H]"),

4. fraksiyondan elde edilen bilesik (sekil 7), 4-[3"-(1c-Metilbiitanoiloksi)propil]-2-
metoksi-la-(3’,4’-metilendioksifenil)-la,5b-dihidrobenzo-[3,4]-siklobiitaoksiren.

(m/z 411,1862 [M+H]").

Gergekten de bu iki bilesikten alinan kiitle spektrumlar1 incelendiginde, bilesikten
kopma olasilig1 olan muhtemel gruplar dikkate alindiginda, (-2-metilbutanoil grup,
-butil grup, -3’,4’-metilendioksifenil grup, -metoksi grup, -dioksi grup gibi), 410,
308, 282, 207, 57 gibi piklere karsilik gelen yapilar hakkinda yorum yapilabilir.

Bu fraksiyonlardaki bilesiklerin tam olarak saflastirilmasi ve diger biesiklerle birlikte
tam olarak yapilarinin belirlenmesi gerek zamanin yeterli olmayisi gerekse laboratuar

sartlarindan dolay1 ileri bir zamana birakilmistir.

Ayrica hekzanda 1slatma sonucu yapilan ekstraksiyondan elde edilen ektre yiizdesi
(%24) ile Soxhlet ekstraksiyonu sonucu elde edilen ekstre yiizdesi (29,2) arasinda

fark vardir.
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Sekil 6. 3. fraksiyonda elde edilen spektrum (n-hekzan/etilasetat: 9/1 oraninda)
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