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GIR1IS VE AMAG

Tirkiye, triterpenik yapida saponozit tagiyan bitkiler ydniinden

zengindir. Caryophyllaceae familyasi, 32 cins ve 500'e yakin tiirle

floranin en yaygin ve en zengin topluluklarindan biridir (42). Sapona-
ria, familyanin gok sayida tiirii bulunan ve yaygin olan cinslerindendir.
Buna kargilik, Sagonarla tiirleri lizerinde Tiirkiye'de herhangi bir
galisma yapilmamigtir. Diger tlkelerde yapllan aragtirmalar da, hemen

hemen sadece S. officinalis tizerinde yogunlagmigtir.

Tiirkiye'de yedi tane iki veya gok yillik Saponaria tiirii bulunur:
8. officinalis L., S. pumilio Boiss., S. pamphylica Boiss.&Heldr.,

S. Einetorum Hedge, S. prostrata willd., S. glutinosa Bieb., S. ketschyi

Boiss.

S, officinalis lizerinde-yeterli aragtirmalar yapilmigtir. Bu
yiizden tekrar aragtirmaya liizum gorilmemigtir. 5. kotschyi, Anadolu'da
Antalya, Burdur, Isparta, Komya ve lcel bdlgelerinde yaygin olarak
yetigen, 2 yillik, geligmig kok gistemine sahip endemik bir tiirdir.
Biiyiik topluluklar halinde bulummaktadirlar. Diger tiirler dar bir

alanda yetigir (8. pamphylica, S. pinetorum), bazilari gok kiigiiktiir



(S. pumilio). §3'2r03tfata'n1n ise 3 alt tiirti bulunmaktadir: érostrata,
apatolica, calvertii. fﬁ&gln olan alttirim(prostrata) 1 ve 2 yillak

fertlerinin karigik olarak bulunmasi, kimy#sal yapi bakimindan farkli-
liklara sebep olabilecegi igin, bu tir de aragtirmamzin konusu digin-

da birakilmigtir.

Biylece, saponozitlefi bakimindan aragtirilmaya en uygun tiiriin
S. kotschyi oldufu tespit edildi, Diger taraftan, On gailgmaiarrmlz

bitkinin k8klerinin uygun oranda CGZ}msaﬁonOZit-ta§1dlg1n; gbsterdi,

- Farmakognozik aragtlrmalar1ﬁ1zda, kdklerin ta§1d1§1 ana sap@po—
zitin yapisini tayinietﬁek esas gaye olmugtur. Bunun yaninda, ?“;
S. kotschyl bitkisinin botanik, kdklerinin anatomik Szellikleri, Kok
ve koklerden elde.edilen ham saponozitin fizikokimyasal azellikleri de

- incelemmigtir.
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_ Caryophyllaceae Familyasi

Otsu, gogunlukla galimsi bitkiler. Yapraklar genelliklé kargilik=-
11, basit, tam, bazi tiirlerde stipulala (Teleéhium, Sgergula) ¢ogunluk-

la stipulasiz (Scleranthus, Arenaria, Silene, gzgsozhillai‘nianthus ve

Saponaria) . qigekler aktinomorf, genéllikle hermafrodit, Dianthus tiir-
lerindeki gibi tek tek veya simoz durumlarda, Sepaller 4 - 5, serbest

- veya tubulat. Petaller 4 - 5, bazen eksik (Ortegia), serbest, génellik-
le tirnakli veya ig ylizeylerinde gikintilar (ligula = koronal pulcuk)
bulunur. Stamen 3 - 10, bazen yok, Ovaryum iist durumlu, 1 gdzli veya
tabanda 2 - 5 gdze bblinmiig, Plasentasyon serbest sentral, oviiller ¢ok
sayida, nadiren birkag tane. Petaller, stamenler ve ovaryum genellikle
bir karpofor fizerinde gikmig, nadiremn perigin, Stilus 2 - 5, serbest
veya kismen birlegik. Meyva kaphﬁ;a, bakka veya aken, kapsulalar dig
veya kapakla agilan ya da diizensiz kirilan, dig veya kapak sayisi sti=

lus veya stilusun 2 kati sayida. Tohumlar 1 veya gok sayida (42, 160).



Saggparia Cinsi

YaPlik;. iki y1llik veya gok yillik otsu bitkiler. Qlﬁlak veya
tiiyld, Yapraklar basit, .tam. Cigek durumu simoz, ﬁanikula veya kaﬁitu—
lum. Kaliks braktesiz, tubulat, 15 - 25 damarli, damarlar arasi bazen
birlegik, Petaller 5,kaliksden kisa veya uzun, genellikle ﬁembe renkli
'bif lamina ile kaliks iginde kalan renksiz-bir.t1rnak kismindan meydana
gelmisg. Bazen laminanin tlrnékla biflegtigi yerde koromal pullu, Stamen
10. Ovaryum, ¢ok sayida, ender olarak birkag oviilldi. Stilus 2, serbest.
Meyve, oblongdan ovata kadar degigen, listten 4 kisa kapak veya digle
agilan kapsula. Tohumlar birkaé tane veya ¢ok sayida, reniform, y;331,
ylizeyi pﬁ;'tiikli.i (16, 42, 160). THrkiye'de gimdiye kadar tespit edilen

tir sayisi 18'dir (42).

| §ekil - 1

Saponaria kotschyi Boiss.,




Saponaria kotschyi Bolss.
Syn: S. intricata Freyn.

Y1llik veya iki y1llik otsu bitkiler, Govde tabandan baglayarak
dikotom dallanmg, brtii ve salg: tﬂyleri ile kaﬁl:, tliyler tabanda kisa
ve seyrek, st kisimlarda uzun, sik ve salgr tillyleriyle birlikte
(§ekil 1,3). Dallar yaygin ve uclarda yikselici. Taban yapraklari peti-

olat, ¢iplak, obovattan spatulata kadarj {ist yapraklar sapsiz, sik tily=

'lﬂ oblongdan eliptike kadar depigir. Korlmbus ¢ok ¢igekli. Pedlseller

2 - 4 m, dik. Raliks 9 ~ 12 um boyunda, dar silindirik, 5 kisa akut
digli, ylizeyi sik drti ve galgy tiyleri ile kepli (§ekil - 2b). Korolla

5 ayr1 petalli, pembe renkli, Petaller tam, cbovat bir lamina ile kal;ks
icinde kalan beyaz renkli ince uzun bir tirnaktan meydana gelmig, tirpak-
la 1am1nan1n birlegtigi yerde iki koronal q1k1nt1 bulunur ($ekil = 2c).
Stamen 10, filamentler kaliksin dqunda. Ovaryum Ust dutumlu. bir karpo-

for Uzerinde (§ekil - 2d). Meyve, dar uzun dblong bir kapsula. Tohumlar

1 - 2 (16, 17, 42).

gekil - 2
‘ S.'kotschzi Gigek Kisimlari

(a) QLgek, (b) Kaliks, lgten ve D1§tan Gﬂrﬁnﬁgﬁ
(c) Petal, Stamenlerle Birlikte, (d) Ovaryum.






Kk Morfolojisi

Sarlmsi kahverengi, ince uzun, 10 - 15 em uzunlufunda, istte
2 - 5 mm gapinda, kazik kdk, yan kdk izleri tagir. Toﬁraktan ¢ikarildi-
ginda gok esnek, kuruyunca kolayca kirilabilir, tizeri boyuna buruguklu,
Yiizeyinde yér yer burulmalar gériiléir. Kirilma yiizeyi diiz, Digta ince
bir mantar tabakasi, altinda beyaz renkli bir kabuk bﬁlgesi, kambiyum
ve sari renkli merkezi silindir ayirt edilir, Gbvdeye yakin yerlerde

6z genellikle bog..
K&k Anatomisi

‘Enine kesitte (Sekil - 5) 50-120u kallnllglnda,'kaqeli hilcre=-
lérden meydéna-gelmig birkag sirali mantar tabakasi gdriiliir. Kabuk |
parenkimasi hﬁcrelefilsélﬁiozik kalinlagms. Druzlar 30-40p blyikliglin-
de, parenkima hﬁcreleriAiginde, seyrek, Kambiyum yer yer ezilmig.
30-50u gaP1nda, ags1i kalinlagmig odun bo;uiarl birlegerek merkezi
silindiri meydana getirmig. Merkezi silindirin altinda, dze dofru cidar-—
lary seliilozik kalinlagmig hiicreler gdriiliir. Bu bdlgede bulunan odun
borular:i helisel kalinlagmig, daginik. Govdeye yakin kisimlarda &z bog.

Nigasta ve &z kollari yok.



Mantar{

Floem

Ksilem

&> Kabuk

Afs1 Kalinlagmig

Odun Borulari

Helisel Kalinlagmig

O0dun Borulari

Sekil~5

Saponaria kotschyi Boiss.-Kék, Enine Kesit
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Saponaria kotschyi Boiss. - Kdk Tozu Elementleri
(c) Agsi Kalinlagmig

(a) Mantar, (b) Druz Tagiyan Parenkima Hicreleri,

0dun Borusu, (d) Druz, (e) Helisel Kalinlagm g Odun Borusu, (f) Geperleri
Sellilozik Kalinlagmg Hicreler, (g) Geperleri Odunlagmig Hiicreler,

(h) Parenkima Hiicreleri.
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KiIMYyasaL BUOLUM

P EORIRK BILGILER

Saponozitler

Genel

Sudaki gazeltileri galkalandip: zaman kalici bif kaﬁﬁk meydana
getiren, genellikle hemolitik etkiye sahip, ndtral veya hafif asidik
karakterli O-heterozitleridir. Mukozayi tahrig ettiklerinden dolayi
aksirticl Szelliktedirler. Kolesterol ile kompleks yaﬁarlara Hemolitik
etkileri, kolesterol ile birlegerek alyuvarlarin geﬁarini hemoglobine
kargl permeabl hale getirmelerinden dolayidir (129, 157). Barsakta
absorbe olmadiklari igin bu tesir agizdan alindiklarinda gériillmez.
Soguk kanli hayvanlar dzellikle baliklar fizerinde toksik etkileri var-
dir. Antibiyotik ve fungusit etkidedirler (59, 158, 168 =170, 172).
Aﬁorf, kokusuz ve renksizdirler.‘Su, etanol ve metanol gibi polar
¢Bziiciilerde g¢dziinir, oksijensiz gbziiciilerde pratik olarak ¢dziinmezler.
Polarizlemmis 1gif1 etkilerler. Erime alanlari genellikle yiksektir

(200 - 350° C).
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Bitkiler aleminde gok yaygindirlar. Orta Asya ve Gliney Kazakis-
tan bitkileri lizerinde yapilan sistematik bir aragtirmada, 104 familya-
nin 1730 tiiri aragtirilmig, 627 triterpenik ve 127 steroidal‘saﬁonozit
bulundufu gﬁsterilmigtir. Aragtlrllan familyalardan yetmig dokuzunun
saponozlt tagidigr (% 75,9), saponozit miktaranin 7 0,1 ile % 30 arasin-
da degigen oranlarda bulundugu belirtilmigtir. Aragtirma sonucu, sapo—

. nozit tagiyan bitkiler tizerinde yapzlacak daha ileri galigmalarin

Caryophyllaceae, Primulaceae, Iridaceae, Liliaceae, Umbelliferae,

' Scrgg" hulariaceae; 'Solagac eae, ‘Borgginaceae, Zyg 02' hyllaceae, ‘Leguminosae,
Ranunculaceae ve Labiatae familyalari bitkilerinde yap1lmas1n1n uygun
olacagy ileri siirtilmiigtiir (54). Som on yildir yapilan:aragtirmalar,

deniz hayvanlarinda da.sapomozit bulunduguﬁu gostermektedir (127,128).

Heterozit yapisinda olan saponczitler, hidroliz edildikleri za-
man bir veya daha fazla sayida oz initesi yaninda, polisiklik halka
gisteminden tiremig :sapogenim. (sapogencl) olarak adlandirilen bir

aglikona pargalamirlar.

0z kisimlarinda D-glikoz, D-galaktoz, L-arabinoz, D-ksiloz,
D-fukoz, Lrramnoz, Dr kinevoz, D= glikuronik asit, D-galakturonik asit

ve riboz bulunmugtur (11, 59, 158, 167, 172).

Saponozitlerin aglikoﬁu steroidal veya triterpeniktir. Baglan-
gigtan bu gune kadar yap11an ;siniflandirmalarda, ilk biiyik grup ayi-=
rlmlnda agllkonlar1n yapisi gt ztniine a11nm1§t1r (59, 157, 158, 172).
i1k sxnlflandlrmalarda, bugiln glikoalkaloit olarak ayri bir grupta
incelenen steroidal alkaloitler de yer almgtar (59, 172). Halen,

baglaca iki grup altinda (11, 158) incelenmektedirler: Steroidal ve

triterpenik saponozitler.
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Bu kisimda, saponozitlere ait genel bilgiler, triterpenik olan-
lara agirlik verilerek kisaca incelenecektir. Saponozitler agagidaki

gibi sinmiflandiralairlar:

I, Steroidal saponozitler
A. Spirostanol Saponozitleri
B. Furostanol Saponozitleri

C. Nuatigenin Saponozitleri

D. Polipodo Saponozitleri

II. Triterpenik Saponozitler
A. Monodesmozidikler
1. N8tral Sapohozgtler
2. Ester Saponozitler
3. Asidik Saponozitler
a. Uronik Asit Tagiyanlar
- b. Asit Aglikoﬁlu Saponozitler
c. Aglikonu~Aéidik Olan ve Uronik asit
tagiyan Saponozitler.
4, Agil Saponozitier (Agilozitler)
B. Bisdesmﬁzidikler
1. N&tral Bisdesmozidikler
2. Asidik Bisdesmozidikler

C. Ha}ﬁansal Saponozitler
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I. Steroidal Saponozitler

Liliaceae, Dioscoreaceae ve Amaryllidaceae gibi monokotil

bitkilerin bulundugu familyalarda yaygindirlar (18). Aglikonlarina

gore baglica dért grupta incelenmektedirler (Tablo - 1) (158).

A. SPIROSTANOL
“

Sarsasapogenin

8. FUROSTANOL
LR

(25 S) 6R-furostan=
313,22x,26 ~triol

C. NUATIGENIN

Nuatigenin

D. POLIPODO
e ]

'Polipodogenin

Tablo = 1 ' S

’ Steroidal Saponozitlerin Simf landirilmasi



A.Spirost a‘n 0l Sapomnozitleri: Bilinen agli-
koniat arasinda 90 dan fazla spirostanol.tipi vardir, Buplardan bazllgfi
TABLO - 2 de gbsterilmigtir. Heterozit, en gok 3. (C) daki hidroksil
grubu {lzerinden meydana gelmektedir (Tablo - 2). Bu gruba heksozlar
'veya pentozlar baglamir. Bu gline kadar en ¢ok 5 oz tagiyanlarina rastlan-
migtir. Bazi heterozitlefde, 3. (©) yefine 1., 2., 5+, 6. veya 11.(C) da
bulunan hidroksil'grqplarx izerinden ozlar‘baglanlr. Aglikonun iki hid-
rokail grubu Uzerinden, ozlarin iki zincir halinde bagli oldufu sapono-
zitler de vardir (77) (§ekil - 7). Bu baglanma gekil olarak bisdesmozi-
diktir. Bununla beraber, her iki oz zincirimin baélz oldugu hidroksil
gruplari A fe B halkalarainda olursa, yap:_monodesmozidik olarak kabul

edilir (158).

Spirostan ——
Spirostanol Konfigllrasyon
Aglikon c(25)_C(5) on - ¢c=0 ___ gift bap
- Sarsasapogenin S 8 3B ' - o=
Diosgenin R - 3BA . - 5
pigitogenin R o 2a ,3B ;158 - -
Gitogenin R a 20 ,3B - -
Yonogenin R B 20 38 S - -
.KpnvallagehineA_ S B 13 3,58 0 - -
Konvallagenin-B | § 8 1B ,3B ,4B 58 - -
Hekogenin R o 38 12 ‘ -

Tablo - 2 |

Spirostanol'Aglikonlat~'
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Ledra |1~ a[:xonm.uesnm g

A

KohvallaSaponin A . 8
‘ﬂ

L=Ara |1 -uEnonmuosnm E]

oean |il.g
Emul.uﬂniu l:]
1~ ]

L=Ara

Glikokonvallasaponin_8

Sekil - 7
Spirostanol Saponozitleri

(cli) Glikoz, (Ara) Arabinoz

B;'F urostanol § ; ponoz §5t 1 e ri : Spirostanollerin
F halkalarinmin agilmas: ile meydana gelén steroidal bir aglikonm tagirlar.
Spirostanollerden farkly olarak 26. (C) da bir oz bulunur, Yapilan aragtir=
malar, bu ozun genellikle D-glikoz oldugunu gstermigtir. Bu nedenle, furos-
tanol saponozitleri bisdesmozidiktir. Asidik veya enzimatik hidrolizle D~
glikoz aglikondan ayrilarsa, halka kapanmasi sonucy monodesmozidik spiros-
tanol saponozitlerine déniiglirler (§ekil - 8)(172). Bu gruptan tanipmig bir

madde sarsaparillozittir (Sekil - 9) (150).

Furostan= turevi

" Spirostan=turevi

Sekil - 8

Furostanol Tirevi Saponozitlerin Hidrolizi



o=0H '|,

”

o 2 ' '
p-ar |1 : 8 peon |1-8] (288) <63~ Furostan~ 3, 220,28 « triol jae-l D=6l
L=pem |1
Sekil = 9.
Sarsaparillozit

(61i) Glikoz, (Rem) ‘Ramoz

&

C.Nuatigenin Saponozitlerdi:Bugrupsaponos

zitlerde F halkasi beglidir. 26.(C) da bir hidroksil grubu vardar. 11k ola-

rak Solanum sisymbrifolium'dan izole edilmigtir {153), Avena sativa'dan

{zole edilen, bisdesmozidik yapida olan avenakozit B, bu grup aaponozitlefe

Brnek olarak gdsterilebilir (§ekil 10) (149).

|
8 B W
|-3E¢bni'ezm‘n 20 -l
(ﬁn-mlgll-ﬂrrﬁ-ﬂﬂ p-2 o

$ekil - 10
Avenakozit B

(Ram) Ramnoz, (611i) Glikoz

pP.Polipo

vulgare rizomlarindan elde edilmigtir (66). Yeni bir‘saponozit tipi olarak

kabul edilen yapi, kolesteroliin 8 (C) atomlu yan zincirinin sikl

altil1 halka meydana getirmesiyle tiiremiglerdir (gekil = 11).

LeRem |t-2] O0-on Q1 —SE POLIPODOOENIN j

gekil ~ 11
* polipodosaponin

(Ram) Ramnoz, (Gli) Glikoz

do Saponozitleri: 1lkolarak Polypodium

o-yariagsetal—
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II. Triterpenik Saponozitler

"Carzoghglaceae;'HigzocaStanaceae;'Polygg;gggae;'Pfimulaceae,

"Saﬁindaﬁéaé vE'Saﬁotaceae gibi dikotil bitkileri tagiyan familyalarda

bulunurlar (18). Dogéda bu giine kadar bulunan saﬁogazitlerin daha gok
triterpenik yaﬁada.églikoﬁ tagidlklarm4;gs§it-edilmigtir,(158); Simdiye
Eada:ﬂlﬁﬁ;danefazlgutriterﬁenikﬂsaﬁondzit ve-ﬁroaaéogenolun yafzsl ay=-
dxniatllmigtlr.wBu.gruﬁ séﬁ&nﬁzitler yiiz yildan fazla bir siireden beri
bilinmektedir. 1zolasyonlari ve izole edilen maddelerin kimyasal yapi
ve davraniglari, biyoléjik 8zellikleri {izerindeki aragtirmalar son

yillarda biiyik geligmeler gbstermigtir (11).

Triterbenik aglikon tiﬁleri Tablo 3 de gdsterilmigtir. Bu giine
“kadar yaﬁllan aragtirmalar sonunda 105 cleanan,8 ursan, 3 dammaran
tiirevi aglikon bulunmugtur, Hoﬁan, lanosten veya luﬁeol tiirevi aglikon

tagiyan bir gruﬁ saﬁonozitin ya§151 heniiz tam olarak aydinlatilamamigtir.

Tablo-4 de goriildligi gibi, bilinen triterpenik aglikomlarin biiyiik
kism. £ =~ smiren halkasi tagimaktadir. Bu tiﬁ triterﬁenler 3. (C) da
- bir hidroksil grubﬁ faglrlar. Diger-hidroksil gruﬁlarm D ve E halkala~-
rinda genellikle 26., 21. wve 22.(C) da, nadiren 2. (P;esenegenin) ve
15. (C) da bulunur, f -Amiren halkasinda yer alan 8 metil grubuhdan,

bzellikle 23/24,.29/30 ve 28 nolu metil gruplari yiksek oksidasyon
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- Darmrmaran

Lanostan

Holostan

——M—‘-_i

Tablo - 3

Triterpenik Aglikon Tipleri

M
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_Aglikon OR COOH cC=0 Diger
Gipsogenin - ) 23 -
Gipsogenik‘Asit - 23, 28 | - -
ﬁederagenin 23 28 - -
‘Oleanolik Asit - - 28 - -
Kilayik Asit 16 28 23 -
Prés?negenin 2, 27 23, 28 - =
Glisirretik Asit] -~ 30 1 -
Bassik Asit 2,23 28 - a3
Siklamiretin Af 16 L= 30 13, 28 epoksi
Tablo - 4

Onemli al2 Triterpenik Aglikonlar

* .
Siklamiretin A'da epoksi koprisi oldugundam, 12. (C) ile 13. (C)

arasindaki g¢ift bag yoktur.

pasamagindadirlar. Bunlar, hidroksil veya karboksil gruplarina, nadiren
aldehitlere dbnligiirler (167). fentaqiklik halka sisteminde, glisirretik
asitte oldupu gibi, keto grubu bulunabilir. Halkada gift bag varsa, bu
daima 12. ve 13+ (C) lar arasindadir, nadiren baz1 halkalarda 18. (C) b
da yer alir. Epoksit, 13. ve 28. (C) lar arasinda meydana gelir. Epoksit

tagiyan agllkonlarda ¢ift bag bulumnmaz veya 11. (C) na 1t11m1§t1r (148 155) .

i
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Tritérﬁenik saﬁonézitler, monodesmozidik veya bisdesmozidiktir-—
ler. tkinei oz zimeiri, daima 17. (C) daki karboksil grubuna baglidax.
Bu baglanma O-agilozidiktir. 3. (C) daki hidroksil grubu iizerinden
baglarma ise ozidiktir. Sadece,'iggggi'ginseng den elde edilen dammaran
tipi saﬁonozitin her iki oz zinciri de ozidik bagla hidroksil gruplari
izerinden baglanmgtir ve bu tiﬁ aglikonlarda aldehit veya karboksil

gruplari da bulunmaz (109, 136, 142).

2

I
Hayvansal triterpenik saponozitlerls, deniz hayvanlarindan izole
"edilmiglerdir, Tipik saﬁonozit bzellikleri gbsterdikleri igin bu grupta

incelenirler.

Bu giine kadar izole edilen, yapisi teyin edilmig triterpenik
saponozitler arasinda, oz zincirinde 11 ve 12 oz initi tagiyanlar bilin-
mektedir. Bu nedeple, yapisinda dértten fazla oz tagiyan saponozitler,

KOCHETKOV ve KHORLIN tarafindan OLIGOZITLER olarak da isimlendirilmig~

lerdir (86-88) .

A,Monodesmozidik Sa § onozitlerx

1. Notral Saponozitler @

N&tral saponozitierde, oz kismi aglikonun 3. (C) undaki hidrok-
sil grubuna baglidir, Bu tip sa?onozitlere tabiatta az rastlammigtir.
Kimyasal yapilar:r ve szellikleri y®dniinden monodesmozidik steroidal
saponozitlere gok benzerler. Kolesterolle gok giig ¢Yziinen kompleks

meydana getirirler, kuvvetli hemolitik etkiye sahiﬁtirler°
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Cyclamen europaeum'dan elde edilen siklamin (§ekil - 12)

kristalize olarak izole edilebilen nadir saponozitlerdendir., Bu

madde digerlerine oranla ¥nemli derecede yiiksek bir hemolitik

etkiye sahiptir. (152),

o-ar {1.q
o-an |1+,
o= kel 1"c LeArs 1-aEmminzﬁn D
D=Git l‘a '
gekil - 12
Siklamin

(G1i) Glikoz, (Ksi) Ksiloz, (Ara) Arabinoz.

2, Ester Saponozitler :

Yapi ybénlinden hemen hemen en kar1gik grubu meydana getiren
bu saponozitlerden ba;;lar:nln‘yapxlarz tam olarak aydinlatilama-

m1g, baz: yapi tayinleri ise hatal: olmugiur:(lss).

Esterlegmeyi saglayan asitlere dronek olarak formik asit,
asetik asit, n-btirik asit, izobiitirik asit, izovalerianik asit,
o-metil bitirik asit, anjelik asit, tiglik asit, 3,3- dimetilak-
rilik asit, benzpik asit, 3,4-dimetoksi sinnamik asit, ferulik

asit ve N-metil-antranilik asit gtsterilebilir.

Bu tip saponozitlerin, nemli fi;yolojik etkilefinden dola-

y1 eczacilikta kullamilig sahalari vardir, Tiirkiye'de de siis agaci

‘olarak yetigtirilem Aesculus higggcastanum'un tohumlarindan elde

edilen eskin de bir ester aapogpzittir; Eskinin yapisi {izerinde

yapilan aragtirmalarda, oz kisminda D-glikuronik asit, D-glikoz;

p-ksiloz ve D-galaktoz bulummgtur, Bu ozlarin molar oranlari

girasiyla 1,60:1,58:0.23:0.19 dur, Aragtirma sonngla;;na glre

p-glikuronik asitin 2. ve 4, durumdaki hidroksillerine birer
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D-glikoz baglidir. Ayrica, bu yapimin yaninda, D-glikozlardan
birinin yerine D-ksiloz veya D-galaktoz gecince eskin grubu diger

saponozitler meydana gelmektedir,

0z kismy farkliliklar gdsteren eskinin, aglikon fraksiyonun-—
da da protoeskigenol ve barringtogenol C olmak izere iki ‘aglikon
elde edilmigtir. Gaz kromatografik ga11§ﬁalar, asetik asit,
a-metilbitirik aéit, izoblitirik asit, tig}ik asit ve anjelik
agitin 8:1:1:6:4 den 10:1,5:1:4:3,5 & kadar degigen oranlarda ester

yapan asitler oldufunu gostermigtir.

2 Aglikon, 3 degigik oz zinciri ve 5 ayri asitten tireyen
30 depigik saponozit karigimmin eskini meydana getirdigi anlagpal-
migtar. Bu karigim iginde % orani en yliksek olarak buluman yapi

(Sekil - 13) eskinin ana saponoziti olarak kabul edilmigtir (173).

. [ H:
Eskin antienflamatuar etkiye sahip bir saponozittir. Ayrica,

bu grup saponozitler arasinda kan gekerini dilgirileli, ekspektoran

+

" ve timdrlere kargi etkili olanlar da kayitlidar (158).

D-Qn [

-t ‘ g oot (rroter)
D=0HAl1-3 PROTOESKIQENIN ‘
- p-on |1-% 22« gpurat

Sekil ~ 13
Eskin

(61i) Glikoz, (Gli A) Glikuronik Asit

3. Asidik Saponozitler

a. Uronik Asit Tagiyanlar: Bu grup saponozitlerae nétral bir
aglikon bulunuz. Asidik 8zellik, saponozitin oz kismnda bulunan uro=

nik asitten dolayidir. Bu asit, glikuronik veya galakturonik asit (177)
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olabilir, daima aglikonun 3.(C) unda bulunan hidroksil grubuna

baglidir. Primula elatior bitkisinin kdk ve rizomlarindan elde

edilen primulasaponin (§ekil 14), bu grup sapomozitlere Srnek

olarak gésterilebilir (158).

3

LeRam |1
" DGl A 1-3Emluumsuiu Aj

o-an |1-a] o-aw |1-2

Sekil - 14
Primulasaponin

(cli) Glikoz, (Ram) Ramnoz, (Gal)@alaktoz, (Gli A) . Glikuronik Asit

be Asit Aglikonlu Saponozitler: Tritérﬁenik saponozitlerin
en iyi bilinen ve dolayisiyla en genig grubudur. Aglikona bagli
bir karboksil saponozite asidik bzellik kazandirir. Bu tip agiikon—
lara oleanolik asit, ursolik asit, ekinosistik asit, hederagenin,

gipsogenin ve gipsogenik asit Brmnek olarak gésterilebilir,

Albizzia anthelmintica'nin kdk kabuklarindan elde edilen

ekstrakt, Afrika'da tenya dilgiiriicti etkisinden dolaya halk arasinda’
kullanilmistir. Ekstrakt {zerinde ya§1lan galigmalar, bu etkinin
bir asit saponozit olan musennin A ve B (Sekil 15) den ileri

geldigini gdstermigtir (151). Saﬁonaria officinalis'den izole

edilen saponarozit (26, 27) ve Leontice eversmanpii'den izole
#_M

edilen leontozit A ve B de bu grup saponozitlere drnek olarak

gosterilebilir (Sekil 15) (108).
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L~Ara ]1-B L=Ars |1-2]1 t-Arm |1-3 .EHNOSJ‘STMASIT]

Musennin A‘ . B'_

o-an |1 3} t-ann j1-2] L-Am |1-2] Le<Am |1-3 srfuoslsﬂnslr]

L ~Ara I: -aEnsosuasnm j

L.eontozit A’, B‘_

D-aH 1-4 Le=Are I-SEHEDERAGENINj

Sekil ~ 15
tnemli Asit Aglikonlu Saponozitler

(Ara) Arabinoz, (Gli) Glikoz.

¢. Aglikonu Asidik Olan Ve Uronik Asit Tagiyan Saponozitler:
Bu'grup saponozitler, hem asidik dzellikte bir aglikon hem de oz

zincirinde uronik asit tagirlar.

Glycyrrhiza glabra'dan elde edilen Glisirrizin (Sekil 16)

bu grup saponozitlere iyi bir Srnektir. Glisirrizin, hem aglikonda
tagidagl keto ve karboksil gruplari, hem de oz kisminda bulunan iki
mol glikuronik asitten &olayl cok polar bir yapiya sahiptir. Kolay-
likla saflagtiralip, kristallendirilebilir. Sekerden 150 kere daha
tatlidir. Hidroliz edildipinde tadi kaybolur. Antimikrobik, antispas-
modik ve antienflamatuar etkiye sahibtir. Glisirrizinin bu etki-
lerinden dolayi, bitkinin kokleri (Radix Liquiritiae) mide iiserinde
(antispasmodik), gz banyolari ve ses kisikliginda kullanmilir. Drog
ayrica, antispasmodik etkisinden dolayi drastik miishillerle birlikte

agr1 azaltmak igin de kullanilm.gtair.

[ p-aiia [1-2] o-Gna|1-23 ausmneﬂnsir]

Sekil - 16 .
Glisirrizin

(G1li A) Glikoronik Asit



4 A;il'Saponozitlsr{A;ilozitler):

Ender rastlanan saﬁonozitlerdir. Aglikonun 17, (C) undaki
karﬁoksil grubuna ozlarin baglammasiyla meydana gelirler., Bu grup
saﬁonozitler, monodesmozidik saﬁonozitlerin tiﬁik dzelliklerini
géstermezler. Hemolitik sktiviteleri ile kimyasal yaﬁllarl arasinda
bir ilgi oldugu sanilmaktadir. Aglikonun karboksil grubunda kuvvetli
polar bir gruplagmanin olmasi ile, tiﬁik saﬁonin‘ﬁzelliginin azaldiga
agiklanmektadir. Bu nedeanle, Bzellikleri ydniinden bisdesmozidiklere
benzerler. Asiyatik asit ve mediksgenik asit gibi aglikonlarin A hal-
kasindaki kuvvetli polar gruplar,_bisdesmozidiklerdeki ﬁolar 0z grup=~

larina kargilik olarak gsterilir.

Bu grup saponozitlerden biri olan asiyatikozit (§ekil 17) ilk

olarak Centella acviatica'dan izole edilmigtir (120) . Bitkinin farkl:

kimyasal varyeteleri bulundufu igin, asiyatikozitin elde edilmesinde

sadece Madagaskar'da yetigen tiirlerden faydalanilmigtir.

Biyokimyasal bir galigmada, asiyatikozitin heksozmonofosfat
(HMP) siklusunu uyarici bir etkiye sahi§ oldugu bulunmugtur (67). Bu
etkinin, diger yilizey aktif ajanlarlﬁ etki mekanizmalari ile kargilag-
tirilarak, muhtemelen asiyatikozitin 16kosit membranina etkisiyle
meydana geldigi gdsterilmigtir. Bu da, asiyatikozitin saponozit ya-

pisinda olmasiyla agiklanmigtir.
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[:: ASIVATIX  ASIT ::]23-1 p-0u ]e-i[ p-oi 4-1[ L-Hmﬂ] .

Sekil - 17
Asiyatikozit

(Gli) Glikoz, (Raﬁ) Rammoz.
B. B jﬁ sdesmozldik Saponoz itler

1. NStral Bisdesmozidikler:

Agiikonu agidik Bzellik gﬁsterén monodesmozidik sapbnéziiler;:bﬁ-
dzellifi veren gruplarina ozlarin bgglﬁnmasiyla patral bisdesmozidik
gsaponozitler meydana gelir, Triterpenik saponozifierin Sneﬁli bir grubu-
nu meydana getiren bu grup saponozitlerden, yap;s1 aydinlatilanlarin
#niigliniin aglikonu oleanolik asit, onbirinpin hederagenindir. Gogunlukla

bu iki aglikoma birlikte rastlanmir (158).

Kolapanax septemlobum kdklerinden elde edilen kolapanakssaponin

B, (Sekil 18) bu tip saponozitler igin iyi bir Srnektir (187).

L = Ram 1-ar L« Ara I-SEHEosmoENlezs-lrn-an 8-1 o-anJ4-l L - FRam

gekil - 18
Kolapanakssaponin B

(Ram) Ramnoz, (Ara) Arabinoz, (Gli) Glikoz.

A

2. asidik Bisdesmozidikler:

Gok polar saponozitlerdir, AgliROna gok sayida oz baglanmigtir.
/

Bzellikle yikama sularinda deterjan, ateg stndiirme cihazlarinda kopik

g
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yapici ajan olarak, film endiistrisinde 1g1ga kargl hassas tabakalarin

yaﬁzlmasxnda kullanilar.

Asidik Szellikleri, oz zincirindeki D-glikuronik asitten dolayi-

dir. Bu gruﬁta en gok bilinen sabonozit, ilk olarak Gyﬁsoﬁhila pacifica’-

dan izole edilen giﬁsozit A dar (73, 89, 91). Bu saﬁonozitin aglikonu

giﬁsogenindir. Bu madde'Caryoﬁhyllaceae fainilyasinda birgok tiirde

bulunmugtur (2-4, 25, 27, 74, 176).
C.Hayvansa 1 Ssaponozitler

Son yillarda ilkel deniz hayvanlarindan izole edilen heterozitle-
rin, séponozitierle-aynl dzelliklere sahié oldugu goriilmiigtiirs Bu madde-
lerin képlirme &zelliklerinin yanlﬁda, hemolitik ve fungusit etkiye
sahip olmalari, koleSteroi?ile komﬁleks meydana getirmeleri nedeniyle_bu

grﬂpta‘incelenmelexiﬁtekliffedilmigtir. Hayvansal saponozit olarak kabul

',edilen?bu;maddeler;'Eéhiﬂddétmata {Derisi dikenliler) sinifimin Holothuri-

‘oidea {Deniz‘kaﬂay1f1)~véﬁA$tefeidéaﬂ{DenizAylldizl)familyaiar1nda bulunmugtur .

‘Yapllarx tam olarak aydinlatilamamigtir. Aglikonun yaﬁlsl heniiz
tartigilmaktadir. Bununia beraber, izole edilen saﬁonozitlerinvaglikonw
lari lanostan veya kolestan tiﬁidir.'Bundan.bagka, aglikonun (muhteme-
len 3.C'daki) hidroksil grubuna bagli bir oz zinmeciri ve bu zincirin
gomunda sodyum hidrojen silfat kalintisi tagimaktadir (Sekil - 19).
Deniz hiyarindan elde edilen holoturin A, kuvvetli fizyolojik aktivite
gﬁstefmektédir. Biyolojik #nemleri ydniinden, diger deniz hayvanlarina

.kargl.bir'toksin‘plarak kabui edilméktedir (158).



| o-x | --bL pegn || 3-0-Me-an 1] o-te
OSO3Na o
Sekil - 19
Holoturin A

(Ksi) Ksiloz, (Gli) Glikoz, (He) Metil, (Kin) Kinovoz.
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Yap:i Tayinleri
Genel

Saponozitlerin yaﬁllarlnlﬁ tam olarak tayin edilmesi igin, su
sorularin aydlnlatilmasl gerekir: Bagli ozlar, varsa asitler ve agliko~
nuj cinsi ve ya§11ar1. Aglikonun yaﬁlsl aydinlatildiktan sonra, ozlarin
cinsi ve miktari, birbirleriyle yaﬁtlklarl baglanma gekilleri, zincirde
bulunduklari sira, meydana getirdikleri halka tiﬁleri (ﬁiranoz veya
furanoz) ve aglikona bagli olduklari yer veya yerler tayin edilir. Eger
ester cinsinden bagli asitler varsa, géps ve miktarlari, aglikona bagl:
olduklari verler tespit edilir. Bu‘gekii&e, saponozitin kimyasal yapisi
ortaya ¢ciktiktan sonra, son olarak oé{araarasindaki baglénma gekilleri

ﬁéilafxn_Ebnfigurésyonlarl) hesaplanarak tam yapr agiklamr.

Bu sorularin cevaplandirilmasi igin, bnce asidik veya enzimatik
hidroliz yapirlir. Aglikonun teghis edilmesinden sonra, ozlar kalitatif
ve kantitatif olarak tayin edilir. Alkéli hidrolizle ayrilan asitler
teshis edilir.:Metilleﬁe ve asit hidroliz, ozlarin birbirleriyle yap-
tiklar: baglanmanin gekli, meydana getirdikleri halka gekilleri ve
aglikona bagli bulundukléri yerler hakkinda fikir verir, Molekiiler
cevirme, enzimatik hidroliz ve NMR aragtirmalarr ¢ ve B béglarxnln

tipini agiklamada yardimeci olur. - i
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"o tal Hidrol iz

Aglikonlarin Tanimi: Saﬁonozitlerin geyreltik mineral asitlerle
kaynatilmasiyla, aglikon ve oz iinitelerine ﬁargalanma51 saglanir. Bazen,
ester olarak bapli bulunan asitler bu gartlar altinda aglikondan kismen
ayrilirlar. Bu nedenle alkali bir hidroliz ile serbest hale getirilme-

leri gerekir.

Aglikoniarln tgghisinde kolay ve iyi bir yol asetat tiirevlerimin
hazirlamnmasidir. Asit karakterli sapogeninlerin asetat-metilesterleri
de yapilmaktadir. Bu tirevlerin diigik ve kesin erime noktalarina sahip
olmalari, teéhisi kolaylagtirar. $ayet'bi1inmeyenlbirraglikonla kargi-
lagilirsa UV (70, 71, 101,;111, 162), IR (40, 138), NMR (30, 31, 46, 51,
63, 64, 68, 105, 124, 125,135, 159) »Xiitle (21.-23, 44, 68, 118, 163), .
ORD (43,l137) ve X- 1ginlara (110) gibi:sﬁektroskoﬁik yéntemlerden de

yarérlanmlmaktad;r.

Gogunlukla, asidik hidroliz sonunda aglikonlarin degigiklige
ugramasiyla sekonder iiriinler meydana gelir (gibsogenin yerine giﬁsogenin
laktonun elde edilmesi gibi). Bu durumlarda, aglikonlarin izolasyonla-

rinda orta derecede hidroliz, ﬁeriyodat ﬁargalanm351 gibi koruyucu ydn-

~ temler kullanmilmigtir.

Koruyucu pargalanmaya, enzimatik hidroliz de drnek olarak gbs-
terilebilir. Tam hidroliz iginkarigik enzim preﬁaratlar1 kullanilmigtair.

Saponaria officinalis bitkisinin kéklerinden elde edilen saponozit D

nin yap1 aydinlatilmasinda, diastaz ve Rhizopus arrhizus mantari enzima-
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tik hidrolizlerde kullamilmigtir (34). Triteréenik saﬁonozit olan
musenninin ya§151n1n agiklanmasinda, B-glikozidaz (emilsin) (151),

Agrosuemma-githago saﬁonozitinin-ﬁzerinde yapllén galigmada Aspergil-

- lug wentii den elde edilen enzim karigim (154}, siklaminlerin oz zin-
cirlerinin analizlerinde de ayni gekilde bir seri enzim karigimi

kullanmilmsgtir (152).

"Bazl durumlarda, Szel bakteri kiltiirlerinden yararlanilmigtair
(175) . Ancak, aglikonlarda mikroorganizmalarin etkisiyle degigiklikle=

rin meydana gelmesi ihtimali de vardirs

Bazen, hidroliz sirasinda ozlar koﬁar koﬁmaz ani olarak aglikon;
da halke kapanmasi olur (furostan tiﬁi saﬁonozitlerden sﬁirostan tipi
aglikon elde edilmesi gibi) (57). Bu gibi durumlarda, kimyasal reaksi-
yonlarla aglikonun Y&PISL tayin edilir. IR, NMR ve Kﬁtie gibi spektrosw

kopik yéntemlerden de Snemli 8lgiide yararlamilar.

1973 Yilainda KITAGAWA ve arkadaglari tarafindan yaéllan bir
aragtirmada, asit hidroliz sirasinda sekonder déniigimleri Snlemek igin
bir fotokimyasal hidreliz yﬁntem%gén kullanilmas1 gérektigi ileri
stirillmiigtiir (83). Ultraviyole 1§1niar1ndan faydalanilarak gergeklesti-
rilen bu iglem, bazi oleenan tipi ttiterpenik‘saﬁonozitler igin uygun

bir hidroliz ydntemi olarak gtsterilmektedir.

. Primula sieboldi saponozitlerinin metanoldeki gbzeltisi, kuartz

bir tiip ig¢inde, ultraviyole 1ginlariyla fotokimyasal olarak etkilen-
diginde, yiksek verimle protoprimulagenin A elde edilmigtir. Ayni

aragtirmaci grubu tarafindan daha sonra soyasaponoziti lizerinde yapi-
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len aragtirmalarda, hidroliz igin aglikona direkt olarak bagly bir

_glikuronik agitin gerekli oldufu belirtilmigtir (82).

Ultraviyole hidrolizde, fotokimyasal olayin agaprdaki gekilde

yliriidtigd dtiglinillmektedir (§ekil - 20).

QOR
O O -—sapogenol

Q- sapogenol

— | sapogenol

Sekil - 20

Fotokimyasal Hidroliz

Oksijen akiminin ve alkali katilmasinin, fotokimyasal

olayi belirgin bir gekilde indirgedipi de gBsterilmigtir.-

UV hidrolizin geligtirilmsindeﬁ sonra, TSCHESCHE ve
arkada§lan dsha Snce yapisini aydinlattiklari 'ﬁ'rixmla elatior
saponoziti lizerinde benzeri bir galigma yapmglardir (147).
ik galxgmalarxnda primulagenin.A olarak tayin edilen aglikonun
hidroliz sirasinda asit etkzs1y1e meyd ana gelen bir yan {irlin
oldugu anlagilmgtir. Ultraviyole 1ginlariyla yapilan hidroliz

sonucu, Primula elatior saponozitindende aglikon olarsk Proto-

primulagenin A jzole edilmigtir.
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UV hidrolizinin gergeklestirilmesinden sonra, KITAGAWA ve arka-
daglari glikuronit baginin segici olarak hidrolizi ig¢in yeni bir yintem
geligtirmigtir (80, 8l). Aragtirma, glikuronik asit tagiyan saponozit-
lerin permefillenmig tiirevlierinin alkali ile reaksiyonundan sonra kur-
gun tetraasetat oksidasyonu sonucu, glikuronit baginin segici olarak
yafllmasl esasina dayanir. Bu yontemle, metillenmig: ' sapogenol gok ivi
bir verimle elde ediimigtir, Ayni ara§t1rmacl grubu, glikuronit baginin
segici olarak hidrolizi igin yukarda k1saca agiklanan iki ydnteme ila-
ve olarak, {glincii bir iﬁﬁfem geligtirmiglerdir (79). Galigmada asetik
asit anhidriti ve piridin kullanilmigtir. Ydntemin esas, glikuronik
asitin 2, ve 4. karbonunda oz utaglyan ve karboksil grubu serbest olan
bir glikuronit—saponinié; sapogenol ve glikuronit k1 sumlarinin asetil-

lenmig tiirevlerine dénigtirilme sidir.,

Ozlarin Tanimi: Bu giine kadar yaﬁllan galigmalarda saponozitle-
rin oz kismnda D-glikoz, D—gélaktoz, L-arabinoz, D-ksiloz, D-fukoz,
1- ramnoz, D~kinovoz, uronik asitler ve riboz bulummugtur (11, 59, 157,
158, 172). Ozlarin kalitatif teghisi en kdlay‘ve en emin gekilde
kagit kromatografisi ile yapilmaktadir (29.:34. 41, 93, 104). Bu igle-
min tek mahzuru uzun sﬁfmesidir. tnce tabaka kromatografisi de aymi

ama¢la kullanilmsktadir {12, 65, 164). "

Ozlarln kantitatif'analizi, gaz kromatografisi sayesinde kolay-
lagmigtir. Ilk olarak SWEELEY ve arkadaglafl, ozlarin trimetilsilil
tiirevlerini hazirlayarak gaz kromatografiside teghislerini saglayan
bir aragtirma yapmiglardir (143). Bu yontem, daha sonra heterozitle-
riﬁ oz k1 aminin kantitatif analizinde uygulanmak iizere geligtiril-

migtir., WULEF (171), KIMURA ve arkadaglari (75), GOROVITS (52,53)



tarafindan yap1lan ¢aligmalarda, izerinde Gnemle durulan ilk nokta uygun
bir hidrolizin geligtirilmesi olmugtur, Hidroliz srasinda ozlarin asit-
lerle parqaianm351ndan've ndtrallegtirmedeki kaylﬁlardan dolayi, yapay
oz karigimlarindan hareketle, ayn:i gartlar altinda galigilarak diizeltme
faktﬁrléri he saplanmigtir. BGylece, ozlarin kantitatif analizlerinde ha-
ta oreni minimuma indirilmigtir. WULLF, diizeltme faktdrlerinin he saplan—
masi ig¢in, serbest ozlarin hidroliz gartlary altinda tutulma sireleri-
nin, hetefozitlere oranla daha kisa olmasi gerektigini agiklamigtir.
Buna sebep, heterozitlerde bagli halde bulunan ozlarin daha yavag ser—
best hale gegmelerine kargilik, serbest ozlarin ilk andan itibaren a-
sitle temasta olmasidir. WULLF'a gire, kantitatif bir analiz igin, su-

. suz metanslli ortamda:haz1rlanm1§-z 5 1ik hidroklorik asit gdzeltisiyle
yapilan asit hidroliz (950 C de 5 saat) en uygunudur. Bu gekilde hata

" oranimin % 3 # agmadigy belirtilmektedir. KIMURA ve arkadaglari ise,
steroidal saponozitlerin hidrolizi igin (2N siilfiirik asit; diok san)
karigimini teklif etmiglerdir (95-100°Ch 5 saat). Bu gartlar altinda
galigildiginda, baglangig madde sinin 7 90 dan fazlasinin tekrar kaza-

nildigyr gdsterilmigtir.

Uygun bir asit hidrolizden sonra oz karigimlariy silil tiirevlieri
halinde gaz kromatografisine uygulamir. Bunun igin, asidik hidrolizle
elde edilen oz karigimlari iyice kurutulur, ﬁiridinde goziiliir, hekzame-
tildisilazan ve trimetilsililkloriir ile silillenir. Sililleme siire si
SWEELEY'e gdre 5 dakika, WULLF'a gbre 95°C de 1 saat, KIMURA ve arka-
daglarina gbre ode 1sisinda 5 saattir. Daha sonra, silillemen karigim
ya dogrudan dofruya (143), ya da sililleme ajanlar: ortamdan uzaklag~
tirildiktan sonra benzol (171) ve n-hekzan (75) gibi gdziicliler yardi-
mi.yla gaz kromatografisine uygulamir. Tablo 5 de bu aragtirmacilar ta-

rafindan uygulanan gaz kromatografisi gartlari bzetlemmigtir.
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YONTEM Kolon ve Sivi fazlar ve Tagiyici Gaz | CGaligma Lit:
‘ Boyutlari | Dolgu :Ea_g__c_l__e__igri.‘ ' "VEéAkig h:l._zz__ﬁlis,l 81 L
BECE Gelik % 15 silikon yafi Helyum
WULFF 2m x 3mm | DC Celite 545(60- | 34 ml/dak 190°c 171
80 meé&%? |
Celik Z1,5 SE-30 .Azot
KIMURA a.|1.5mxébmm | Chromosorb-w < .35 mi/dak | 140°C [ 75
(60-80 mesh)
Gelik 7 5 cNst
b. |2.25meémm | Gas chromP 1207c
(100-110 mesh)
N Bakiy Z 5 SE=30 Celite Hidrojen 16200 52
Tmx4mm 545 (40—60_mesh) 36 ml/dak
% 5 Silikon faz Hidrojen
b, g= 30M Diaphorite | 55 ml/dak 170°¢C 33
(0,20-0,315 mm) )

I
Tablo ~ 5

0zlarin GLC ile-Tanlml Yontemleri

- Ozlar; silil tiirevleri veya silil tiirevlerinin, imetil eozitleri

" balinde gaz kromatografisiyle incelendikierinde, koméleks oz karigim-

larinin ag¢ilklanma sl anomer piklerden dolayr zor olmugtur. Bu nedenle,

ozlar anomer gekilleri olmayan alditol asetatlarina veya alditol

trifloroasetatlarina indirgenerek (5, 15; 126) veya kapiler kolonlar

xullanilarak (145) analiz edildiklerinde daha iyi sonuglar alinmigtair.

t1k olarak SAWARDEKER ve arkadaglari, etilen glikol siiksinat polieste-

rinin kopolimerini ve bir nitril siliken polimerin (ECNSS-M) stasyoner




faz olarak kullanmiglardir (126). Oz karigimlari sodyum borohidriir ile
indirgendikten .sonra, asetik anhidrit ve ﬁiridinde asetillenmig, gdzel-
ti sbgutulmuﬁb analiz i¢in dogrudan dogruya gaz kromatografisine uygu~
lenmigtir. BJORNDAL ve arkadaglari tarafindan, ki swen metillenmig oz
alditolleérinin:: asetatlari, ayni gekilde bir nitril silikon polimeri
(ECNSS-M) kolonde denemnmigtir. Metok sil gruﬁlarlﬁln yerine gegen asetok-
sil gruplarinin allkonma siirelerinde (Rt) uygun ertiglara sebebolmasi,
tetra~, tri-, ve d1-0—met11 hekzitol asetatlarin pentltol asetatlar gibi

iyi ayrilmalarini saglemigtsr (15).

Asitlerin Tanimi: Saponozitlerle esterlegmig asitlerin analizi,
alkali bir hidrolizden sonra elde edilen serbest veya metil esterleri~
nin gaz kromatografisi yardimiyla incelenmesi geklinde yapilmigtir (61,
173). Ayrica, ince tabakﬁ ve slitun kromatografisinden, IR, NMR, ve '

~ kiitle Spektrofotometré sinden de faydalanilmigtir (19).

Kismi Hidroldiz: Uzun oz zincirlerinde-metilleme ile
sonug alinamadiginda, kisai hidroliz uygulanir. Bu iglem, mineral asit-
ler veya % 10 luk okzalik asitle yapilir.(34, 38, 87). BSylece, uzun 02
zincirleri bioz, trioz ve tetrozlara pargalanmakta, izole edilen bu

oligoholozitler tayin edilerek zincirin yablsx aydinlatilabilmektedir.

Enzimatik hidroliz gofunlukla oz kism zengin olmayan heterozit—

lerin yapisinin aydinlatilmasinda kullanilmigtair. Primula elatior

saponozitinin oz kisminin aydinlatilmasinda, B —glikozidéz ve B ﬂgalak-

tozidaz ile ardarda yapirlan enzlmatlk hidrolizden yararlan1lm1§t1r (87).

Dallanma noktalarimin aydinlatalmasi igin periyodat oksidasyonun-
dan faydalanilmigtir (34, 89). Bu yéntemde temel prensip, zincirin gli-

kol yapisi gbstermeyen ozlara kadar pargalanmasidir. SMITH yontemine gore,
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saponozitin sulu g¢b¥zeltisi sodyum i)eriyodat ile reaksiyona sokulur,
sod yum borohidrilr ile indirgenir, meydana gelen poliol gok seyreltik
asitlerle oda 1sisinda hidroliz edilir. Bu gekilde elde edilen iirliniin

hidrolizi ile, aglikona bagli ilk ozlar agiklanabilir.

Diger bir yol, asetillenmig saﬁonozit.i.n hidrobromik asit/asetik
asit etkisiyle oz ve oligoholozitlere ?atgalanma stdir. Daha sonra,

AN
asetil gruplari koparilir, elde edilen dirtinlerin tayininden saponozi-

tin vaprena gegilir (146, 152, 156).

Bisde smozidik tﬁ.iterfsenik saponozitlerin yap:.lar:i., 17. (C) a
bagli karboksil grubu ile oz zineiri arasindaki agilozit baginin kopa-
r1imasiyla incelenmektedir. Tglem: ya'ialkali hidroliz ile (34,87,100), ya
da me'til tiirevine 1ityum altiminyun fidbic etkisiyle yapilir (29,33)%
Bbylece Shem' oz Cpineiddrinin yap:.éi‘lﬁ’yr:. Ayry ‘Yneelenmekte; hem de kar—
blbks‘il"gﬂfubtina' bagly ilk oz, 'feaksi’y“dﬁ sonucu alkoliine doniigtiigi igin
kolaylikla agiklanabilmektedir.

P ermetilleme Saponozltlerde, 0z z:u.nc:.rlermm

aydinlatilmasl 191:1 Snenili bir ydntem met:.llemedlr. Genel olarak,
total bir metilleme 1slem1nden sonra. asit hidroliz ile kismen ve
tamamen metillenmig ozlar elde edlllr. Ozlarm metillenme derecele~
;inden, zincirdeki yerleri talmin ed:|.11r. En dnemli sorun, metille-
menin tam ve bagariyla uygulanmasi, elde edilen metil ozlarin dogru

‘olarak tayin edilmesidir.

PURDIE ve IRVINE tarafindan, metil iyodiir ve glimiig oksitle
yapilan metilleme, bagariyla uygulanma}ct-adlr (121). KUHN ve arkadag-
lar1 tarafindan geligtirilen yﬁnteﬁléfde, degigik g¢dziicliler ve
metilleyici ajanlar demenmigtir (96, 97, 165). Bu aragtirici grubu

tarafindan, dimetil formamit vemdimaridsviosnemit ve dimetil siil-
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foksit metilleme mrasinda kullanmilan en iyi goziicliler olarak teklif
edilmigtir. Gerekirse, bu iki gdziiclniin karigimlarinin da kullanilabi-
lecepi belirtilmigtir. Metilleyici ajanlardan dimetil siilfatin, metil
iyodiirden daha’ ucuz ve daha tesirli olmasi nedeniyle tercih eri:i.lme si
istenmigtir. Ayrica, baryum oksit/baryum hidrok sitin glimily oksitten

ve stronsiyum oksit/stronsiyum hidroksitten daha uygun oldugu ve deney-
sel olarak gosterilmigtir (96). Diger bir metilleme ySntemi, diazome-

tan/boron triflorﬁr_kuliaﬁllérak yapilmaktadir (106).

Son zamanlarda en gok kullanilan metilleme ydntemi, HAKOMORI
‘tarafmdan geligtirilinigtir (55) . Reak siyonun. oda isi1sinda, basit
bir cihazda yapilmasi, k:.sé zamanda sonuglanma sy diger yintemlere gbre
biiylk bir iistiinlik olarak gdsterilmektedir. Ysntemin esasy, dimetil
dilfok sitte dimetilsilfinil karbaniyonla ilk &nge alkok sit tegekkiilli~
niin saglanma si, dgha sonra metil iyodiirle metillemenin gergeklegtiril-

me sidir. Reaksiyon gu gekilde meydana gelir:

. - + +
R-0-H + CH -S50-CH, (D)Na —eeee™ R-0-Na' + CH_~S0-CH,
+-.‘.
R-0-Na 4 Ci 31‘ oS0 R—O—CH3 ~ Nal

Metillemenin tamamlanip tamamlanmadifl, IR, ince tabaka kroma-

tografisi ve metoksil gruplarinin tayini ile kontrol edilir.

Metillenmié firiinler, daha sonra uygun bir asit hidrolizle me-
tillenmig oz {initelerine ayrilir. Elde edilen, degigik derecelerde
metillenmig ozlar kagit (Tablo -6), ince tabaka (Tablo - 7) ve gaz
kromatografisi (7, 49, 60, 78, 113). ile tayin edilirler, Metillen-
mig ozlar, kiitle spektrometre si yardim yla da kesin olarak tayin
edilebilmektedir (85, 92). Aynmy amagla, gaz kromatograf = kiitle -

spektrometre si kombinasyonlari da kullanilir (57). Burada, gaz
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kromatografinda ayrilan fraksiyonlar, kiitle sﬁektrometresinde degerlen—
dirilerek daha kesin sonug elde edilmektedir. Difer bir yol,metillenmig
ozlarin kolon kromatografisi ile ayr:i ayri izole edilmelerinden sonra,
erime noktalari ve sﬁesifik cevirmelerinden faydalanilarak teghis
edilme sidir. Ayrica, metillemmig ozlar boron trikloriir gibi ajanlar
kullanilarsk demetillenir (1), Bu gekilde, elde edilen ozun teghisi

ile, hangi ozun metillemmesiyle meydana geldigi tespit edilebilir (28,37).

Dronik asitlerin metillenmig tlirevleri, heksozlara indirgenerek
teghis edilirler, Glinki, glikoz ve galaktozun metil tlirevlierinin

teghisi daha kolaydir.

Solvan Sistemleri _ Oran Kagat Lit.

n~BuOH : H20 : CClA : 43423 S8 8,146,151,152,156
CH, : EtOH : HO: % 25-NH, 200:47:14:1  SS 146,151,152,156
Et - CO - Me / H,0 72N, S 151,152

n~BuOH : EtOH : H20 5:1:4 TR 76

Revelatdr | ' Anilin hidrojen ftalat 114

110°¢, 5-10°

Tablo - 6
Metillenmig Ozlarin Kajit Kromatografisi
S8 : Schleicher - Schiill 2043 b
TR : Toyo Roshi 51
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Lit,

Solvan Sistemleri. Oran Ad sorban
H : 1
C6H6 M22C0 1:1 KG 8! 46
C6H6 H Me200 231 KSK 34,37
: EtQH 8:2 KG 8
CGHG 0
1—Pr20 : MeOH 5:1 KG 8,156
CH013 : MeOH 9:2 KG 152
Et-CO - Me/H20 Z1 NH3 KG 144,152
H H sl 6
Et20 CGHSC 3 2 WG 76,77
Revelatdr Anilin hidrojen ftalat 114

110%¢, 5-10'

Tablo - 7

Metillenmig Ozlarin ince Tabaka Kromatografisi

KG ¢
KS8K ¢
WG

Kieselgel G
Silikajel
Wako — Gel B~5

Depigik derecelerde metillenmig ozlarin teghisi ile, zincirdeki

dallanmalar ve ozlar arasndaki baglanmalar agiklanmig olur.

Metillenmig iriintin hidroliz edilmesi ile, aglikona bagli ilk

ozlar ve bunlarin aglikondaki baglanma noktalari da agiklanabilir.

Serbest hale gegen aglikona ait hidroksil gruplari, asetatlarina gev-

rilerek NMR ve kiitle spektrometresiyle aydinlatilir. Hidroksil grup~

lari, ketonlara cksitlenerek, ok sidasyon driinii IR, NMR. kiitle spekt—

rometresi ve ORD ile de tayin edilebilir,



0zlar Arasindaki Baglarin
Durumau s Saﬁonazitin yaﬁlsi ortaya ¢iktiktan sonra yaﬁ1lan iglem,
ozlar arasindaki baglarin durumunun tespit edilmesidir. Bu iglem, oz
bakimindan zengin saponozitlerde zordur. Ozlarin sayisi az oldufunda,
baglanma gekilleri KLYNE kuralina gbre tayin edilumigtir (84). Bu ybnteme
gbre, heterozit, aglikon ve yaﬁldaki ozlarin & —ve B -metil ozitlerinmin
mol gevirmeleri kargilagtirazlarak sonuca gidilmigtir. Molekiil biiyildiikge

bu iglemden yararlanilamamig, hatali sonuglarla kargilagilmigtair,

Diger bir yol , &zel enzimlerin kullanilmasiyla yapilir. Bu yolla
da tiim ozlar igin olumlu sonuglar elde edilememig, dallanmig zincirler-

de zorluklarla kargilagilmigtir.

| Ozlar srasindaki ozidik baglarin kofigiirasyonlarin he saplanma sin—
da NMR dan yararlanan bu yontemde kullanilir. NMR yéntemi, bazi ozlarda
C-1 protonunun farkli kenetlenme sabiti gdstermesi esasina dayamir
(¢ ozidik bagda ~ 3Hz, B ozidik bagda ~ 6-7 Hz). Bu yol kenetlenme
sabiti sinyallerinin gak1§ma51 nedeniyle, molekiilde en.gok 2 oz bulunma=

¢1 halinde kullanilabilmektedir.

Genel olarak, heterozitlerde D-ozlar f - ve L-ozlar o -gliko-
zit baglary yapmaktadirlar. Son yillarda, a -D-glikozidik, o -D-galakto-
zidik ve B-L-arabinoazidik baglarin da tayin edilmesiyle, bu genelleme-

nin istismalarinin oldugu ortaya konmugtur (158).

Ktitle S pek t rometres i: Sapenozitlerin yapilari,
yukarda da anlatildify gibi total asit hldrollz, total metilleme ve
degigik kismi hidroliz ysntemleri ile aydinlatilmaya galigilmigtir.

Bu alanda, KOMORI ve arkadaglarinin steroidal saponozitlerin metil ve

asetat tﬁ:gyke;i'ile yaptigi kiitle spekhroﬁetrik galigmalar gok




ilgingtir (94). Aragtirmada, wmolekiil agirligi 650 iizerinde olan stero-
idal- saponozitler kullanilmig, hem aglikon hem de oz kisaminin yaplsi
nakkinda bagarili sonuglar elde edilmigtir. Ayni aragtirmacl grubu
tarafindan daha sonra, kiitle spektrometresi yardimiyla oleanan tipi

mono- ve bisdesmozidik triterpenik saéonozitlerin yaﬁ:.lan da incelen-
migtir (58). -

Bilindigi gibi, daha Bnce aglikonlar ve saponozitlerin metil
tiirevlerinin asit hidroliziyle elde edilen kismen metillenmig oz
finiteleri, kiitle spektromefre-siyle ayri ayri incelenebilmekteydi.
KOMORI:ve arkadaglari, bu iki ayri agiklamay: bir sfaektrumda g stere-

rek, yafal aydinlatilmasina biyik kolaylik gbstermiglerdir.

5
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Caryophyllaceae Saponozitleri

Ya§1lan aragtirmalar, Caryophyllacese familyasinin triterpenik
saponozit tagiyan bitkiler ySmiinden gok zengin oldugunu go stermigtir
(54, 56, 176). Ozellikle Gypsophila tlirleri, yik sek oranda saﬁonozit

tagimasiyla dikkati geker,

Caryophyllaceas saponozitleri ig¢in en tipik Srnek gipsozittir.
11k olarak Gypgoﬁhila ﬁacifica'dan izole edilmigtir (73). Aglikonu

gip sogenin olan bu saponozite 9 oz baglldxr; Tik aragtirmada, KHORLIN
ve arkadaglari tarafindan, toplam saponozitlere gipsozitler denmigtir.
Kromatografik ¢aligmalar, bu karigimin A, B ve C gipsozitlerinden

meydana geldigini gdstermigtir,

Kimyasal yapisinin aragtirilmasy iginm, Snce asit hidrolize
tgbi tutulmugtur. Aglikon olarak gipsogeninlakton elde edilmig gipso-
genin—laktonuﬁ potasyum hidroksif ile mugmelesinden sonra 3ipsogenin
elde edilebilmigtir. Bu arade Hgiincii bir maddenin de, alkalinin
gipsogenin-laktona etkisiyle méydana Qeldigi gérillmligtlir. Bu da
12, 13—dihidfb-13—hidroksigipsogenindir. ﬁu i maddenin kolaylikla
birbirlerine dtnilsmesi ile, gipsozit A, B ve C nin kgigrlikli olarak

birbirlerine dontigmeleri ar331nda'bir ilgi oldugu diigiiniilmiig tiir(§ekil-21).

Gipsozit A, B ve C karigiminin hidroliziyle, 7 degigik oz teg-

his edilmigtir. Bumlar glikoz, galaktoz, ksiloz, arabinoz, ramnoz,
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fukoz ve glikuronik asittir. KOCHETKOV ve arkadaglari tarafindan,
glpsozxtlermn oz kisminin yapr ve miktar tayini ile ilgili bir ca-

ligmada, sadece ksilozun diger ozlara gbre iki veya {ig mol oldufu

tespit edilmigtir (90).

(Im)

Sekil - 21

Gipsozitlerin Birbirine'Dﬁnﬂgﬁ'

- (D Gipsogenin, (II) G1psogen1n-1akton
A{111) 12, 13-d1h1dro-13—h1droksLg1psogenin

G1p8021tin yapisi, 1963 yilinda KOCHETKOV ve arkadaglar: tara-
findan yayinlanan bir aragtirmada kesin olarak aydxnlatzlmlgtxr (Sekll—
25) (89). Aym1 galigmada, gipsozitlerin, pH min etk1s1 ile kolaylikla
birbirine degisebilen, aldehit grubunun serbest olup olmamasiyla birbi--
rinden ayrilan ayni madde oldufu belzrtllqutir. Bu kolay dénlgilim, gli-
kuronik asitin karboksil grubu ile’ agllkonun aldehit grubu arasinda do-
nligebilir bir yari-asetal gruplagmanxn meydana gelmesi ile yeterli bir
gekilde agiklanmaktadir (§ekil-22) . Aym yal yayxnlanan dlger bir galig-
mada, Gypsophila paniculata bitkisinden Lzole edilen tr1terpen1k sapono-

zitlerin de gipsozitle ayni oldugu gosterilmigtic (74).
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H' oM o |
Gipsozit A - : Gipsozit B

Sekil - 22

Gipsozit A ve B nin Birbirine Ddniiglimii

Gipsozit, daha sonra difer GzEsoghilé-tﬁrlerinde ve birgok
Caryophyllaceae familyas:i bitkisinde bulunmugtur (2-4, 25, 27, 176).

Ayni familya bitkilerinin birgopgunda bulunan bu saponozitin,

degigik aragtrrmalarda farkli fizikokimyasal 8zelliklerle belirtil~

mesi lizerinde duran CHIRVA ve arkadaglari, Gypsophila acutifolia
saponozitleri Uzerinde galigmiglardir. Elde edilen saponozit
(akutifoliyozit) in aglikonu, gipsozitte de oldupu gibi gipsogenin,
ozlar1 da galaktoz, glikoz, ksiloz, arabinoz, ramnoz, fukoz ve gli-

kuronik asittir. Fakat, saponozitin yapisi incelendifinde gipsozit~

ten farkli oldupu gorilmigtdr (35).

Saponaria, Silene, Dianthus, Vaccaria gibi diger Cafzoghzllv

aceae bitkilerinde yapilan galigmalarda da ayni aglikon (gipsogenin)
ve aynl ozlardan meydana gelen, sadece ozlarin éayz ve diziliglerin~

de fark1111k'g3steren benzer saponozitler izole edilmigtir., - §

1967 Yilinda yayinlanan bir galigmada, Acanthophyllum tiirle-~
rinde, ilk defa aglikonu gipsogenik asit (Sekil - 23) olam bir
saponozit bulundufu gﬁsterilmigtié (13). Daha sonra, Sagoharia
officinalis bitkisinin kﬁklerindeﬁ izole edilen éaponozitin agli-

konunun da gipsogenik asit oldupu goriillmigtir (26, 27,
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Sonug olarak Caryophyllaceae familyas: bitkilerinde bulu-

nan triterpenik saponozitler igin bir genelleme yapllacak olursa,
aglikonlarinin genel olarak gipsogenin, ender de olsa gipsogenik
agit j oz kxsxmlgr: galaktoz, glikoz, arabinoz, ksiloz, ramnoz,
fukoz ve glikuronik asit gibi ozlardan meydana gelmektedir.
Saponozitin yapisanda glikuronik asit varsa, daima sipsogeninin

hidroksil grubuna dojrudan dofruya baglidar.

OOH

gekil - 23

Gipsogenik Asit

Sagonaria officinalis

Genel

Bitki, Orta ve Giney Avrupa, Balkan llkeleri, Rusya,
Asya ve Kuzey Amerika'da yetigirtfkﬁkleri ve herbasi drog ola-

rak kullanilmaktadir.

Kékler ve herba triterpenik saponozitler ydniinden
zengindir. Saponozitler d1gzn¢a;'yapraklar1ndan.bif flavonozit
izole edilmigtir (10). Saponarin (§ekil = 24) ada verilen bu

madde, bir C-heterozitidir. Yapraklarda ayrica C-vitamini vardir.

Kklerdeki saponozit miktari, ortalama % 5 kadardir (14,48,62).
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Bu miktar.Nisan ve Mayis aylarinda en yliksek degerlere (% 7,74~

% 8,18) ulagﬁaktadlr (117). Bu aylar, bitkinin"qigéklenme devresin-

den Bneeki ginleridir. Gigeklenme devresi olan Temmuz ve Aguétos

aylarinda, saponozit oraninin

en diiglik orana (% 2,29) indigi de

ayni ¢aligmada ghsterilmigtir. Ayrica, oligoholozitler (X 10,7),

rediikt8r ozlar (% 2!8); zamklar (% 2,6), ugucu yag (% 0,2) ve

yagsi maddeler (7 0,1) ve 7 2

anorganik madde tagir (48).

o 7\ _on

Gn P
Y1)
(e 7]] ;
v O
gekil - 24
Sapoparin

Bitkinin yapraklari, deri hastalxklarxnda ve ekspektoran

- olarak kullamlmigtir. K8kleri de aym qgkiide ekspektoran, kuvvet=

1i irritan, ditretik, 1aksa;if ve kolagog etkilidir. Haricen

kronik deri hastaliklarinda (ekzema, temriye, kan gibani) kullamil-

migtir. Mide bulantisi, kusma
dozds ekspektoran..aqar;s1n?a

62, 178).

Halk arasinda, kdplirme

ve karin agrilarinda etkilidir. Az

emetik olarak kullaﬁxlm;qtzr (14,

dzelliklerinden dolay: leke gakartici

olarek yikama iglemlerinde kullanilmgtar,

Bitki tUzerinde yapilan

yogunlagmugtir, Bu galigmalarx

kimyasal galigmalar, kdkler tizerinde

iki grupta toplanabilir: Saponozit-

lerle ve oligohdiozitlerle ilgili olanlar.

Sapon ozitle

rle t1gili galaigma lacr

Sapdnozitlerle_ilgili ilk kimyasal galigma, KON ve'SOPER tarafindan

1940 y111n&a yayinlanmigtir (95). Aragtirmada, kéklerden elde edilen

metanollﬁ_ekstreden‘asit hidroliz sonunda izole edilen aglikonun,

daha Bnce Gxgsoghila saponozi

oldugu gsterilmigtir.

tinden elde edilen gipsogenin ile aym
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_ Bitkinin triteri:enik saponozitlerinin tam yapisi ile ilgili ¢alig-
fnéIhr,' 1969 yilindan sonra yay:.nlénmaya baglamgtir (36). tki ayri aragti-
rici grup tarafindan incelenen kdklerden, 4 farkli saponozit izole edil-
migtir, (sékil - 25) de g¥rilldiigl gibi, saponozitlerden iglinlin aglikonu
| gipsogenin, birinin aglikonu gipsogenik' asittir. Saponozitlerden birinin

yapis1 Gypsophila pacifica’dan izole edilen gipsozitle aynidir, Saponozit

D ise, gipsozite ¢ok benzer bir yapidadir. )

O=-xst |1-3]| alrsOGENIKASITY j

Saponarozit

O=Nei [B=1} D=Ket

p-os (1-4] ©-0# [i. 8"
4 i

o-ana [t -8]| olrsooenin [28-1) Lofam | .

Lers |19 . : : 1] perm |3-1] D-xw

' Glpsozlt
A

- . .pl P=on
_ l 0-Gna|y-8 einoomau-l D=0l '
] a" o.w_

Saponozit A

e 1o, : g-1| o-av I
' L LR ‘ 3"' L »FRam N .
p-om [t-2 D-cna [1=3 unsounEaa-l_ o-ror | 42! p-on
Lemm |19 *1' 0=y -

Saponozit D
Sekil - 25

Saponaria officinalis'den lzole Edilen Saponozitler .

(Gli A) Glikuronik Asit, (G1i) Glikoz, (Gal) Galaktoz,
(Ksi) Ksiloz, (Ara) Arabinoz, (Ram) Ramnoz, (Fuk) Fukoz.



BUKHARQV ve SHCHERBAK tar;flndan yaéllan bir aragtirmada: Agik
havada kurutulmug ve toz edilmig kdkler Once kloroformla ekstre edile-
rek aﬁolar maddelerden kurtarilmig, tekrar kurutulan kdkler, daha son-
ra kaynar metanolle ekstre edilerek saﬁonozitleri ekstre edilmig, meta-
nolll ekstraktin, silika jel kapl: ﬁlaklarla yaﬁmlan ince tabaka kroma-
tografisindg antimon triklorlirle mavi mor remk veren iki madde (sapona-

rozit vergiﬁsozit) teghis edilmigtir (27).

Maddelerden az polar olami, kurulufe kadar ugurulan metanol eks-
raktinin suda gﬁtﬁlmesinden sonra, sulu gdzeltiden etil asetatla ekstre
edilerek ayrilmig, iyon defigtirici regineden gegirilerek temizlenmig—.
tir. Renksiz ve kristalizewélgn bﬁ.bilegige aragt1rmac11ar tarafindan

saponarezit adr verilmigtir,

Saponarozitin asit hidroliziyle elde edilen églikonun IR spektru-
munda, 1725 cmfl_de aldehit grubu igin karakteristik absorpsiyon ban-
dinin gﬁfﬁlmemesi nedeniyle gipsogeninden farkli oldugu dliglinlilmtigtir.
K@pall fbrmﬁlﬁ ¢ H 0 olarak bulunan aglikonun alkali ile titrasyonun-

30746 5 .
da, serbest iki karbokeil grubu tagidii, daha Snce Acanthophyllum tir-

lerinden izole edi@en.giﬁsogenik asitle ayni oldufu gbriilmiigtir.

Molekill agirlifas 620 clarak bulunan saponarozitin, oz kisminda
sadece bir mol ksiloz tagidigi, totel metilleme igiéminden sonra ksi-
lozun 3i§sogenik asite 3. (C) da bulunan hidroksil grubu lizerinden

baglandifi anlagilmigtar.

Ayni aragtirmada, polar olan ikinci saponeczitin izolasyonu
igin, etil asetat ekstraksiyonundan sonra geri kalan sulu ekstrakt
n-butanol ile ekstre edilmig elde edilen driin iyon degigefrici regi-

neden gegirilerek asidik bir fraksiyom kazanilmigtir. Fraksiyon, partitisyon

kromatografisi ile silika jel kolonda saflagtirilmg, elde edilen
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amorf maddenin asidik hidroliz, alkali hidroliz ve metilleme iglemlexrin-
den sonra, g,éacifica bitkisinden izole edilen siﬁéozitle ayni ya§1da

oldugu g¥sterilmigtir.

Bitkinin saponozitleri ile ilgili bir diger aragtiyma,dyny yrllarda
CHIRVA ve arkadaglari tarafindan yaﬁzlm;gtzr (36) . Kurutulmug ve toz
edilmig kikler, Unce ﬁetrol eteri ile aﬁola: maddelerden kurtarilmig,
sonra metanol ile ekstre edilerek saﬁono:itler tﬂketilmigtir. % 25 Ve~
rimle elde edilen hem qaéoncaitin silika jel kapla ﬁlaklarla yapilan
ince tabska kromatografide farkli ﬁolaritede dsrt saponozitin bulundugn
anlag11m13,jﬁp;maddelere artan ﬁolaritelérine gire saﬁonozit Ay B, C ve
D ada verilﬁiétir; Bu dbrt saﬁonczitin asits: hidrolizinde, aglikon
olarak sadece giﬁsogenin elde edilmigtir (36). Daha sonxa yaétlan arag-
tirmada, bu dbrt saﬁonozitin, giﬁaozitte de oldugu ;ﬁbi (gekil-22) as-
. linda iki sapenoéite ait asidik ve siklik yara -asetal gekilleri oldufu
gbsterilmigtir (32)..Dol§y1s1y1a, saponozit A.ile B ve C ile D benzer-

dirler.

Bu nedenle sonraki galigmalerda, sadece saponozit A ve D Uzerin-

de durulmugtur (33, 3, 37, 98),

Saponozit A, saponozitler karigimandan silika jel kolonda n-bu-
tanol: etanol: su (10:32:5) solvan sistemi ile elue edilerek izole edil-
migtir. Maddenin asit’ hidrolizinde gipsogenin yaninda, glikuronik
asit ve glikoz, alkali hidrolizinde gipsogenin-glikuronozit elde edil~
migtir. Bundan, gipsogeninin hidroysil grubuna sadece glikuronik asi- .
tin,'karboksii.grubuna bir vﬁyu‘birkaq_mol glikozun baglandi§i sonucu

gikartilmigtair.

Karboksil grubuna bagli oz kisminin yapisini aydzﬁlatmak igin;
saponozit tnce KUHN ydntemine glre metillenmig, elde edilen metillen=
miglsaponqzit A asit hidrolizinde 2,3,4,6~ tetrametil-D- glikez,
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2,3,4~ trimetil-D-glikuronik asit metil esteri ve 2,4-dimetil-D-glikoz
vermigtir. Metillenmig saﬁonozit A, daha sonra 1ityum aluminyum hidrir
ile indirgenmig, hidroliz sonucu 2,4~dimetil=-D=glikozun 3. ve 6. {C) 1a-
rindan birer mol glikozun bagl:i oldugu anlagilmigtir. Bu gonuglar peri-
yodat oksidasyonuyla da dofrulanmig, saponozit A nin yapisi agiklanabil-

migtir (33).

Saponozit D nin yapisi, ancak bir seri galigma sonunda agikla-
nabiimistir (34,36,37, 98). llk aragtirmada saﬁonozitin aglikonu giﬁ-
sogenin olarak bulunmug,sonraki galigmalarda oz kisminin yapisi fizerin-
de durulmugtur. Saponozit D, énce KUHN yontemine gére netillenmig, el-
de edilen metillénmig saponozitin asidik hidrolizi sonucu, silika jel
kapli plaklarda yapilan ince tabaka kromatografisinde, metillenmigv
‘ozlara ait 7 lekettespit edilmigtir. Metillenmig ozlar karigimi giida
gbziilerek kloroformla ekstre edilmig. béylece tamamen metillenmig ozlar,
demetillendiginde galaktoz, glikoz, arabinoz ve ramoz (terminél ozlar),
sulu fazdaki kismen metillenmig ozlar demgtillqndiginde fukoz,ksiloz ve

glikuronik asit elde edilmigtir.

Metillenmig saponoéit D, lityum aluminyum hidriiriin karboksil gru-
buna etkisi sonucu, indirgenmig bir saponozit ve indirgenmig bir oligoho-
lozite pargalanmigtir. Indirgenmig saponozitin hidroliz triinleri arasin-
da, ince tabaka ve gaz kromatografisi yardimiyla 2,3,4—trimétil—rammoz,
2,3,4-trimetil-arabinoz, 2,3,4,6- tetrametil-galaktoz (terminal ozlar)
ile metil-mbnometil—glikuronik asit ve monometil-ksiloz bulunmugtur.
(gipsogeninin hidroksil grubuna bagli ozlar). Indirgeﬁmig oligoholozi-
tin asit hidrolizinde ise 2,3,4-trimetil-ramnoz, 2,3,4,6-tetrametil-

.glikoz, 2,3,4,6~ tetrametil-galaktoz (terminal ozlar) ile monometil~
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ksiloz ve 2-metil-fusitol elde edilmigtir (gipsogeninin karboksil gru-
buna bagli ozlar). Bu sonuglar alkali hidrolizle de dogrulanmgtar

(Tablo 8).

Saponozit D, zay:if asidik gartlarda hidroliz edildiZinde giﬁso-
genin-glikuronozit elde edilmig, dolayisiyla gipsogeninin hidroksil gru-
buna glikuronik asitin bagli oldufu agiklanmigtir. Bu galigmalar sonun=

~ da, saponozit D nin yapisi kismen agiklanabilmigtir (§ekil~-26) (34).

R % Kgi— Gli.A. = 3 [Gipsogenin] 28 «Fuk, +~Ksi . <RI

1 =1 o
R R R1i R
R= Ram, Gal, Ara R1 = Ram, Gal, Gli

Sekil - 26
Saponozit D'nin Yaélsi

(Gli A) Glikuronik Asit, (Gli) Glikoz, (Gal) Galaktoz,
.(Ksi)Ksiloz, (Ara)Arabinoz, (Ram) Ramnoz, (Fuk)Fukoz

Daha sonraki aragtirmalar, ksiloz ve glikuronik asite ait olduju
dnceki galigmada agiklaman kismen metillenmig ozlarin 3-metil-ksiloz

ve metil 2-meti1-glikuronik asit oldugu sonucunu vermigtir (98).

Periyodat oksidasyonunda glikuronik asit, ksiloz ve fukozun

aglikona bagli olarak degigmeden kaldig:, dolayisiyla ksiloz ile fukoz

Fukozun alkoliine doniigmesi, onun karboksile bagli ilk oz oldugunu

gbstermektedir.
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arasinda 1-3 bai oldufu, ksilozun her iki oz zincirinde dallanma nokta-

sinda yer aldig:r agiklanmigtir (Tablo-8).

Okzalik asitle yapilan kismi hidrolizde, gipeogenin-glikuronﬁzit,
gipsogenin-triozit, gipsogenin-tetraozit ve oligoholozit-1 elde edilmig-
tir (Tablo-8). Triozitin hidrolizinde glikuronik asit, ksiloz ve arabinoz,
tetraozitin hidrolizinde bu ozlara ek olarak rammoz bulunmugtur. Tetrao~
zit metillendikten sonra hidroliz edildiginde 2,3,4-trimetil~arabinoz,
2,3, 4-trimetil~ramnoz, 2,3-dimetil-ksiloz ve metil 2-@etil-glikuronik

asit vermigtir. Buna gére, galaktozla ksiloz arasinda 1-2 baf1 vardir.

Oligholozit-1, hidroliz edildifinde ksiloz, arabinoz ve galaktoz
elde edilmigtir. Bu da remnozun dofrudan dogruya glikuronik asite bagl:i

oldugunu gtstermektedir.

Diger taraftan, saponozit D enzimatik hidrolizle pargalanmig, élde
edilen oligoholozit-2 hidroliz edildiginde galaktoéy‘kéiloz ve glikoz
vermigtir (Tabio-S). Oligoholozit-2, sodyum borohidriir ile indirgendik-
ten sonra hidroliz edildiginde galaktoz, glikoz ve ksilitol elde edilmig-

tir. Yine oligoholozit-2, Rhizopus arrhizus mantariyla enzimatik hidroliz

sonucu glikoz yaninda bir dioz (oligoholozit-3) vermigtir (Tablo-8).
Oliéoholozit—B, metillendikten sonra hidroliz edilince 2,3,4,6—£etrame-
til-galaktoz ve 2,3-dimetil-ksiloz vermigtir. Bbylece, glikozla ksiloz
arasinda 1-2 bagi olduBu anlagilmigtir, Son olarak, karboksil grubuna
bagli oz zincirinde yer alan ramnozun da fukozla 1-4 bafi yaptiéz, elde

edilen sonuglardan gikartilmigtir.

Ozlar arasindaki baglarin konfigurasyonlari da KLYNE ydntemine

gbre tayin edilmig, saponozit D nin kesin yapisi agiklanmigtir (34).
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[»]

—Y ] ‘ Saponozit

Zayif asit hidroliz (% 10 okzalik asit)

(:) Gipsogenin-tetraozit
(:) Gipsogenin-triozit
(:) Oligoholozit-1-

zdyxf asit Hidroliz (% 2 sﬁifﬂrik asit) §

Gipsogenin43—0-glikufonbz#n

Enzimatik Hidroliz (diastaz)
| 01igoholozit-2
Enzimatik Hidroliz (Rhizopus arrhisui)

(:) Oligoholozit=-3

Total Asit Hidroliz ( % 5 HCL ')

Gipsogenin, Gal, ¢li, Xsi, Ara, Ram, Fuk, ve Gli A

Alkali Hidroliz (% 10 potasyun hidroksit/70° etanol)
| c-3 oM, Gli A, Gal, Ksi, Ram, Ara,
c-17 COOR, Fuk, Ksi, Ram, Gal, Gli.

Tafld -8
Saponozit D - Yapz_Tayininin Esaslari

(Gli A) Glikuronik Asit, (61i) Glikoz , (Gal) Galaktoz,
(Ksi) Ksiloz, (Ara) Arabinoz, (Rgmo Ramnoz,‘(Fuk) Fukoz.



‘)-;'56—

0Oligoholozitlerle 11 g ili galigma-
1 & r : BUKHAROV ve SHCHERBAK, k¥kiln metanolltl ekstraktindan, aglikenlari
gipsogenin ve gipsogenik asit olan iki saponoziti izole ettikten sonra,
ayni ekstrede bulunan iig oligohplozitin (A, B ve C) yap;aznzlda incelemig-

lexdir (28).

tzolasyon igin, metanol ekstraktindan, n- bufanol ile saponozitle-
rin tiketilmesinden sonra, geriye kalan sulu ekstrakt kullanxlm;qt;r;
Ekstrakt, yogunlagtirilmg, selilloz kolondan, suyla doyurulmug n~ butanol
ile elue edilmigtir. Oligoholozitleri tagiyan fraksiyonlar. Sephadex

G~25 kolonlarda veya diyalizle temizlenqut;t.

Oligoholozit A'dan, asit hidroliz sonucu sadece glikoz elde edil-
migtir. Fiziksel 8zellikleri, kromntografik davranig: ve elementer analiz
sonuglarina gére bu maddenin gentiobioz.(Sekfl - 27 ile -ayn1 oldugu

|

anlagilmgtir. _ |

f12£”4 ()"‘C“*g

0
HON A o

Sekil - 27

Gentiobioz

Diger taraftan ekstraktén % 12 sini Oligoholoiit ¢ (Saponaroz)
nin meydana getirdifi gbrilmiigtiir.. Miktari qok az olan oligoholozit
B saf olarak elde edilememigtir. Saponarozun asit hidrolizinde, galak-

1 oraninda) bulunmugtur. Molekiil ag;rlxgt ve aseta~

toz ve glikoz (4 :



HO

tindan bir pentaholozit oldugu anlagilmugtir. Fehling'i indirgememasi
fenil osazomnu teqekkﬁl etmeme31 ve seyreltxk alkalilerle degigiklige

uramamasi nedeniyle. bag txplnln (1 1) oldugu anlag11m1qt1r.

Metillendikten sonra, hidroliz edildiginde 2,3 ﬁ,6-tetrametil—-
D-glikoz, 2,4,6-trimetil-D-galaktoz ve 2,3,4,6-tetrametil -D- galak-
toz elde edilmistir. BSylece, glikoz ve 1 mol galaktozun molekﬂlde,
terminal olarak yer aldifi, diper galaktozlarin ise ;rada bulunduu
tespit edilmigtir. Aradaki salaktozlar birbirleriyle 1-3 bafa
yapmaktadirlar. Bu durum, periyodat oksidasyoﬁ sonuglariyla dg dogru?
lenmgtir. Potasyum periyodatin bilegik fizerinde etkisi, sonra sey-
reltik mineral asitlerle hidrolizi sonucu,@hidrolizatta sadece galak;
toz teghis edilmigtir. Zayif asit hidroli¢jsdqucunda, glikozun galak-

tozla 1-1 bagx yaptifi gisterilmigtir.

0z1d1k baglarin konfxgurasyonlar1 da KLYNE kutal1na gdre hesap-

lanmig, saponarozun tam yapasi agiklanmigtir ($ek11 - 28).

CHeOH HO
O\~0

OH
OH

gekil - 28.

" Saponaroz
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MATERYEL

Saponaria kotschyi Boiss. bitkisi, 1974-1975 yillarinin 25~30

Haziran tarihleri arasinda, Isparta, Goleiik krater gdlii dolaylarindan

N ‘
toplandi, kdkleri toprak iistdi kisimlarindan ayrilarak temizlendi, agik

havada kurutulup, ince toz edildi,

* ‘ c o 2 I: K a ’ '3
S.Kotschyl Boiss, (C 3 Isparta, G81lciik krater goli civar:,

27.6.1974 HUEF 661, 662 ;-26,6,1975 HIEF 866).

PRI N S



YONTEM
Képlirme ve Hemoliz Indeksi

Saponozit tagiyan bitki ekstraktlarinin eczacilikta kullanilma-
s1, etken olan grubun kantitatif tayin edilmesini gerektirmektedir.
Saf olarak elde edilmeleri gok zor elduguﬁdan'uygun bir kimyasal bir
yéntemde geligtirilememigtir. Bu nedenle, saponozit tagiyan droglar
igin k#piirme indeksi, hemoliz indeksi ve hemoliz deferi ile balik in-
deksi gibi bazi nilmerik degerlerin tayini istenir. Bu degerler, drog-
larin tagidiklari saponozit miktarina deg:.le yap131na baglidir. Yani,
bir drogun tagidifl saponozit mlktarx gok, fakat hemoliz indeksi kuguk
bir degerde olabilir. Yaptiklari hemoliz 11eD kimyasal yapilari ar351nﬂ
da iligki bulundugu birgok aragtirmaci tarafindan gosterilmigtir (130-
134). Bu nedenle ancak,benzer yapidaki saponozitleri tagiyan droglarin;
tagidlklarl saponozitlerin miktarlarinin kargilagtirilmasinda kullani-
labilirler. Ayrica, hemolitik aktivite veya képiik yapma dzelliklerinin,
farmakolojik aktiviteleri ile paralel olarak hﬁreket ettigi yapilan

aragtirmalarin sonucudur (50,161).

Baz1 saponozitler igin dzel miktar tayini yontemleri geligti-

rilmigtir (112,116,139). Saponozitler, once kromatografik olarak ay-
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rilmig, sonra uygun reaktifler kullanilarak elde edilen renkli tiirevle-
ri spektrofotometrik olarak tayin edilmigtir (116). Benzeri bir yéntem,
steroidal sapogeninlerin kolorimetrik tayini igin geligtirilmigtir (112).,
Bir glikoalkaloit olan tomatin igin geligtirilen ve oz kism {izerinden

yiirliyen kolorimetrik yﬁgtem de Srnek olarak gdsterilebilir (139).

Aragtirmamizda,Saponaria kotschyi bitkisinin kéklerinde bulunan
saponozitlerin, farmakopelerde kayitli ybntemler kullanilarak k&ﬁﬁrme
ve hemoliz indeksleri tayin edilmigtir, Kopiirme indeksinin tayini igin,
Fransiz Farmakopesinin, hemoliz. indeksinin tayini igin de Macar Farma-

kopesinin verdigi yéntemler kullanilmigtar.
Zvdeképrme. thdeks

500 ml lik bir erlenmayerde lg toz 100 ml su ile kay=-
natilair, siiziiliixr, soduduktan sonra bir balon jojede 100 ml
ye tamamlanir. Bu numune gdzeltisidir. 10 tiiplik bir seri
hazirlanir, tipler 16 cm boyunda ve 16 mm ¢apindadir. Her
tiipe sirasiyla 1, 2,3, ... 10 ml yukardaki gekilde hazirla-
nan dekoksiyendan konulur, distile su ile 10 ml ye tamamlanir,

Deney tiipid No. 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
Numune g¢ézeltisi 1,0 2,0 3,0 4,0 5,0 6,0 7,0 8,0 9,0 10,0
pistile su 9,0 8,0 7,0 6,0 5,0 4,0 3,0 2,0 1,0 _~=

her tiip bag parmakla kapatilarak, yatay durumda saniyede iki
defa olmak lzere 15 saniye galkalanar, 15 dakika sonra tiip-
lerdeki képiik yikseklikleri 8lgitliir. Eger biitin tiiplerde ké-
pik yikseklikleri 1 cm den fazla ise, dekoksiyon daha seyrel-
tik olacak gekilde yeniden hazirlanir. Képiik yiksekligi 1 cm
ye en yakin olan tip sinir olarak kabul edilir, 6 tiiplik ikin-
ci bir seri hazairlanir. 6. tiipe sinir olarak kabul edilen tiip~
teki kadar,diger tiiplere 0,2 ml azaltilarak numune ¢dzeltisin-
den konur, her tiip distile su ile 10 ml ye tamamlanir.



Deney tiiptt No. X1 2 3 4 5 (]
Numune ¢dzeltisi(ml) 1,0 1,2 1,4 1,6 1,8 2,0
Distile su . (ml) 9.0 8,8 8,6 8,4 8,2 8,0

On denemede yapildidr gibi, her tip g¢alkamir, 15 dakika
somra 1 cm k&piik yiikseklidi olan tip tayin edilir, agadidaki
formile gére drogun képlirme indeksi hesaplanir.

10 x A

KSpiirme Indeksi
‘ B

A: Dekoksiyondaki drog miktari (g9).
B: 1 cm k&pitk goriilen tiipteki drog miktari (g).

Hemoliz Indeksi

: Tampon ¢Szelti: 1,743 g potasyum dihidrojen fosfat,
9,496 g disodyum hidrojen fosfat ve 2,0 g sodyum klorir
bir miktar distile su ile ¢dziiliir, balon jojede distile su
ile 1000 ml ye tamamlanir (pH 7,4).

% 2 lik kan siispansiyonu: Geni§ agizli bir cam kap
iginde, taze sigir kani tahta bir gubukla karigtirilarak
fibrinin agr;lmasi sadlanir. §ift kat tillbentten sizilir,
siiziintiintin 10 ml si 500 ml lik bir balon jojeye aktarilir,
tampon ¢dzeltiyle tamamlanir. Kan silspansiyonu, kullanila~
cadi giin taze hazirlanir.

Standard sabonin ¢8zeltisi: Tam tartilmig 20 mg
Saponinum purum album (Merck 7695), balon jojede tampon
gdzeltiyle gdzilir, 100 ml ye tamamlanir.

Drog ekstraktinin hazirlanmesi: 1,0 g ince toz edil-
mig numune 250 ml lik bir erlende 100 ml tampon gbzelti
ile, arada sirdda galkalanarak su banyosunda 3¢ dakika 1s1-
t1lir, sicak iken 100 ml lik bir balon jojeye pamuktan

- stiztilir, 100 ml ye tamamlanir.

Ham saponozit ¢ézeltisi: Tam tartilmig 50 mg ham
saponozit, balon jojede tampon gbzelti ile gdzulir, 100
ml ye tamamlanir. '



8n deneme: 6 deney tiipiine @,2 ml den baglanarak drog
ekstraktindan koyularak agadidaki gam hazirlanir.

Deney tlpii No. 1 2 3 4 5 6

Drog ekstraktir (ml) 0,2 0,4 0,6 0,8 1,0 1,2
Tampon ¢dzelti (ml) 4,8 4,6 4,4 4,2 4,0 3,8
Kan sispansiyonu(ml) 5,0 5,0 50 50 5,0 50

Deney ttipleri, sabunlu su, su ve alkol ile yzkanmig
iyice kurutulmug olmaladir. Hazirlanan karigimlar, tiiple-
rin agzi kuru parmaklarla kapatilarak, agadi yukari gev-
rilmek suretiyle karigtiralir. Kdpiirmeyi onlemek igin kuv-
vetli ¢alkalamalardan kagainilmalidir. Daha sonra, 2 saat
igindeki sonuglar incelenir, berrak olan ilk tiip simir ola~-
rak tespit edilir. Eger tam hemoliz goriilen tiip yoksa'’ drog
ekstraktinin miktar:i arttirilarak bir gam daha hazarlanir.
Sanir tiip tespit edilir. Ayni iglemler Iam saponozit g¢dzel-
tisi igin de tekrarlanir.

tndeksin tayini: Un denemeden sonra, gergek hemoliz
indisini tespit etmek amaciyla ayni drog ekstraktindan veya
hsm saponozit g¢ozeltisinden 12 deney tilpl ile bir gam hazir-
lanir. 12. tipe, 6n denemede sinir olarak tespit edilen
_ dilusyon kadar, digerlerine 0,05 ml azaltilarak drog eKkste
raktindan konur. Her tiip, tampon ¢dzeltiyle 5 ml ye tamam-
lanir, iizerine 5 ml kan stspansiyonu ilave edilir. Cn
denemedeki gekilde karaigtarilir, 6 saat sonra hemoliz
meydana gelen ilk tip tespit edilir, bu tiipin diliisyonu
hemoliz indeksini verir.

A
B

Hemoliz indeksi =

(A) Tiipteki sivi toplamy (10 ml).
{B) Tam hemoliz gdériilen ilk tiipteki drog miktari (g).

Ayn1 denemeler, standart saponin ¢Ozeltisi igin de
uygulanir, kullanilan sidir kani igin hemoliz indeksi he-
saplanir.

Kan faktdriniin hesaplanmasi: Standart saponinin (Merck
7695), bu yénteme gbre kabul edilen hemoliz indeksi 25.000
dir. Bu nedenle, deneyde standart saponin igin bulunan hemo-
1liz indeksi 25.000 e bdlinerek kan faktértt elde edilir.
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25 000 (standart saponinin H.I.)
Deneyde bulunan H.I.

Kan faktori

Numune igin bulunan degerin, kan faktdérd ile g¢arpil-
masiyla da gergek hemoliz indeksi tayin edilmig olur.

Hemoliz indeksi = Deneyde bulunan H.l. x Kan fakt.
Saponozitler

Genel

Kﬁkﬂerdéubuluhanwsaponozitlerin ekstraksiyonu, tanimi, izolas-
yonu:-ve yapr tayini ile ilgili pratik ¢aligmalar bu kisimda verilmigtir.
Galigmalarimzda kolom, ince tabaka ve kagit kromatografisi ybntemleri
uygulandiginda, kullanilan solvan sistemleri tekrarlardan kaginmak igin,
konunun bagianglclnda sunulmugtur. Tablo-9 da, galigmalarimz sirasinda
kullanilan sistemler bulunmaktadir. On galigmalarimiz sirasinda, uygun
sonuglar almadifimiz sistemler bu tabloda gbsterilmemigtir. Tabloda

" yer alanlar, uygun sonuglar verdikleri igin aragtirmamizda kullanilan-

lardair.
1 Ekstraksiyon

Toz edilmig materyelin,yaBsi ve reginemsi maddelerden temiz-
lenmesi igin, soxhlet cihazinda kloroform veya petrol eteri ile ekstre
edildi. Kloroform, daha kisa zamanda ve daha iyi sonug verdigi tespit
edildiginden, galigmalarda tercih edildi. Diger taraftan, kloroform
ekstraktinda serbest triterpenlerin bulunup bulunmadigi da aragtirildi.
Silikajel G kapla plaklarda, eter: benzem (4:1) solvan sistemi ile
yapilan kromatografik aragtirmada, serbest triterpen bulunmadifi anla-

girldi.
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Apolar maddelerden temizlenen materyel, agik havada birakilarak
kloroformdan kurtarildi. Tekrar soxhlet cihazina yerlegtirilerek, eta-
nol (800) veya metanol ile saﬁonozitler tilketildi. Metanol ile elde
edilen ekstrakt daha kolay temizlendigi igin, sonraki ekstraksiyonlar
bu gbzlici ile yapild, 1lk 8 saatlik tiiketme igleminden somra solvan
yenilenerek, 8 saat siireyle ekstraksiyon tekrarlandi. Ekstreler, sili-
kajel G kapli plaklarda, n—butanoi: izopropanol: asetik asit: su (4:2:1:
3) solvan sistemi kullanilarak ekstraksiyonun tamamlan1p tamemlanmadigy
kromatografik olarak kontrol edildi, saponmozit fraksiyonunun tamamen
ekstre edildigi ve ﬁgﬁncﬁ bir ekstraksiyona gerek kalmadifi anlagildi.

1 kg toz edilmig materyel, 0,5 kg 1ik kisimlar halinde
seluloz kartuglar iginde, her 8 saatte solvan dedigtirilerek
soxhlet cihazinda ikiger litre kloroformla 16 saat devamli
ekstre edilir. Sarimsi yegil renkteki ekstraktlar birlegti-

rilir, algak basingta kuruluga kadar ugurularak kloroform
geri Kazanilir.

On ekstraksiyondan sonra, materyel agik havada kurutu-
lur. lkiger litre metanol ile soxhlet cihazinda 8 saat ekst-

re edilir. Birinci tiketme igleminden sonra ekstrakt alimir,

ayn: gekilde ekstraksiyon tekrarlanir. Ekstraktlar birlegti-

rilip, algak basangta kuruluda kadar ugurulur, koyu sari
kahverengimsi renkte, saponozitleri tagiyan bir ekstre elde
edilir. Bu saponozit ekstresidir.

Metanol ile elde edilen saponozit ekstraktlari, birlegtirilip,
algak basingta kuruluga kadar uguruldu. Saponozit ekstresi suda ¢dzilil-
dti, dnce etil asetat isonra n-butanol ile tiiketildi. Yapilan kromatog-
rafik galigmalarda, etil asetatll fazlarda saponozit bulunmadi@i
anlagigdigindan, sonraki galigmalarda sulu faz sadece n-butanol ile
ekstre edildi. Son olarak, iyi bir temizleme gekll oldugu tesplt edi~
len, sofuk asetondan goktiirmek suretiyle ham saponozit elde edildi.

250 g Saponozit ekstresi, 750 ml suda ¢6ziilllr, defalar-

ca n-butanol ile ekstre edilir. Ekstraksiyonun bitimi, sili-
kajel G kapli plakiarda n~butanol:izopropanol: asetik asit:



su (4:2:1:3) solvan sistemi kullanilarak, ince tabaka kroma-
tografisi ile kontrol edilir. Saponozitler tamamen tikenince,
ekstraksiyona son verilir, n-butanol ekstraktlar:i birlegtiri-
lir. salgak basingta yodunlagtirzlir, soduk asetona damla dam-—
la ilave edilir, siirekli karigtirilarak g¢dktirilir. ¢8kelti ,
dakikada 3000 devir yapan santrifiljle ayrilir, soduk asetonr

la yakanip tekrar santrifiije edilir. Algak basingta, digik

151da kurutularak kirli beyaz renkte, amorf bir toz elde edi-

lir. Bu ham saeponezittir (verim yaklagik % 3).

Solvan Sistemleri 0 --Oran

Aragtirma Sliresince Kullanilan Solvan Sistemleri
(1TK) Ince Tabaka Kromatografisi, (KK) Kagit Kromatografisi,

(SK) Kolon Kromatografisi.

" 'No Yéntem Lit,
1. Eter : Benzen 421 ITK, sK 27}29
2., n-Butanol : Asetik Asit : Su 4:1:5 ITK,SK 29,34
3, n-Butanol : i-Propahol : Asetik Asit : Su  432:1:3 ITK

-4, n-Butanol : Etanolpa 7 25 Amonyak 72235 ITK 34
5., Kloroform : Metanol : Su 65235210  ITK,sK 152
6. n-Butanol : Piridin : Su 95534 KK 93
7. Etil Asetat : Piridin ¢ Su 3,6:1:1,5 KK 41
8. n-Butanol : Etanol : Su | 105335 tTR,SK 37

-9, Benzen 3 Aseton | S 231 1TK 37

10. Benzen : Aseton - 1:1 Tk 146

11. Benzen : Etanol | 832 IR 8

12. Kloroform ¢ Metanol 9:2 TR 152

13. Etil Metil Keton/Suyla doyurulmug TTK 99,144

14. Kloroform : Etanol ‘ 50:1 8K 29

15. Benzen : Etanol | 10:1 SK 37

16. Benzen : Etanol 85:15 TR 8

17. Benzen : Aseton 5:1 ITK,SK 154

18. Kloroform : Etil Asetat 3:1 SK 29

19. Benzen : Aseton ' 10+1,..1:1 8K 154

20. Kloroform : i-Propanol 71 > 715 SK 29

Tablo - 9
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Tanim

Ham sgponozitin, silikajel %aplz plaklarda asidik (n-butanol:
gsetik asif : gu/bd 1 ¢ 5 ve n~but4n01 : izoﬁroﬁanol : asetik asit ¢
du.lhﬂz 2:1: 3), bazik (n-butanoﬁ : etanol : %25 amﬁnyak/? $ 2 S)
ve nétral (kloroform : metanol suf65 35 : 10) solvan sistemleri ile
Eromatograf1k kontroliinde (Tablo - 10) baglica iki saponozit tagidigs
despit edildi. Kromatogramlara sﬁlfquk asidin sudaki 730 luk ¢dzeltisi
459. 167), antimon trikloriiriin klon;formdaki %225 lik ¢dzeltisi (11, 59;
115, 167) fbs’f-utungstik asidin ecanoideki %20 1lik gdzeltisi (115) pﬂskuré-
éﬂlﬁp, 110 C de 5-10 dakika 131:11d1k1ar1nda saponozztlerxn bulundugu
ﬂerler mor ve kirmizinin: deglg1k tonlarxndakl lekeler hallnde be11rd1.
ﬂ1ger taraftan, ayni solvan s1stem1gr1 kullanilarak elde edilen q;aklaq,
fzotonik sodyum kloriir gézeltisinde %azzrlanqu 72 1ik defibrine'e;itror
dit~jelatin suspansiyonu ile k#plan41 (115, 141), 2~3 saat sonra, hemoli%
meydana gelen lekeler bulundugu gﬁréldu..ﬁu hemo}izin saponozitlerdén
fleri geldigi, daha Once kullan1lan!reaktif1er1e mor-kirmizi renk veren

Lekelerle ayni R_ deferine sahip maddeler oldugu anlaqzldi. Bu saponozi%—

£
ﬂere (SI) ve (S82) kotlara verildi, Dlger revelatﬁrierle bellrlenen ve

(Sl)(SZ) 1eke1er1n1n d1§1nda kalan, daha kiigiik R deger1ne sahlp lekeler
ise, kartgimda bulunan ol1goho1oz1t;er olarak degerlendzrlldx. Bunlara

(01), (02) ve (03) kotlari verildi. -

500 ml %09 Iuk sodyum klbrﬁr ¢bzeltisine 22,5 g toz
jelatin ilave edilir,.30 dakiia kendi halinde gigmeye bira-
k1lir, su banyosunda karigtarilarak 80°C ye isitalir, elde
edilen gdzelti 40°C ye sogutulur, 6 ml defibrine s;ﬁ:r kana

- ilave edlllr, ' .
pefibrine s;g;r kaninin hazarlanmasi: vYeni kesilmig
' s1grrdan 200 ml kan, 1 l;trelik genig agzzlz bir erlene
toplanir, tahta gubukla hazls bir gekilde kar;gt:r;larak
fibrinin aglutine olmasy saglamir.. Jelatinimsi,@;;;ntx,
birkag tabaka tdlbentten slizilerek ayrilar. Flde edilen
defibrine kan, 3-4 ¢ de 1-2‘yﬁn saklanabilir.uu
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Diger taraftan ham saponozit ., silikajel G kaplanmig
plaklarda 2,3,4 ve 5 nolu solvan sistemleri kullanilarak in-
ce tabaka kromatografisine uygulanir. Sﬁrﬁklehméden sonra,
plaklar iyice havalandirilir,: solvan uzaklagtirilir, plaklia-

rin gevresi 1 cm yliksekligindé bir bantla gevrilir. Hazir-
lanan plaklar, diiz bir zeminde sogutucu bir blok lzerine
yerlegtirilir, her plak lizerine yukaridaki geRilde hazir-
lanan kan jelatin siispansiyohundan elliger ml ince bir
. film meydana getirecek gekilfe yayalir.
I
Birkag saat iginde, kan' jelatin filminde saponozitle-
rin bulunduklari yerler saydamlasarak beyaz lekeler halin-
de belirir. ‘
‘ | ‘
Ayni gekilde, ham seponozitin silikajel G kaplanmig
plaklarda, ayni solvan sistemleri ile elde edilen kroma-
togramlarina silfirik asit, fosfotungstik asit ve antimon
tri klorilr reaktifleri piiskiirtilip, 110 - 120° Cde 5 =10
dakika 1sitilir. Bu reaktiflerle mor-kirmirzl renk veren
lekeler saponozitlere aittir.

Adsorban Kieselgel G Tip 60 (Meick)
Kalinlik 0,3 mm o
Aktivasyon 120%C de 25 - 30°
Solvan Sistemi-2 n-BuOH : ACOH : B0 (4:1:5)
" ™ -3 pn-BuOH : i-PrOH : AcOH : HO (4:2:1:3)
w % .4 pn-BuOH : EtOH : % 25 N, (7:2:5)
" " -5 CHCl, : MeOH : H0 (65:35:10)
Resktifler % 30 SUlfirik asit/H,0

Z 25 Antimon Friklorﬁ_rlCHCI3

% 20 Fosfotungstik asit/EtOH

110°¢ de 5 - 10°

Tablo - 10

Ham Saponozitin Ince Tabaka Kromatogfafisi '
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tzolasyon

Saponozitlerin (81 ve 82) teghisinden sonra, izolasyonlar: koloh
kromatografisi ile yepildi. Bunun iginm, degiqiﬁﬁadSQrbanlar ve solvan
aistemleri denendi. Selfiloz kolonlarda, suyla doyurulmug n-butanol ve
n-bytanol : etanol : su (1:1:1) solvan sistemleri kullanildi. Aldminyum

Bksitle doldurulmug kolonlarda da n~butanol : etanol : su (10-: 2 : 5)

(38) solvan sistemiyle galigildi, uygun elusyon olmadi. En iyi ayirim
‘silikajel kolonlarda elde edildi. Ham saponozit 8nce asidik bir solvaﬁ
eistemi (n-butanol : asetik asit :jﬁu/é:l:S)?ile oligoholozitlerden
kurtarildl, ardindan silikajel doldurulmug ikinci bir kolon%a ndtral
bir solvan sistemi (kloroform : metanol : su/65:35:10) ile élue edi-

lerek, saﬁanozitler.izole edildi.

"SK -~ 1

Adsorban Kieselgel 60 (0,063-0,125 mm) Merck
Solvan sistemi — 2 n-BuOH : AcOH : nzo (4:1:5) Ust faz

Fraksiyonlaf 100 ml
Kolon boyutlari 3,5 X 55 eny
. Elusyon hizi - 1,52 ml/dak,

Materyel _  Ham saponogjt
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Fraksiyonlar, silikajel G kapl: plaklarda solvan sistemi-3
(n-butanol : izopropanol : asetik asit : su/4:2:1:3) ile kromatografik
olarak kontrol edildi. Saponozitleri tagiyan fraksiyonlar alindi,
gerekenler bitlegtirildi, yogunlagtirildi ve gBktiiriildi. (82) saﬁono—
zitini daha fazla miktarda tagiyan saponozit fraksiyonundan (82) yi

ayirmak igin agagidaki kolon ve solvan gistemi kullani1ldi (SK-2).

SK - 2

Adsorban Rieselgel 60 (0,063 - 0,125 mm) Merck
Solvan sistemi - 5 CHCIS : MeCOH : H20 (65:35:10) alt faz
Fraksiyonlar 20 ml

Kolon boyutlat1 3,5 % 40 ¢m
Elusyon hizi 1,5 = 2 ml/dak.

Materyel S1 + S2 saponozitleri karigimi

Kolon Hazairlanmasi (SK - 1)

250 g Kieselgel 60 (0,063 - 0,125 mm) (Merck),
‘n-butanol: asetik asit: su (4:1:5) selvan sisteminin
iist faziyla suspansiyon haline getirilerek kolona akta-
rilir, homojen bir gekilde yerlegmesi sadlanir. Daha
sonra 12,5 g ham saponozit su ve n-butanol karigiminda
¢oziilir, 25 g Kieselgel ilave edilir, algak basingta
kuruluda kadar ugurulur, havanda igice homojen hale ge-
tirilir, az miktarda solvan sistemi ile kolona tatbik
edilir. Ayni solvan sistemiyle elusyona baglanir.

SK-2 kolonu SK-1 kolenu gibi hazirlanir. Yalniz,
kolona koyulam adsorban miktar: 150 g dxr, 2,6 ¢ sapono-
zit karigimy da 20 g adsorbanla karigtiralarak 5 nolu
solvan sisteminin yardimiyla kolona tathik edilir.

Her iki sistemle de gallgilarken, fraksiyonlardan
uwygun olanlar:i birlegtirilir, algak basingta yodunlagta-
ralar, yodun eluat soduk asetona damlatilir, saponozitler
karigimi veya saponozit ¢&ktiirilir, 3000 devirli santri-
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asetonla yikanir, tekrar santriftijécedilir, vakumlu etiiv-
de kurutulur. BSylece, kolondan elue edilen saponozitler
karigimy veya saponozit elde edilmig olur.

Yapi Tayini

Bilihmeyen bir saﬁonozitin yapisinin aydinlatilmasi igin, ilk
ya§11an iglem total asit hidrolizdir. Hidroliz sonunda, aglikon ve bagli
ozlar ayri ayri fazlarda elde edilebilirler. Aglikon, kolon ve prepara-
tif ince tabaka kromatografisi ile temizlendikten sonra kristallendiri-
1ir, yap1 aragtirma ytutemleri (IR, NMR, Kiitle Séektro) ile ve kromatog-
rafik olarak gahit maddelerle kargilagtirilarak agiklanmaya galigilir.
Ayrica, asetat tﬁréﬁleri karakteristik erime derecelerine sahiptir. Bu
nedenle bu tilrevleri de hazirlanabilir. Bagli ozlarin teghisi ise, en

‘basit gekilde kagit kromatografisiyle yapilir. Gaz kromatografisi kulla-
nilarak hem teghisleri, hem de molar oranlari tesﬁit edilebilir. Efer
yaﬁl bisdesmozidik ise, her iki oz zincirinin ayri ayri incelenmesi
gerekir. Bunun igin yapi alkali hidroliz ve lityum alliminyum hidriir
yarilmasi ile agilozidik bay seg¢ici olarak ﬁargalanarak9 incelenmesi
daha kolay olan iiriinlere déniigtiriliir. Ayrica, periyodat oksidasyonu,
zayif asié hidrolizler, peéﬁetilasyon ve enzimatik hidrolizler oz zin-
cirlerinin, dolayusiyla saponozitlerin yapllarlnln aydinlatilmasinda
yararlanilan diger yéntemlerdir. Biitiin bunlarin yaninda, saponézitle—
rin permetil ve perasetil tiirevlerinden hareketle yapilan kiitle spekt-—
rofotometrik gallgmélar. vapr hakkinda dogrudan dofruya bilgi edinmek

igin bagvurulan 8nemli bir yoldur.
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mTotal Hidroliz

Saf olarak elde edilen(S2)saponoziti, uygun bir asit hidrolizie
aglikon ve ozlarina par§a1and1° Hidroliz igin,susuz metanolde hazirlan-
mig % 5 1ik gaz hidroklorik asit (a/a) kullanildi. Total hidroliz i¢in
yeterli slire, her saat bagi hidrolizattan alinan numunenin kromatografik
olarak incelenmmesi ile, b-saat olarak teaﬁit edildi. Hidroliz sonucuy,
ortama su katilarak aglikon ayrildi, ozlarin bulundugu gﬁzelti'Z saat

daha hidroliz edilerek ozidik metil gruplari da koparildi.

100 mg (S2), 10 ml gaz hidroklorik asidin susuz metanol-
deki % 5 Iik ¢ézeltisi ile 1oo°c 1lik yad banyosunda & saat
isitilarak hidroliz edilir. Siirenin bitiminde ortama 10 ml
su ilave edilir, digiik i1s1 ve algak basingta metanol ortam-
dan uzaklagtirilir. Céken aglikon, mavi bantli siizffeg¢ kagi-
dindan(Schleicher ‘&~ Schiill No. 5893)sﬁzﬁlerek ayrxlir,
siiziintli ayni1 gartlarda 2 saat daha hidroliz edilir. Béylece,
susuz metanollii ortamda metil-ozitleri halindeki ozlar,
serbest duruma getirilir. Hidrolizat su ile seyreltilir,
giimiig karbonat ile turnusel kafirdina kargi nétrallegtirilir,
¢oken giimilg kloriir siizilerek ayrilir. Elde edilen berrak
stiziintii n-butanol katilarak algak basingta kuruluda kadar
uguruluri artik yeterli hiktardaki metanolda ¢dziilir, bu
ozlar: tagiyan gdzeltidir.

Aglikonun Elde Edilmesi Ve Tanimi

Aglikon fraksiyonu. silikajel -kaply plaklarda eter: benzen
(4:1) solvan sistemi kullanilarak gahit madde ile kargilagtarildl,

. kromatogramda gipsogenin ile ayni Rf degerine sahip bir leke goriildi.

Gipsogenin, asidik ortamda giﬁsogenin-laktona déntigtiiglinden
(73, 158), kromatogramdaki diger giddetli lekenin laktona ait olabi-

lecegi diiglinfildi. Saponinum purum album (Merck 7695) un ayni gart-
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larda total asit hidrolizi ile elde edilen aglikon fraksiyonu, (52)
saﬁonozitinin aglikon fraksiyonu ile ince tabaka kromatografiginde ayni
Rf degerlerine sahip lekeleri verdi. Bu nedenle, agiikonu elde etmek
igin, KON ve SOPER tarafindan uygulanan yéntem kullanildi (95). Daha
sonra, silikajel kolonda eter : benzen (4:1) solvan sistemi ile temiz-

lenip, metanolde kristéllendifildi, kurutuldu ve aglikon elde edilmig

oldu.
SK - 3
Adsorban Kieselgel (0,2-0,5 mm) Merck
S istemi - 1 Et 0 : C :1
.olvan sistemi 20 6H6 (4:1)

. Fraksiyonlar 5 ml

Kolon boyutlari 2X 20 em
Elusyon hizi 1,0-1,5 ml/dak.
Materyel Ham aglikon fraksiyonu

(S2) saponozitinin asit hidrolizi ile elde edilen
aglikon fraksiyonlari, 50 ml eterde géziililr, eterli gbzel-
£i 100 ml 1 N potasyum hidroksit ¢ézeltisi ile galkalanir,
eterliy faz aktarilarak ayrilir, atilir, sulu faz, hidrok- -
lorik asidin sudaki % 1 lik ¢bzeltisiyle turnusola kargi
asitlendirilip, ¢bken aglikon eterle ekstre edilir. Eter
ugnrulur, elde edilen artik kaynar metanolde gdziiliir,
aktif kémirle ¢alkalanir, mavi bantli slizgeg kagidindan
(Schleicher-Schiill No. 589 ) gliztiltir, elde edilen berrak
gézeltinin metanoli ugurulur, ham aglikon fraksiyonu,
Kieselgel (0,2 - 0,5 mm) doldurulmug kolona tathik edilir,
eter: benzen (4:1) solvan sistemi ile fraksiyenlanir.

Fraksiyonlar, Kieselgel G kapli plaklarda ayni solvan
sistemi kullanilarak ince tabaka kromatografisi ile kontrol
edilir, aglikonﬁ tagiyan fraksiyonlar birlegtirilir, kuru-
luda kadar ugurulur, g¢Gziinebildifi en az miktardaki sicak
metanolde gézﬁlﬁr, oda 1sisinda kristallanmeye birakilir.
tnce, idnecikler halinde beyaz kristaller elde edilir.
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Oz Zimeirinin:¥Yapaisi

~ Total a9£e1 hidtolidrilé: élder édmleﬁnauugﬁaelszsinin Maraes 3
kagit, dlger yarlsl gaz kromatOgraflk anallzlerde kullanllmak ﬁzere 1k1

kisma ayrildz,

~ Kagat Kaﬁrbﬁt@ttﬁqr&fi‘é'?i:‘is Kromatografik ¢aligmalarda ozlari iyi
bir gekilde ajlran‘solvan sistemleri kullanildi. Qikan kafit kromatogra-—
fisinde etilasetat:‘piridin: su (3,6:1:1,15)(41), inen—ﬁamlayan kagit
kromatografisinde‘ise n~butanol:asetik asit:su (4:1:5)(29,34) ile n—bu-‘:
taﬁolsﬁizid&n&su(9=5:4)(93) solvan sistemleri kullandi (Tablo-1l). Ga-
laktoz ile glikozun ayirim igin sistem—6, arabinoz ile fukozum ayirim:
" icin ise sistem-2 nin uygun oldufu gériildi. Reaktif olarak, yapilan
aragtirmalarda iyi bir renklenme yaptig§i tesﬁit edilen f-naftilamin

(93) ve anilin hidrojen ftalat (114) reaktifleri kullanildi.

(52) S&pOﬁOZlﬂlﬂ asit hldrollZl ile elde edilen oz
gozeltisi, 1nen-damlayan veya gzkan kag;t kromatografisi=:
Je.c ne uygulanlr Her,;kls;nde ge 20 X 50 cm boyutlarinda
kesilmig Schleicher & Schiill 2043 a mgl kromatografi ka-
g:tlarz kullanilzr. Inen-damlayan sistemde kadidin alt
ucuna 2 cm biiyiiklidiinde digler yapilir, stiriiklenme ve
Codamlanke Kolaylagtira Iaxt.  Kejrtlar;, solvan Sistemi bulu-
nan 20 X 50 X 55 cm bogutlarzndak; kgpmatografl tankla-
‘rinda 3 - 4 saat doymaga birakilir. §istem 2,6 veya 7
~ jde'siviiklenir. Siriklemeden sonra, kagatlar agik havada
kurutuluz, B -naftilamin.ve. anilin h;dro;en ftalat
reaktifleri puskdrtulux, Llo C. da 5 - 10 dakika tutulur,
lekele;_1§a:etlen1r. B -naftllamzn reaktifi ile pentoz~



lar pembe, aldoheksozlar kahverengi, uronik asitler
kirmizi-kahverengi ; anilin hidrojen ftalat reaktifi
ile heksozlar kahverengi, pentozlar pembe-kirmizl,
metilpentozlar agirk kahverengi, uronik asitler kirmi-
zi-kahverengi renk verirler.

Kagit

Developman tanki1

Qlkan KK-

1., Solvan sistemi=-7

inen ve Damlayan KK

1. Solvan sistemi-2

2, Solvan sistemi-6

Schleicher & Schiill 2043 a Mgl (20 x 50 cm)
20 X 50 X 55 em.

EtOAc ¢ Py 3 H20 (3,6 3 1:1,15)

Siiriiklenme siiresi 24 saat

n-BuOH : AcOH ¢ Hzo (4351:5) iist faz

Stiriiklenme siiresi 48 saat

n=-BuQH : Py : H20 (9:5:¢4)

Striiklenme sliresi 24 saat

Anilin hidrojen ftalat

Reaktif
8 - Naftilamin 110%, 5 - 10°
Tablo - 11

Gagz Likit

edilen oz karigim,

0zlarin Kagit Kromatografisi

Kromatografisi: Total asit hidroliz sonucu elde

gaz kromatografiik analiz igin de kullanildi. Bu

amagla oz karigimlari WULEF yontemine gére silillendi(171), %10 SB-30
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Chromoserh -kolon . kul&an&iﬂnakrsam Kromatografa enjekte edildi. Uyguldian
hidroliz 1g1n, her oza ait diizeltme faktdrleri hesaplanmedigindan, kro-
matogramlar sadece kalitatif olarak degerlendirildi. §$ahit olarak, ram-
noz, fukoz ve galaktozdan hareketle elde edilen silillenmig  ozlar

# .
ve Cycleman neapolitanum a bitkisinden izole edilen (6) saponin—C

desglikosiklaminin silillenmig ozlarinin karigimi (arabinoz:ksiloz:

glikoz/1:1:2) kullamilda,

Gahit Ozlarin Sililenmesi: Yirmiger mg galaktoz, rammoz >
.ve fukoz ayri ayri yeterli miktardaki suda ¢ézillir, 24 saat
kendi haline birakilir, algak basingta kuruluda kadar uguru-
lur., Her blrl ayri ayri 0,8 ml piridinde ¢Oziillir, 0,4 ml hek-
sametildisilazan (HMDS) ve 0,4 ml trimetilklorosilan (TMS)
ilave edilir. Karlglm,'9soc deki yad banyosunda 1 saat 1si-
t111r. Silillenmig ozlari tagiyan gdzelti, berraklagincaya
kadar G4 tipi cam filtreden siiziiliir, 45 C deki su banyosun-
da algak basingta defalarca proanaliz benzol ilave edilerek,
piridin kokusu kalmayincaya kadar ugurulur. Artik, proanaliz
benzolde ¢dziiliir, uygun mzktarlarda gaz kromatografislne
enjekte edilir.

“ _
"Cyclamen nedpolitanum, Ten. Saponinlerin Yapirlara adlil ga-

ligma sonucu izole edilen saponin - C nin silillenmig ozlar
karlgiml, aragtirmayl yapan Dr.H.ANIL'dan temin edilmigtir.
Gaz kromatografik ¢aligmalar, Ege Universitesi Fen Bakiiltesi
Kimya Kiirsiisinde yapilmgtir.

"
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Hidroliz Uriinlerinin Sililenmesi: Total asit hidroliz
sonucu elde edilen oz ¢ézeltisinin yarasi, algak basingta n=
butanol ilave edilerek kuruluga kadar ugurulur. gahit ozla-
rin silillenmesinde oldudu gibi silillenir. EJer gerekiyor-

' sa ¢ézmede kullanilan piridin miktara 1,5 ml ye kadar ¢i-
karilar. '

. Kromatografi Sartlari:

Kromatograi JEOL=-JGC-20K Gaz Kromatograf

Dedektdr : FID

Stasyoner faz . % 10 SE-30

Adsorban Chromosorb

Kolon Celik, spiral

: 1 m uzunluk, 3 mm ¢ap
Enjektdr 1s1s1 220°C o o

Kolon 1sisi . 110-270 C, 4 Cc/dakika, programli
Tagigici daz ' Azot
‘ " akig haza 2,2 kg/gm

Hava 2 kg/cm

Hidrojen 1,7 kg/cm_ ategleme

0,6 kg/cm &lgim

Kagidin yiirime hizi 5 mm/dakika

Zayif Agititrpdioliz

penpEitlarinrin oz kisminda uronik asit varsa, bu-

nun dogrudan dofruya aglikonun 3. (C) undaki hidroksil grubuna bag-

11 oldupu bilinmektedir (158). Saponaria, Dianthus, Gypsophila, ve

Acanthaphyllum gibi Caryophyllaceae bitkilerinden elde edilen tri-

terpenik saponoz1t1er fizerinde yapilan aragtlrmalarda, zayrf asit



hidrolizle gibsogenin -3-0-glikuronozitin elde edilmesi de bunu dogru-
lamaktadir (33,37,38). Bu nedenle, (S2) saponoziti de ayni gekilde sey-
reltik mineral asitle hidfoliz edildi. Asit olarak genellikle stil flirik
asit kullanildigy igim, g¢aligmamizda da ayni asit kullanildi. Elde edi-
len {iriintin gamim igin literatiirde sadece erime noktasi ve sﬁesifik
gevirme derecesi kayitlidir. Elde edilen maddenin miktarinin az olmasi,
sﬁeaifik cevirmesini dlgme imkani vermedi. Buna kargilik, maddenin kiit-
le spektrometresi ile analizi yepilarak formil vezni, pargalanmasi in-

celendi ve daha kesin bir sonucu ulagma mimkiin oldu.

150 mg (S2) saponoziti 15 ml siil fiirik asidin sudaki

% 2 1ik g¢ézeltisinde ¢dziilir, 80 ¢ deki ya§ banyosunda

- 4 saat 1satalar, hidroliz sonunda ¢éken kisim mavi bant-
11 Schleicher - Schitlll No.589 slzgeg kagidindan siizille~
rek ayrilir, ¢6kelti suyla yikamir, kaynar metanolde gé-
ziiliir, sodumaya birakilir, hidroliz driinid ¢oker, gokeltd

~ siiziilerek alinir, tekrar kaynar metanolde ¢éztildr, ¢bkti-
riiltir ve bu iglem birkag defa tekrarlamir, son géktiirme~
den sonra elde edilen iirtin vakumlu etilvde kurutulur.

Zayif asit hidroliz sonucu elde edilen maddenin kit-
le spektrofotometresi ile analizi, aglikon igin kullani-
lan cihaz ve gartlarda yapilar.

Alkali Hidroliz

Daha nénge: Saponaria:ia tlirlerinden elde edilen saponozitler
17.(C) daki karboksil grubuna bagli oz zinciri tagimaktadirlar.(S2)
maddesinde de ayni baglanmsnin olup olmadifini tespit etmek gayesiy-—

le alkali hidroliz yapaldi.
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Alkali hidroliz Urtnintin, silikajel kapli plaklarde n-butanol:
etanolisu (10:3:5)(34) solvan sistemi ile yapilan ince tebaka kromat: -
tografisinde (S2) sapomozitinden daha az polar bir firtiniin meydana gel-
digi gﬁiﬁldﬁ. Béylece, agiikona hem hidroksil, hem de karboksil grup-
{arindan ozlarin baglandigi,yani yapinin bisdesmozidik oldufu tespit
edildi. Bu 8n caligmadan sonra, hidroliz irtinlerinin ayirim. yapildi.
Hidrolizat ndtrallestirildi, ¢Szelti izoamil alkol ile ekstre edildi.,
Alkollii fazlar uguruldu, elde edilen artik, silikajel kolonda n-buta-
nalietanol:su (10:3:5)(sistem8) ile temizlenerek sapogenin-3-0-monodes-
mozit elde edildi. fzoamil alkolle ekstraksiyondan sonra geride kalan
sulu faz bagka bir silikajel kolonda Snce sistem—8, sonra metanol ile

elile edilerek C-28-oligoholoziti elde edildi.

sK-4

Adsorban | Kieselgel 60 (0,063~0,125 mm), Merck

Solvan sistemi-8 ‘n-BuOH:EtOH:H20 (10:3:5)

" " «5 CH013:Me0H:H20m(65:35210)a1t faz2
Fraksiyonlar 10 ml
Kolon boyutlari 2 X 20 cm

Eliisyon hizi

Maﬁeryel

8K -5

Adsorban
1., Solvan sistemi-8
2. Metanol "
Fraksiyonlar
Kolon boyutlari

Elusyoﬁ hizi

Materyel

1,0 - 1,5 ml/dak.
Alkali hidroliz, izo™amil alkolll faz

Kieselgel 60 (0,063-0,125 mm) Merck
n-BuOH: ECOH:H 0 (10:3:5)

10 ml

2 x 20 em

1,0 - 1,5 ml/dak.

Alkali hidreliz, sulu faz




e o TG

300 mg (52), 30 ml potasyum hidroksitin.7001ik etanol-
deki % 10 luk g¢ézeltisi ile, SOOC deki yad banyosunda 5 saat
isitiliyr. Siirenin bitiminde, siilfiirik asitin 70 lik etanoclde-
ki % 1 1ik ¢bzeltisi ile turnusol kadadina kargi nétrallegti-
rilir, ¢8ken potasyum stilfat siiztilerek ayrilir, siziintii izoa-
mil alkol ile ekstre edilir, Ekstraksiyonun bitmesinden sonra,
alkollli fazlardan sapogenin-3-0 monodesmozit, geride kalan
sulu fazdan C-28-oligoholozit elde edilir.

Sapogenin-3-0-monodesmozitin elde edilmesi

1zo amil alkol ile ekstraksiyon sonunda elde edilen
fazlar birlegtirilir, algak basingta kuruluda kadar ugurulur.
Artik, silikajel kolonda (SK-4)n-butanol : etanol : su (10:3:5)
solvan sistemi (Sistem-8) ile temizlenir. Ayni gaye igin,
kloroform:metanol : su (65:35:10) solvan sistemi (Sistem-5)
kullanilabilir. Fraksiyonlamanin sonuglari, ayni solvan sis-
temleri kullanilarak ince tabaka kromatografisi ile kontrol
edilir. Silikajel kaplanmig plaklarda yapirlan kromatografik
kontrol sonunda,sapegenin-3~0-monodesmoziti tagiyan fraksi-
yonlar birlegtirilir, algak basingta kuruluda kadar uguru-
lur,beyaz renkte bir madde elde edilir.

c-28-oligoholozitin elde edilmesi

tzoamil alkol ile ekstraksiyondan sonra, geride kalan
sulu faz kuruluda kadar ugurulur. Artik, silikajel doldurul-
mug kodondan (SK=-5) énce n~butanol:etanol: su (10:3:5) ile,
sonra metanol ile eliie edilir. Metanol fraksiyonlari birleg-
tirilir, ugurulur, C-28-cligoholozit elde edilmig. olur.
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Sapogenin—3—0-monodesmozit, asit hidrolize tabi tutuldugunde
saponozitin aglikonu ve 3. (C) a bajli olan ozlar serbest hale geger.
Hidroliz ve hidrolizden sonra aglikon ve ozlarin tayini, daha dnce
uygulanan ydntemlerle yapildi. Aglikonun yapisi aydlnlatlldigl igin,
daha 8nce elde edilen aglikon,adlkali hidroliz sonucu elde edilen ag-
Likon ve gahit numune (gipsogenin)birbiriériyle kromatografik olarak
kargrldstirildi. Aym Rf degerleri elde edildigi ig¢in difer enstri-
mental analizlerin tekrarina liizum gdriilmedi. 3.(C) a bagli ozlarin
analizi, daha Once kullanilan kagit ve gaz 1ikit kromatografisi ydn-

temleri iie yapildi.

C-28-oligoholozitin yapisinin tayini igin, oligoholozit siil-
firik asitin sudaki % 2 lik ¢ozeltisi ile hidroliz edildi. Hidrolizat-
‘taki ozlar daha bnceckullanilan kagit ve gaz likit kromatografisi

yéntemleriyle tespit edildi,
Sapogenin-3-0-monodesmozitin asit hidrolizi

50'mg madde, 5 ml gaz hidroklorik asitin susuz :
metanoldek1 % 5 1ik ¢dzeltisi %7 A e
ile 100 Cdekl yag banyosunda 5 saat h;drolzz edilir,
slirenin bitiminde ortama egwtthacimde su ilave edi-
'1ir, algak basingta metanol ortamdan uzgaklagtizrilir.
¢6ken aglikon,siizgeg kagidindan siziiliir, ayrilir,
siiziintd 2 saat daha ayni isida hidroliz edilir. Gii-
miig karbonat ile turnusol kagidina kargi nétralleg-
tirilir, siizilir, berrak sulu ¢6zelti n-butanol ila-
ve edilerek kuruluda kadar ugujubur. Artidan bir kis-
m1 yeterli miktardaki metanolde g6ztillir, daha énce
belirtilen gartlarda solvan sistemi 2,6 ve 7 ile
¢ikan ve inen-damlayan kagat kromatografisine, diger
bir kismi ise gaz likit kromatografisine uygulanir.

i
i
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C-28-oligoholozitin asit hidrolizi

Silikajel kolondan (SK=5) metanol ile elilie edilen
fraksiyonlar birlegtirilir, kuruluda kadar ugurulur.
Elde edilen artik, 5 ml silfirik asitin sudaki % 2 1lik
gézeltisi ile kaynar su banyosunda 2 saat 21sitilir.
Hidrolizat, baryum karbonat ile turnusol kadardina kar-
g1 nétrallegtirilir, ¢bken baryum siilfat sliztilerek
uzaklagtirilair. Berrak siiziintiye n-butanol katrlarak
kuruluda kadar ugurulur. Artigain bir kismi daha dénce
belirtilen gartlarda oldudu gibi g¢ikan ve inen-damla-
yan kadit kromatografisine, diger bir kismi da gaz
1ikit kromatografisine uygulanir.

Metildeme

(52) Saponozitinin asitﬂﬁ;kaﬂﬁaiﬁihi&ﬁoﬂiziﬁdeuwsanxag,odszihci:-
lerinde bulundupu belirlenen ozlarin zincirdeki yerlerini tayin etmek
igin total metilleme iglemi yapaldi. Metillemede, HAKOMORI y®atemi (55)
kﬁllanlldl. Elde edilen iiriin, silikajel kolonda kloroform:etanel (50:1)
(sistem~14) ile saflagtirildi. IR spektrumu alinarak, 3200-3400 cm
deki serbest hidroksil gruplari igin karakteristik olan absorpsiyon

bantlari incelenerek, metillemenin tamamlanip tamamlanmadigl kontrol

edildi.

SK—6

Adsorban Kieselgel (0,2-0,5 mm)Merck
Solvan sistemi - 14 CHC1,:ECOH (5031)

Fraksiyonlar _ 10 ml

Kolon boyutlari 2X 20 cm

Eliisyon hizi 1,0 - 1,5 ml/dak.

Materyel ' Metillenmig S2 saponeziti




fermetillenmig (S2), asit hidrolizle farkli derecelerde metil-
lenmis oz iinitelerine pargalandi. Hidrolizde, daha Snce total asit hid-
roliz ig¢in uygulanan ydntem kullanildi. H&drolizatta.bulunan metillen—
mig ozlarin teghisi igin ince tabaka kromatografisinden yararlanildi.
Literatiy bilgilerimiz ve 8n galigmalarimiz sonucu tespit ettifimiz
solvan sistemleri kullamildi. Bu sistemler agafida gbsterilmigtir,

(Tablo-12).

Hidroliz iirtnlerinin yerini daha iyi belirlemek igin, lekeler

2,3,4,6-tetramétil-D-glikoz ile kargilagtirildl ve RG degerleri hesap-

landi.
Adsorban Kieselgel 60, DC-hazir plak {Merck)
Sclvan sistemi -9 CGHG 3 Mezco {2:1) g
Solvan sistemi-10 | C6H6 g Me200 (1:1)

'L " - o o

il 061-16 s EtOH (832)

" n -12 CHClSS MeOH (9:2)

" noo-13 Et—CO-MB/HZO ile doyurulmug
Reaktif Anilin hidrojenftalat, 110°C de 5'

Tablo -~ 12

Metil Ozlarin Tanimi

Adsorban, Solvan Sistemleri ve Reaktifler

Permetilleme: pimetilsilfoksiti (DMSQ)
(Merck 2912). aktivite derecesi i‘plan aliiminyum oksit
(Merck 1077) kolondan gegirilir, 1 g (82) saponogziti
bu gekilde hazarlanan dimetilsiilfoksitin 30 ml sinde
¢oztiliir. (bzelti azot atmosferi altinda magnetik karig-
tirici ile siirekli karigtirilir, 2 g sodyum hidriir
(Merck~Schuchardt 818023} azar azar ilave edilir, bu
iglem bittikten 90 dakika sonra 30 ml metil iyodir



damla damla ortama ilave edilir. Hergiin sabah ve akgam
200 mg sodyum hidrir ve 2 ml metil iyodir ilave edile-
rek, reaks:yona 2 giin daha devam edilir. Son ilaveden
6 saat sonra, reaksiyon karigimi 250 ml kloroforma
dékiltir, 1 giin oda 1sisinda bekletilir. -Giken sodyum
iyodiir stiztiliir, ayrilir, kloroform fazxr 16 kere 250

ml su ile (9. yikama doymug soydum tiyosiilfat gbzel-
tisiyle yaprlar) yikanir, dimetilsiilfoksit uzaklag-
tirilir. Kloroform fazi anhidr sodyum silfatla kuru-
tulur, algak basingta kuruluga kadar ugurulur, sari
renkli bir drin elde edilir.

[

. Temizleme : Permetillenmig saponozit,

' silikajel kolonda (SK-6} kloroformsetanol (50:1)
(sistem-14) ile temizlenir. Fraksiyonlar, silikajel
kapli plaklarda benzen:etanol (10:1) solvan sistemi
(sistem-15) ile kontrol edilir, metillenmig sapono-
ziti tagiyan feaksiyonlar birlegtirilir, kuruluda
kadar ugurulur. Artik, bir miktar kloroformda ¢dzi-
1iir, sodutulmug petrol eteri ilave edilerek ¢Oktiri-
liir, agik sari wrenkli amorf bir toz elde edilir.

Agit Hidroliz: 100 mg permetillenmig
! (82) saponoziti, (S2) saponozitinin totel hidrolizi

igin uygulanan gartlarda hidroliz edilir, nétralleg-
tirilir, siziiliir, algak basingta ve 45 C deki su:ban-
yosunda yoJunlagtirilir. Yogun ¢6zeltideki metillen-
mig ozlarin teghisi, silikajel kapli plaklarda kro-
matografik olarak 9,10,11,12 ve 13 nolu solvan sistem-
leri kullanilarak yapilar.

Sahit Olarak Kullanilan Metillenmig Ozlaran Hazirlanmasl

quazi&ﬁériﬁ?ve saponozitlerin yap151ﬁ1n tayini i¢in, permeti-
lasyondan sonra, hidroliz irtinlerinin taniminda sadece kaBit ve ince
tabaka kromatografisi ile §éhit maddeler kullanilarak yapilan teghis
ile sonuca ulagan aragtzrmaiér bulunmaktadir (8, 29, 37). Bu aragtir-
malarda, standart solvan sistemlerinde elde edilen RG degerleri.

metillenmis ozlarin teghisi igin kullanmilmigtir. Aragtirmamizda,



84~

kromatografik bulgulari pekigtirmek igin, hidrolizatta bulundufu tespit
edilen metillenmig ozlaringahitleri de hazlrlanlﬁ, hidroliz iiriinleri
ile kargilagtirilmigtir. Bunun igin maltoz, rutozit, fukoz, ramnoz,
arebinoz, ksiloz, galaktoz metiliendi, permetil ozlar ve kismen metil-

lenmig ozlar elde edildi.

Metil ozlar, genellikle ozlarlh Snce alkillenmesi sonra perme-

tillenmesi §e meydana gelen ﬁermetil metilozitlerin asit hidrolizi
‘ile elde edilmigtir (119,122,140,166); Diger taraftan, HAKOMORI ydntemi
i, 49¢ CABEL I RPTTERS 1 0§Y8H1 61y SpiTRRS NS dek ok’ yOkede . HAROMORT
yénteminde kullanilan sodyum hidriir, aymi zamanda alkillenme iglemini
de yapmaktadir (20). Bu gcbeple, permetil metilozitlerin hazirlanmasin-—
da iki gayeyirdé'tek iglemde saglayan HAKOMORI yontemi kullanildi.

Bu metilozitlerin asit hidrolizi ile de permetil ozlar elde edildi,

Bu amagla maltoz ve rutozit Snce permetillendi, permetilasyon
{irlinleri asié hidrolize tabi tutuldu. Maltozdan 2,3,4,6-tetrametil-
D~glikoz ve 2,3,6-trimetil-D~glikoz, rutozitten 2,3,4-trimetil-L-rammoz
ve 2,3,4-trimetil-D-glikoz karigimlari elde edildi. Ayn: gekilde, ozlar-
dan hareketle &nce ﬁermetilasyon sonra asit hidrolizle 2,3,4,6—tetra-
metil=-D-galaktoz, 2,3,4~trimetil-D-ksiloz, 2,3,4-trimetil-L-arabinoz,
2,3,4-tfimeti1-L-rammoz ve 2,3,4-trimeti1—D-fukoz“ayr1 ayri elde edildi.
Bu gekilde hazirlanan metillenmig ozlar, 9,10,11,12 ve 13 nolu solvan
sistemleri kullanmilarak, ince tabake kromatografide tetrametil-D-glikoz

ile kargriagtirild: ve R, degerleri hesaplandi (Tablo - 13).
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Adsorban Kieselgel 60 DC-hazir blak (Merck) 0,25 mm
Solvan sistemi-9 CGHG 3 Me200 (2:1)

" " =10 CGHG H Me200 {1l:1)

" no-11 CGHG.: EtOH (8:2)

" "o-12 CHC133 MeOH  (9:2)

" " o-13 Et-CO-Me/H20 ile deyurulmug
Reaktif Anilin hidrojen ftalat, 110°%c  5*
Hazirlanan RG Solvan Sistemler i
Metilli Ozlar 9 10 11 12 13
2,3,4*trimerL-Raﬁf 1,38 1,18 1,12 - 1,14
2,3,4-trime-D-Ksi 1,20 1,07 1,04 1,37 1,10

2,3,4,6-tetrame-D-G1i 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00

2,3, 4—trime-D-Fuk 0,90 0,92 0,99 - 0,91
2,3,4,6-tetrame-D-Gal 0,81 0,88 0,97 - 0,88
2,3,47trime~L-Ara 0,72 0,79 0,86 - 0,85
2,3,4-trime-D-G11i 0,43 0,61 0,76 - -

2,3,65trime-D-G1i - 0,63 0,72 - . 0,78

ok
Tetrametil-D-Glikez = 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00

i
N

Tablo ~ 13

Metil Ozlarin RG Degerlefi

Rutin ve rammozdan hareketle elde edilmigtir.

Tetrametil=D-Glikoz Bonn Universitesi Organik Kimya Enstitiisiinden

temin edilmigtir.



Monoozlazr : DGalaktoz, D-ksiloz, L~arabinoz,
L-ramnoz ve D-fukoz agajida belirtilen gekilde metillenir.

Permetilleme : 500 mg anhidr oz, 10 ml su-
suz dimetilsiilfoksitte ¢dziliir, azot atmosferi altinda mag-
netik karagtirici ile siirekld karigtirilarak, 500 mg sodyum
hidriir azar azar ilave edilir. Bu iglem bittikten 1 saat
sonra, 5 ml metil iyodir damla damla ortama katilir, 2 saat
sonra karigim 100 ml kloroforma alinir, § kere 100 ml su
ile yikanir, kloroformlu faz son olarak doymug sodyum
tiyosiilfat ¢ézeltisi ile galkalanir, susuz sodyum stlfatla
kurutulur, algak basingta ugurulur, permetil metilozit
elde edilmig olur. .

A gt Hidroliaz: Permetil metilozit, hidror -
klorik asidin 50 ml sudaki % 5 lik g¢dzeltisinde gézililr, 2
saat kaynar su banyosunda isatilar. Hidrolizat, 3 kere 25
ml kloroform ile ekstre edilir, kloroformlu fazlar birleg-
tirilir, susuz sodyum sdlfatla kurutulur, yodunlagtirailar,
permetil oz elde edilmig olur.

Maltoz?®

Prermetilleme : 500 mg maltoz, HAKOMORI
yontemine gére metillenir (10 ml dimetilsiilfoksit - 600
'mg sodyum hidriir - 5 ml metil iyodiir), sar: renkli, vis-
koz bir surup elde edilir. Uriin, silikajel kapl: plaklar-
da benzen : aseton (l:1) (sistem - 10) ile kontrol edi-

lir (Tablo - 14). |

Asit Hidroldz s Permetillenmig drin, 25 ml
suda hazirlanmig % 2 lik siilfiirik asit gézeltisiyle, kay~
nar su banyosunda 2 saat isitilarak hidroliz edilir. Hidro-
lizat baryum karbonat ile nétrallegtirilir, géken baryum
siilfat siiziilerek uzaklagtirilir. Siziinti, algak basingta
kuruluda kadar ugurulur, kloroformda g¢dziilir. Bdylece, 2,3,
4,6-tetrametil=-D-glikoz ve 2,3,6-trimetil-D-glikoz karigimz
elde edilmig olur. Silikajel kapli plaklarda solvan sistemi
-9,10,11,12 ve 13 kullanilarak RG dederleri. hesaplanir.



Rutozlit:

Permetilleme : 500 mg rutozit, HAKOMORI
yontemine gére metillenir (10 ml dimetilsiil foksit=600 mg
sodyum hidriir-5 ml: metil iyodir), agik sarl renkli bir
irtin elde edilir. Permetil-rutozitin kontrolti, silika-
jel kapli plaklarda benzen:etancl (85:15) solvan sistemi
ile kromatografik olarak yapilir (Tablo - 14).

[

Adsorban : Kieselgel G (Merck)

Kalinlik ' 0,3 mm

'Reaktif 7 30 stlftrik asit, 110°%C 10
Solvan sistemi-10 (CGH6 : Me200/1:1)

& - ve B -metil-hepta~O-metil-maltoz igin Rf 0,71 ve 0,76
Solvan sistemi-16 (06H6 ¢+ EtOH/85:15)

‘Permetil-rutozit igin Rf 0,48 (UV 360 mu da mavi floresans)

Tablo ~ 14

Permetil-Maltoz ve -Rutozitin Ince Tabaka Kromatografisi

 Asit Hidroliz: Metillenmig. drin,. 25 ml
susuz metanolle hazirlanmig %5 1lik gaz hidroklorik asit
g&zéltisiyle 2 saat kaynar su banyosunda isitilarak hid-
roliz edilir. Siirenin bitiminde, ortama bir misli su
ilave edilir, ¢bken tetrametil-kersetin siiziilerek ayri-
lir, Siziintiideki metanol algak basingta ortamdan uzak-
lagtiralir, 1 saat daha isitilir, giimiig karbonatla nét-
rallegtirilir, stzillir, yodunlagtirailir. gurup kivamin-
daki artik kloroformda g¢éziiltir. Bu ¢dzelti, 2,3,4-tri-
metil-L-ramnoz-ve 2,3,4-trimetil-D-glikoz karigimini
tagir. Silikajel kaplanmig plaklarda, metillenmig czlar
igin uygulanan solvan sistemleri kullanilarak kromatog-
rafisi yapilair, RG dederleri hesaplanir.
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Permetilleme Hriinlerinin Kolon Kromatografisi ile

Aylrami.

Permetillemeden sonra yapilan asit hidrolizle, terminal ozlar
permetil, terminal ozlarla aglikon arasindaki ozlar ise kismen metil-
lenmig halde élde edilirler, Bu, zincirin yepisinin tayininde yararla-
nilan Snemli bir tzelliktir. Permetil tiirevi halinde elde edilen ozlar,
terminal ozlar olarak degerlendirilirler. Permetillenmig (S2) sapomo-
zitinin hidroliz {iriinii olan ozlarin kromatografik incelenmesi, bunlarin
dbrdiiniin permetil, &igerlerinin ise kismen metillenmig tiirevler olabi-
lecegini gﬁstérmigtir. Bu sebepten, permetilasyon firiinlerini saf olarak
elde etmek, hangi oza ait olduklarini tespit etmek lzere kolon kromatég—
‘rafisi kullanildi, Bu amagla, silikajel kolonda (SK-7a) benzen:aseton
karigiminda aseton orani arttirilarak yapilan dereceli elusyon ile,
karigiml meydana getiren metillenmig ozlardan 5 tanesi izole edildi,
diger 3 tanesi kari1§im halinde elde edildi. Diger taraftan, karigim
silikajel kolonda (SK-7b) kloroformsizoﬁroﬁanol kerigiml ile izopropa-
nol orant Z 1 den Z 15 e kadar arttirilarak elue edildi, Bu kolonda da

ayni sonug alindi.

SK - 7(a;b)

Adsorban  Kieselgel (0,2 - 0,5 mm) Merck 7733
@/Solvan sistemi -19  C/H_ Mezco' (1011, 10:2,0.000. 121)
®/Solvan sistemi =20  CHCl, : i-PrOH (21 - % 15)
Fraksiyonlar 15 - 20 ml

Materyel Metiltenmig Ozlar Karigim (I - VIII)
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- Karigim halinde g}dgﬁgdilgn;mgtiilenméguozlgrdan ikisi, daha
6nce, kromatografik glarak. teshis edilmigti. Teghis edilemiyenler ise,
R degeri bakimindan kismen metillenmig ozlarla uygunluk gdstermekte-
dir. Permetillenmig ve kismen metillenmig“ézlarxn taniminda optik
gevirmelerinin Slgiilmesi, demetilleme ve permetilleme kullanilir. Elde
edilen ozlarin miktarinin gok az olmasi; optik gevirmelerini Slgme
imkanini vermedi. Bu sebepten, izole edilem ve karigim halinde olan
permetillenmig ozlar, daha once kull#nzlan sistemler yardimr ile ince
tabaka kromatografisinde teghis edildiler. Difer taraftan, kismen me-
tillenmig ozlar tekrar metillenerek, permetil tiirevieri haline gegiril-
di, daha dnce gahit olarak hazirlanan permetil ozlarla kromatografik
olarak kargilagtirilarak teghis edildiler. Bu iglem, terminal ozlarla

aglikon arasinda hangi ozlarin bulundufu hakkinda fikir vemdi...
Aglikonun Hidroksil Grubuna Bagli Metillenmig Ozlar

Metillenmig ozlarin, aglikonun hidroksil ve karboksil grupla-
rindan hangisine baglandiklarini tespit igin : Sapogenin-3-O-monodesmo-
"zitin de permetillenmesi, hidrolizi ile elde edilen metillenmig -ozlarin
tanimi gerekir, Bu nedenle, daha Once alkali hidrolizle elde edilen
sapogeniﬁ-3-0-monodesmnzit HAKOMORI ydntemine gbre metillendi. Permetil~
lenmig firlin, silikajel kolonda (SK-8) benzen : aseton (5:1) ;sistemr17)

" ijle temizlendi. Total metillenme IR ile kontrol.edildia asit'hidrolizén
tabi tutuldu, metillenmig oz gbzeltisi silikéjéiﬁkéﬁilffléklafdé benzen:
aseton (1:1) (sistem-10) ve benzen:etanol (§:2}f€si§temr11) ilé;kromatog—
rafik olarak incelendi. Metillenmig ozlarxn.feghiéi‘i‘:, hidroksil

grubuna bagli ozlarin hangileri oldugunu gdsterdi.



SK - 8

Adsorban Kieselgel (Merck 9386) 0,063-0,125 mm
Solvan sistemi— 17 ' -fceﬂé H Me200 (5:1)

Kolon boyutlari 2X 20 cm

Materyel Permetil sapogenin-3-0O-monodesmozit

_ Perme til1leme : 200 mg madde, (S2) saponoziti
g1b1 HAKOMORI ySntemine gdre metillenir (10 ml dimetilsilfok-
sit~200 mg sodyum hidriir - 10 ml metil iyodiir). Sodyum iyo-
diir ve dimetilsiilfoksitin uzaklagtirilmasindan sonra agrk
sari renkli bir tiriin elde edilir. Uriin silikajel kolonda
{SK-8) benzen:aseton (5:l1) (sistem-17) ile temizlenir. Frak-
siyonlar, ayni soclvan sistemi kullanilarak, silikajel kap-
lanmig plaklarda kromatografik olarak kontrol edilir
{Permetil sapogenin~3-0O-monodesmozit igin R_ 0,40). Metil-
lenmig-firintin bulundugu fraksiyonlar birlegtirilir, kuru=
luga kadarsugurulur, hekzanda gbziillir, petrol eteri ilave
edilerek g¢oktiriilir, agik sari renkli amorf toz elde edilir.

Asit Hidoroldiz: 100 mg permetil sapogenin-
3-0-monodesmozit, 10 ml % 5 lik susuz metanolde hazirlan-
mig gaz hidroklorik asit gzeltisiyle 100°c deki yag ban-
yosunda 5 saat isitilair, hidroliz sonunda ortama 10 ml su
ilave edilir, algak basingta metanol ortamdan uzaklast;rl—
lir, ¢bken aglikon sizililerek ayrilir, siziinti yukardaki
gartlarda 2 saat daha 1sitalir, gimiig karbonatla nétral-
legtirilir, siiziliir, digik 1si1 ve algak basingta yogun-
lagtiralair. Elde edilen metillenmig ozlara alt gozelti,
silikajel kapli plaklarda sistem 9, 10, 11, 12, ve 13
ile, permetillenmig (S2) saponozitinin metilii ozlarz
ve gahit numunelerle kromatografik olarak kargzlagtarilir.
Bu gekilde, hidroksile bagli olan metilleﬁmig ozlar teghis
edilir.
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Aglikonun Karboksil Grubuna Bagli Metillenmig Ozlar

Permetillenmig ‘Bisdeésmozidik saﬁonozitler, lityum aliiminyum

nidriir etkisi ile karboksil grubundan yarilirlar. Bu yarilma esnasinda,

karboksile bagli ilk oz indirgenerek alkoliine dbniiglir (37). Permetillen-

mig (S2) saponoziti de aym:i gekilde lityum aliiminyum hidriir etkisi ile

yar1ld1, C-28-oligoholozitin metil tiirevi, aglikona baglandifi ozu

indirgenmig olarak elde edildi, Uriin, silikajel kolonda (SK-9) kloro-

form: etil asetat (3:1) [sistem~18) ile temizlendi. Asit
sonra, ince tabaka kromatografisinde (Tablo-15) permetil

nin hidrolizati (metillenmig ozlar) ile kargilagtirildi.

hidrolizinden

(82) saponoziti~

SK - 9

Adsorban ' Kieselgel 60 (Merck 9386) 0,063-0,125mm
Solvan sistemi - 18 . . CHCl3 s EtOAd (3:1)

Kolon Boyutlari 2 X 20 cm.

Materyel tndirgenmig permetil-C-28-oligoholozit
Adsorban L Kieselgel G (Merck 7731)

Solvan sistemi - 10 C6H6 : Mezco (1:1)

Solvan sistemi = 11 06H6 : EtOH (8:2)

Reaktifler

1. Anilin hidrojen ftalat, 110° 5-10°

2. Sodyum meta-periyodat - benzidin

Tablo - 15

tndirgenmis Permetil-C-28-Oligoholozitin Asit Hidrelizatinin

-ty imce Tabaka Kromatografisi.



Eromatbgramlarda;, daha:hte. karboksile bagli-oldugu. gbsterilmls:
bzlardanbiri:olan‘mbnbmetil—fukazunzbmlunmndrgr-tesbit?edildi.yRevelaé-
yunmigiﬁhilk?qlarakiuhiiinfhiﬂrojem~ftalatwreaktifi-kullahlldx;iAynl

kromatograma, itoller igin revelatdr olarak kullanilan sodyum meta-
periyg@éf;benzi&iﬁ* reaktifi pliskiirtiildii, monometil-fukozun itoline

‘(mdﬁomgﬁil—fusitol) tekabiil eden bir leke ortaya g¢iktl,

300 mg permetil (82) saponoziti 10 ml kuru dioksanda
‘gbzitlilr, 200 mg lityum alimingum hidriir ilave edilir, mag-
netik karigtirici ile sirekli karigtirilarak 10 saat 80 C
de 1sitilir. Lityum alilimingum hidriiriin fazlasi, etil asetat
ve su katilarak uzaklagtirilir, ¢8zelti kuruluga kadar '
ugurulur, artik 15 ml suda géziildr, 7 defa onar ml eterle
ekstre edilir. Ekstraksiyondan sonra, kalan sulu faz katyon

‘;degzst1r1c1 regine ( Merck 4835) ile nétrallegtiri~
lir, kuruluda kadar ugurulur. Artik, silikajel kolonda

. (8K=9) kloroform.et;l asetat (3:1) solvan sistemi ile
elue edilir. Kolondan alinan ilk 100 ml lik fraksiyon
ugurulur, amorf toz elde edilir.

20 mg madde, 2 ml % 2 lik hidroklorik asidin sudaki
gozeltzs; ile 2 saat kaynar su banyosunda isitilir, hid-
rolizat glimig karbonatla nétrallegtirilir, stzdlir, sti=
ziintti-kuruluda kadar ugurulur, yeterli miktar metanolde
gozulur. ¢6zeltideki metillenmig ozlar, ince tabaka kro=-

matografisi ile teghis edilir.

Sodyum meta - periyodat - benzidin reaktifi (39).
I. G6zelti: %0,1 sodyum meta — periyodatin sulu ¢Bzeltisi
II;‘Qﬁzélti: 50 ml su, 20 ml aseton ve.10 ml 0,2N hidroklorik asit,
| 1,8 g benzidinin SOTml etanoldeki g¢dzeltisi ile karig-
tirilir.

tglem ¢ Once I. gdzelti, 5 dakika somra II. gbzelti piskilrtiiliir.
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Kiitle Spektrometrik xCalagmalar

Kitle sﬁektrometrik ¢aligmalar birgok kimyasal grubun aydinla-
tilmasinda oldugu gibi sabonozitlerinde'aragtirllma51nda kullanilmak-
tadir. Hem aglikonlarin (44, 118) hem de total metillemeden sonra asit
hidrolizle elde edilen ﬁermetillenmig ve kismen metillenmig ozlarin
yapilarinin agiklanmasinda (57, 85, 92) faydalanllplgtlr. Son yillarda,
saponozitler metil veya asetat tiirevleri halinde dégrudan dogruya
kiitle épektrometfesiyle'incelenmistir. Bu gekilde, hem aglikon hem de

oz kisminin yablsl birarada aglklanabilmigtir (58, 94, 174).

Bu nedenle, (82) saﬁonozitinin ve onun alkali hidrolizi ile
elde edilen saﬁogenin (ﬂ=giﬁsogenin)—3—0-monodesmozitin ?ermetil tiirev-
lerinin kiitle spektrumlari alinda. 0z kismindan ve aglikondan dolay:

meydana gelen iyonlar incelendi.

Cihaz: JEOL JMS - 01SG (Mattauch-Herzog tip)

. Iyonlagma gerilimi: 30 e¥, 75 eV.



BULGULAR

Aragtirmamizin bulgulari agagidaki siraya gore sunulmug tur:
Fizikokimyasal-degerler, ana saﬁonozitiﬁ tanim, izoelasyon ve yapisinin
tayipi. Ya§1 tayininde, saéonobiti meydana getiren aglikonun ve bagla
bulunan ozlarin yabllar1n1n aydinlatilmasz ile ilgili bilgiler, alt
bagliklar halinde sirayla verilmigtir. Bulgular agiklanirken sonuca
ulagtiran iglemlerin yaﬁlllgl, materyel ve yontemde verildigi igin,

tekrarlanmaya liizum goriilmemigtir.
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Fizikokimyasal Deferler

Koplirme tndeksi

On depemede, 71 1lik dekoksiyondan hareketle yapllan tayinde
2. tﬁpte kopiik yﬁksakligihinul dmwdéuzﬁaz&&ﬂulﬂuguspéspit;édiﬁmigti}rBu
tiipte, 2 ml Z1 1lik numune gﬁzéltisi‘va;dlr. 0,2 ml azaltliarak yapilan
ikineci deneméde, k&ﬁﬁk ylikeekligi 1 cm olan tﬁﬁﬁn i¢ginde 1,4 ml numune

¢bzeltisi bulunmaktadir. Buna gire:

101

Drogun Kﬁﬁﬁrme Indisi = = 714
| 0,014

Hemoliz indeksi

Vﬁn denemedé. 71 lik drog ekstraktindan hareketle 2 saat sonra
taﬁ hemoliz goriilen ilk'tﬁéte'z,s ml &rog ekstrakty vardis 0,05 ﬁl‘azalf o
t1larak yaﬁllan ikinei denemede: 2,65 ml %1 iik‘drog ekstraktl Bﬁlunan |
tiip, tam hemolizin gdrildugl ilk tﬁﬁ olarak tespit edilmigtir. Buna

gore, kullanilan kan igin, .=+

= 377

Drogun Hemoliz Indeksi = 30
0,0265

“‘ZO;OZfLik standart saponin (Saponinum purum album — Merck 7695)
gozeltisi ile yapilan on denemede, 2,2 ml saponin g¢8zeltisi bulunan
tiipte tam ﬁemoliz gorildd., 0,05 ml azaltilarak yapilan ikinci denemede
2;15 wml %0,02 lik standart saponin gozeltisi bulunan tiip, tam hemolizin

gorifldugi ilk tip olarak tespit edildi, Buna gbre, kullanilan ken igin,



“9m -

10

Standart Saponin Hemeliz Indeksi = ~————- & 23 255
0,00043
. = 25000 -
Kan Faktori 33355 1,0.750

Drogun gergek hemoliz indeksi ise,

Drogun Hemoliz Indeksi = 377 x 1,0750 = 405 bulunmugtur.
Ayni islemler ham sapenozit i¢in uygulanmig, hemoliz indeksi

14 685 bulunmugtur.

Saponozitler

Tanim

Ham saponozitin, degigik solvan sistemleri kullanilarak ince

tabaka krematografisine uygulanmasi ile elde edilen sonuglar agagida

gosterilmigtir.
Madde . Rf‘ Solvan Sistemle ri
| 2 3 4 . 5

5, 0,32 0,59 0,41 0,14
52 0,28" 0,54" 0,37" 0,06"
0 0,12 0,46 0,25 -
9, - 0,05 0,35 0,17

93 - 0,28 0,11

. fablo=lo”

Ham-Saponozitin Ince Tabaka Kromatografisi
Solvan sistemi —? n-BuOH : AcOH : H20 (4:1:5)
3 n-BuOH : i:—PrOH : AcOH : HZO (4:2:1:3)
4 n~BuOH : EtOH : %25 NH3‘(7:2:5)
5 CHCl3 : MeOH : Hzo (65:35:10)

* .
Kanli plakta hemoliz yapan saponozitlere ait lekeler.
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Izolasfon

Saponozltler, ince tabaka kromatografisi ve kanli plak
yontemi ile teghis edxld:.kten sonra, kolon kromatografxs:. ile izole
edildiler. Kolon kromatografisinin (5K Z 1 ve SK - 2) sonuglari,

agagida gbsterilmigtir.

ITK SK~-1 - - SK-2
fraksiyonlar 100 m¢ fraksiyoniar ~ 20mi
6-12 [13-16 | 16-21 a 15-201 21-30 | 81-37 38?49 '

- |7 o

c0 00
g8

Z

) . -’

1TE (Ince Tabaka Kromatografisi)

'+ Adsorban Kieselgel G Tip 60 (Merck)
Solvan sistemi n-BuOH : i-PrOH : AcOH : H 0 (4:2:1: 3)
Revelatdr . %30 H,S0, /H o

8K -~ 1

Adsorban R Kieselgel 60 (0,06%~ 0,125 mm) Merck
‘Solvan sistemi n-BuOH : AcOH : H, 0 (4: 1 5)

SK - 2 ' : |
Adsorban ‘ Kieselgel 60 (0,063 ~ 0,125 mm) Merck
Solvan sistemi ‘ CHC13 ¢ MeOH : H20 (65:35:10)

(a) Oligoholozit fraksiyonlari, Ayirim meydana gelmesine gerek gorlilme-
~ den (etanol:su) karigim ile alinmigtir. _
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(s2) Saponoziti

Beyaz renkli amorf toz, erime noktas:t 258 - 243% (bozunma)
IRSpektrumu: 3200 - 3400 cm_1 de serbest hidroksil, 1640 cmm1
de karboksil ve 1725 miﬁl de aldehit gruplar: igin karakteristik absorp-

siyon bantlari gdrilldd. Ayrica, 1000 - 1100 cmwl de ozlardan ileri gelen

genig bir bant var.

it #R7

& —a = - = ——— ————
anos daviie ey . .

Sekil ~ 29
(s2) Saponozitinin IR Spektrumu

" (Perkin Elmer Model 457, %1 KBr)

Aglikon

Beyaz ifne geklinde kristaller, erime noktas: 263-265°C.

Molekiil aggarrlizgnas 470 (Kiitle sﬁektrumuna gire).
1

IRSpektrumu: 3500 cﬁfl de serbest hidroksil, 1720 cm

de aldehit ve 1700 mﬁhl de karboksil gruplari igin kargkteristik

absorpsiyon bantlari goriildd (Sekil - 30)., §ahit madde gipsogeni-

nin IR spektrumu ile de benzerlik'gﬁstermektedi: (sekil - 31).
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CALOA BAVIB HiB=)

gekil - 30
Aglikonun IR Spektrumu

(Perkin Elmer Model 457, Z1 KBr)

BALGA JAri {ony o 081

‘gekil - 31
Gipsogeninin IR Spektrumu

(Perkin Elmer Model 457, Z1 KBr)

Kitle Spektrumu: Molekiiler iyon piki (M#) 470 de goriildi
(Sekil -.32). Ayrica, molekiiliin karboksil grubunu kaybetmesiyle m/e 425
(M - COOH&) ve al? triterpenler igin Retro Diels - Alder bblilnmesine

gore (2i, 25; 44; 116 ), m/e 248 de bas tebe piki ile m/e 203 de girii~. '

len pikler gipsogenin igin”kargktg;istiktirr(§e§{1l— 33)

e

3z .
0

Sekil - 32
Agllkonun Kiitle Spektrumu '
(JEOL JMs - D100 Kitle Spektrometres1, iyonlagma ger;llml 75 eV)



m/e 248  mje 203

Sekil - 33

Gipsogeninin Retro Diels - Alder BSlinmesi

Bagli Bulunan Ozlar

Kagjit Kromatografisi: (S2) saponozitinin
ve alkali hidrolizi ile elde edilen irtnlerin (Sapogenin-3-0-monodesmozit,
c-28-oligoholozit) asit hidrolizi sonucu elde edilen ozlar agafiida gﬁéteril-

migtir (Tablo - 17)

Hidrolizat Teghis Edilen Ozlar
(S2) Saponoziti  D=-Gli A, D-Gal, D-Gli, D-Ksi, L-Ara, L-Ram,
. D-Fuk . N
Sapogenin-3-0O-monodesmozit D-Gli A, D-Gal, ﬁ-Kai.'L-Ara .
C-28-oligoholozit - p=-G1i, D-Ksi, L-Ara, L-Ram .,
| Tablo - 17

(S2) Saponozitinin Aglikonuna Bagl: Ozlar :
(G1i A) Glikuronik Asit, (Gal) Calaktoz, (Gli) Glikoz,
(Ksi) Ksiloz, (Ara) Arabinoz, (Ram) Ramnoz, (Fuk) Fukoz.
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Gaz Likit Kromatografisi: (82
gaponoziti, sgpogenin-3—0-mpnodesmozit ve C-28-oligoholozitin silillen-
mig oz karigimlarimin gaz kromatogramlari da agapida gdsterilmigtir
(gekil - 34, 35 ve 36). Bu kromatogramlarda, glikuronik asite ait pik-
ler gorulmemektedlr Bunun sebebi, karboksil grubunun esterlegtirilme-
mesidir,

Diger taraftan, total asit hidrolizle elde edilen oz cbkelti-
sinde, her iki kromatografik galléma&a fukoz tespit edilmigtir. Buna
kargilik, alkali hidroliz sonunda elde edilen {iriinlerin asit hidrolizi
ile kazanilan oz gﬁzeltile;iﬂde fukoz fbktur. Bu gedénle, karboksil‘
grubuna bagli ilk ozun fukoz olabilecegi dﬁ§ﬁnﬁlmﬁ§tﬁr. Giinkii, litera-
tiire gore (72} bazi ozlar h1drol1z sirasinda pargalanmaktadlr. L1tyum
alumlnyum hidriir ile, permet1l (52) saponoziti uzerlnde yap11an sonraki

caligmalarimiz bu &n bulgumuzu dogfulamlgtlr.
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Fukoz

f""a""'ﬁ
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Sekil -~ 34

- {82) Saﬁonozitinin Silillenmig Ozlarinxn Gaz Kromatogrami
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foe

T ! | T - " 1 N
16 : 20 24 28 DaKiKa 32

Sekil - 35

Saﬁogenin—3—0~monodesmnzitin Sililienmig Ozlarinin Gaz Kromatogrami
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Ramnoz

| 1 ]
8 12 18

[ anmuil .
S e
' }» Ksiloz
A Glikoz . ‘

>

Sekil - 36

C-28-0ligoholozitin Silillenmig Ozlarimn Gaz Kromatogrami .



Zayif Hidroliz
Gipsogenin—3-0-Glikuronozit

Erime Noktasaiz 203 -205%
Kitle Spektrumu: Maddenin kiitle spektrumunda (Sekil - 37), nole-

kijler iyon (M } piki 646 da garﬁldﬁ. Molekiiliin glxkuron;k asiti kaybetmesiyle

. aglikondan dolay1 meydana gelen iyon (M-gl1kuron1k asit ) m/e 470 de elde edil-

di (§ekil - 38). Ayrica, aglikondan dolay: meydana gelen karakteristik iyon

pikleri m/e 425, m/e 203 de gdriildu.

Sekil - 37
Gipsogenin-S—O-glikuronozitin Kiitle Spektrumu '

(JOEL JMS - D100 Kiitle Spektrometresi, lyonlagma Cerilimi 75eV)

gekil - 38

Gipsogenin—B-O-glikuronozitin Pargalanmasy
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Erime noktasinin degerinden ve kiitle spektrumundan, gipéogenin-3-0-

glikuronozit oldugu tespit edildi. Bdylece, (52) saponozitinde uronik asitin

dogrudan doiruya aglikonun hidroksil grubuna bagli oldufu anlagild:i.:
Ozlarain Zincirdeki Yerlerinin Tespiti.
Permetil (S2) Saponoziti

Erime Noktas1: 120 - 12400

tnce Tabaka Kromatografisi

Adsorban Kieselgel G (Aktive edilmemig)
Solvan Sistemi-15 C6H6 ¢+ EtOH (10:1)

Reaktif Z 30 H280 IH (H

R s 0,42

IRSpektrumu: Elde edilen {irfiniin IR spektrumunda (§ekil - 39), 3200 -
3400 cm -1 de serbest h1droks1l gruplari igin karakter1st1k absorpsiyon bantlar1

goriilmedi, BSylece, metillemenin tam oldufu anlagildi.

. e . [y . L\ i (X

. PR e I T I . WX T

TRANSMITTANS (%)

C s . - Y e £ N L. L3

DaLgA SAER Loy

R
g

Sekil - 39
Permet11 (s2) Saponoz1t1n1n IR Spektrumu

(Perkin Elmer Model 457, 21 KBr)

Kitle Spektrunu

0z Kismindan Dolayi Meydana Gelen tyonlar: Permetil (S2) nin kiitle spektrumu °
e 175,

incelendiginde, oz kismindan dolayi meydana gélen iyonlara ait pikler m/

m/e 189, m/e 219 ve m/e 553 de goriildi. Bunlardan m/e 175 te;minal arabinoz
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ve/veya ksiloz, m/e 189 terminal rammoz, m/e 219 terminal galaktozdan dolay:

meydana gelen katyonlara aittir (94), m/e 553 ise okt:a—O-ﬁ_etil-trioza ait
katyon pikidir ($ekil-40) (58).

*—

ey S
Terminal oz kétyonlarl ' m/e. | Jerminal o0z
H2OMe +  Tetrametil = heksoz
M ®) . ;
' 219 2,3.4.6 - tetrame - galaktoz
L]
+ : ' - Trimeth = meti pentoz
Me 0 _] ' : :
189 2.34 - trime - ramnoz
+ 5 N - Trimeti = pentoz
Me (\ -l - " )
: . 176 ‘ 2,3.4 - tr,me - kSIIO.Z “’.
. 2.34 - trimea - arabinoz
Me
4
Oktametil = trioz
. _
m/e T_rl-me - metil pentoz 4
. 553 - trime - pentoz -+
dime - heksoz

gekil =~ 40 ‘ ' }
Permetil (S2) Oz Kismindan Dolay: Meydana Gelem lyonlar .

(dime) dimetil, (trime) trimetil, (tetrame) tétrmn'atil,
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Aglikondan Dolayi Meydana Gelen tyonlar: Permetil (52) nin kiitle spektru-

munda, aglikondan dolayi meydana gelen iyonlara ait .pikler m/e 453, 407,

248 ve 203 de gbrilldd (§ekil - 41).

COOH

m/e 453

OHC

je 248
+
mje 203

gekil = 41

Pemetil (s52) Aglikondan Dolay:. Heydana Gelen Iyonlar

(s2) saponozitinin kﬁtle spektrumlan, 'J.‘. KOMORI (Faculty

of Pharmaceuncal Sciences, Kyushu Unwersity, Fukuoka, Japan) tarafindan

‘Permetillenmis

‘alinmig ve degerlendznlman._ :



-109~

Permetillenmig (S2) Sapenozitinin Total Asit Hidrelizi: Permetil safo—
nozitin total asit hidrolizi sonunda elde edilen aglikomun, silikajel
kapli plaklarda eter:benzen (4:1) solvan sistemi ile yapilan ince taba-
ka kromatografisinée‘gipsogenin ile ayni Ry degerine sahip oldugu tes-—
pit edilmigtir. Oz hidrolizatinin ince tabaka kromatografisinde 9, 10,
11, 12 ve 13 nolu solvan sistemleri ile merillenmig ozlara ait 8 leke

tespit edildi, RG degerleri hesaplandi (Tablo - 18).

L]. L . . Re Solvan Sistemleri
Me. 0z 9 10 11 12 13
I 1,38 1,18 1,12 - 1,14
11 1,20 1,07 1,06 1,37 1,10
III 0,81 0,88 0,97 - 0,88
v 0,72 0,79 0,86 - 0,85
v 0,53 0,61 0,77 - 0,83
VI 0,53 0,60 0,70 - 0,76
viI 0,33 0,48 0,52 0,92 0,69
VIII . 0,20 0,30 0,41 0,83 0,41
TMG 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00
" Tablo =18
Metillenmis:Qzlarin Ince Tabaka Krematografisi
Adsorban Kieselgel 60:DC-hazir plak (Merck) 0,25mm
Se;yan.siftem% —.? Eﬁ?ﬁ : Mezco (2:1)
" " 10" CgHe t Me,CO (1:1)
" " 11 C6H6 s+ EtOH (8:2)
" " 1g : TCHC13: MeOH - (9:2)
" " 13 Et-CO-Me /H,0 ile doyurulmug

Reaktif : Anilin hidrojen ftalat, 110°C 5'
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Hidroliz iiriinll olan metillenmig ozlar (Me.0z-I-VIIL) gahit ola-
rak hazirlanan metillenmi§ oz numuneleri ile ince tabaka kromatografi—-
sinde R, deperleri karsilagtirrlarak teghis edildi. BSylece, metillen-
mig ozlar araswnda 2,3,4~trimetil-L~ramnoz {(Me.0z-I), 2,3,4;trimetil-
D-ksiloz (Me:0z~II), 2,3,4,6~tetrametil-D-galaktoz (Me.0z-III) ve 2,3,

4-trimetil-L-arabinoz (Me.0z-IV) bulundufu tespit edildi.

Bu ozlar, permetillenmig tiirevleri hélindedir,.dolaylslyla (52)
saponozitinin oz zincirinde terminal olarak rammoz, ksilez, galaktoz
ve arabinoz yer alir. Terminal ez sayisinin ¢ok olmasi, 02 zincirinde
bir dallanma oldufunu gﬁstermektedir. Diger metillenmig ozlar (Me.Oz-
V, VI, VII, VITI) ige, kismen metillemmigtir. Bu, ince tabaka kromatogu‘

rafisinde kiiglik R degerine sahip olmalarindan amlagilmaktadir. Kismen

G
metillenmis ozlar, oz zincirinde terminal ozlar ile . aglikon arasinda,

hatta dallanma noktalarinda bulunabilirler.

Kismen metillenmis ozlarin ince tabaka kromatografisi ile teghi-
si, gahit maddelerin gegidinin ;z olmasindan dolayi tam gergeklegtiri-
lemedi. Bu ozlardan ikisi, permetillendikten senra veya permetillenme=
den. nce gahit numunelerle kargllggtlrllarak tanimlandi. VIII numarali

metillenmisg oz, silikajel kapli plaklarda benzen:etanol (8:2) ve

. kloroform:metanol (9:2) solvan sistemleri ile yapilan ince tabaka kro-

* .
matografisinde 3-O-metil-fukoz ile ayni R, degerini verdi. Silikajel
doldurulmus siitunlarda (SK-7a ve 7b) saf elarak izole edildi. Fakat,
elde edilen miktarin azlifiindan spesifik gevirmesi &lgililemedi. Bunun

yerine, serbest hidroksil gruplari metillemerek, daha &nce hazirlanan

* .
3-0-metil-fukoz numunesi Dr. H. Anil (Ege Un. Fen Fak. Genel Kim.

Kiirslisii) dan temin edilmigtir.
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permetillenmis oz tiirevleriyle ince tabaka kromatografide kargilagti-
r1ldi. Kismen metillenmig oz (Me. Oz-VIIi) dan hafeketle elde edilen
permetil ezun 2,3,4— trimetil-D-fukoz ileyayni oldufu gdriildi. Buna
kargilik, 2-0= ve 4-O-metil-fukoz ile yukardaki gibi bir kargilagtirma
yapilamamigtir. Bu nedenle ince tabaka kromatografisinde 3-O-metil-
fukoz ile ayni R, deBeri elde edllmesine ragmen, bu maddenin tanamil

G

monometil~fukez (muhtemelen 3—0ﬂmet11—fukoz) olarak yap11d1.

Saf olarak izole edilmig olan Me, 0z-VI da metillendi. Elde
edilen iiriiniin ince tabaka kromatografisinde gahit maddelerle kargilag-
tirilmas: sonucu, 2,3,4-trimetil-D-ksiloz oldupu gbriildii. Buna gire,

Me, 0z=VI bir ksiloz tiirevidir.

Me, 0z~V ve VII, gahit numunelerle kargilagtirma yapilamadig:
ve diger analizler igin yetecek miktarlarda izole edilemedifi iginm

teghis edilemedi.

Permetil Sapogenin-3-O-monodesmozit

Erime Noktawsga: 105 - 108%

tnece Tabaka Kromatograt6fisi

Adsorban Kieselgel G (Aktive edilmemig) °
Solvan sistemi-15 CGHG : EtOH (10:1)
’ "<" n » .
17 CGHG : M2200 (5:1)
Reaktif %30 H,50, /8,0
R . 0,51 (s1stem—15), 0, 40 (sistem-17)

f
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‘Sekil - 42
Permetil Sapogenin-3-0O-monodesmozitin IR Spektrumu
(Perkin Elmer Model 457, X1 KBr)

42

“
COOCH3
l mje 282
& %
m/e 203

m/e 407

.Gekil - 43
Permeti1-sapq§§nin-3-0~monodesmozit

Aglikondan Dolayi Meydana Gelen lyomlar

Permetil saﬁogeﬁin—S-O-monodesmnzi;in kiitle spektrumu, T. KOMORI tara-
findan alinmig ve deperlendirilmigtir.
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IRSpektrumu: Permetil sapogenin-3-0-monodesmozitin IR spekt-
' - {
rumunda, serbest hidroksil gruplari igin 3200 - 3400 cm 1 de karakte-
ristik absorpsiyon bantlari goriilmedi (Sekil - 42). Boylece, naddenin

tamamen metillendifi anlagilda,

Kitle Spektrumu : Permetil sapogenin—-3-0O-monodesmozitin
kiitle spektrumunda m/e 175 de terminal ksiloz ve/veya_arabinoz ile m/e
219 da terminal galaktozdan dolaya meydaﬁa gelen katyon pikleri gdriil-
dii (Sekil - 40). Aglikondan dolay: meydana gelen iyomlara ait pikler

m/e 484, 467, 407, 262 ve 203 de goriildii (Jekil - 43).

‘Total Asit Hidroli:z: Total asit hidroliz {iriintniin

ince tabaka kromatografisine uygulanmasi somucunda, 4 metillenmig oz
tespit edildi. Bu ozlar, gahit numunelerle karg:lagtirildi ve permetil~
lenmig (S2) saponozitinin total asif hidrolizi sonucu elde edilen 1I,

III, IV ve VI nolu ozlarla ayni oldupu goriildii,

2,3,4-trimetil-D-Ksiloz,

II =~

111 - 2,3,4,6~tetrametil-D~galaktoz,
IV - 2,3,4—trimetil-L—arabiﬁoz,

VI - (n) metil-D-ksilozdur.

Buna gdre, permetil (S2) saponozitinin hidrolizi ile elde edilen
Me, Oz-II, III, IV ve VI aglikonun hidroksil grubuna baglidir. Ksiloz,
galaktoz ve arabinoz permetil tiirevlieri halinde oldufu igin terminal

olarak ver almigtir.
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Permetil (S2) Saponozitinin Lityum Aldminyum Hidrir

Ile Yarilmaszi

Yarilmaysonucu elde edilen metiliénmig C-28-oligoholozit de
asit hidrolizle ozlarina pargalandi, Metillenmig ozlarin ince tabaka
kromatografisi ile incelenmesinde,

1 —%%S;A-trimetil-L—ramnoz

I1 -2,3,4-trimetil-D-ksiloz

Iv -2}3,4-trimetil~L-arabinoz

kesin olarak tespit edilmigtir. Me,0z-V in tanmim: yapilamamigtir.

Daha onceki bulgularim:iz, oz zincirinde fukozun monometil-fukoz

" halinde bulundugunu gdstermigtis Lityum aliiminyum hidriir yarilmasi so=
nucu elde edilen.C—28-oligoholozitinin hidroliz iirlinleri iginde monome-—
til-fukozun tespit edilememesi, bu ozun aglikona bagl: oldugunu dogru-
lamigtir, $8yle ki, fukoz aglikona karboksil grubu ilizerinden bagli ige,
LiAlH4 yarilmas: aninda fusitol haline gegmektedir.‘ﬂidroliz firtinleri-
nin kromatogramina sodyum meta-periyodat-benzidin reaktifi piskiiréil-
.dﬁgﬁnde lacivert zemin iizerinde monometil-fukoza yaki#;RG degerinde
beyaz bir leke meydana geldi. Bu da fukozun fusitoi'ﬁaiine gectigini
gbsterdi. Buna gore, aglikonun karboksile bagli oz zincirinde ilk oz

fukoz, terminal ozlar ise ramnoz, ksiloz ve arabinozdur.



SONUGC ve TAR TISMA

Caligmalarimiz Botanik ve Kimyasal olmak {izere iki ana b&liimeé ay-
- rilmigti. Bulgularimiz da ayni esasa gbre deperlendirilecek, difer taraf-
tan ofisinal olan R. Saponariae Rubrae'ye ait degerlerle de kargilagti-
rilacaktir,

5. kotschyi kSklerinin anatomik.yap1isi incelendifinde, digta ince
bir mantar (50 — 120 M)., altinda.genig parenkimatik bir kabuk tabakasi
gbriiliir, Kabuk,kﬁk‘yarlgaplnznxl/3ti-kadanabim:kxsmlnmukaplar. Parenkima
hiiereleri druz.(30.— 40 .u). tagir..Merkezi -silindir.sara renklidir, yer
yer ezilmig kambiyum tabakasi ile kabuk!bdlgesinden ayrilir, ags: kalain-
lagmig. odun'borularzx. (200. - 300 p) tagar, Oze dogru, helisel kalinlagmig
- odun borulari.(30.-.50.u) goriiliz. Kbkiin.gbvdeye: yakin kisimlarinda Uz
bulunmaz., K8kler, 6z kollari.ve.nigasta tagimaz.

L :§§wkotschzifnin:§,ﬂofficinalis?inﬁaaatnmik:ﬁaelliklerinden {45,
. 47,.69) tek farki,. 8z perenkimasinda.druz bulunmamasidir, Difer 8zellik—
leri.8. officinalis ile aynadir.

: . 8. kotschyi'nin kbk.tozunun kdptirme indeksi 714, -hemoliz indeksi
ise 405‘olarakmtespit‘edilmigti:*“Buvdegerler,uoﬁisinalgolammsaponozit
.droglara. ig¢in uygunhdegildirgmBuaaakax§&llk,neldehedilenwhamﬁsaponozitin
hemoliz.indeksi.1l4.865 bulunmustur.:Bu, ham saponozitler igin uygun sa-
yi1labilecek bir degerdir. ‘ :

Koklerden elde edilen ham saponozitin tagidif1l. ana. saponozitin
yapisinl.agiklamak amaciyla yapilan.kimyasal.galigmalarimizin sonuglari,
gu.sira ile tartigilmigtir:. Aglikonun, aglikona bagli oz zincirlerinin
ve saponozitin yapisinin tanimi,

Ana saponozitin (82.§aponoziti)gtota1.asit;hidrolizicile;:aglikon'
ve ozlar ayri ayrl elde edilmigtir.:Aglikonun, ince:tabaka.kromatografi-
sindetgahit.maddelerleakarg&la§t1r11m331,"erimeunokt351n1nmtayini, IR
ve kiitle spektrumlarindan gipsogeninile .ayni oldugu tespit edilmigtir.

Total asit hidrolizle .elde edilen.oz kisminin, kagit ve gaz likit
kromatografisi.ile incelemmesinden sonra, .aglikona. glikuronik asit,
galaktoz, glikoz, arabinoz,.ksiloz, ramnoz ve fukozun bagli oldugu
anlagrlmigtar, '

Ana saponozitin .alkali.hidrolizi ile.daba az.polar.bir lriiniin
(Sapogenin~3-0-monodesmozit}).- elde edilmesi, maddenin-bisdesmozidik bir
yapida .oldugunu: gdstermigtir., Alkali hidroliz. senucu, aglikonun karbok- '
sil grubuna bagli.bir. oz zincirinin (C-28-oligoholozit) varlifi da
kesinlegmigtir.HCw28=Oligoholozitinin;asit;hidrolizi,ileAglikoz, ksiloz,
. arabinoz ve‘ramnoz;.sapogeninaﬁrﬂemnnodasmozitin;asit;hidrolizi ile
glikuronik.asit, .galaktoz, ksiloz, arabinoz.ve.gipsogenin. elde edilmig—
tir. Ozlarin tanimi, .Kagit.ve.gaz.likit kromatografisi ile yapilmigtair.
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0z zincirlerinin yapisini tayin igin, permetilleme iglemi yapil:
'm1g, permetil {iriiniin asit. hidrolizi ile metillemmig ozlara ait 8 leke -
elde edilmigtir. 2,3,4-trimetil~L~ramnoz, 2,3,4~trimetil-D-ksiloz,
2,3,4,6-tetrametil~D~galaktoz, 2,3,4vtrimetil-b-arabinoz ve monometil-
D-fukozun varligi, ince tabaka kromatografisinde gahit. numunelerle
karsilastirilarak kesin olarak tayin edilmigtir.: Izole edilen fakat
metillenme derecesi tayin edilememig\olan"B.ﬁrﬁnden"bir:tanesi (Me.0z-
V1) permetillenip hidroliz. edilmig, bunun ksiloza ait oldufu bulunmug-
tur. Diger iki irlinde (Me.0z-V ve VII}, miktar azli1p1 yilziinden herhangi
bir. kimyasal iglem yapilamamigtir.:Bu.sonuglara.gdre,. Ana saponozitte
ramnoz, ksiloz, galaktoz ve arabinoz terminal.olarak.bulummaktadir. Bu
gonug, permetil-anasaponozitin .kiitle spektrumu ile de dogrulanmigtir,

Hidroksil grubuna bafli oz.zincirinde galaktoz,. ksiloz ve arabik
;nozun‘bulundugu.kagltmve.gaz~1ikit“kromatografisi.yﬁntemleriyle tayin
- edilmigtir. Glikuronik asitin varlifi, sadece ka1t kromatografisi ile
tespit edilmig, gaz likit.kromatografisinde uygun.sonug.alinamamigtir,
uygulanan ydntemde glikuronik. asit, serbest olan karboksil' grubundan
dolay1 kolonda tutulmaktadir. ; P

Zincirin hangi oz. iizerinden aglikona baglandiZini tespit etmek
i¢in, Ana saponozitin zayif asit hidrolizi yapilmig.ve elde edilen frii~
niin erime noktasi ve kiitle spektrumunun degerlendirilmesiyle,.gipsogenﬁnﬂ
3-0-monodesmozit oldufu. sonucu elde. edilmigtir..Bu da, hidroksile bagl»
oz zincirinin glikuronik asit lizerinden aglikona baglandigim gistermek-
tedir.. Zincirdeki diger ozlarin . yerlerinin tayini igin, .permetilleme
iglemi yapllmlgtlrﬁ.Permetillenmig-ﬁrﬁnﬁn.(Permetilvsapqgenin-3-o—monok
desmozit).asit.hiafbliziuile,"dﬁrt‘metillenmigﬂoz:eldemedilmigtir.
Bunlardan ligiiniin, ince tabaka kromatografisiyle.yapilan. tanimlarinda
2,3,4-trimetil—D—ksiloz,.2,3,4,6-tetrametil~D—galaktoz've.2,3,4—trimetﬁl~
L-arabinoz oldugu. anlagilmigtir..Buna gire, galaktoz, ksiloz ve arabinoz
hidroksile bagll,oz.zincirinde.terminallolarak‘bulunmaktadzr. Bu sonug)
kﬂtle;spektrumu.ile.de.dogrulanmlgtlr..DBrdﬁncﬁpmetil oz . (Me.0z-VI),
lpermetilleme ve asit hidrolizden gonra.2,3,4-trimetil-p~ksiloz ile inck
‘tabaka.kromatografisinde. ayn1 R, degeriﬁi,vermigtir.mBu.da,.Me.OszIl
nin ksiloza.ait,.klsmenmmetillenmigubir.oz.oldugunu.gasteri;. Bu nedenle,
.hidroksile.bagl1woz.zincirinde,.muhtemelen‘terminalhozlarla.glikuronik
‘asit.arasinda ikinci bir.ksilez molhkﬁlﬁfbulunmaktadlr.~Yukarda tartigL—
. lan bulgulara gdre, aglikonun hidroksil grubuna bagly oz zinecirinin .
yapisi agagida gdsterilen sekilde dilgiinfilebilir.

Sekil—44

Sapogenin-3-0-monodesmozit
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‘ C-28-0ligoholozitin asit hidrolizi sonucu, kagit ve gaz likit
kromatografisi kullanilarak glikoz, ksiloz, arabinoz.ve.ramnoz tespit
edilmigtir. Ana saponozitin. ve permetiltiirevinin total asit hidroli-
zinde, fukoz varligi tespit edilmigti. Hidroksile.bajli.oz. zincirinde,
‘fukozun bulummadigi kesinlikle glsterilmigtir.: 0 halde, fukozun karbok~
sile bagli oz zincirinde:bulummasi gerekir., C-28-oligoholozitinin asit
hidrolizinden fukozun elde edilememesi., . bu ozun aglikonun karboksil
.grubuna bagli:.ilk oz olabilecefini dtiglindiirmiigtiir.: CHIRVA ve arkadagla-
‘rinin.yaptigl bir. aragtirmada.-(37) da, galigmalarimizdakine benzer
,sonug elde edilmig; aragtaricilar.bu.bulguyw.fukozun karboksile bagli
olabilecegi geklinde-degerlendirmiglerdir. Bu. sorunu gdzmek igin, per-.
metil ana saponoziti. lityum alfiminyum hidriir ile yarilmigtir. Efer
. fukoz. karboksile bagli. ise,.bu iglem esnasinda. fusitole dbnmesi gerekir.
-0 halde, fusitoliin varlifinin-tespiti, fukozun karboksile bagli oldugu-
nu gbsterecektir, Ciinkil, yarilma somcu karboksile.bagli.olan oz zinci~
‘ri kopar, ilk oz indirgenir,.alkoliine déniigiir. Lityum aliminyum hidririe
'yarilma sonucu elde edilen metillemmig: oz zincirinin hidrolizatinda,
kesin olarak 2,3,d-trimetil-L-ramnoz,.  2,3,4-trimetil-D-ksiloz ve -
2,3,4~trimetil~L-arabinoz. ince tabaka kromatografisi yardimiyla tespit
ledilmigtir. Bu tanimin yapildipa kromatograma,.itolleri belirlemede
kullanilan sodyum meta-periyodat~benzidin reaktifi pliskiirtildiigiivde koyu
mavi bir. zemin iizerinde beyaz.bir. leke gdrilmigtiir. Bu lekenin R, deBe-
- .:iri, daha Bnce permetil.. ana saponozitin” hidrolizatinda. tanimi gapllap
monometil-fukozun. Ry degeri. ile ya&xnd;r‘,Zaten.“kromatogramda monometil-
.fukozun gdriilmemesi de onun monometil-fusitole doniig{igiinii -gdstermekter
dir. Bu gekilde, fukozun karboksile bagli oz zincirinde ilk oz olduju
anlasilmigtar. Ayrica, bir hidroksil grubunun metillenmis olmasi bu
noktada. bir dallamma oldufunu.gbstermektedir. Difer:taraftan 2,3,4-
trimetil-L-ramnoz, 2,3,4—trimeti1-D~ksilozbve'2;3,4-trimetil—L—arabino~
izun ‘teshis.edilmesi.ramnoz, ksiloz ve arabinozun terminal olarak
‘bulundugunu gdsterir. Bu bulgu, permetil ana saponozitin kiitle spektru-
imunun-deﬁerlendirilmesi ile de dogrulanmagtir.
]
! Karboksil grubuna.bagli oz zincirinin yapisi bu sekilde belir-
‘lendikten sonra, ana saponozitin yapisi da agiklanmig olmaktadir. Bu
yapida aglikon, aglikona bagli.ozlarin cinsleri, hidrokeil ve karbok-
sile bagli ilk ozlar ve terminal ozlar kesinlikle tespit edilmistir.
_Ozlarin zincirlerdeki birbirleriyle baglanma durumlari,: kismen metillen—
. mig.ozlarin yapilarinin kesin olarak agiklanamamasindan dolayl hentiz
. belirlenmemigtir. Daha Once agiklanan bulgularimiza gdre, ana sapono~
zitin muhtemel yapis: su gekildedir,
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Bu yapl belirlendikten sonra. agiklifa kavugturulmasa gereken
Ynemli bir husus da, bu maddenin yeni bir gaponozit olup olmadifadir,

Daha Bnce.izolé:edilén»ve.OZ'zincirleri.aglklanan,-ﬁiﬁsogenin
aglikonlu Caryonhyllaceae;savmnozitleri?TabioL—19 da gdsterilmistir.

Gipsogenine Bagli Ozlar.
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Fuk| Ara|KsijGlifRam| Gal

.Saponozit

Vakegozit.

Vaccaria segetall
YAkantofilozit B
Acanthophyllum

sophiloides I
A\E%nﬁtéfnazit? “ ¥

Saponozitin Adi ngiAuGél‘Ksi.Ara.Gli Ram Lit
Ana saponbzit . 1" I +{+ +]+] +
Saponaria kotschyilf : ‘ ‘
Saponozit D A
S. officinalis '“ +| Y _+ o B i Bl B I e
Taponozit A “
S. officinalis + + 33
Gipsozlt . " 1 _ -
Gypsophila pacifica + 1 4+ +l+] + 1+ + + | 89
rikozlt :

G. trichotoma ‘l + + + l103
Trikozit .B T ¥ + Rl FE0)
}Trikozit C : + 1 n + 1 + J1i01})

|Trikozic D [_Jr T+l T ¥ T ¥ +1 + ,
Diyantozit C : T 1ﬁ :

" pianthus deltoidesy * | +| + +1 +] + +] + 01 29)
Nutanozit - ' | 1 1
5ilene nutans +1+] + ] + :

41 +] + : _
+

n
+
1
+
+
+H

+
+
+4-
+
+
| I S, TR =l
—
M-
w

Tablo - 19
Gipsogenin Aglikonu .Tagiyan .Caryophyllaceae Saponozitleri

Goriildiigii gibi, ana saponozit bugiine kadar yapisi aydinlatilan
saponozitlerden farkli bir oz zinciri tagmmaktad1r.‘Saponozit D den,
hidroksile bagla oz zincirinde ramnoz, karboksile.bagli oz zincirinde
galaktoz .bulunmamasi; buna kargalik karboksile.bagli oz zincirinde
arabinoz tagimasi ile biiyiik farklilik gostermektedir, Gypsophila

. trichotoma'dan izole edilen trikozit D'ye, hidroksil.grubunda bulunan
ozlarin cinsi bakimindan . benzemekteyse-de,-bu-oalarin birbiri ile bag-
lan1§1-bakxmlndanxﬁnemiiufamklaxebulunmgktadmmuwDigerwtarﬁfaan, karbok-
sile bagli .oz zincirinde .ana gapenozite arabinoz bulunur. Trikozit D de
bulunan galaktoz. ise bulummaz.. 3. ketschyi.ana saponoziti, nutanozit,
wakag@zitmvécakantofilozithad11;saponoz1t1erden.de, oz zineiri bakiming
dan gok fafklidir.

. Yukarda kxsacaﬂtart1§11aﬁuhususia:u§,¢ketsehzi-anawgawﬁnﬁzftinin
Sagonaria.tﬁrlérihve gipsogenin:aglikonu.taglyan;Carzoghillaceae sapo~

* .

nozitleri igin yeni bir saponozit oldugu sonucunu vermigtir,
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6 ZET

1974*&975 yillarinda, 25-30 Haziran tarlhler1 arasinda Isparta,

Golciik krater goli dolaylarinda toplanan Saponarla ketschx_ Boiss.

bitkisinin kokleri {izerinde Farmakognozik aragtirmalar yapilmigtir.
Botanik ¢aligmalarda, bitkinin ve kdklerinin morfolojik dzellikleri,
k3kiln anatomisi incelenmigtir. Apatomik zellikler ofisinal R. Sapona-
ria Rubrae ile kargilagtirilmigtir. Bulunan tek fark S. kotschyi kdkw

lerinin 8z kigmnda druz tagimamasidir.

K8k tozunun kdplirme indeksi 714, hemeliz indeksi 405 ve ham

saponozitin hemoliz indeksi 14.685 olarak tayin edilmigtir.

Ham saponozitte iki saponazit ve baglica ic oligoholezit teghis
ed11m1§, bu kar1§1mdan ana saponozit (52 saponozltl) izole edilmigtir,

BN 238 - 243°C (bozunma)3 IR 3200 = 3400 cm L1725 e ¥, 1640 cm.’

Ana saponoz1t1n asit hidrolizi, ile agllknn elded edllmmgbaﬁqugll-
konun kromatografik davranigi, erime nokta51, IR ve kiitle spektrumundan,
gahit glpsogenln madde31y1e ayni oldufu tesplt ed11m1§t1r. EN 263-265°C;
1R 3500 b i 72D cn 1760 cmdyi Kiitle spekmmu 1~f= 470, ife 425
M*—-;,ooa), 248, 203.

Aglzkena bagll toplam ozlar kagit ve gaz 1likit kromatografisi
‘ ile'teghls-ed11m1§ ve D~g11kuron1k asit, D-galaktoz, D-glikoz, L-arabi-

noz, D—ksiloz!‘B-fukoz, ve ‘L-ramnoz bulunmusgtur,

Ana saﬁon@zitin zayr1f asit hidrelizi sonucu giﬁsegenin =3-0-gli-

. ca s " B +
kuronozit elde edilmigtir: EN 203--205°C 3 kiitle spektrumu M 646, m/e
470, 425, 248, 203. Bu, glikuronik asitin dogrudan dofruya aglikonun

hidroksil grubuna bagli eldugunu gastermigtir.

Ana saponozltln alkali hidrelizi ile sapogen1nv3*0-monodesmoz1t
ve C-28-oligoholozit elde edilmigtir. Monodesmozitin asit hidrelizi
sonucu gipsegenin, galaktez, glikuronik asit, ksiloz ve arabinez (hld-
roksil grubuna bagli ozlar), oligoholozitin hldrollzatlnda glikoz,
ksiloz, arabinez ve ramnoz (karboksil grubuna bagli ozlar) teghis edil-
migtir. Total hidrolizde bulunan fukozunm, alkali hidroliz iirinlerinde

bulunmamasi, bu ozun dofrudan dofruya gipsogeninin karboksil grubuna
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bagli ilk oz olabilecepini gtstermigtir. Bu sonug, permetil saponozitin

lityum aliiminyum hidriir yarilmasi ile dorulanmigtir.

Ozlarin zincirde baglanig sirasini aydinlatmak ic¢in, ana sapono-
zit metillenmigtir, Permetil ana sapon021t1ne ait bulgular: EN 120-124 C
IR 3200-3400 cm -1 de serbest hidroksil gruplari igin karakteristik
absorpsiyon bantlari yok; kiitle sﬁektrumu m/e 453, 407, 248, 203 (agli-
kondan dolayi meydana gelen iyoenlara ait ﬁikler), m/e 553, 219, 189,

175 (oz kismindan dolayi meydana gelen iyonlara ait pikler).

Permetillenmis ana saﬁonozitin asit hidrolizinden sonra, ince
tabaka Er@mategrafisinde sekiz metillenmig oz (I-VIII) tesﬁit edilmigtir.
$ahit maddelerle kargilagtirilarak, ﬁermetillenmig rammoz (1), ksiloz
(I1), galaktez (ILI) ve arabinoz (IV) ile monometil-fukoz (VIII) teghis
edilmigtir. Bdylece, galaktoz, ramnoz, ksilez ve arabinozun terminal
olarak buluﬁdugu, permétillenmig halde bulunmalarindan ve permetillenmig
sapenozitin kiitle spektrumunun degerlendirilmesinden ortaya ¢ikmgtir.
Pijer ﬁg maddenin (V,VI,VII) de:kromatografik davranlgiarlndan kismen

metillenmis olduklar: anlagilmigtir,

Kismen metillenmig ozlari tanimlamak igin, metillenmig ozlar
karigimindan, kolon kromategrafisi kullamilarak I,II,VI,VII ve VIII saf
olarak izole edilmigtir. VI ve VIII nelu ozlar Bﬂce‘ﬁermetillenmig, son—
ra asit hidrolize tabi tutulduktan sonra sirasiyla 2,;3,4- trimetil~D-ksi-
loz ve 2,3,4~trimetil-D-fukez elde edilmigtir. Bu da, VI'nln bir ksiloz,

VIII'in bir fukez tiirevi oldugunu gbstetir.

Aglikenun hidroksil érubuna bagli ozlarin zincirdeki yerlerini
tespit etmek igin, Sapogenin-3-0-monodesmozit ﬁermetillenmigtir. Uriintin
kiitle spektrumu ve asit hidrelizatinin ince tabaka kromatografisinden,
aglikonun hidreksil grubuna bagli oz zincirinde galaktoz, ksiloz ve ara-
binozun terminal olarak, ikinci bir ksilez molekiilliniin de dallanma nok~

tasinda bulundufu tespit edilmigtir.

Lityum aliiminyum hidriir yarilmasi sonucu elde edilen éermetillen—
mis C-28-oligoholozitin asit hidrolizatinda ﬁermetillenmig ramnoz, ksiloz
ve arabinoz teghis edilmigtir. Bu Soﬁug,‘bu ozlarin karboksil grubuna
bagli oz zincirinde terminal oldufunu gstermigtir. Bu zincirde,glikozun
dallanma noktasinda bulunduu, permetillenmig ana sapon@zitin kiitle spekt-

rumunun deferlendirilmesinden anlagilmigtir.
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Yukarda belirtilen bulgulara gdre, S. kotschyi bitkisinin ana

saponoziti igin agagidaki formiil teklif edilebilir.

N
m - ‘\Hg .
[oam] — | [otei}-{o-ctal-
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Bulgularimiz literatﬂrdekiléf'ile*iar§1ia§t1ri1diglnda, ana

”.- Rl D-Ksi , n' L-Ars

Sg_Seponcziti ., Ry L-Am, Ra O¥

saponozitin yeni bir triterpenik saponozit olduggu gdrillmektedir.

SUMMARY

Pharmacognosical studies have been made on the roots of
Saponaria kotschyi Boiss. collected in the v1c1n1t1es of the GSlclik
crater lake, Isparta region dur1ng 25" th 30th June, from 1974 to 1975.

iIn these botanical studies, the morphologlcal characteristics of the
plant and its roots, and the anatomy of the roots were examined. Thel
anatomical features have been compared with these of the officinal

R. Saponariae Rubrae. The only difference found was that the roots

of §. kotschyi conta1ned po druse in the central cylindir.

The foaming 1ndex, the hemolytic index of the powdered roots
and, the hemolytic index of the crude saponoside have been determined

to be 714, 405 and 14.685 respectively.

Two saponosides and mainly three ollgoholosides have been
identified in the crude saponoside, and the main aaponos1de (82)
has been 1solated from this mlxture. mp 238-243° C (decomp. ),

spectrum 3200-3400 em , 1725 cm 1640 en 1.' , . ;-

" As a result of the acid hydrolysis of the main scﬁcnoside,
aglycon has been obtained. It has been determined that the-aglycon
is the same as the authentic sample of gypsogen1n with respect to.
the chromatographic behaviour, melting point, IR, and mass spectrai-
mp 263-265°C, IR 3500—1, 1720 cm 1, 1700 cm 1, mass spectrum ﬁ+ 570 .

m/e 425 (M'+ -COOH) , 248, 203. v
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K%i monooses attached to the aglycon have been identified by
paper and ga¥ liquid chromatography and found as D-glucuronic acid,

D-galactose, D-glucose, D-xylose, L-arabinode, L-rhamnosq%_and D-fucose.

Following a weak acid hydrolysis of the main sapon031de, gypso-—
genin-3-0-glucuronoside has been obtained: mp 203- 205°¢ , mass spectrum
M+ 646, m/e 470, 425, 248, 203. This result shows that glucuronie acid
is dlrectly attached to hydrexyl group of the aglycon.

Sauogenin-B-O-monodesmoside and C-28-oligoholoside have been
gbtained by alkaline hydrolysis of the main %auOnoside. The acid
- hydrolysis of the monodesmoside has yielded gyusogenin (agtycon) glu-
curonic acid,galactose, xyleose and arabinose (attached to the hydroxyl
group), and in the hydrolysate of the 011g9h01051de glucose, xylese,

arabinose and rhamnose (attached to the carboxyl group) have been found.

The absence of fucese: observed in total acid hydrolysis, in the
alkaline hydrelysis preducts of main sapon031des 1nd1cates that fucese
could be agtached to the carboxyl group of the gypsogenln as the first
ose. This assesment has been confirmed by the lithium aluminium hydrlde

cleavage of the pgrmethylated main saponoside.

The main saponoside was methylated so.-as to- .determine the sequence
of the monoeses in the ose moiety. The f1nd1ngs concernlng the permethyl—
ated main saponoside : mp 120- -124°c , in the IR spectrum, at. 3200—3400
T em 1, characterlstlc absorptlon bands of the free hydruxyl groups were
not present, mass - spectrum mfe 453, 407 248, 203 (the peakh of the
ions occurring by fragmentation of the aglycon), m/e 553, 219, 189 175
(the peaks of the ions eccurring by fragmentation of the methylated.

ose chain).

The acid hydroljsis of the permethylated main sauonoside (82)
yielded eight oses (I-VIII). Permethylated rhammese (I}, xylose (11),
galactose (III), arabinese (IV) and monomethyl-fucese (VIIL) have been
determined by comparing these with the authentic standarts on a thin
layer chromatography. In this manner, rhamnose, xylose, galactose and
arabinose determined to be permethylated and the interuretation of
mass spectrum of permethylated main saﬁonoside suggested that these

pses are terminal. It has been understood that the other three oses
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{(V, VI, VII) were partially methylated depending on their chromatographic .
behaviour. | ,

In order to identify the partially methylated oses, 1, II, VI, VII,
VIII were purely isclated from the mixture of methylated oses by using '
column chromatography. Oses No. VI, and VIII were first permethylated, then
subjected to acid hydrolysis after which 2, 3, 4-trimethyl-D-xylose, and
2, 3, 4=trimethyl-D~fucose have been obtained respectively. This indicates

that VI is a derivative of xylose and VIII of fucose.

Sapogenin-3-0~-monodesmogide was permethylated in order to determine
the sequence of oses attached to hydroxyl group of the aglycon, Then the
mass spectrum of the product and thin layer - chromatography of its acid
hydrolysate clearly displayed that galactose, xylose, arabinose are ter-
minal, and the second xylose molecule is situated at the branching ﬁoint

in ose—chain attached to the hydrcxyl group of the aglycon.

In the acid hydrolysis of permethylated 'C-28-oligoholoside resulting
from the cleavage of perméthylated main saponoéide. permethylated rhamnose,
xylose, arabinose have been iddntified. Considéring that these oses were
found to be permethylated, it can be concluded that they are terminal iq
ose~chain attached to the caﬂboxyllgroup. It has been understood following
the evaluation of the mass spectrum of the permethylated main saponoside

that the glucose molecule is situated at the branching point of this ose-

N

chain.

In accordance with the findings mentioned above, it is suggested
that the structure of the main saponoside of S. kotschyi should be given

as in the formula below.

'%Iniuli!%fﬂl\\“a. :

=iks OHC s- Ry O-Xy  Ra L-Am

Saponoéide g2 b- Fy LA Py D%

When comparing our findings with those in literature, it is obser-

ved that the main saponoside is a new triterpenic saponoside.
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