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OZET

Y. Lisans Tezi

Taflan Cekirdeginde (Laurocerasus officinalis Roem.) Fonksiyonel Bilesik Analizi ve
Antioksidan Kapasitesinin Arastirilmasi
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Fen Bilimleri Enstitiisii
Kimya Anabilim Dali

~ Damigman: Dog. Dr. Mahfuz ELMASTAS
Ikinci Danisman: Dog. Dr. Ibrahim DEMIRTAS

Memelilerde katabolizma sonucu meydana gelen zararli ara triinleri bertaraf edebilmek
icin endojen savunma sistemleri veya eksojen bilesikler ile bunu gerceklestirirler. Bu
amagla kullanilan eksojen bilesikler biyolojik aktiviteye sahip fonksiyonel bilesiklerdir.
Fonksiyonel bilesiklerin dogal tirtinlerden saflastirilmasi, yapilarinin aydinlatilmasi ve
biyolojik aktivitelerinin belirlenmesi son yillarda bilim adamlar1 tarafindan ¢ok ¢aligilan
konular arasindadir. Bu c¢alismada; Taflan meyvesinin ¢ekirdeginde bulunan
fonksiyonel bilesiklerin analizi ve bunlara ait antioksidan kapasitelerinin incelenmesi
amaglanmigtir.  Taflan  ¢ekirdeginin  metanol/diklormetan  (3:1)  ekstresinden
kromatografik teknikler kullanilarak fonksiyonel bazi bilesikler saflastirilmis ve yapilari
spektroskopik metotlarla (NMR, IR, UV vb.) yapilart aydinlatilmistir. Bu ¢alismada
taflan c¢ekirdeginden siyanojenik glikozitler (amigdalin ve prunasin) ve B-sitosterol
bilesikleri saflastirilarak yapilar1 aydinlatilmistir. Bu bilesiklerin taflan bitkisinden
saflastirilmasina  literatiirde rastlanmamistir.  Saflastirilan  bu  bilesiklerin  farkli
metotlarla antioksidan kapasiteleri arastirilmistir. Bu calismada elde edilen aktivite
sonuglart  pozitif kontrol olarak kullanilan standart antioksidan bilesiklerle
karsilastirilmistir. Amigdalin ve prunasin bilesiklerinin DPPH serbest radikal giderme
aktiviteleri yok iken, indirgeme giicii aktiviteleri BHA’dan daha yiiksek oldugu fakat
BHT ve a-tokoferolden daha diisiik oldugu goriilmiistiir. Bu bilesiklerin diger biyolojik
(anti kanser, antimikrobiyel, vb.) aktivitelerinin arastirilmasi yapilabilir.

2009, 61 sayfa
Anahtar Kelimeler: Taflan, Laurocerasus officinalis, Antioksidan Kapasitesi,

Fonksiyonel Bilesikler, siyanojenik glukozitler, amigdalin, prunasin, beta-sitosterol,
HPLC, NMR
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ABSTRACT

MSec. Thesis

Analysis of Functional Component in Seed of Cherry Laurel (Laurocerasus officinalis
Roem.) and Investigation of Antioxidant Capacity

Nusret GENC

Gaziosmanpasa University
Graduate School of Natural and Applied Sciences
Department of Chemistry

Supervisor: Assoc. Prof. Mahfuz ELMASTAS
Co Supervisor: Assoc. Prof. Ibrahim DEMIRTAS

The damage of these reactive compounds can be protected with some endogenous
defense system or exogenous compounds. Some bioactive compounds were used for
this purpose. In generally, bioactive compounds are named functional compounds.
There is trend to investigate of isolation, identification and biological activities of
functional compounds from natural sours in recent years. The aim of this work is to
investigate functional compounds analysis and their antioxidant capacity of cherry
laurel seed. In this work some functional compounds were isolated by chromatographic
techniques and identification of their structure by some spectroscopic (NMR, IR, UV,
etc.) methods. Amygdaline, prunasin, and B-sitosterol compounds were isolated. These
compounds firstly were isolated from cherry laurel seed. The antioxidant capacities of
these compounds have been investigated with some different antioxidant methods.
Antioxidant results have been compared with standart antioxidant compounds as
positive control. There are not scavenging of DPPH free radical activities of amygdaline
and prunasin. In this study, it has been shown that reduction power activities of these
compounds were higher from BHA and lower from BHT and oa-tocopherol. In the
perspective of this study, other biological activities (antitumor, antimicrobial, etc.) will
be studied of these compounds.

2009, 61 pages
Keywords: Cherry Laurel, Laurocerasus officinalis, Antioxidant Capacity, Functional

Components, cyanogenic glucosides, amygdalin, prunasin, Beta-sitosterol HPLC,
NMR.
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1. GIRIS

Insan viicudunda katabolizma sirasinda harcanan oksijen, reaktivitesi ¢ok yiiksek reaktif
oksijen ara friinleri (ROS) olarak bilinen zararli bazi radikallere dontistir. Bu
radikallerin olusumu stres durumlarinda artis gosterir ve viicutta bircok hastaliga
tetikleyici rol oynar. Bu radikalleri kararsiz ve canli sistemlerde diger madde ve
gruplarla kolay bir sekilde reaksiyona girerler. Olusan yeni iiriinler, hiicre harabiyeti,
hiicre 6liimii, yaslanma ve bir¢ok hastaliga neden olabilen zararl tirtinlerdir. Serbest
radikaller yaslanmay1 kolaylastirdigi gibi Alzeimier’s hastaligi, Parkinson Hastalig,
romatizmal hastaliklar, kalp rahatsizligi, damar sertligi ve kanser gibi hastaliklara
onciiliik eder. Reaktif oksijen ara iirtinleri, lipit peroksidasyonu, protein oksidasyonu ve
dejenerasyonu, DNA hasar1 gibi ciddi harabiyetlere de yol agabilir. (Dawn, Allan ve
Colleen, 1996; Akkus, 1995; Tietz, 1995; Burtis ve Ashwood, 1999).

Canli viicutlar, katabolizma sonucu olusan bu kararsiz radikalleri eksisiz hale getirmek
icin ¢esitli sistemlere sahiptirler. Viicuttaki zararsizlastirma sistemlerinden birisi
Antioksidan sistemi olarak tarif edilen antioksidan madde ve Antioksidan enzim
sistemidir. Bu sistem katabolizma sonucu meydana gelen reaktif oksijen ara tirtinleri ile

reaksiyona girerek zararli olan etkilerini ortadan kaldirir.

Bahsedilen reaktif oksijen ara iirlinlerinin en 6énemlilerinden ilki; molekiiler oksijenin
bir elektron alarak indirgenmesi veya indirgenmis gecis metallerinin otooksidasyonu ile
olusan ve hidrojen peroksit kaynag1 olan siiperoksit radikalidir (O,). Ikincisi ise siiper
oksit radikalinin bir elektron almasi yada molekiiler oksijenin ortamdan iki elektron
alarak olusan kararsiz iiriinlin iki protonla etkilesmesi sonucundan olusan ve kendisi
serbest radikal olmadigi halde bu kategoride degerlendirilen hidrojen peroksittir (H,O,).
Son olarak Fenton reaksiyonu sonucu hidrojen peroksitten olusan, son derece reaktif,

oksijen ara iiriinleri i¢inde en reaktif tiir olan hidroksil radikalidir (OH").

Reaktif oksijen tiirleri, ¢esitli serbest radikallerin olustugu serbest radikal zincir
reaksiyonlarini baglatabilirler ve hiicrede karbon merkezli organik radikaller (R®),

peroksit radikalleri (ROO®), alkoksi radikalleri (RO®), tiyil radikalleri (RS®), siilfonil



radikalleri (RSO®), tiyil peroksit radikalleri (RSO,") gibi ¢esitli serbest radikallerin

olusumuna neden olurlar.

Serbest radikaller, yasayan hiicrelerin lipit, protein, DNA, karbonhidrat ve enzim gibi
tim 6nemli bilesenlerine olumsuz olarak etki eder. Siiperoksit ve hidroksi radikalleri
hiicre icinde lipit peroksidasyonuna neden olur. Bunun sonucu hiicre organallerinin
membran gecirgenligi artarken secicilik kabiliyeti diiser. Serbest radikallerin etkisiyle
proteinlerdeki aminoasitler okside olarak yikilir, hiicre DNA’s1 da bu ortamda zarar
goriir. Serbest radikallerin hiicre i¢inde neden olduklar1 bu harabiyetin bir¢ok hastaligin

basalticis1 ya da hizlandiricisi oldugu diistiniilmektedir.

Viicut i¢in 6nemli biyo molekiiller olan lipitler ve hiicre zarinda gecirgenlikten sorumlu
kolesterol serbest radikallere karsi olduk¢a hassastir. Biyo molekiiller icerdikleri
doymamis baglar sayesinde ortamdaki radikallerle ¢ok kolay reaksiyon verme
egilimindedirler. Coklu doymamis yag asitlerinin serbest radikaller ile oksidasyonu
baslangigtan itibaren kendi kendini devam ettiren reaksiyon zinciri seklinde devam eder
ve lipitlerin tamamen yikimina neden olur. Coklu doymamis yag asitlerinin konjiige ¢ift
baglarindan bir elektronun serbest radikal tarafindan koparilmasi ile yag asidi bir lipit

radikaline doniisiir. Bu olay enzimatik olmayan lipit peroksidasyonu olarak adlandirilir

Lipitlerin bu radikalik peroksidasyonu, besin maddelerinin saklanmasi, depolanmasi ve
tasinmasi sirasinda da meydana gelen ve iiriin kalitesini, saklama siiresini diisiiren bir
olgudur. Gida sanayisinde bu istenmeyen olguyu ortadan kaldirmak {iriin kalitesi i¢in
onemlidir. Bu radikalik oksijen ara iirtinleri besinlerdeki lipit ve vitaminlerin yapisin
bozarak kotii koku yayan ve genelde toksik ozellik tasiyan maddelere dondstiirtirler.
Gida sanayinde, bu oksidasyonu onlemek ic¢in genelde sentetik olan fenolik bilesikler
kullanilmaktadir. Gida sanayinde bu amagla kullanilan sentetik {irlinlerin cogu toksik ya

da kanserojen etkiye sahiptir (Ashwood, 1999).

Serbest radikaller, proteinler iizerinde de olduk¢a olumsuz etkilere sahiptirler.
Doymamis bag ve kiikiirt iceren triptofan, tirozin, fenilalanin, histidin, metiyonin,
sistein gibi aminoasitlere sahip proteinler serbest radikallerden kolaylikla etkilenirler.

Bu etki sonucunda ozellikle stlfiir radikalleri ve karbon merkezli organik radikaller



olusur. Protein-serbest radikal etkilesmesinin sonucunda proteinlerin ti¢ boyutlu yapilar

bozulur ve normal yasamsal islevlerini yerine getiremezler.

Insan ve hayvan metabolizmasinda, reaktif oksijen tiirleri ve tiirlerden kaynaklanan
diger serbest radikallerin bu Zarali etkilerini ortadan kaldirmak yada etkisini en aza
indirgemekten sorumlu bazi enzimatik yada enzim olmayan savunma sistemleri
mevcuttur. Bu sistemler antioksidan savunma mekanizmas: olarak adlandirilir. Bu
sistemler, hiicresel ortamda bulunan serbest radikalleri kendilerine baglayarak ya
tamamen etkisiz hale getirebilirler ya da zararli etkiyi en aza indirgerler. Bu tiir koruma
mekanizmas1 “toplayict etki” olarak adlandirilir. Serbest oksijen tiirlerine hidrojen
saglayarak onlarin etkilerini diistirme olay1 da “bastirici etki” olarak bilinir. Vitamin ve
bazi dogal kaynakli fenoliklerin bu tiir etkiye sahip olduklar1 bilinmektedir.
Hemoglobin, seruloplazmin ve mineraller gibi bazi maddeler serbest radikalleri
tamamen kendilerine baglayarak ve olusum zincirlerini kirarak etkisiz hale getirirler bu

etki “zincir kirict” olarak tanimlanir.

Viicudun antioksidan kaynaklari; endojen ve eksojen olarak iki simifta toplanabilir.
Endojen sistemler enzim ve enzim olamayanlar olarak iki grupta incelenir. Enzim olan
endojen simifinda yer alan bazi antioksidan savunma sistemleri; Siiperoksit dismutaz
(SOD), Glutatyon peroksidaz (GSH-Px), Glutatyon S-Transferazlar (GST), Katalaz
(CAT), Mitokondriyal sitokrom oksidaz sistemi ve Hidroperoksidaz olarak siralanabilir.
Enzim olmayan endojen savunma sistemleri ise; melatonin, seruloplazmin, transferrin,
miyoglobin, hemoglobin, ferritin, bilirubin, glutatyon, sistein, metiyonin, {irat,

laktoferrin ve albiimin gibi maddelerdir.

Eksojen antioksidan savunma sistemleri ise diyetle alinan vitaminler (a-tokoferol, -
karoten, Askorbik asit ve folik asit ), fenolik (organik asitler, flavonoitler, katesinler
ligninler) ve fenolik olmayan (rezveratrol vb.) ¢esitli dogal kaynakli bilesikler ve

ilaglardir.

Hiicre i¢inde normal metabolik faaliyetler sirasinda bir dongii olarak zararli serbest
radikaller olugmakta ve yukarida anlatilan viicut antioksidan savunma sistemi ile

deaktive edilmektedir. Ancak bazi durumlarda ya serbest radikaller antioksidan



sistemler tarafindan bertaraf edilemeyecek kadar fazla olusur ya da bu enzimatik ya da
enzimatik olmayan antioksidan sistem zararli radikalleri yok edecek kadar fazla
bulunmaz. Bu olay oksidatif stres olarak tanimlanir. Canlinin, ¢esitli hastalik, stres,
yorgunluk yeterli ve saglikli uyuyamama, ¢evresel kirlilik, radyasyon UV 15181 gibi dis
etmenlerin varliginda viicut antioksidan sistemlerinin etkinligi azalirken ziddina zararl
radikallerin olusumu da artmaktadir. Bundan dolayr diyetle alinan antioksidan

ozelliklere sahip besin maddeleri ya da ilaglara ihtiya¢ duyulmaktadir.

Gilintimiizde antioksidan bilesikler tip, eczacilik ve gida sanayinde kullanimi oldukca
yaygindir. Bunlar gidalart bozulmaya karsit korumakta olup onlarin daha uzun stireli
saklanmasin1 saglar, bunlardan bazilar1 biitillenmis hidroksi toluen (BHT) ve
biitillenmis hidroksi anisol (BHA) bilesikleridir ancak bunlarin toksik etkilerinden
siiphelenilmektedir. Bu nedenle son yillarda yeni, daha giivenli ve ucuz antioksidan
maddelerin bulunmasi i¢in dogal {riinler tizerinde yaygin ¢alismalar yapilmaktadir.
Yapilan calismalarda yiiksek antioksidan aktiviteye sahip oldugu tahmin edilen ve
tamamen bitki kaynakli 6000°den fazla molekiil bitkilerden izole edilip yapilar

aydinlatilmistir.

Bu baglamda, bu c¢alismada; Karadeniz Bolgesi’'nde aktif sekilde meyvesinden
yararlanilan Taflan meyvesinin ¢ekirdeginde bulunan fonksiyonel bilesiklerin analizi ve

bunlara ait antioksidan kapasiteleri incelenmesi amaglanmaistir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Taflan: Laurocerasus officinalis ( Prunus laurocerasus)

Taflan;  Spermatopyta  bolumii, Angiospermaea alt bolimil, Magnoliatae
(Dicotyledones) sinifi, Rosaceae familyasi Prunoideae alt familyasi Laurocerasus
Duhamel. cinsine ait bir tiirdiir. Bu tiir, Laurocerasus oficinalis Roemer veya diger
sinonimi Prunus laurocerasus (L.) gibi isimleri ile bilinmektedir (Kayacik, 1982)
Ulkemizde ise bu bitkinin, ‘Taflan’in digindaki en yaygin ismi ‘Karayemis’dir. Bitki,
Karadeniz Bolgesinin bazi yerlerinden ‘giircti kirazi1’, ‘karamis’, ‘kattak’, ‘laz kiraz1’,

‘laz yemisi’ gibi isimlerle de anilmaktadir.

Taflan (Laurocerasus officinalis), her mevsim yesil olan, 6 m’ye kadar uzayabilen ve
hemen her tiirli toprakta yetisebilen bir bitkinin meyvesidir. Tirkiye’de ozellikle
Karadeniz Bolgesi’nde yetisen bu meyve, gerek besin igerigi gerekse bilesimindeki
fonksiyonel unsurlardan dolayr 6nem tasimaktadir. Yuvarlak sekilli ve baslangigta
kirmizi renkte olan meyveler, olgunlastik¢a parlak mor-siyah bir renk almaktadirlar.
Taflanin meyve ve cekirdekleri halk arasinda tibbi bitki olarak kullanilmakta ve mide
iilseri, sindirim sistemi hastaliklari, bronsit, egzama, hemoroit tedavilerinde etkili

oldugu distintilmektedir. (Baytop, 1984)

Karayemis meyvelerinin sindirimi kolaydir ve insan1 tok tutma 6zelligi vardir. Regel ve
hatta tursu olarak kullanilan meyveler, pasta, kek ve 6zellikle hosaf ve kompostolara
koku ve tat kazandirmak icin ilave edilmektedir. Karayemis yapraklar1 cay gibi
demlenerek sinir bozukluklarina faydali, okstriik dindirici ve spazm kesici, taze
yapraklarindan elde edilen suyu, spazm ¢6ziicii ve bulanti kesici olarak kullanilmaktadir

(Alpmar ve Yazicioglu, 1991; Islam, 2005).
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2.2. Literatiir Ozeti

Taflan halk arasinda; Karadeniz Bolgesi’nde taze olarak tiiketilmesinin yaninda,
kurutularak, regel ve hatta tuzlu olarak da tiikketilmektedir. Ayrica pekmez yapiminda da
kullanilmaktadir. Alasalvar ve ark., yaptiklar1 ¢alismada, taze meyve ve kuru meyve
bazli geleneksel yontemlerle yapilmis olan pekmezin antioksidan kapasitelerini
degerlendirmek i¢in, serbest radikal (DPPH, siiper oksit radikali ve hidrojen peroksit)
giderme aktivite testleri uygulamislardir. Calismada, taze meyve bazli pekmezin taze
meyveye nazaran daha yiiksek, kuru meyve bazli pekmezin ise; pekmez iiretimi
sirasinda antioksidan aktiviteye sahip bazi fonksiyonel molekiillerin bozulmasindan

dolayi, taze meyveye gore daha diisiik aktivite gosterdigi ortaya konulmustur (Alasalvar

ve ark., 20006).

Taflan ¢ekirdeginin lipit igeriginin belirlenmesi i¢in Alasalvar ve grubu tarafindan
yapilan caligsmada, ¢ekirdegin lipit i¢eriginin % 38,10 oldugu tespit edilmistir. Ham lipit
ekstraktinin ana bilesenlerinin; oleik asit (%62,42-64,18), linoleik asit ve palmitik asit
olarak belirlenmistir. Ayrica bu ¢alismada; taflan ¢ekirdegin y-tokoferol miktarinin
0.55-0.69 mg/100 g yag ve B-sitosterol miktarinin da 192,5 mg/100 g yag oldugu rapor
edilmistir (Alasalvar ve ark., 2006).

Ayaz ve ark., taflanin meyvesindeki seker igeriginin, meyve gelisimi ve olgunlasma
stirecindeki degisimini incelemisler ve su sonuca varmislardir. Meyvenin seker igerigi,
fruktoz, sukroz, glukoz ve seker alkolii olan sorbitol’dur. Fruktoz ve glukoz ana
bilesenlerdir. Ci¢eklenme periyodunun baglangicindan 23 giin sonra ve 58. giiniin
sonuna kadar fruktoz ve glukoz azalmaya baslamis taze agirligin %1,3 ve %0,8’1 olan
minimum seviyeye dismistiir. Bu iki sekerin miktari, 65-86. glin araliginda tekrar
yiikselerek taze agirligin % 23,6 ve %20,8’1 degerine ulagsmistir. 23-46. giinler arasinda
sukroz gozlenmemistir. Sorbitol ise ¢igeklenme periyodunun baglangicindan 51 giin
sonra minimum seviyede iken 58. giinde maksimum seviyesi olan % 13,4’e ulagsmustir.
Glikoz, fruktoz ve sorbitol miktarlarinda ¢igeklenmeden sonraki 79-85. giinler arasi

(hasat zamani) hizli bir artig gézlenmistir (Ayaz., 2004).



Ayaz tarafindan yapilan diger bir calismada da; taflan meyvesindeki fenolik maddelerin
ciceklenmeden sonraki giinler i¢indeki degisimleri incelenmistir. Calismada kullanilan
ornekler ¢iceklenmeden 40 giin sonra toplanmis ve meyvelerin fenolik madde igerigi; p-
kumarik, kafeik ve ferulik asit (sinamikler) ve benzoik, 4-hidroksibenzoik, vanilik, 3,4-
dihidroksbenzoik asit (benzoikler) olarak tanimlanmistir. Benzoik, 4-hidroksibenzoik,
vanilik ve kafeik asitler ciceklenmeden 6 hafta ile 12 hafta sonraki periyotta arttig
gozlenmistir. Ferulik ve vanilik asit miktarlarinin da olgunlasma sonrasi periyot olan
ciceklenmeden sonraki 12-16 hafta arasinda arttig1 gézlense de bu artis istatistiki olarak

anlamli (p=0.05) bulunmamistir (Ayaz., 2001).

Erdemoglu ve arkadaslari; geleneksel olarak kullanilan halk bitkilerin ates diisiiriicii
(antiinflammator) etkilerini belirlemek i¢in yaptiklar1 ¢alismada i¢lerinde taflanin da
bulundugu yedi bitki tiirtinii kullanmislar ve bunlarin en etkili olanlarin Laurocerasus
officinalis (taflan) yapraklari, Nerium oleander (zakkum) kuru ve taze ¢igekleri
Rhododendron ponticum (orman giilii) yapraklar1 oldugunu tespit etmislerdir. Bu {i¢
tirin denek hayvanlarinda mide gastritine sebep olmadigr da aymi calismada ortaya

konmustur (Erdemoglu, 2003).

Taflan’in da icinde bulundugu Prunus tiirlerinde iki farkli siyanojenik glikozit
bulunmaktadir. Mono glikozit olan prunasin siyanojenik bitki kisimlarinin hemen
hepsinde, diglikozit olan amigdalin ise, yalnizca Rosaceae familyasina 6zgii olup
cekirdeklerde ve yapraklarda bulunmaktadir. Siyanojenik glikozitler ve onlarin hidroliz
tirtinleri insanlarda akut intoksikasyona ve merkezi sinir sistemi sendromlarina sebep
olmaktadir (Gomez ve ark., 1998). Karayemis cekirdeklerindeki etken maddelerden
olan amigdalin (D-mandelonitril-B-D-glukozido- 6-B-D-glukozit), anti-kanser aktivitesi
oldugu iddia edilen ve “Laetrile” ad1 altinda satilan siyanojenik bir glikozittir (Rauws ve
ark., 1982). Nitekim, bu maddenin Amerika’da 23 eyalette kanser tedavisinde oral
kemoterapik amacla kullanimina yasal olarak izin verildigi aktarilmaktadir (Newmark
ve ark.,, 1981). Mandelonitrilin gentibiyozit tiirevi olan amigdalin, potansiyel
kemoterapik bir madde olarak yogun bir sekilde ¢aligtimaktadir. Ornegin; mesane
kanseri tedavisinde, tiimor bolgesinde spesifik olarak B-glikozidaz enzimi ile amigdalin

aktive edilmis ve amigdalinin hidrolizi sirasinda olusan gii¢lii metabolik siyanit zehri



herhangi bir sistemik toksisite yasanmaksizin kotii huylu hiicrelerin 6ldiiriilmesini

saglamistir (Syrigos ve ark., 1998).

Taflan ¢ekirdeginde varligi bilinen (Alasalvar ve ark., 2006) ve ayrica bu ¢alismada
cekirdeklerden saf olarak izole edilen bir fitosterol olan B-sitosterol bitkilerde yaygin
olarak bulanan bir steroid tiirevidir. Literatiirde, B-sitosterol’iin ve diger fitosterol
tiirevlerinin damar sertligi, kanser, iilser ve iltihaplara karst korudugu rapor edilmistir
(Berger ve ark., 2004). Ozel kimyasallarla kanser edilmis olan ve diyet igeriginin % 2’si
kadar fitosterol icerikli besinler ile beslenen denek hayvanlarinda, kanserli hiicrelerin
bliylimesinin engellendigi, timo6r boyutlarinin kiictildigi ve prostat, kolon ve meme
kanserine yakalanma riskinin diistiigii yapilan ¢alismalar sonunda ortaya konmustur.
(Raicht ve ark, 1980; Deschner ve ark., 1982; Janezic ve ark., 1992; Awad ve ark.,
1987, 2000, 2001; Ju ve ark., 2004).

Yonghuan ve ark., (2009) B-sitosterol’ii insan mide kanser hiicrelerine (SGC-7901)
kars1 da denemisler ve olumlu sonuglar almislardir. Yapilan denemelerde, pB-
sitosterol’tin degisik konsantrasyonlar1 ile muamele edilen mide kanseri hiicrelerinin
morfolojik degisikliklere ugradigi, DNA’larinin zarar gordiigii ve c¢ogalmasinin
engellendigi tespit edilmistir. Ayni ¢alismada B-sitosterol’tin saglikli hiicrelere karsi

herhangi bir toksisitesi gdzlenmemistir.

Muzishina ve ark., yaptiklar1 calismada Artemisa vulgaris ve Perilla frutescens
bitkilerinden izole ettikleri ve taflan cekirdeginin aktif bilesenlerinden olan ayrica bu
calismada da >% 99 saflikta elde edilen prunasinin DNA polimeraz enzimini inhibe
ettigini ortaya koymuslardir. Prunasinin 150 uM derisiminde rat pol- enzimini inhibe
ettigi fakat calf DNA polimeraz enzimine etki etmedigi ayni calismada tespit edilmistir.
Rat pol-fp enzimini inhibisyon yetenegi yag asitlerinin varliginda arttirilmistir

(Muzishina ve ark., 1999).
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2.3. Sekonder Metabolitlerin Ayirma ve Saflastirilmasinda Kullanilan

Kromatografik Yontemler

Dogal kaynakli ozellikle de bitki kaynakli biyo-aktif molekiillerin yapilarinin
aydinlatilabilmesi i¢in mutlak surette ayrilmis olmasi gerekmektedir. Kromatografik
ayirma sistemlerinde; ayrilmasi istenen maddeler ile reaksiyon vermeyen sabit faz ve
hareketli faz secilir. Ayrilacak maddenin 6zelligine gore, Oncelikle kullanilacak
kromatografik yontem (gaz, sivi kromatografi gibi) belirlenir. Bu yonteme uygun sabit
faz (normal faz, ters faz, silika jel, alimina vb.) ve hareketli faz secilerek ayrim
baslanabilir. Iyi bir ayrim igin, bu ii¢ parametrenin - kromatografi tiirii, sabit faz ve

hareketli faz - iyi secilmis olmas1 gerekmektedir.

2.3.1. Kolon Kromatografisi (KK)

Kolon kromatografisi, organik molekiillerin ayrilmasinda oldukg¢a kullanigh ve ucuz bir
yontemdir. Ayrilacak olan maddeler kolona sivi ya da kati olarak yiiklenebilir. Sivi
yiklemelerde, ilk olarak baslanacak polaritede ¢oziici sistemi ile maddeler
cozlilmelidir. Bunun sebebi, ilk yiikleme esnasinda istenmeyen bir olay olan maddelerin
hizl1 ve beraber yiirlimesi veya kolonun yarilmasina engel olmaktir. KK ile ayrima
baslamadan 6nce mutlaka; ayrilmak istenen karigimi en iyi sekilde ayirabilen mobil faz
karisimi ince tabaka kromatografisi (ITK) ile belirlenmelidir. ITK ile belirlenen ¢oziicii

sistemi direkt olarak baslangi¢c mobil fazi olarak kullanilabilir.

KK’da en c¢ok kullanilan sabit faz silika jeldir. Genelde Silika jel 60-230 mesh
kullanilir. Daha kiiciik tanecik boyutlu silika jel ile yapilan ayrimlarda mutlaka vakum
destegi gerekir. Bu tiir ayrimlar, 6zellikle bitki ekstraktlari i¢in kaba ayrimlar i¢in
kullanilir. Bu sistemde, nispeten daha biiyiik kolonlar kullanilir ve vakum destekli
olarak az polardan yiiksek polaritelere degisik ¢oziicii sistemleri kolondan gegirilir. Bu
yolla, ekstrakt icindeki mader polaritelerine gore kismen ayrilmis olur. Daha sonra bu

parcalar, KK ile ayrilarak izolasyona gidilebilir.
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KK’da genelde 10-20 ml arasinda fraksiyonlar toplanir. Toplanan her fraksiyon ITK ile
kontrol edilerek aym yiiriiyenler birlestirilir. ITK da gozle gériilmeyen spotlar1 goriiniir
hale getirmek i¢in kullanilan birkag¢ teknik vardir; UV lambast (254 ve 360 nm), iyot
buharina maruz birakma, Serik siilfat belirteci vb. UV sentetik organik kimya i¢in
kullanmighi bir goriintiileme yontemidir. Ancak dogal iiriinlerde bu dalga boylarinda
goriinmeyecek maddeler de mevcuttur. Iyot ile goriintiilemede; agz1 sikica kapatilabilen
bir tank iginde silika jel ile iyot karistirilir. ITK bu tanka konulur kapak kapatilarak 12-
20 saniye beklendikten sonra alinarak kontrol edilir. Spotlar artik ¢iplak gozle
gorilebilir haldedir. Serik siilfat ¢ozeltisi (Seryum(IV)siilfat + Der. Siilfiirik Asit+Su)
karisimi bir piiskiirtiicii yardimi ile ITK iizerine piiskiirtiiliir ve 110 °C’de 1sitilarak

spotlarin goriiniir hale gelmesi saglanir.

Bu kontrollerden sonra, tek spot olarak gozlenen maddeler degisik spektroskopik
yontemler ile aydinlatilir. Karisim olarak gozlenenler ise, tekrar daha kii¢iik kolonlarda

ayrilmaya calisilir.

Bu ¢alismada KK ham bitki ekstraktinin fraksiyonlandirilmasinda ve saflastirilmasinda
kullanilmistir. Sabit faz olarak silika jel (60-230 mesh), hareketli faz olarak, hekzan,
diklormetan, etil asetat ve metanol kullanilmistir. ITK belirteci olarak da Serik siilfat

kullanilmuastir.

2.3.2. ince Tabaka Kromatografisi (ITK)

Bir karisim igindeki bilesenlerin ayrilmasini ve kalitatif olarak degerlendirilmesini
saglayan, kromatografinin en basit uygulamalarindan biridir. Baz1 organik ayirma ve
saflagtirma islemlerinde oldukc¢a kullanish ve diger yontemlere gore nispeten daha
ucuzdur. Aliiminyum plakalar tizerine silika jel ya da alimiina partikiilleri yerlestirilmis
tabaklar ticari olarak mevcuttur. Kulanim amacina goére kesilerek ya da biitiin olarak
kullanilabilir. Ya da uygun aparatlarla destek fazi cam plakalar ilizerine ¢ekilerek
preparatif olarak da kullanilabilir. Numune uygulamasi kapiler bir tiip kullanilarak
yapilir. Uygulanan numune spotlar1 kuruduktan sonra plaka az miktar mobil faz iceren

cam bir tank icine alinir. Mobil faz, plakanin tizerinden yukariya dogru kapiler etki ile
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tirmanirken uygulanan maddeleri polaritelerine gore kosturur. Uygulama sonrasi madde
spotlar1 UV (254 ve 366 nm) 15181 altinda kontrol edilir. UV 15181 altinda goriinmeyen
bilesenler iyot, seriksiilfat gibi reaktiflerle goriiniir hale getirildikten sonra
degerlendirme yapilir. Ry degerleri ayni olan maddeler ayni maddeler olarak

degerlendirilir.

Bu calismada ITK uygulamalari kolon kromatografisi ile toplanan fraksiyonlardan ayni
olanlarmi birlestirmek i¢in kullanilmigtir. Spotlarin goriintir hale getirilmesi islemi

serikstilfat ¢cozeltisi ile yapilmistir.

2.3.3. Yiiksek Basinch Sivi Kromatografisi (HPLC)

Modern HPLC sistemleri istenilen akis hizinda (0.1-5 mL/dakika) dort farkli ¢oziici
sistemini izokratik, gradiyent ya da sabit sekilde pompalayabilen bir pompadan,
maddeleri yiiksek ayirma kapasitesine sahip kolondan ve ayrilan maddeleri tayin
edebilecek bir detektérden olusur. Detektérden cikan maddeleri toplamaya yarayan
fraksiyon toplayicilar sayesinde ayr1 ayri toplamak da miimkiindiir. Uygun yazilimlarla
HPLC cihazina entegre edilen bu toplayicilar preparatif olarak maddelerin ayrilmasina

olanak saglar.

HPLC sistemleri, genelde termal olarak kararli olan ve GC ile analizi miimkiin olmayan
maddelerin analizlerinde kullanilmaktadir. Yiiksek kaynama noktali, birbirine yakin
ozelliklerdeki  polar maddelerin  ayrimi  kolaylikla ~HPLC  sistemlerinde
yapilabilmektedir. Uygun detektor secimi ya da enjeksiyon oncesi tiirevlendirme
islemleri ile neredeyse biitiin termal kararl1 maddelerin ayrimi ve ayrilan her maddenin

de hem kalitatif hem de kantitatif analizi yapilabilir.

HPLC sistemlerinde kullanilan, uzunluklar1 100 mm ile 300 mm, ¢ap1 ise 4-6 mm
arasinda degisen tanecik biiyiikliigii 5 um boyutunda olan ¢elik kolonlar ticari olarak
mevcuttur. En yaygin olarak ters faz (apolar dolgu maddeli) ve normal faz ( polar dolgu
maddeli) kolonlar kullanilir. Hareketli faz olarak da ters faz kolonlar i¢in genelde
degisik mobil faz diizenleyicilerle birlikte ( TCA, TFA, Asetik Asit, Siilfiirik asit vb.) su

ve asetonitril normal faz kolonlar i¢in metanol , diklormetan vb. ¢6ziiciiler kullanilir.
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2.3.4. Gaz Kromatografisi (GC)

Ucucu organik bilesiklerin tespitinde oldukca yaygm olarak kullanilan GC, 1951
yilindan itibaren geliserek ve olduk¢a ¢ok yonlii kullanimi olan bir teknolojidir.
Ozellikle rutin analiz yontemleri ile belirlenmesi gii¢c olan ve ¢ok zaman alan ugucu ve
ucucu hale getirilebilen organik maddelerin bu yontemle belirlenmesi oncelikli tercih
nedenidir. Gaz kromatografisinde analizi yapilacak bilesigin mutlaka buharlastiriimasi
gerekmektedir. Bunun i¢in bir GC cihazi toplamda 6 ana parcadan olusmaktadir.
Bunlar, tasiyici gazin basing ayarini yapacak bir regiilator ve valf {initesi, enjeksiyon
sistemi, ayirma kolonu, detektor, detektoriin icine kondugu ve sabit sicakligr saglayan

firin ve bir kaydediciden olusmaktadir.

Tasiyic1 gaz olarak genelde helyum, hidrojen veya azot gibi inert gazlar kullanilir.
Belirli bir sicaklikta ve akim hizinda karisimi kolon iginde siiriikleyerek tasir.
Numuneler genelde kolona bozunmaya neden olmayacak kadar kisa siirede ve kiigiik
hacimlerde (uL) enjekte edilirler. Enjeksiyon portunda numune aniden buharlastirilarak
gaz fazina dontsturilir. Tasiyict gaz ile birlikte kolon i¢inde siiriiklenir. Kolon boyunca
kolon ig¢inde ilk olarak adsorbe edilen madde sonradan gelen gaz ile tekrar desorbe
edilir ve boylece kolonun degisik noktalarinda ve degisik zamanlarda kolon i¢inde
ortaya ¢ikan gazdaki bilesenler bir detektor yardimi ile kaydedilir. Detektor sinyalleri
kaydedicide pik seklinde grafige dokiiliir. Her bir pik bir bileseni ifade etmektedir. Her

bir pikin alan1 konsantrasyonu degerini ifade etmektedir.

Kat1 numunelerde analizlerin yapilmasi durumunda az miktarda kati numuneden alinir
ve bir tip i¢ine yerlestirilir. Tip, daha sonra GC’ye sonradan ilave edilebilen
buharlastirma {initelerine (6rnegin head-space gibi) yerlestirilir ve uygun elektrik akimi,
sicaklik programi vs. verilerek tiiptin i¢indeki kati maddenin tamamen gaz fazina
gecirilmesi saglanir ve sonra tiipin agz1 agilarak buharlasan gaz, tasiyic1 gazla kolon

icinde stipirtiliir.
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2.4. Sekonder Metabolitlerin Aydinlatilmasinda Kullanilan Spektroskopik

Yontemler

2.4.1. NMR (Niikleer Manyetik Rezonans)

Niikleer manyetik rezonans Spektrometresi: belirli ¢ekirdeklerin manyetik alandaki
hareketlerini temel alan spektrometre teknigidir. Organik kimyada ve dogal triinlerin
yapilarinin aydinlatilmasinda kullanilan NMR tekniklerinin en énemlileri H ve C NMR
spektrometreleridir. Prensipte, uygun cekirdege sahip biitiin atomlara uygulanabilir.
NMR datalar1 diger biitiin spektral yontemlere nazaran olduk¢a fazla bilgi verir.
Ornegin IR spektrumu bir karbonil grubunun sadece varhigini belirlerken NMR
spektrumu, karbonil grubunun molekiile nereden baglandigini, komsusundaki
protonlari1, karbonil gruplarinin uzayda diger proton ve karbonlarla etkilesmeleri gibi

bir¢ok degerli bilgi verir.

2.4.1.1. 'H, C, PC-APT ve “C-DEPT

"H ve "C NMR spektrumlari

'H-NMR  spektrumlarindan, molekiildeki kag¢ degisik protonun bulundugu, farkl
protonlarin  goreceli sayilari, protonlarin elektronik ¢evreleri ve bir protonun
komsusundaki protonlarla etkilegsmeleri gibi bilgileri net bir sekilde elde edilebilir.

Kimyasal kayma degerleri ve yarilma sekilleri ile protonlarin tipi belirlenebilir.

BC-NMR spektrumlarindan, molekiilde bulunan farkli karbonlarm sayis1 belirlenir.
Karbon sinyallerinin kimyasal kayma degerlerinden her bir karbon atomunun elektronik
gevresi hakkinda bilgi edinilebilir. *C’iin dogada bulunma yiizdesi % 1,01 oldugundan,
karbon NMR spektrumlari kaydedilirken proton NMR’a gore nispeten daha fazla 6rnek
gerekir. Ayrica degisik tekniklerle her bir karbon atomunun turtint belirlemek

miimkiindiir. Bu teknikler APT ve DEPT-NMR spektrumlaridir.
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DEPT (Distortionless Enhancement by Polarization Transfer): Bu teknikte, pulslar
numune {lizerine 45, 90 ve 135 lik acilarla gonderilerek spektrumlar kaydedilir. internal
kompleks puls programlarinin degistirilmesi ile karbonlara bagli olan proton sayilarina
gore farkli karbonlar farkli sinyaller verir. DEPT teknikleri molekiilde bulunan karbon

atomlarinin siibstitiisyon derecesin kolayca belirlenmesini saglar.

DEPT45: Biitiin sinyaller pozitif olarak rezonans olurken spektrumda protonlu
karbonlar (-CH, -CH, ve —CHj) gozlenir ancak kuarterner karbonlar gozlenmez.

DEPT45 spektrumunda CDClj sinyal vermez.

DEPT90: DEPT deneylerinin bu c¢esidinde; sadece —CH tipi karbonlar spektrumda

pozitif olarak gozlenirken —CH,, —CH3 ve —C tipi karbonlar gézlenmez.

DEPT135: Bu tiir DEPT deneylerinde ise: -CH ve —CH3 tipi karbon atomlar1 pozitif pik
verirken —CH, tipi karbonlar ise negatif olarak pik verir. Kuarterner karbonlar ise bu

spektrumlarda gozlenmez.

APT (Attached Proton Test) : DEPT deneyleri kadar hassas olmasa da DEPT’e gore
bir avantaji, spektrumda biitlin karbonlarin gézlenebilmesidir. -C ve —CH, tipi karbonlar
spektrumda pozitif olarak gozlenirken, -CH ve CH; tipi karbonlar negatif olarak

gozlenir.

Sonug olarak; bir molekiildeki karbonlarin hangi tip siibstitiie olduklari, APT, DEPT90
ve DEPTI135 Spektrumlar1 karsilastirilarak tam olarak belirlenebilir. Bu da dogal
kaynakli molekiillerin  yapilarimin  karmagikliklarina ragmen  aydinlatiimasini

kolaylastirir.

2.4.1.2. iki Boyutlu NMR Teknikleri

Degisik 2D-NMR teknikleri, 1D-NMR tekniklerinden elde edilen bilgilerin
molekiillerin aydmlatilmasinda yetersiz kaldigi durumlarda ve 1D tekniklerinde,
ozelikle de proton spektrumunda {st {iste ¢akismalardan dolayr spektrumu

yorumlamanin imkansiz oldugu durumlarda oldukg¢a kullanish ve gerekli bilgiler verir.
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2.4.1.2.1. COSY, HETCOR, HMBC, HSQC, TOCSY

COSY (Correlation Spectroscopy):

2D-NMR tekniklerinden olan COSY; spin-spin etkilesimlerini belirleyerek molekiildeki
baglanmalar1 tayin etmeye yarar. COSY’de ii¢ baga kadar etkilesmeler goriilebilir
(proton-protonun bagli oldugu karbon- bu karbona komsu karbon ve komsuya bagl
proton arasindaki etkilesmeler). COSY spektrumlarinda her iki eksende de proton
spektrumu yer alir ve molekiildeki protonlarin hangi protonlarla etkilestigi acikca

goriliir.

HETCOR (Heteronuclear Coralation):

Yalniz karbon atomuna dogrudan bagli olan protonlar arasindaki etkilesmeyi ortaya
koyan bu teknik, molekiildeki protonlarin hangi karbon atomuna bagli olduklarini kesin
olarak belirlemeye yarar. Spektrumlarda iki eksen yer alir. Bunlardan biri karbon digeri
de proton sinyallerinin yer alig1 eksenlerdir. Etkilesen proton be karbon atomlarinin
kesigsim noktasinda ¢apraz pikler bulunur. HETCOR spektrumlarindan; proton karbon
eslesmesi yok ise -bu karbona bagli proton yoktur-, karbon atomu iki ¢apraz pik
vermigse —karbon atomuna iki farkli proton baglidir-, karbon atomu tek capraz pik
vermigse -karbona bagli proton sayisi birdir ya da bagli olan protonlar 6zdestir-

yorumlari yapilabilir.

HMBC (Heteronucleer Multi Bond Coherence) :

HETCOR spektrumlarinda sadece karbona bagli protonlarin korelasyonu verilirken
HMBC spektrumlarinda bir bag {izerinden olan korelasyonlarin elimine edilirken iki ve
{ic bag bazen de dort bag lizerinden korelasyonlar gozlenir. iki ve ii¢ bag {izerinden
etkilesmelerin verildigi spektrumlar; yapinin daha kolay anlasilmasini saglamaktadir.
HMBC spektrumlart genelde yapilari cok kompleks olan dogal kaynakli molekiillerin

C-C baglantilarinin belirlenmesinde ¢ok sik kullanilmaktadir.
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HSQC (Hetoronucleer Multi Quantum Correlation)

HSQC spektrumlart birbirine direkt olarak bagli olan karbon ve protonlarin
korelasyonunu verir. Spektrumun igerdigi iki eksenden birinde karbon digerinde ise
proton spektrumlart yer alir. Capraz pikler ise bir bag tizerinden etkilesen karbon-proton

eslesmesini gosterir.

TOCSY (Total Correlated SpectroscopY) :

TOCSY spektrumlart her iki eksende de proton spektrumu igerir. Capraz kesisim
noktalarinda ise, 5 baga kadar kesintisiz proton agindaki protonlarin birbirileri ile
etkilesimi verilir. Bu teknik 6zellikle; sekerlerin yapilarinin aydinlatilmasinda kullanish

bilgiler sunar. Ancak bag uzadik¢a proton-proton ¢apraz piklerinin siddeti azalir.

2.5. Bitki Sekonder Metabolitleri

2.5.1. Fitosteroller

Fitosteroller; bitkisel kaynakli kolesterol tiirevi sterollerdir. Genel olarak bitkisel sterol
olarak adlandirilir ve: 4-Desmetilsteroller (kolestan serileri); 4. karbonunda metil
bulundurmayan normal fitosteroller, 4-Monometilsteroller (4a-metilkolestan serileri) ve
4,4 -Dimetilsteroller (lanostan serileri, triterpen alkoller olarak da bilinirler) olarak ii¢

grupta siiflandirilirlar.

Dogada; bitkisel yaglar, yagli tohumlar, bitki tohumlari, tahillar ve tanelerde
bulunmaktadir. Kaynaklara gore bitki tiirevli sterollerin 200°den fazla tiirevi
bilinmektedir. En yaygin olarak bulunanlari ise basta B-sitosterol (%80) olmak iizere,
stigmasterol, kampesterol ve ergosteroldiir. Bu fitosteroller ve kolesteroliin hepsi 4-
desmetilsterol grubunda yer almaktadir Brassikasterol, A5-avenasterol, sitostanol ve

kampestanol gibi diger bitkisel steroller ise bitkilerde diisiik miktarlarda bulunmaktadir.
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Stanol olarak adlandirilan doymus steroller dogada eser miktarda bulunmaktadir. Sterol
halkasinda ¢ift bag1 yoktur. Stanoller, dogada sterollerden daha az bulunmakta ve
sterollerin hidrojenlenmesi sonucu olugmaktadir. Sitosterollerin doyurulmast ile
sitostanoller; kompesterollerin doyurulmasi ile kompestanoller olusmaktadir. Asagida

bazi steroid tiirevleri verilmistir.

(c) (d)

Sekil 2. 3. Baz1 dogal steroid tiirevleri: (a) B-sitosterol (b) Kolesterol (c) Ergosterol (d)

kampesterol

Fitosteroller, kolesterolden farkli olarak yan zincirlerinde ekstra bir metil ve etil grubu
veya bir ¢ift bag bulundurmaktadir. Ornegin; kampesteroliin 24. Karbonunda bir metil
grubu, sitosteroliin 24. karbonunda bir etil grubu ve stigmasteroliin ise 24. karbonunda
bir etil grubu, 22. karbonunda etilenik bag bulunmaktadir. Bu fitosteroller,
kolesterolden farkli olarak ayrica 28. ve 29. karbonlarin1 da igerdiklerinden

kolesterolden daha hidrofobik bir 6zellige sahiptirler.

Fitosteroller gida muhtevas1 veya katkis1i olarak gida sektoriinde kullanilmaktadir.
Ayrica bagirsaklarda kolesterol emilmesini azalttiklarindan kolesterol azaltici bir etkiye
sahiptirler. ~ Fitosteroller insanlarda  kolesterolii %15 oraninda azaltabilirler.

Fitosterollerin kolesterol diisiiriicti etkisinin mekanizmasi soyledir: Fitosteroller, misel
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formdayken bagirsaklarda c¢oziinebilmektedir. Bu miseller fircams: kenar hiicreleriyle
etkileserek enterositlerin igine tasinmaktadir. Bitkisel steroller bu enterositlerin i¢inde
esterlesir, silomikronlarin i¢inde toplanarak limfatiklerin i¢inden salinirlar.
Esterlesmemis fitosteroller ise sterolin sayesinde liimene geri tasinirlar. Sindirim
yolunda kolesteroliin misellere girmesini engelleyip toplam kolesterol emilimini
azaltirlar. Bu da viicuttaki toplam kolesterol seviyesini kontrol altinda tutmaya yardime1

olur.

247

R

Sy,
>
8

2

28

Sekil 2. 4. Ana steroid iskeleti ve steroidlerin numaralandirilmasi

Fitosterollerin bilimsel isimleri, C-17’ye bagl yan zincire, halka sistemindeki ve yan
zincirdeki ¢ift bagin konumuna gore verilir. Fitosterollerin bilimsel isimleri oldukga
karmasiktir. Ancak en yaygin olanlar1 6zel isimlerle anilmaktadir. Dogada en yaygin

olarak bulunan fitosterollerin 6zel ve bilimsel isimlendirmeleri Tablo 1.1°de verilmistir.

IUPAC isimlendirmesine gore, fitosteroller Sekil 2.3’te goriildiigii gibi A, B, C ve D
olarak adlandirilan dort halkali sistemden olusur ve karbon atomlarinin
numaralandirilmast da Sekil 2.3’teki sekildedir. A, B, C halkalar1 6 karbonlu D halkas1
ise 5 karbonludur. Bitkilerde C-17 pozisyonundan bagl bir¢ok farkli yan zincire sahip

fitosteroller bulunmaktadir.
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Tablo 2. 1. Bitkilerde yaygin olarak bulunan fitosterollerin yaygin ve sistematik isimleri

Yaygin isimleri Sistematik isim Sterol sinifi
Sikloartenol 9-B3-19-siklo-24-lanosten-3-f-ol 4,4-dimetil
24-metilen lofenol 4-a-metil-5-a-ergosta-7,24-3-B-ol 4-metil
Avenasterol 24-etilkolesta-5,24(28)-Z-dien-3-ol 4-desmetil
Koloestrol Kolest-5-en-3-o0l 4-desmetil
Kampestrol 24-metil-5-kolestern-3-ol 4-desmetil
Brassikasterol 5,22-kolestadien-24-metil-3-ol 4-desmetil
Sitosterol 24-etilkolest-5-en-3-ol 4-desmetil
Stigmasterol 5,22-kolestadien-24-etil-3-ol 4-desmetil

2.5.2. Siyanojenik Glikozitler

Siyanojenik glikozitler genellikle bitkilerde azot metabolizmasinda ara iiriin olarak
tiretilen sekonder metabolitler olup bir o-hidroksinitril tipi aglikon bolgeden ve
sekerden (genelde D-glukoz) olusur. Bitki aleminde siyanojenik glikozitlerin dagilimi
oldukca genistir. Bu tiir bilesikleri iceren bitki taksonlar1 2500°tin tstiindedir.
Fabaceae, Rosaceae, Linaceae, Compositae gibi familyalarin bircok taksonlarinda

siyanojenik glikozitler oldukca yaygindir. (Brimer ve ark., 1998).

Siyanojenik glukozitlerin, bitki savunmasinin (6zellikle de herbivorlara karsi) bir
parcast oldugu konusunda oldukea giiclii deliller vardir. Degisik bitkilerdeki siyanojenik
glikozit miktari, bitkinin yasina, fiziksel ¢evresine bagl olarak degisir. Ticari olarak
onemi olan bazi tiirlerde de siyanojenik glikozitler bulunur. Bu tiirler; beyaz yonca,
stipirge misir1, kauguk agaci, bambular ve sert ¢ekirdekli meyvelerdir (badem, kiraz,

erik, kayis1 vb.) (Francisco ve Pinotti, 2000).

Siyanojenik glukozitleri i¢eren bitkilerde ayni1 zamanda bu bilesikleri enzimatik olarak
hidrolize eden B-glukosidaz enzimini de yaygin olarak bulundururlar. Bitki hiicrelerinde
siyanojenikler ve enzim ayr1 bolgelerde bulunurlar. Ancak bitki dokusu zarar

gordiigiinde enzim ve siyanojenikler bir araya gelir ve HCN gaz1 salinir.
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R, O—Seker . . hidroksi li R
C Glikozidaz R, C/OH Idroksi liyaz :CZO + HCN
R

R*C=N R C=N

Sekil 2. 5. Siyanojenik glikozitlerden HCN olusumu

HCN’nin ortaya ¢ikmasi enzimatik bir olgudur ve soyle gerceklesir: once fiziki
zedelenmeler ile birlikte, sekeri hidroliz eden glikozidaz enzimi ile seker yapidan
ayrilir. Sonra o-hidroksinitril siyanonitril olarak bilinen hidroliz iiriinii kendiliginden ya

da enzimatik olarak bozunarak HCN gaz1 salar.

Ortaya ¢ikan HCN gazi, yasayan organizmalarda Fe*", Mn*" ve Co”" gibi iyonlari
baglama yetenegine sahip oldugundan bir¢ok canli i¢in zararlidir (Cheeke, 1995).

Asagida bitkilerde yaygin olarak bulunan ve en ¢ok bilinen bazi siyanojenik glikozitler

verilmistir
[ =N OH
1§ j /7L O\
o. O o, o\/\ 0”0
HOY “IOH HOY “OH - OH
OH OH OH
(a) (b) (c)

Sekil 2. 6. Baz1 bitki kokenli siyanojenik glikozitler: (a) linemarin (b) latoustralin (c)

Neolinustatin (d) dhurrin () sambunigrin
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3. MATERYAL ve YONTEM

3.1. Bitkisel Materyal

Taflan meyveleri Temmuz 2008’de Ordu ilinden toplandi. Meyveler direkt giines
1s1gma maruz birakilmadan kurutuldu (3 hafta). Kurutulan o6rneklerin cekirdekleri
kirilarak ¢ikartildi. Cekirdekler mutfak tipi el blenderi (Argelik K-1255) ile ogitiildii.
Ekstraksiyon islemine kadar -20 °C’de saklandi.

Bu calismada, Ekstraksiyon, ayirma saflastirma ve yapi analiz islemleri GOPU Bitki
Arastirma Laboratuar’inda, Antioksidan aktivite testleri ise GOPU Fen-Edebiyat

Fakiiltesi Kimya Boliimii Biyokimya Arastirma Laboratuari’nda yapildi.

3.2. Kullanilan Kimyasal Maddeler

Coziictiler: Metanol, Asetonitril, petrol eteri 40-60° (Merck), kloroform, etil asetat
(Carlo Erba), Diklormetan, etanol (Tekkim). Biitiin ¢oziiciiler destilleme islemi
yapilmadan kullanildi. Deiyonize su Milipore 550 cihazindan elde edildi. NMR
Olctimleri i¢in kullanilan déteryumlu ¢6ziiler: CDCl; DMSO-dg, D,O (Merck).

Reaktifler: DPPH, FeCls, ferrozin (Sigma), K;Fe(CN)g, TCA, KH,PO4, Na,COs, Folin-
Ciocalteu Reaktifi (Sigma-Aldrich), BHA, BHT, Vitamin E, Gallik asit (Merck),
Amonyum seryum siilfat (Sigma).

Dolgu maddeleri; Silika jel (Merck 60-230 mesh), silika jel Gpss ITK tabakalar
(20x20), Alimiina ITK tabaklar1 (20x20) (Merck).

Belirtegler: Iyot (teknik), Serik siilfat (12 g amonyum seryum(IV)siilfat + 50 mL
Derisik. Siilfiirik Asit+ 450 mL Su seklinde hazirlandi).
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3.3. Cihazlar

GC-MS: Perkin Elmer Clarus500

HPLC: Perkin Elmer Series200 pompa Series200 UV-Vis detektor
NMR: Bruker Avence II1 400 MHz 'H ve 100 MHz "°C

UV Spektrofotometre: Jasco V-530

Erime Noktasi1 (Elektrotermal 9100 Erime Noktas1 Tayin Cihazi)
Santrifiij (Hettich EBA20)

Déner buharlastirict (IKA)

Manyetik karistirici (IKA)

Etiiv

3.4. Antioksidan Aktivite Testleri

Bitki tiirevli yenilebilir/yenilemez iriinler biiylik oranda antioksidan o6zellige sahip
fenolik bilesikler (6rnegin; fenolik asitler, flavanoidler, antosiyaninler, taninler,
lignanlar ve katesinler) igerir. Bu fenolikler, kalp hastaliklari, baz1 kanser tiirleri ve
oksidatif strese bagli diger hastaliklara yakalanma riskini arttirdigi bilinen zararh
serbest radikalleri engeller (Ness ve Powles, 1997). Bu bilesiklerin antioksidan
ozellikleri temelde onlarin hidrojen atomu vericisi veya indirgeme ajani olarak
davranmalarindan dolayr indirgeyebilme yeteneklerinden kaynaklanir. Bu dogal
antioksidanlar; serbest radikal toplayicisi, zincir kirici, proantioksidant metal iyonlarini

komplekslestiricisi olarak davranir.

Meyvelerin, sebzelerin ve diger bitki tiirevli triinlerin antioksidan aktivitesini bir tek
testle kesin olarak tespit etmek zordur. Dogal kaynakli tirlinlerin antioksidan aktivitesini
degerlendirmek/tahmin etmek i¢in birgok test onerilmistir. Dogal {iriinlerin antioksidan

aktivitesinin belirlenmesi i¢in en azindan iki test uygulanmalidir.
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3.4.1. Serbest Radikal Giderme Aktivitesi

Serbest radikal (DPPH-) giderme aktivitesi Liyana-Pathirana’nin 6zetledigi metotta bazi
modifikasyonlar yapilarak degerlendirildi (Liyana-Pathirana ve Shaihidi, 2005). DPPH-
(2,2-difenil-1-pikril hidrazil) 0,135 mM’lik etanol ¢ozeltisin 1 mL si lizerine degisik
konsantrasyonlarda (40-80-160 pg/mL) numune ¢ozeltisi ilave edildi. Son hacim etanol
ile 4 mL’ye tamamlandi. Karigim siddetli sekilde vortekslenerek oda sicakliginda ve
karanlikta inkiibe edildi. Spektrofotometrik 6l¢iim (Jasco V-530, Japan Servo Co. Ltd.,
Japan) oda sartlarinda, 517 nm’de yapildi. Denemeler ii¢ tekrarli olarak yapildi.

Numunelerin % serbest radikal giderme aktivitesi asagidaki formiille hesaplandi

% SRG = [ (Abskontrol‘AbSnumune)/ Abskontrol]X100
AbSkontor: €tanol + DPPH ¢6zeltisinin absorbansi,
AbSsyumune= €tanol + DPPH + ekstrakt / standart absorbansi

Sonuglar, % serbest radikal giderme + standart sapma olarak hesaplandi.

3.4.2. indirgeme Giicii Aktivitesi (Oyaizu Metodu)

Taflan cekirdegi ve izole edilen molekiillerin indirgeme giicii Oyaizu metoduna gore
degerlendirildi (Oyaizu, 1986). Standart ve numunelerin etanol igindeki farkli
derisimlerine (40, 80 ve 120 mg/mL) fosfat tamponu (2.5 mL, 0.2 M, pH 6.6) ve
potasyum ferrik siyaniir [KsFe(CN)g] (2.5 mL, %]1) ilave edildi. Bu karigim 50 °C’de 20
dakika inkiibe edildi. inkiibasyondan sonra, bu karistma TCA (2,5 mL, % 10) ilave
edildikten sonra 10 dakika 3000 rpm’de santrifiijlendi. Karisimdan 2.5 mL alinarak
destile su (2.5 mL) ve FeCl; (0.5 mL, % 0.1) ilave edildi. Elde edilen son karisimin
absorbanslar1 700 nm’de kaydedildi. Yiiksek absorbans yiiksek indirgeme olarak
degerlendirildi. Ol¢timler {i¢ tekrar olarak yapilmis sonuglar absorbans + standart sapma

olarak verilmistir.

3.4.3. Toplam Fenolik Bilesik

Ham taflan ekstraktinin total fenolik bilesik tayini Folin-Ciocalteu reaktifi ile yapildi
(Slinkard ve Singleton 1977). Bitki ekstraktt (0.5 mL, 1 mg/mL) tizerine 10 kat
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seyreltilmis Folin-Ciocalteu reaktifi (2.5 mL) ve Na,CO; (2 mL, 75g/L) ilave edildi. Bu
karisim vortekslendikten sonra 50°C de 5 dakika inkiibe edildi. Numuneler oda
sicakligina getirildikten sonra 760 nm’deki absorbanslar1 spektrofotometrede
kaydedildi. Kontrol olarak su kullanildi. Standart olarak kullanilan gallik asitin degisik
derisimleri ile elde edilen kalibrasyon egrisini olusturuldu. Sonuglar mg/L gallik aside

esdeger fenolik madde + standart sapma olarak verildi.

3.5. Siyanojenik Glikozitler (Prunasin ve Amigdalin) HPLC ile Kantitatif Tayini

Kantitatif analiz Perkin Elmer Series200 pompa ve Series200 UV detektor’e sahip
HPLC sistemi ile yapildi. Hareketli faz olarak asetonitril (Coziicii A) (Merck, HPLC
grade) ve deiyonize su (Coziicii B) kullanildi. Ayrim i¢in Dionex C18 ( 4.6 x 150 mm,
0.5 um partikiil biyiikliigii) kolon kullanildi. Calisma 218 nm’de ( Berenguer ve ark.,
2002) yapildi. Hareketli faz programi Tablo 3.1°de verilmistir.

Tablo 3. 1. HPLC pompa programi

Akis hizi Zaman Cozicti A Coztici B | Egim

(mL/dak) | (dakika) (Deiyonize Su) Asetonitril
Adim 1 1.00 3 97.0 3.0 0
Adim 2 1.00 1 97.0 3.0 0
Adim 3 1.00 5 94.0 6.0 1
Adim 4 1.00 9 91.0 9.0 1
Adim 5 1.00 15 85.0 15.0 1
Adim 6 1.00 5 0.0 100.0 0

Standart olarak Taflan ¢ekirdeklerinden saf olarak elde edilen prunasin ve amigdalin
kullanildi. Her iki standardin da metanolde 15 mg/mL stok ¢ozeltileri hazirlandi.
Kantitatif analiz i¢in yukaridaki analiz sartlar1 kullanilarak amigdalin ve prunasinin
1000 ppm’lik stok ¢ozeltileri hazirlandi. Bu stok ¢ozeltilerden seyreltme ile (metanol
ile) 500, 250, 100 ve 25 ppm’lik derisimlerden 20 uL hacimli enjektor ile cihaza verildi.

Elde edilen kromatogramlar Sekil 3.2°de verilmistir.
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Ornek numuneleri; 6 mg Taflan ¢ekirdegi 6 mL degisik ¢oziicii sistemleri icinde
(metanol:kloroform, metanol, metanol:su ve su) 24 saat oda sicakliginda 8 devir/dakika
hizla orbital calkalayicida ekstrakte edildi. Bitki posalar1 adi siizge¢ kagidi ile siiziildii.
Stiziintii 0,22 naylon membrandan (Chrom tech.) gecirildikten sonra 20 pL alinarak

direkt olarak analiz edildi.

Armigdalin Frunasin

|

Sekil 3. 1. Prunasin ve amigdalin karigtminin HPLC kromatogrami

Bu derisimlere cihazin verdigi cevaplar Total Chrom v.1.2 yazilimi ile islenerek

kalibrasyon egrileri hazirlandi. Kalibrasyon egrileri Sekil 3.3’te verilmistir.
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Sekil 3. 2. Amigdalin (R= 0,997768) ve prunasin (R = 0,998307) kalibrasyon egrileri
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Taflan ¢ekirdegindeki siyanojenik glikozitlerin kantitatif olarak belirlenmesi ve bu iki
bilesenin hangi solvent sistemi ile daha kolay ekstrakte edilebilirligini belirlemek i¢in
esit miktarda tartilan (60 mg) ¢ekirdek Ornekleri metanol, metanol:kloroform (1:1),
metanol:su (1:1) ve su ile ekstrakte edilerek (6 mL) her bir ekstrakt i¢in kantitatif analiz
yapildi. Ekstraksiyon islemleri ti¢ tekrarli olarak yapildi. Sonuglar g siyanojenik glikozit
/ kg ¢ekirdek +standart sapma olarak hesaplandi.

3.6. B-Sitosteroliin GC-MS Analizi

GC firin programi; baslangic sicaklign 100 °C’ye ayarlandi. 5 dakika baslangic
sicakliginda bekletildi. 5°C/dak 1sitma hiz1 ile 200 °C’ye ¢ikildi. Yine 5 °C/dak 1sitma
hiz1 ile 280 °C’ye ¢ikild1. Son olarak bu sicaklikta 20 dakika tutuldu. Tasiyic1 gaz olarak
1 ml/dak akis hiz1 ile Helyum kullanildi. Enjeksiyon hacmi 1 pL, seyreltme oran1 100:1,
cozilicti gecikmesi 3 dakika, transfer hatt1 sicakligi 200 °C, iyon kaynag: sicakligi 250
°C, iyonlagtirma enerjisi 70 eV olarak ayarlandi. Kolon olarak 0,25 pm ID 30 m x 250
um BPX 20 (5% fenil Polisilfenilen-siloksan) apolar kolon kullanildi.

3.7. Taflan Cekirdegi Sabit yag asitlerinin GC-MS Analizi

Sabit yag analizi i¢in 100 mg yag 6rnegi (kolon kromatografide %100 hekzan ile alinan
kisim) tartilarak hekzan (3 mL) i¢inde ¢6ziildi. Esterlestirme islemi i¢in yag ornegdi
tizerine metanol i¢inde hazirlanan KOH (3 mL, 0.5 N) ¢ozeltisinden eklendi. 3 dakika
vortekslendi. Ust fazdan 1 mL almarak direk olarak GC-MS analiz yapild1.

GC firin programi; baslangi¢ sicakligi 100 °C’ye ayarlandi. 5°C/dak 1sitma hizi ile 180
°C’ye ¢ikildi. Bu sicaklikta 8 dakika bekletildi. Yine 5 °C/dak 1sitma hiz1 ile 260 °C’ye
cikildi. Son olarak bu sicaklikta 10 dakika tutuldu. Tasiyict gaz olarak 1 ml/dak akis
hiz1 ile Helyum kullanildi. Enjeksiyon hacmi 1 pL, seyreltme orani 200:1, ¢oziicii
gecikmesi 4 dakika, transfer hatti sicakligi 200 °C, iyon kaynagi sicakligi 250°C,
iyonlastirma enerjisi 70 eV olarak ayarlandi. Kolon olarak 0,25 pm ID 30 m x 250 um
BPX 20 (5% fenil Polisilfenilen-siloksan) apolar kolon kullanildu.
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Sabit yag asitlerinin tanimlanmasi elde edilen MS verilerinin mevcut MS veri
banklarindaki (NIST ve Willey) verilerin Turbomass v.5.20 yazilimi ile karsilastirilmasi

yapildi. Bilesenlerin oranlar1 pik alanlar1 baz alinarak degerlendirildi.
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4. BULGULAR ve TARTISMA

4.1. Ayirma/saflastirma Asamasi

900 g taflan ¢ekirdek ogiitiildii. 3:1 metanol/kloroform (3,5 L) ile 2’ser giin ara ile 5
defa oda sartlarinda ekstrakte edildi. Ekstraktlar toplanarak 40 °C’de diisiik basing
altinda (600 mm Hg) kuruluga kadar evapore edildi. Toplam kuru ekstrakt olarak
187,27 g elde edildi. Ekstraksiyon verimi, % verim = (W1*100)/ W2 formiili ile
hesaplandi. Formiildeki W1: kuru ekstraktinin agirligi, W2: ekstraksiyonda kullanilan

kuru bitkisel materyalinin agirligidir.

% Verim = (187,27*100)/900 = 20,80 olarak hesaplandi. Ekstraktlar kolon

kromatografisinde ayrim yapilincaya kadar +4 *C’de saklandi.

Izolasyon calismalarinin ilk basamagi olarak uygulanan kolon kromatografi isleminde
Sekil 3.1°de goriilen 10 cm x 50 cm boyutlarindaki cam kolon kullanildi. Fraksiyonlar
250 mL cam erlenlere toplandi. Kolon ve ¢6ziiciiyli geri kazanma iglemleri es zamanl
olarak devam ettirildi. Doner buharlastiricida ¢oziictisii uzaklastirilan fraksiyonlar 18

mLlik tiiplere toplanarak ITK kontrollii olarak birlestirildi.

Sekil 4. 1. Kolon kromatografide kullanilan cam kolon
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Kolon dolum isleminde 1 kg silika jel kullanildi. Dolum sirasinda silika jel hekzan ile
bulama¢ yapilarak kolona aktarildi. Ayirma isleminden sonra kolondan 5 L hekzan
gecirilerek kolon stabilizasyonu saglandi. Ham ekstrakt miimkiin olan en az metanol ile
coziilerek 1:1 olacak sekilde silika jel ile karigtirilarak kuru hava ile kuruluga kadar
coziictisti uzaklastirildi. Tamamen kurutulmus silika jel-ham ekstrakt karigimi kolona

yiiklendi. Kullanilan ¢6ziicii sistemi ve fraksiyon araliklar1 Tablo 4.1°de verilmistir.

Tablo 4. 1. Kolon kromatografide kullanilan ¢oziicii sistemleri fraksiyon araliklar

Coziicti Sistemi Hacim (L) Fraksiyon Araliklar1 | Bilesenler

% 100 hekzan 7,5 - -

%20 Diklormetan/hekzan 7,5 - -

% 40 Diklormetan/hekzan 2,85 1-12 Lipit

% 80 Diklormetan/hekzan 4,2 13-22 Lipit

% 100 Diklormetan 19,5 23-104 B-Sitosterol

% 50 Etil asetat/diklormetan 5,5 105-139 Karigim

% 75 Etil asetat/diklormetan 9,65 140-182 Karisim

% 100 Etil asetat 7,25 183-218 Karisim

% 5 Metanol/etil asetat 8,350 219-276 Prunasin

% 10 Metanol/etil asetat 17,1 277-407 3-0O-Metil-D-
glukopiranoz

% 12 Metanol/etil asetat 28,5 408-582 Karisim

% 15 Metanol/etil asetat 29,65 583-760 Amigdalin

% 20 Metanol/etil asetat 22,2 761-876 Amigdalin

% 50 Metanol/etil asetat 31,5 877-1037 Amigdalin

% 75 Metanol/etil asetat 18,75 1038-1133 Amigdalin

% 100 Metanol 10 1134-1260 Sukroz

Toplam 250

4.2. Siyanojenik Glikozitlerin izolasyonu ve Yap tayini

Taflan c¢ekirdeginin kimyasal bilesenlerinin belirlenmesi amaciyla yapilan kolon
kromatografi isleminden iki farkli siyanojenik glikozit saf olarak izole edildi. Bu iki
siyanojenikten birisinin prunasin, digerinin ise amigdalin oldugu spektroskopik olarak

tayin edildi.
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4.2.1. Prunasinin izolasyonu ve Yapi Tayini

Kolon kromatografisinde %35 metanol/etil asetat ¢o6ziicii sistemi ile toplanan
fraksiyonlardan 223-235 fraksiyon aralign ITK kontrolii ile birlestirildi. ITK kontrolii
Serik stilfat belirteci piiskiirtiilerek 100 °C’de 1sitilarak yapildi. Prunasin spotlarinin
sartidan-siyaha renk degistirerek yandigi gozlendi. Toplanan fraksiyon aralig
birlestirilerek kristaller ayrildi. Kristallerin beyaz renkli, igne seklinde ve oldukga
parlak oldugu gozlendi. Saflik kontrolii i¢in kristallerden 5 mg tartilip 10 mL metanol
icinde ¢oziilerek Boliim 3.5°te verilen metot ile HPLC kromatogrami kaydedildi. izole
edilen bilesigin olduk¢a saf oldugu gozlendi. Kromatogram Sekil 4.2°de verilmistir.
Erime noktas1 150-152 °C (Nakajima.,1998. e.n:149-150 °C) olarak gézlendi.

Sekil 4. 2. Prunasin HPLC kromatogrami

Elde edilen kristallerden 30 mg tartilarak yap1 analizi i¢in 4:1 oraninda CDCl3;-DMSO-
de karisiminda ¢oziildi. 'H, °C, DEPT ve APT spektrumlar ve HETCOR spektrumlari
kaydedildi.



4 D= WO Lo B= 0= = gy 4

-+
Hwewe A=A w L o B TS B PO - - T R P - "
[ T N R S e i i [ =g R i "
......... . . e . e e
wﬁ;‘cmﬂ'maw £ O T el 00 ] el L D= o] MO0 TR D e LT TR WD s .
- H e o= o ) Do = e e O % el g o el i — =
mmmmmmmmm < oo vo oo o TH H T o T o od ol s o] L -
11
g OH T H
& \ 3
Holia—'-’or//o 2 | T
HO—=" 4 A B
3 H

/

U
T

.nn

T
.5 .0 5.5 5.0 $.5 d.0 E 2.0 i.5 ion

T
1.5 L.0 0.5 ppm

T
.0 7.5

Sekil 4. 3. Prunasin 'H-NMR spektrumu

Prunasinin "H-NMR spektrumu incelendiginde aromatik bolgedeki iki farkli multipletin
mono siibstitiie benzen halkasinin varligini gosterdi. 6y = 4.13 ppm’deki dublet (7.8 Hz)
molekiile bagl glukozit grubuna ait anomerik protona spesifiktir (Fu ve ark., 2008).
Buradan glukozit grubunun varligi anlagilmaktadir. 6y = 5.56 ppm’deki singlet 2
numaral1 karbona bagli protona aittir. Glukozit kismindaki —CH, (6’ karbon protonlar1)
grubuna protonlar éy = 3.51 ve 3.68 ppm’de ayr1 ayri rezonans oluklar1 gozlenmistir
(diastrotopik protonlar). Bu etkilesmeler HETCOR spektrumundan agik¢a gozlenmistir
(EK- 1).
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Sekil 4. 4. Prunasin *C-DEPT ve APT spektrumlari

Prunasine ait karbon spektrumlar1 (DEPT ve APT) incelendiginde aromatik halkadaki 3
CH karbonlarindan (DEPT-135, DEPT-90 ve APT spektrumlarinda pozitif) simetrik
olan C4-Cg (8¢ = 128.95 ppm) ve Cs-C7 (8¢c= 129.79 ppm) karbonlar1 nispeten daha
siddetli olarak gozlenirken 1 adet C (8¢c= 132.91 ppm- APT’de negatif DEPT lerde yok)
karbonu daha az siddetli olarak gozlenmistir. Bu da mono siibstitiie benzen halkasini
dogrulamaktadir. dc= 118.26 ppm’deki C karbonu ise (APT de negatif ve DEPT lerde
yok) siyano grubundaki karbon atomuna aittir (Gomez ve ark., 1999; Berenguer-
Navarro ve ark., 2000). Bu karbon atomu siyano grubuna spesifiktir. 6c=100.88
ppm’deki karbon atomu (APT ve DEPT’lerde pozitif oldugundan CH) glukoz grubunun
anomerik karbonuna aittir. Seker grubuna ait diger CH, karbonu (APT ve DEPT-135’te
negatif DEPT-90’da yok) 62.00 ppm’de gozlenmektedir. Tablo 4.2’de prunasine ait

karbon ve protonlarin kimyasal kayma degerleri verilmistir.
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Tablo 4. 2. Prunasin karbon ve proton kimyasal kayma degerleri

Karbon No | DEPT, APT Oc (ppm) Ou (ppm)
1 C 118,26 -
2 CH 67,49 5,56 (s)
3 C 132,91 -
4-8 CH 128,95 7,22
5-7 CH 129,79 7,45
6 CH 127,68 7,35
I CH 100,80 4,13 (7.8 Hz)
2 CH 70,03 3.20
3 CH 73.12 3,18
4 CH 76,55 3.05
5 CH 76,62 3,89
6’ CH, 62,00 3.51-3,68

4.2.2. Amigdalinin izolasyonu ve Yapi tayini

Kolon kromatografisinde % 15 metanol/etil asetat ¢oziicii sistemi toplanan 590-1050
fraksiyon araligmin ITK kontrolii ile aym maddeler oldugu gozlendi. Bazi
fraksiyonlarin az da olsa safsizlik igermesine karsin biitiin fraksiyonlar birlestirildi ve
etil asetat i¢inde tekrar kristallendirildi. Kristallerin beyaz renkte ve kiigiik boyutlarda
oldugu, metanol ve suda kolay ¢oziindiigli gozlendi. Elde edilen kristallerin saflig1
Bolim 3.5’te verilen metot ile HPLC’de analiz edildi. Kristallerin olduk¢a saf oldugu
gozlendi. Erime noktas1 210-212 °C (Chitnis.,1985. e.n: 210-215 °C) olarak belirlendi.

Elde edilen kristallerden 30 mg tartilarak yap1 analizi icin DMSO-d; i¢inde ¢oziildii. 'H,
13C, DEPT, APT, HETCOR, HMBC ve TOCSY spektrumlar1 kaydedildi.
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Sekil 4. 5. Amigdalin HPLC kromatogrami
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Sekil 4. 6. Amigdalin 'H -NMR spektrumu
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Amigdalinin "H-NMR spektrumu (Sekil 4.6) incelendiginde prunasine benzer sekilde
mono siibstitiie benzen halkasinin varligir kolayca anlasilmaktadir. 6p=4.29 ppm ve
O0y=4.46 ppm’de dublet olarak rezonans olan protonlar sirast ile C-1° ve C-2”°
karbonlarina bagli anomerik protonlara aittir (J=7.8 Hz ve 6.6 Hz etkilesme sabitleri
ile). 7 numaral1 karbona ait proton ise 6y=>5.94 ppm’de singlet olarak gézlenmistir. C-6’
ve C-6" karbonlarina bagli olan diasterotopik CH, protonlar1 ise sirasi ile 3.70-4.11
ppm ve 3.56-3.75 ppm’de rezonans olmuslardir. Bu etkilesmeler EK 2’de verilen

HETCOR spektrumunda agikca goriilmektedir.

i’ — UJ L
1} ¥ L 1
| ‘ APT
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Sekil 4. 7. Amigdalin APT ve DEPT spektrumlari

Amigdalinin APT ve DEPT spektrumlari incelendiginde; aromatik bolgede 3 CH ve 1 C
(APT’de negatif) tipi karbon atomu, 101.39 ve 103.58 ppm’de glukoz grubunun iki
anomerik karbon piki (sirast ile C-1° ve C-1"") yine glukoz grubuna ait iki CH,
karbonlar1 (APT ve DEPT-135’te negatif) 68.53 ve 61.09 ppm’de rezonans olduklar1
gozlenmektedir. Glukoz grubuna ait diger 8 CH karbonun alifatik bolgede APT ve

DEPT’lerde pozitif olarak rezonans olmustur.
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Sekil 4. 8. Amigdalin D,0-degisim spektrumu

Amigdalinin D,O eklenerek alinan spektrumunda 1-5 ppm aralifinda rezonans olan
hidroksil piklerinin kayboldugu go6zlendi. Ayrica D,O ilavesinin DMSO pikinin
kimyasal kayma degerini de degistirdigi gozlendi. Boylelikle ¢oziicti piki altinda kalan
3.74 ve 4.11 ppm’de rezonans olan C-6’karbonundaki diasterotopik protonlarin

yarilmasi da gozlenmis oldu.

Tablo 4. 3. Amigdalin karbon ve proton kimyasal kayma degerleri

Karbon No | DEPT, APT | 8¢ (ppm) ou (ppm)

1 C 133.61 -

2 CH 128.62 7.62 m

3 CH 127.27 7.41 m

4 CH 129.30 7.42 m

5 CH 127.27 741 m

6 CH 128.62 7.62 m

7 CH 66.86 594 s

8 C 118.42 -

1’ CH 101.39 4.29d (7.8 Hz)
2 CH 73.02 3.20

3 CH 76.30 3.20-3.37m

4 CH 69.94 3.20m

5 CH 76.43 320 m

6 CH, 68.53 3.70 -4.11m
1 CH 103.58 4.46 d (6.6 Hz)
2> CH 73.52 3.14 d (6.8 Hz)
3” CH 76.25 342 m

4> CH 70.02 323 m

57 CH 76.43 3.20m

6 CH, 61.09 3.56-3.75m
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4.3. p-Sitosterol’iin Izolasyonu ve Yapi tayini

Kolon kromatografide % 80 diklormetan/hekzan sistemi ile toplanan fraksiyonlardan
62.fraksiyonda tiip ¢eperinde kristallerin olustugu gozlendi. Bu kristaller sirasi ile 3’er
mL hekzan ve %1 dietileter/hekzan karigimlar1 yikandi. Kristaller diklormetan ile
coziilerek tekrar kristallendirildi (elde edilen kristaller 40 mg olarak tartild1). Maddenin
seffaf renkte, igne seklinde kristallendigi, diklormetan ve kloroformda iyi ¢oziindiigi
gozlendi. Serik stilfat belirteci ile 100 °C’de 1sitildiginda kirmizi/mor renkte yandigi

gozlendi.

Kristallerin saflik kontrolii Boluim 3.6°’da verilen yontem ile GC-MS ile yapildi.
Kristallerden 5 mg tartilarak 2 mL dikolormetanda ¢oziilerek direkt olarak GC-MS
analizi yapildi. Elde edilen GC-MS kromatogrami Sekil 4.9’da verilmistir. -
Sitosterol’iin yiiksek saflikta elde edildigi belirlendi. Erime noktas1 127-129 °C (Wang.,
2004. e.n:136-137 °C ) olarak gozlendi.

100+ 57.54

57.47]

L |

7.00 | 12,00 | 17.00 22000 | 27.00 3200  37.00 4200  47.00 | 52.00 _ 57.00

Sekil 4. 9. B-Sitosterol GC-MS kromatogrami
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Elde edilen kristallerin tamami, yap1 analizi i¢cin CDCl; iginde ¢oziildii. 'H, "*C, DEPT
ve APT spektrumlar ile iki boyutlu HETCOR, HMBC ve TOCSY spektrumlari
kaydedildi.

T T T T T T T T T
& 7 & & 3 2 Z 1 o PP

Sekil 4. 10. p -Sitosterol "H-NMR spektrumu

B-Sitosterol’iin 'H-NMR spektrumu incelendiginde; 6 numarali ¢ift bag karbonunun
5.34 ppm’de rezonans oldugu, metil protonlarinin 0.85 ile 1.05 ppm araliginda rezonans
olduklar1 gozlendi. 3 numarali karbona bagli proton 3.54 ppm’de rezonans oldugu
proton spektrumundan acik¢a goriilmektedir. Spektrumun 0.8-3 ppm araligi oldukca
karmagsik olmasindan dolayr Tablo 4.4’te verilen kimyasal kaymalar HETCOR
spektrumundan (EK 5) yararlanilarak elde edilmistir. Elde edilen kimyasal kayma
degerleri literatiirle tam uyum i¢indedir (Lobna ve ark., 2007).
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Sekil 4. 11. p-Sitosterol *C-DEPT ve APT Spektrumlari

Sekil 4.11°de verilen B-Sitosterole ait APT ve DEPT Spektrumlari incelendiginde 140.8
ppm’de rezonans olan C-5 karbonu (APT’de negatif DEPT-135 ve DEPT-90’da yok) ve
121.7 ppm’de rezonans olan C-6 karbonu steroid halkasina spesifiktir (Lobna ve ark.,
2007). APT spektrumu incelendiginde molekiile ait 11 tane CH, ve 6 tane CHj
karbonunun pozitif olarak, 9 tane CH ve 3 tane C karbonunun negatif olarak rezonans
oldugu goézlendi. 31.9 ppm’de rezonans olan 7 (CH,) ve 8 (CH) numarali karbonlarin
farkli tip olasindan dolayr ¢akismaya ragmen DEPT-135 spektrumundan kolayca
anlagilabilir. 18.8 ppm’de rezonans olan 21 ve 26 numarali metil karbonlarinin
cakismasi da HETCOR spektrumundan her iki metil grubu karbonunun farkli
protonlarla (1.09 ppm’de 21 nolu karbona bagli metil protonlart ve 0.92 ppm’de

rezonans olan 26 nolu karbona ait metil protonlari) etkilesiminden anlagsildu.

Tablo 4.4’te B-Sitosterol’e ait karbon ve protonlarin kimyasal kayma degerleri ve
karbon atomlarinin tiirleri 6zetlenmistir. Steroid tiirevleri gibi kesintisiz proton agi
iceren molekiillerin aydinlatilmasi i¢in uygun bir yontem olan TOCSY spektrumundan
(EK 6) C-1 ve C-5 proton sebekesi steroidin yapisinin belirlenmesinde biiyiik rol

oynamistir.
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Tablo 4. 4. B- Sitosterol karbon ve proton kimyasal kayma degerleri
Karbon | DEPT, | 6c (ppm) | ou(ppm) | Karbon | DEPT, | 6¢c (ppm) | on (ppm)
No APT No APT
1 CH, 373 1.84 16 CH, 28.2 1.25-1.83
2 CH, 31.6 1.52 17 CH 56.1 1.10
3 CH 71.7 3.54 18 CH; 12.0 0.85
4 CH, 42.2 2.28 19 CH; 19.0 0.81
5 C 140.8 - 20 CH 36.1 1.35
6 CH 121.7 5.34 21 CH; 18.8 1.09
7 CH, 31.9 1.74 22 CH, 33.9 1.01-1.31
8 CH 31.9 1.95 23 CH, 26.1 1.16
9 CH 50.1 0.92 24 CH 45.8 0.92
10 C 36.5 - 25 CH 29.2 1.66
11 CH, 21.1 1.64-0.97 |26 CH; 18.8 0.92
12 CH, 39.8 1.16-2.00 | 27 CH; 19.4 1.00
13 C 42.3 - 28 CH; 23.1 1.25
14 CH 56.8 0.98 29 CH; 11.9 0.84
15 CH, 243 1.08-0.96
% 56
0 '13\ HIH\ W\H/ H\\H\h \HM ( ‘\ H\“ MH “\\uh ( M \‘\‘M\ m \H‘\H 'M u' \ T \‘ '2\88\'\ "_9?“‘”'32%\‘93?”‘ Vsﬁf ” "\;?3”\;4/0'1‘{ R,
18 38 58 78 98 118 138 158 178 198 218 238 258 278 298 318 338 358 378 398 418

Sekil 4. 12. B-Sitosterol MS Spektrumu
Kiitle spektrumunda molekiilin m/z oram1 414, 396, 329, 303, 273, 255, 231, 213 olan
fragmentler gézlenmistir. m/z 396 kiitle fragmenti (C29H4g+) molekiilden bir HO’nun

ilk etapta ayrildiginin delilidir.
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4.4. Karbonhidratlarin izolasyonu ve Yapi tayini

4.4.1. Sukroz

%75  metanol/etilasetat  karisigminda  toplanan  1070-1110  fraksiyonlarinda
kristallenmeler go6zlendi. Bu kristaller fraksiyonlardan alinarak sirasi ile hekzan,
etilasetat ve metanol ile yikandi. Kristaller tamamen kurutulduktan sonra 40 mg
alinarak DMSO-d6 ile ¢oziilerek *C-NMR spektrumu alindi. Elde edilen veriler,
kristallerin sukroz oldugunu gosterdi. Asagida Sukroza ait C-NMR spektrumu

verilmistir. Elde edilen veriler literatiirle uyum i¢indedir (Alan ve ark., 1979).

104. 49
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Sekil 4. 13. Sukroz ait 100-MHz *C-NMR spektrumu

Tablo 4. 5. Sukroz karbon kimyasal kayma degerleri

C No. BC-NMR | C No. BC-NMR
1 92.18 v 82.99

2 74.63 2’ 74.69

3 73.12 3 77.42

4 72.06 4 62.46

5 73.22 5 104.46

6 62.57 6’ 60.90
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4.4.2. 3-O-Metil-D-glukopiranoz

%10 metanol/etilasetat karistminda toplanan fraksiyonlardan 292-346 araligindaki 302-
346 fraksiyon araliginin ITK kontrolii ile tek madde oldugu gozlendi. Bu fraksiyon
aralig1 toplanarak ¢oziiciisii donel buharlastirict ile uzaklastirildi. Kalan madde etil
asetat ile coziilerek kristallendirildi. Kristallerin, seffaf, renksiz ve biiyiik boyutlu
olduklar1 gozlendi. Yapilan ITK ¢alismalarinda Serik siilfat belirteci ile 100 °C’de
kahverengi olarak yandig1 gozlendi. Erime noktasi 102-104 °C olarak gozlendi.

Yap1 analizi igin, kristallerden 30 mg tartilarak DMSO-ds icinde ¢oziildii, 'H, B¢,
DEPT ve APT spektrumlari ile iki boyutlu HETCOR, HMBC ve TOCSY spektrumlari
kaydedildi. Yapilan spektroskopik degerlendirmeler sonucunda molekiiliin 3-O-metil-

D-glukopiranoz olarak tayin edildi.
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ekil 4. 14. 3-O-metil-glikopiranoz "H-NMR spektrumu
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Molekiilin 'H-NMR spektrumu incelendiginde seker gruplarma spesifik olan anomerik
proton (C-1) 7.76’lik etkilesme sabitiyle 4.07 ppm’de dublet olarak rezonans olmustur.
Metoksi grubu ise 3.43 ppm’de singlet olarak, molekiilde bulunan 3 —OH grubu 3.40-
3.90 ppm araliginda, CH protonlar1 ise 3.0-3.5 ppm araliginda multiplet olarak rezonans

olmustur.

DEPTS0

DEPT135

APT

T T T T T L] T T T
100 80 50

Sekil 4. 15. 3-O-metil-glukopiranoz *C-APT ve DEPT Spektrumlari

Bilesigin APT ve DEPT spektrumlarindan; 61.65 ppm’de rezonans olan CH, karbonu
(C; APT’de pozitif DEPT-135’te negatif ve DEPT-90’da yok), 104.11 ppm’de rezonans
olan anomerik karbon (CH; APT’de negatif, DEPT ’lerde pozitif), 56.65 ppm’de
rezonans olan metil karbonu (CH3z; APT’de negatif, DEPT-135"te pozitif DEPT-90’da
yok) ve APT’de negatif DEPT’lerde pozitif olarak rezonans olan CH karbonlari

gozlenmistir. Tablo 4.6’da karbon-proton eslesmeleri verilmistir.

Tablo 4. 6. 3-O-metil-glukopiranoz karbon ve proton kimyasal kayma degerleri

Karbon No | DEPT, APT | 6c (ppm) Ou (ppm)

1 CH 104.11 4.07d(7.76 Hz)
2 CH 73.66 326 m

3 CH 76.94 3.17m

4 CH 70.37 3.16 m

5 CH 76.57 3.17m

6 CH, 61.65 3.75m

7 CH; 56.65 343s
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4.5. Antioksidan Aktive Testlerinin sonuclari

Taflan ¢ekirdeginin ham ekstresi ve g¢ekirdekten saflastirilan bilesiklerin antioksidan
kapasiteleri, serbest radikal giderme aktivitesi, indirgeme giicii aktivitesi ve ham

ekstrenin total fenolik bilesik tayini yapilarak belirlenmistir.

4.5.1. Serbest Radikal Giderme Aktivitesi

e BHT - BHA —'r— [ Tokofenl
—r— Ham Bisie —— Ammpuialin —8— PFnmasin

ébinrhangﬂ? nm}=

Konsanirasyon {pofml )

Sekil 4. 16. Taflan ¢ekirdeginin ham ekstresi, amigdalin ve prunasinin DPPH radikal

giderme aktivitesi

Sekil 4.16’da goriildiigii gibi taflan c¢ekirdeginin ham ekstresi ve bu ekstreden
saflagtirilan amigdalin ve prunasin bilesiklerinin DPPH serbest radikali giderme
aktiviteleri yoktur. Bu testte elde edilen sonuglar pozitif kontrol olarak kullanilan BHT,

BHA ve a-tokoferol standartlar ile karsilagtirilarak yapilmastir.
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4.5.2. indirgeme Giicii Aktivitesi
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Sekil 4. 17. Taflan ¢ekirdeginin ham ekstresi, amigdalin ve prunasinin indirgeme giicii

Sekil 4.17°de goriildiigii gibi taflan bitkisinin ¢ekirdeginin ham ekstresi, amigdalin ve
prunasinin indirgeme giicii aktivitesi pozitif kontrollerle karsilastirildiginda BHT ve a-
tokoferol en yiiksek aktiviteyi gosterirken ham ekstrenin aktivitesi BHA’dan daha
yiiksek tespit edilmistir. Amigdalin ve prunasin bilesiklerinin indirgeme giicti en diisiik
aktiviteyi gosterdigini sekil 4.22°de de goriilmektedir. indirgeme giicii biiyiikten kii¢lige

dogru sirastyla BHT> a-tokoferol >ham ekstre>BHA>amigdalin=prunasin seklindedir.
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4.5.3. Toplam Fenolik Analizi

Fenolik bilesik miktar tayini Gallik aside esdeger gram olarak hesaplandi. Taflan
cekirdeginin metanol:diklormetan (3:1) ekstresinde toplam fenolik bilesik miktari 30

mg/kg ekstre olarak hesaplanmistir.
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@
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@
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Sekil 4. 18. Total fenolik bilesik i¢in kullanilan kalibrasyon grafigi



Absorbans ( 218 nm)
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4.6. Taflan cekirdeginin degisik coziicii sistemlerindeki amigdalin ve prunasin

miktarlari

Analiz, Bolim 3.5’te 6zetlenen metot ile yapildi. Ekstraksiyon islemleri ti¢ tekerriirlii
olarak yapildi. Taflan ¢ekirdegindeki siyanojenik glikozitlerin kantitatif tayininde
sonugclar; her bir ¢6ziicii sistemi i¢in ti¢ analizin ortalama degeri + standart sapma olarak
hesaplandi. Elde edilen kromatogramlar ve g amigdalin-prunasin/kg taflan cekirdegi
olarak degerlendirildi. HPLC kromatogramlart Sekil 4.19°de hesaplanan amigdalin ve

prunasin miktarlar1 Tablo 4.7’ de verilmistir.

- dalin Metanol

—— Metanol:Kloroform (1:1)

— Metanol:Su (1:1)

Prunasin
N ﬁ A o \~ . l} {,__fnk_._ . ____w‘)

[

T T T T T I T [ T I T[T [ T T T T T I T T[T T [T [T T T[T I [ IT T [T T
2 + E :] i} 1= ™ 1B l:] = 24

o

Sekil 4. 19. Taflan ¢ekirdeginin degisik ¢oziiciilerle elde edilen ekstraktlarinin HPLC

kromatogramlari
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Tablo 4. 7. Taflan ¢ekirdeginin siyanojenik glikozit (amigdalin/prunasin) igerikleri

Siyanojenik Coziict sistemi

Glikozitler Metanol Metanol:su (1:1) | Metanol:Kloroform (1:1) Su
Amigdalin | 85.18 + 6,82 - 93.06+11.73 -

(g/ kg)

Prunasin 0.58£0.19 1.92+0.11 4.25+0.35 2.01+0,41
(e/ke)

Tablo 4.8 incelendiginde, degisik c¢oziicii sistemleri ile ekstrakte edilen Taflan
cekirdeginin amigdalin igeriginin, sirastyla 93,06 ve 85,18 g amigdalin/kg taflan
cekirdegi degeriyle en fazla metanol:kloroform ve metanol sistemi ile elde edildigi
goriilmektedir. Metanol:su ve sadece su ile yapilan ekstraksiyonlarin amigdalin

icermedigi tespit edilmistir.

Prunasin ise; metanol:kloroform, su, metanol:su ve metanol ¢6ziicii sistemleri i¢in sirast

ile 4.25,2.01, 1.92 ve 0.58 g/kg ¢ekirdek hesaplanmistir.

4.7. Taflan Cekirdeginin Yag asidi Bilesenleri

Analiz Bolim 3.7°de anlatilan yontemle yapildi. Elde edilen GC-MS kromatogrami
Sekil 4.20’de verilmistir. Tablo 4.8 ‘de Taflan ¢ekirdeginin sabit yag igerigi kolonda

alikonma siirelerine gore siralanarak verilmistir.

Taflan ¢ekirdeginin sabit yag asidi igerigi: % 72.92 oraninda oleik asit, % 12.8 palmitik
asit, % 6.5 linoleik asit, % 0.9 elaidik asit, % 4.46 stearik asit % 0.62 arasidik asit

olarak belirlenmistir.

Taflan ¢ekirdeginin yag asidi bilesenleri incelendiginde; insan saglig1 i¢in esansiyel
(viicut i¢inde sentezlenemeyen diyetle alinmasi gereken yag asitleri) olan oleik asit,
linoleik asit gibi yaglarin varligi cekirdeklerin besin olarak tiiketilebilirligini ortaya

koymaktadir.
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Sekil 4. 20. Taflan ¢ekirdegi yag asitleri bilesenleri GC-MS kromatogrami
Tablo 4. 8. Taflan ¢ekirdeginin sabit yag asitleri igerigi
Pik No | Rt* | Niimerik isim Yaygin isim %
1 26.57 C16:0 Palmitik asit 12.8
2 31.82 Cl18:2 Linolik Asit 4.46
3 32.06 Cl8:1c¢c Oleik asit 72.92
4 32.13 Cl8:1t Elaidik asit 0.9
5 32.62 C18:0 Stearik asit 4.46
6 37.01 C20:0 Arasidik asit 0.62

*Rt: kolonda alikonma stiresi (dakika)
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5. SONUC

Yapilan calismada; taflan cekirdeginden siyanojenik glikozitler olan amigdalin ve
prunasinin yaninda bir fitosterol olan B-sitosterol, sukroz ve 3-O-metil-glukopiranoz

izole edilmis ve yapilar spektroskopik yontemlerle aydinlatilmisgtir.

Izole edilen siyanojenik glukozitler standart olarak kullanilarak yapilan HPLC
calismasinda farkli ¢oziicii sistemleri ile elde edilen Taflan cekirdegi ekstraktlarinin
amigdalin ve prunasin igerikleri arastirilmistir. Analiz sonuglarina gore; cekirdek
ekstraktlarindan metanol:kloroform ve metanol ekstraktlarinin sirasiyla 93,06 ve 85,18
gr amigdalin/kg icerdigi sulu ekstraktin ise amigdalin icermedigi tespit edilmistir.
Prunasin igerigi ise su sekildedir; metanol:kloroform, su, metanol:su ve metanol ¢6ziicii

sistemleri icin sirast ile 4.25, 2.01, 1.92 ve 0.58 g/kg.

Cekirdeklerin yag asidi bilesenlerinin ise; % 72.92 oraninda oleik asit, % 12.8 palmitik
asit, % 6.5 linoleik asit, % 0.9 elaidik asit, % 4.46 stearik asit % 0.62 arasidik asit

oldugu belirlenmistir. Bu veriler literatiir ile uyum ic¢indedir (Erciyes ve ark., 1995).

Taflan ¢ekirdeginin ve saflastirilan  bilesiklerin  antioksidan  kapasitelerini
belirleyebilmek i¢in yapilan antioksidan aktivite testlerine gore bu bitkinin ¢ekirdeginin
1yl bir antioksidan kapasiteye sahip olmadigi sonucuna varilmistir. Yapisi aydinlatilan
amigdalin ve prunasinin antioksidan kapasiteleri DPPH serbest radikal giderme
aktivitesi ve indirgeme giicii aktivitesine gore arastirilmistir. Elde edilen sonuglar
incelendiginde, amigdalin ve prunasin bilesiklerin antioksidan aktiviteleri olmadig:

gorilmustir.

Bu c¢alismada yapisi aydinlatilan bilesiklerin antioksidan olarak degil belki baska
biyolojik aktiviteleri arastirilmasi gereklidir. Cilinkii baska bitkilerden saflastirilan bazi
siyanojenik glikozit bilesikleri anti kanser olarak kullanilmistir (Rauws ve ark., 1982).
Newmark ve arkadaglarinin beyanlarina gore 1980°li yillarda bu tiir glikozitlerin
Amerika’da kemoterapi amagla kullanildigin1 beyan etmektedirler (Newmark ve ark.,

1981).
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EKLER

EK-1 Prunasinin HETCOR Spektrumu

:IJH |

L - "

- - - -
- - - -
- - - - - -
- - - - - -
Iessnsrssnnlasnsnrasnnntsnnnrenas mm s mTEErn mm s mTEEEn ===
] ] ] ] d »
- - - - - -
- - - - - -
- - - - - -
- - - - - -
- - - - - -
- - - - - -
B mammasscal sasnan e n™ Ladnmanm mEmawmLET LaEELE L R
- - - - - -
- - - - - -
] 4 4 ] ] 4
- - - - - -
- - - - - -
- - - - - -
- - - - - -
------------------- -E EE N EEEEEEm EE N EFE N EEE EE R AN N A EEE EEEE
- - -
- - -
- - - -
- - - -
- - -
- -
mr s ETE s EE g T EEEETEEEEgpr
- -
- -
—
- -

4 3 Fi[ppm]

7 8




EK-2 Amigdalin HETCOR Spektrumu
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EK-3 Amigdalin HMBC spektrumu
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EK-4 Amigdalin TOCSY spektrumu
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EK-5 B-Sitosterol HETCOR spektrumu
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EK-6 B-Sitosterol TOCSY spektrumu




