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OZET

SAPONIN GLIKOZITLERININ OKSIDATIF ACILMA iLE
HIDROLIZi, SECILEN GLIKOZITLER iCIN METOT OPTIiMiZASYONU
VE EKSTRAKSiYON VE HiDROLIZiN BiRLIKTE GERCEKLESECEGI

YENI BIR REAKTOR SISTEMININ TASARLANMASI

TIRPANMAN, Tugba

Yiiksek Lisans Tezi, Biyomiihendislik Boliimii
Tez Danismani: Prof. Dr. Erdal BEDIR

Subat 2010, 78 Sayfa

Bu tezin temel amaci, oksidatif acilma yontemi ile sikloastragenol isimli
sapogeninin glikozit formundan miimkiin olan en yiiksek verim ve sec¢imlilikte
elde edilmesi i¢in ekstraksiyon isleminin ve hidroliz reaksiyonunun entegre bir
sistemde gerceklestirilerek sistemi etkileyen tiim parametrelerin istatistiksel deney

metodlar kullanilarak kiigiik, orta ve pilot 6l¢ek i¢in optimize edilmesidir.

Sistemi etkileyen parametreler, bitki/solvent orani, alkali derisimi, zaman
olarak belirlenmistir. Sonu¢ olarak elde edilen en optimum sikloastragenol
verimleri kiiclik dlgekte 0.033 bitki/solvent (g/mL) orani, 9 saatlik reaksiyon
stiresi ve 15g NaOH (0.5M) kullanildiginda %1.44 (g/g), orta oOlgekte 0.044
bitki/solvent orani, 30 saatlik reaksiyon siiresi ve 135g NaOH (0,75M)
kullanildiginda %1.35 (g/g), pilot 6l¢ekte ise 0.044 bitki/solvent orani, 30 saatlik
reaksiyon stiresi ve 480g (0.75M) NaOH kullanildiginda %0.65 (g/g) olarak
belirlenmistir. Entegre hale getirilen ekstraktor ve reaktor iiniteleri ile sicaklik
stabilitesi yiliksek olan glikozit yapisindaki sekonder metabolitlerin ¢ogunun

hidrolizi i¢in hizli, ekonomik ve standart bir metodoloji kazanilmstir.

Anahtar Kelimeler: Astragalus, Saponin, Glikozit, Alkali Hidroliz,
Aglikon, Sikloastrogenol, Optimizasyon.
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ABSTRACT

HYDROLYSIS OF SAPONIN GLYCOSIDES’ BY OXIDATIVE
CLEAVAGE, METHOD OPTIMIZATION FOR SELECTED
GLYCOSIDES’ AND DESIGNING A NEW REACTOR SYSTEM BOTH
EXTRACTION AND HYDROLYSIS PROSESSES TAKE PLACE

TIRPANMAN, Tugba

Master of Science Thesis, Bioengineering Department
Supervisor: Prof. Dr. Erdal BEDIR

February 2010, 78 pages

The aims of this thesis are to obtain a sapogenin, named cycloastragenol,
from its glycosidic form at a highest yield and selectivity by using oxidative
cleavage method in an integrated system combining extraction and hydrolysis
procedures, and to optimize all effective parameters on the system by using

statistical experiment designs for small, medium and pilot scale.

The parameters that affect the system were determined as plant/solvent (w/v)
ratio, alkaline concentration and time period. In conclusion; in small scale, when
0.033 plant/solvent (g/mL) ratio, 9h time period and 15g NaOH (0.5M) was used,
the optimum cycloastragenol yield was %1.44 (g/g), in medium scale 0.044
plant/solvent (g/mL), 30 h reaction period and 135g NaOH (0.75M) is used, the
obtained yield was %1.35 (g/g) and in pilot scale when 0.044 plant/solvent
(g/mL), 30 h reaction period and 480g (0.75M) NaOH used %0.65 (g/g) optimum
yield was determined. By integrating the extractor and reactor units, for the
hydrolysis of most glycoside formed secondary metabolites having higher

temperature stability, an economic, fast and standard methodology was achieved.

Keywords: Saponin, Glycoside, Hydrolysis, Optimization, Aglycone,

Reactor
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1. GIRIS

Dogal iiriinler, canli organizmalar tarafindan liretilen ve molekiil agirlig
yaklasik olarak 1500 akb’den kii¢ilik olan ve protein, niikleik asit, polisakkarit gibi
organizmanin canlilig1 icin gerekli olmayan kimyasal maddelerdir. Sekonder
metabolit olarak da bilinen dogal {riinler, savunma, korunma, ortama uyum,
hayatta kalma ve nesillerini siirdiirme amach Ozellikle bitkiler ve
mikroorganizmalar tarafindan gelistirilmis olduk¢a karmasik mekanizmalarin
triinleridirler. Bitkilerde; kuraklik, tuzluluk, UV 1sinlar1 gibi degisik ¢evresel
etkilerin  olusturdugu stres ortamina karsi koyma, herbivorlara ve
mikroorganizmalara kars1 savunma, hayvanlar1 ve diger tasiyicilari cezbetme gibi

baz1 metabolik ve daha gelismis ekolojik islevleri oldugu da bilinmektedir.

Bitkisel sekonder iiriinler cogunlukla bitkilerin belli organlarinda, hatta belli
organlarda bulunan hiicrelerin belli kompartmanlarinda bulunmaktadirlar ve
bitkinin belli bir gelisim periyodu stiresince iiretilmektedirler. Genellikle toplam
biyokiitlenin = %1-%0.001’ini  olusturmaktadirlar. Bu bilesiklerin {iretimi,
organizmanin i¢inde bulundugu cevre veya beslenme kosullar1 ile degisiklik

gosterebilmektedir.

Bu kimyasal maddelerin basta ila¢ sanayi (Catharanthus roseus’tan elde
edilen vinkristin ve vinblastin kanser tedavisinde kullanilmakta olan 6nemli bir
ham madde) olmak iizere; kimya (renk wverici), besin (Thaumatococcus
danielli’den elde edilen taumatin tatlandiric1 olarak), kozmetik, parfiimeri (koku
verici) ve zirai miicadele (Nicotiano tobacum’dan elde edilen nikotin insektisit
olarak) sektorlerinde yeri doldurulamaz 6nemleri bulunmaktadir. Bu molekiillerin
direkt ya da modifikasyonla elde edilmis yapilarinin gostermis olduklar
aktiviteler bilim diinyasinin ilgisini her ge¢en giin biraz daha fazla ¢cekmektedir.
Dogal firiin arastirma grubumuz da caligmalarimin biiytik kismini o6zellikle
antikanser tedavilerinde Onciililk eden bitkisel kaynakli sekonder metabolitler

tizerinde yiiriitmektedir.

Bitkisel sekonder metabolitler fenilpropanoitler, alkaloitler, kinonlar,
steroidler ve terpenoitler olarak bes ana baslik altinda toplanmaktadir. Bu tezde

tizerinde calisgilan molekiiller terpenoit smifina dahil olan triterpenlerdir.



Terpenoitler izopren iinitelerinden olusan, bitkilerin sitozol ve plastitlerinde

tiretilen ve igerdikleri izopren iinitesine gore siniflandirilan molekiillerdir.

H,C
H
&‘*‘3 H,C /K/c i
HLC 2
c5 izopren
izopren
unitesi

Sekil 1.1 izopren Unitesi (Akgiin 1. H., 2006)

1 {inite izopren: Hemiterpenler-Cs 4 inite izopren: Diterpenler-Cg
2 iinie izopren: Monoterpenler-Cyg 5 linite izopren: Sesterpenler-Cas

3 {inite izopren: Seskiterpenler-Cys 6 linite izopren: Triterpenler-Csy

Triterpenler dogada serbest halde bulunabildikleri gibi, ester ya da
glikozitleri seklinde de bulunabilirler. Temelde triterpenler skualen molekiiliiniin
katyonik ataga ugramasiyla baslayan, farkli yolaklara sahip siklizasyonlar ile
olusmaktadirlar. Bu tiir siklizasyonlar1 gerceklestiren enzimler genel olarak

triterpen sentazlar olarak bilinirler.
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Squalene-2,3-epoxide

Sekil 1.2 Skualen molekiiliiniin katyonik ataga ugramasi (Hostetmann, K., 1995)



Serbest halde bulunan triterpenlerin halka sistemlerine gore siniflandirilmasi

asagidaki sekilde gosterilmistir.

Asiklik
> 3 ™ Triterpenler
(Skualen)

Trisiklik Triterpen

6-6-6-5 Uyeli Tetrasiklik 6-6-6-6 Uyeli Pentasiklik triterpen
Triterpen Tetrasiklik Triterpen (olean)

Sekil 1.3 Triterpenlerin halka sistemlerine gore siiflandirilmasi (Hostetmann, K., 1995)

Belirtilen bu gruplar icerisinde tetrasiklik ve pentasiklik triterpenler oldukg¢a
onemlidir. Ciinkii dogadan elde edilen triterpenlerin ¢ogu bu gruplara dahil
olmaktadir. Bitkiler aleminde en yaygin olarak bulunan sekonder metabolit
gruplarindan birini triterpen ve steroidal yapili saponinler olusturmaktadir. 1730
Orta Asya bitki tiirli ile yapilan aragtirmalarda, familyalarin %76’sinin saponin

icerdigi tespit edilmistir (Gubanov et. al, 1970).

Saponin igeren bitkiler yiizyillardan beri halk arasinda sayisiz hastaligin
tedavisinde kullanilmaktadir. Bitkilerin saponin iiretmelerinin en 6nemli sebebinin
kendisini ortamda bulunan diger canli organizmalarin etkilerine kars1 korumak
oldugu disiiniilmektedir. Bu teze kanit olarak bitkilerin toprakaltt kok
kisimlarinin saponinlerce zengin, yapraklar gibi toprak {iistii kisimlarinin ise
saponinlerce fakir oldugu gosterilmektedir. Ornegin Spinacia oleracea’nin
yapraklarinda saponin bulunmamasina ragmen bir¢ok mikroorganizmanin

bulundugu toprakalti kok kisminda antimikrobiyal 6zellikte oleanolik asit ve



hederagenin aglikonunu i¢eren monodesmosidik spinasaponin A ve B saponinleri

bulunmaktadir.

Saponinlerin her gegen giin artan bilimsel ¢alismalarla konunun devaminda
bahsedilecek bircok aktivitesinin oldugu kanitlanmistir. Ancak bir¢ok durumda
farmakolojik etkilerinin diger baz1 sekonder metabolitlerle karsilastirildiginda
(Orn: alkaloidler) kismen zayif oldugu fakat toksisitelerinin diisiik oldugu

saptanmigtir.

Son donemde bilim adamlar1 biyolojik etkileri ¢ok yiiksek olmamasina
ragmen biyoaktivite rehberli ila¢ dizayni ve sentezi ile etkilerini biiyiik oranda
artirabileceklerini diisiindiikleri sekonder metabolitlere yonelmislerdir. Bu amagla
ozellikle saponin bilesiklerinin geninleri (sapogenol) {lizerinde bir¢ok yari-sentez
caligmasinin yiiriitilmeye baslandig1 goriilmektedir (Honda, 2000). Ayrica
betulinik asit gibi bazi saponin aglikonlar1 spesifik biyolojik etkilerinden (anti-
melanoma) dolay1 klinik g¢alismalara alinmistir ve yakin gelecekte tedaviye

girebilme potansiyellerinin ¢ok yiiksek oldugu anlasilmistir.

Yiriitilmekte olan bu yari-sentez c¢aligmalarimin biiyiikk bir kismu
saponinlerin  steroidal veya triterpenik ¢ekirdegi (sapogenol) lizerinde
gerceklestirilmektedir. Bitkiler aleminde saponinlerin genelde glikozitleri
formunda (saponozit) bulundugu g6z Oniine alindiginda, bu tiirevlerin hem
arastirma laboratuvarlarinda hem de endiistriyel 6lgekte aglikon yapisi degisiklige
ugramadan hidrolizinin ger¢eklesmesi ve sekerlerinin koparilmasi gerekmektedir.
Bu hidroliz metodunun saponozitin aglikon kisminda degisiklige yol agmadan,
endiistriyel boyut diisiiniildiiglinde de hem hizlhi hem de ekonomik olarak

gergeklestirilmesi zorunluluk olarak karsimiza ¢ikmaktadir.

Saponinlerin hidroliz islemini gergeklestirebilmek icin kullanilabilecek ¢ok
fazla yontem bulunmaktadir. Bu yontemlerden diger bdliimlerde detayli bir
sekilde bahsedilecektir. Aralarinda en sik bagvurulan yontemlerden birisi asidik
hidrolizdir. Genelde inorganik asitlerle yiiksek sicakliklarda gerceklestirilen
hidroliz ¢alismalar1 esnasinda katma degeri yiiksek olan saponinlerin bazilari
diisiik stabilitelerinden dolay1 istenmeyen artifaktlara doniismekte ve verimlilik
olduk¢a azalmaktadir. Bu durumun 6niine ge¢gmek icin daha zayif asitlerle, diisiik

sicakliklarda hidroliz iglemleri yapilabilmektedir. Ancak hidroliz isleminin 7-10



giin gibi olduk¢a uzun bir siirede gerceklesmesi 6zellikle endiistriyel agidan bu
metodun kullanimini smirlamaktadir. Saponinlerin hidrolizinde kullanilabilecek
bir diger metot ise enzimatik hidrolizdir. Enzimatik hidroliz ise oldukg¢a spesifik
olmasina ragmen hem ilk yatinmin yiiksek olmasi (enzim fiyati ve altyapi
maliyeti) hem de alt akim islemlerinin zorlugu nedeni ile cok fazla tercih

edilmemektedir.

Bununla birlikte saponozitlerin hidrolizinde kullanilabilecek ¢cok daha etkin
ve ekonomik bir kimyasal metodun 1990’11 yillarda Cui ve ark. tarafindan
gelistirilmesi birgok bilim adaminin ve sanayinin géziinden kagmistir (Cui ve ark.,
1993 ve 1994). Bu yontemde alkali ortamda n-BuOH igerisinde ¢6ziinmiis olan
ginseng saponozitleri sistemden oksijen gecirilerek %95 {lizeri verimle ve ¢ok
yliksek secimlilikte hidroliz edilebilmistir. Ayni islem asidik hidroliz ile
gerceklestirildiginde siklizasyon, epimerizasyon ve hidroksilasyon
reaksiyonlarindan kaynaklanan 10 adet yan iirtin olusmustur. Bu proses iki kati
daha uzun siirede gerceklesmesine ragmen sistemden hava gegirilerek bile

yapilabilmistir.

Bu bilgiler 1s1ginda saponinler {izerinde yogun arastirmalar yliriiten
grubumuz hem saf molekiiller hem de ekstreler iizerinde birkag 6n deneme
yaparak oksijen bagimli bu metodun yukarida bahsedilen diger yontemlerden
daha iistiin oldugunu dogrulamistir. Bunun iizerine yontemin glikozit formlarinda
bulunan ve {ilkemiz i¢in katma degeri yiiksek bir sapogenol olan
sikloastragenol’iin (CG) elde edilmesine yonelik gelistirilmesi konusunda

calisilmasina karar verilmistir.

Bu c¢alisma sirasinda grubumuzun amaci yalmiz glikozidik baglarin
parcalanip sapogenollerin elde edilmesine yonelik parametrelerin (siire, solvent
miktari, oksijen ve/veya havanin gec¢is hizi, sicaklik vb.) istatistiksel metodlar
kullanilarak optimizasyonu degil, hem ekstraktdr hem de hidroliz reaktdriiniin bir

arada bulundugu pilot dl¢ekli bir sistemin olusturulmasidir.



2. SAPONINLER

2.1. Saponinler hakkinda genel bilgi:

Saponinler yiiksek molekiil agirliga sahip bir triterpenik (30 karbonlu) veya
steroidal (27 karbonlu) ¢ekirdek lizerinde seker {initeleri tasiyan, bitkisel veya
marin organizmalarda bulunan sekonder metabolitlerdir. (Panax ginseng-
ginsenozit Rgl) Oldukca yaygin olan bu bilesikleri tasiyan bitkilerin kopiirme
ozellikleri nedeni ile sabun olarak ve sogukkanli canlilara toksik olmasi nedeniyle
balikk avlamada kullanilmalar1 yiizyillarca yil geriye dayanmaktadir. Ayrica,
yangin sondiirme kopiigii, dis macunu, sampuan, sivi sabun imalati, kozmetik,
bira ve hafif iceceklerin kopiiklenmesini arttirmak icin de kullanildiklari

bilinmektedir (Bearez, 1998).

Ayrica saponinler yiizlerce yildir geleneksel tipta (6zellikle Hindistan ve
Cin’de) kullanilagelmis droglarin terkibinde bulunduklar1 i¢in arastirmalara
olduk¢a yogun konu olmuslardir. Bu ¢alismalardan hareketle etkinligi dogrulanan
saponin tastyan bir¢ok bitki gida destekleyici iirlinler pazarinda yogun olarak
tilkketilen triinler arasinda yer almistir (Ginseng, Astragalus, Tribulus, Centella

vb.).

Fungisidal ve pisisidal etkinlikleri ¢cok iyi bilinen saponinlerin her gecen
giin artan bilimsel c¢aligmalarla antimutajenik, molusisidal, antihelmintik,
kardiyovaskiiler, analjezik, antipiretik, adaptojenik, ekspektoran ve antitussif,
hipoglisemik, hipokolesterolemik, antiviral, antibakteriyel, immunostimulan, anti-
HIV, sitotoksik ve antitimér gibi aktivitelerinin  oldugu saptanmistir

(Hostetmann&Marston, 1995; Rao&Gurfinkel, 2000).

Bu bilesikler yalniz bilimsel caligmalarda sunulmakla kalmamis ilag
endiistrisinde kendine etken veya yardimci madde olarak c¢ok farkli kullanim
alanlar1 bulmustur. Bunlara 6rnek olarak kalp yetmezliginde kullanilan digoksin,
vendz yetmezlikte kullanilan ruskogenin, asilarda etkinligi artirmak i¢in adjuvan
olarak kullanilan veya ila¢ tasiyici sistemlerde penetrasyonu artiran Quillaja
saponinleri, AIDS ve kansere kars1 kullanilmak {izere klinik denemeler sathasinda
bulunan betulinik asit ve yari-sentetik bir oleanan tipi triterpenik sapogenin olan

2-siyano-3,12-dioksoolean-1,9-dien-28-oik asit (CDDO) ve molekiiler biyolojide



hiicre membran yapisim1 bozmadan gegirgenligi arttirdigi igin peptit veya

antikorlarin hiicreye penetre etmesini saglayan saponin karisimlar1 verilebilir.

Son giinlerde saponin tasiyan iiriinlerin hayvancilik endiistrisinde hem
enfeksiyonlara karst hem de verimliligi artirmak amaci ile kullaniimaya
baslandig1 da goriilmektedir (Tavukgulukta kullanilan Yucca saponin preparatlari
gibi).

2.2. Saponinlerin yapilar1 ve kullamim alanlar

Bitkiler aleminde saponinlerin genelde %90°1 glikozitleri formunda
(saponozit) bulunmaktadir. Bu bilesiklerin glikozit formlarinin da bir¢ok kullanim
alan1 bulunmaktadir. Ornegin, timdr inhibitdrii olmalarindan dolay1 bazi
saponinler, son zamanlarda farmakolojik olarak aktif anti-tiimdr molekiiller olarak
hedef durumuna gelmislerdir. Ginsenozit Rgl ve Rb1l mide kanserine kars: etkili
iken (Hayashi&Kubo, 1980), Glycine max’tan izole edilen soyasaponinleri bir¢ok
tiimore kars1 aktivite gésteren molekillerdir (Jap. Pat. 58 72,523). Gymnostemma
pentaphyllum’dan izole edilen gipenozit deri, rahim ve karaciger kanserinin

tedavisinde timit verici gelismeler ortaya koymustur (Jap. Pat. 58 59,921).

Saponinlerin glikozit formlarimin molekil agirliklarmin yiiksek olusu,
yapida bulunan seker molekiillerindeki hidroksil sayisinin ¢oklugu, ilag etken
maddesi olabilecek molekiillerde aranan bir 6zellik olan Lipinski’nin bes kuralina
(5’den fazla hidrojen bag1 donérii icermeme, 10’dan fazla hidrojen bag1 akseptorii
icermeme, molekiiler agirligi 500 g/mol’den az olma, dagilim katsayis1 5’ten az
olma) uymamaktadir. Bu nedenle saponozitlerden ¢ok sapogeninler ilag arastirma-

gelistirme ¢alismalarinin ilgi odagi olmustur.

Saponinlerin genelinin daha 6nce de belirttigimiz gibi glikozitleri formunda
bulundugu goz Oniine alindiginda, yar1 sentez ¢alismalarinda kullanilmak {izere,
endiistriyel Olgekte aglikon yapisi degisiklige ugratilmadan sekerlerinin
koparilarak aglikonlarin elde edilmesi gerekmektedir. Bu hidroliz metodunun
saponozitin aglikon kisminda degisiklige yol a¢madan gergeklestirilmesinin
yaninda, endiistriyel boyut diisiiniildiiginde hem hizli hem de ekonomik olmasi

zorunluluk olarak karsimiza ¢ikmaktadir.



2.3. Yarisentez tanimi, tercih edilme sebepleri ve gerekli 6n islemler:

Dogal iirlinlerin bir¢ogu biyolojik aktivite gdstermelerine ragmen, diisiik
fizyolojik etkileri ile birlikte ¢Oziiniirlik, emilim ve dagilim gibi kinetik
ozelliklerinin yetersiz olmasi ilag olabilmelerinin 6niinde engel teskil etmektedir.
Bu gibi dogal {irtinlerin biyolojik aktivitelerini arttirmak ve fizyolojik etkinligini
ve farmakokinetik Ozelliklerini istenilen seviyeye getirmek i¢in molekiiliin
tizerinde  kimyasal  ve/veya  enzimatik  reaksiyonlarla  degisiklikler
yapilabilmektedir. Dogal iirliniin ana iskeletinin ¢ikis maddesi olarak kullanildigt
ve sentez reaksiyonlari ile yeni molekiillerin olusturuldugu islemlerin tiimiine yari

sentez denmektedir.

2005-2007 yillar1 arasinda FDA tarafindan onaylanmis 13 dogal {iriin
ilacinin 4 tanesi dogal iiriiniin kendisi iken geri kalan 9’u yar sentetik tiirevleridir.
Halen FDA’den onay bekleyen 37 dogal firiin kaynakli ilacin 16’s1 dogal
tirlinlerin yar1 sentetik tiirevi iken 18 tanesi dogal {iriin iskeletleri 6rnek alinarak
elde edilmis ilaglardir (farmakofor grubu tasiyan). Bu 37 ilacin sadece 3 tanesi
herhangi bir degisiklige ugratilmamis dogal iirlindiir (Butler, 2008). Tedaviye
giren veya girmek iizere olan bu iiriinler yar1 sentez ¢alismalarinin 6nemini ve
biyolojik aktivitesi olan dogal iiriinlerin ila¢ molekiilleri haline getirilebilme

potansiyellerinin ne kadar yliksek oldugunu ortaya koymaktadir.

Total sentez yani kii¢iik ve ucuz sentetik baslangi¢c molekiillerinden hareket
edilerek hedef molekiiliin tamaminin sentetik olarak hazirlandigi ¢aligmalar da
yapilmaktadir. Bu yontem kii¢iik dogal iiriinler icin basarili olmasina ragmen,
bircok asimetrik merkez tasiyan karmasik sekonder metabolitler icin ya
basarilamamis ya da ¢ok fazla basamak tasimasi nedeni ile ekonomik olamamigtir
(diistik verim, yiliksek maliyet). Panacos Pharmaceuticals firmasi tarafindan
gelistirilen AIDS tedavisinde kullanim i¢in FDA’den onay bekleyen Berivamat
betulinik asitin yari-sentetik bir tiirevidir. Berivamat’in sentezinde kullanilan
betulinik asidin total sentezi yaklasik olarak 30 basamakta ve diisiik bir verimle
gergeklestirilmektedir (Jung, 2006). Buna karsin betulinik asit 6nciil maddeleri bir
hus agaci tirii olan Betula platyphylla’nin aga¢ kabuklarindan kiitlesel olarak

%35’lere varan verimlerde elde edilebilmektedir.



Bu nedenle giinlimiizde, dogadan izole edilmis hedef bilesik ya da
molekiillerin kimyasal ve enzimatik modifikasyonlarla biyolojik ya da
farmakolojik etkiye sahip yeni tiirevlerine doniistiiriilmesi islemi olarak bilinen
yar1 sentez metodu siklikla tercih edilmektedir. Son 10 yil i¢inde gergeklesen
caligmalarda yari-sentez ile triterpenik yapidaki molekiillerin fizyolojik etkilerinin
10000 kata kadar artirilabileceginin anlagilmasini takiben (Honda, 2000) bazi
dogal iirin kimyas1 gruplar triterpenik sapogenoller iizerinde yogunlagmaya

baslamis ve bir¢ok yari sentetik tlirev hazirlanmistir.

Saponinlerin yar1 sentezi lizerinde yapilan ¢aligmalara bakildiginda, yakin
zamanda yapilmis bir ¢calismada oleanan tiirevi yar1 sentetik bir triterpen olan 2-
siyano-3,12-dioksoolean-1,9-dien-28-oik asit ya da CDDO Kklinikte kanser
tedavisinde gelecek vaat eden multi fonksiyonel bir molekiil olarak saptanmustir
(Suh, 1999). In vitro ¢alismalar CDDO’nun, insan 18semi, osteosarkoma (Ito,
2001), gogis kanseri (Lapillonne, 2003) hiicrelerinde farklilagsmay1 indiikledigi,
bliylimeyi inhibe ettigi ve apoptozisi tesvik ettigini gostermistir (Ito, 2000;
Pedersen, 2002). Klinik c¢aligmalara aliman bu bilesigin ayn1 zamanda in vivo
caligmalarda interferon-gama tarafindan indiiklenen nitrit oksit {iretimini piko
gram seviyesinde inhibe ettigi i¢in miikemmel bir antiinflamatuvar ajan olarak

gelistirilmesi caligmalari siirdiiriilmektedir.

Yukarida ad1 gegen betulinik asit siklikla yari-sentetik calismalarinin ilgi
odagi olmustur. Betulinik asidin aglikonu olan lupandan tliremis birgok sentetik
triterpenoit bilesigin hiicresel taramalarinda potansiyel anti kanser ilag olabilecek
analoglarinin belirlenmistir (Sarek, 2003). Betulinik asidin kendisi ve bazi
tirevleri potansiyel anti-HIV ajani olarak da tespit edilmistir (Mayaux, 1994).
Triterpenik sapogeninlerle beraber steroidal sapogeninlerde bu tip arastirmalarin
ilgi odag1 olmaktadir. Takkalonolit tiirevi molekiillerin taxol benzeri mikrotubiil
stabilizasyon iizerinden aktivite gostermeleri nedeniyle gogiis kanseri tedavisinde

kullanimlar1 arastirma konusu olmustur (Hemscheidt, 2004).

Astragalus tirlerinde yaygin olarak bulunan 20,24-epoksisikloartan glikoziti
astragalozit IV bilesiginin de ¢ok 6nemli bir farmakolojik etkisi oldugu ortaya
konmustur. Yapilan ¢aligmalar, AG IV’iin koroner sistem iizerinde ¢ok etkili bir
kardiyoprotektif molekiil oldugunu gostermis, oOzellikle Cinli ve Rus bilim

adamlar1 bu bilesigin akut ve kronik kalp yetmezligi olan hastalar tarafindan
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yaygin olarak kullanilan digoksin isimli kardiyoaktif ilaca alternatif olarak
gelistirilebilecegini ve yan etkilerinin ¢ok daha az oldugunu ifade etmislerdir. Bu
alanda kullanim1 icin astragalozit IV ve tiirevleri i¢in alinmis lisanslar

bulunmaktadir (Zhanga et. al., 2005).

Yar1 sentez isleminin bitkisel dogal triinlerden elde edilen aglikonlar
tizerinde gerceklestirilebilmesi i¢in gerekli 6n islemler genel hatlariyla sekil 2.1
tizerinde agiklanmistir. Kullanilacak bitkisel materyal toplandiktan sonra uygun
sicaklikta kurutulmaktadir. Ardindan ekstraksiyon verimliligini arttirmak
amaciyla bitkisel materyal ogiitiilerek uygun tanecik boyutuna getirilmektedir.
Ekstraksiyon iglemini takiben, hidroliz reaksiyonu tamamlanmakta sonra elde
edilen hidrolizat nétiirlestirilmekte, yogunlagtirilmakta ve uygun sivi-sivi
ekstraksiyonlar, ¢oktiirme ve/veya kromatografik yontemler uygulanip dogal {iriin
saf olarak elde edilmektedir. Son olarak saf madde kurutularak (liyofilizasyon,
spray drying, vakumlu etiiv vb.) solvent kalintilarindan ve neminden
arindirilmaktadir. Toz olarak elde edilmis yari-sentez hareket maddesi olan
molekiill kimyasal ya da biyotransformasyon islemleri biyoaktivite rehberli
calismalar 1s181Inda modifiye edilerek etkinligi yiiksek yari sentetik tiirevlere

gecilmektedir.

KURUTMA VE
OGUTME

HIDROLIZ

AL KROMATOGRAFIK . .
DOGAL URUNUN YONTEMLERLE YOGUE};&TI}I;Z}I{\IIIIIJ\IMASI
LIYOFILIZASYONU SAFLASTIRMA $

Aktif metabolit

TOZ HALDE
KIMYASAL Sentetik

METABOLIT MODIFIKASYON => Tiirevler

Sekil 2.1 Yari sentetik tiirevlerin bitkisel dogal iirtinlerden eldesi asamalari
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3. HIDROLIZ REAKSiYONLARI

Saponinler, siklik piranoz ya da furanoz formlarinda bulunan sekerlerin
hemiasetal hidroksil gruplarinin triterpen ya da steroidal iskeletle beraber asetal
olusturmasiyla meydana gelmis glikozitlerdir. Hemiasetal hidroksil gruplariyla,
triterpenler ya da steroitler arasinda bulunan eter bagi, glikozidik bag olarak
bilinmektedir. Ayn1 zamanda oligosakkaritlerin monosakkarit bilesenleri de eter

baglariyla birbirlerine baghdir (glikozitleraras: bag).

Bir glikozitin tamamlanmis hidrolizinde glikozit bagi parcalanarak
monosakkaritler ve karbonhidrat icermeyen kisimlar (aglikon ya da genin) agiga
cikmaktadir. Hidrolizde elde edilen bu karbonhidratsiz kisim sapogenol ya da
sapogenin olarak adlandirilir. Bilinen bir ¢ok glikozit eter ve ester bagli O-
glikozitlerdir. Saponinlerin analizlere hazir hale gelmesinde kullanilan hidrolizle
kiiciik Ttnitelere parcalama islemi i¢in sayisiz kimyasal reaksiyon ve metot

kullanilmistir (Bakiniz, 6rnek, Kitagawa, 1981).

3.1 Asidik hidroliz:

Asit hidroliz, saponinin asit icerisinde degismeyen bir siire boyunca
genellikle 2-4 M HCI ile 4 saatlik bir zaman araliginda yiirttiilmektedir.
Hidrolizden sonra elde edilen sulu ¢ozelti, dietil eter, kloroform ya da etil asetat
ile ekstre edilerek aglikon elde edilmektedir. Sekerlerin sulu fazdan
ekstraksiyonu, soliisyon nétralize edildikten sonra (alkali ya da iyon degistirici
recgineler ile) piridin ile gergeklestirilmektedir (Tschesche ve Forstmann, 1957,

Sandberg ve Michel, 1962).

Saponinler bu metodla kendini olusturan birimlere tamamen ayrilmaktadir.
Boylece aglikonun karakteri ve sahip oldugu monosakkaritlerin sayisi ile ilgili
bilgi edinmek miimkiin olmaktadir. Eger bir prosapogenin asit hidrolize tabi
tutulursa eter baglartyla aglikona bagli durumda olan seker zincirleri tespit

edilebilir. Sulu reaksiyon ortamu alkol ya da dioksan ile yer degistirebilir.

HCl’e ek olarak H,;SO4 de saponinlerin hidrolizinde kullanilmaktadir.
Silfiirik asitle molekiiliin degredasyonu ya da yeniden diizenlenmesi daha az

oranda gozlenmesine ( Kubota et all. 1969) karsin eter baglarinin kopmasi hizli ve
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verimli gerceklesmemektedir. Dianthus saponinlerinden elde edilen gipsogenik
asit i¢in kullanish bulunan metot, dioksan i¢inde 1M siilfiirik asitle gergeklesen
hidroliz islemidir (Oshima et al. 1984a). HCI ve H,SO4’in suyla ve su-etanolle
olan hidrolitik durumlar1 kiyaslandiginda, saponinlerin 2 saat %5’lik H,SO4/H,0
igerisinde Ol¢limlii vakum ampullerde 1sitilmasiyla sakkaritler en iyi sekilde elde

edilmistir (Kikuchi et al. 1987).

Bazi hidrolizler ise trifloroasetikasit ile basarilmistir. Boylece saponinlerden
ekinositik asit gibi degrede olmamis aglikonlarin hidrolizi, 1M trifloroasetikasit

igerisinde 3 saat reflax islemi ile miimkiin olmustur (Carpani et al. 1989).

Steroit saponinleri ise genellikle HCI ya da H>SOy4’le (1-2 M), %50’lik
metanol ya da dioksan icerisinde (2-5 saat 100°C ya da 10 saat 80°C) hidroliz
edilebilmektedir. Furostanol glikozitlerinden bu islemlerle olusan yan iiriinler,
spirostanolleri, spirosta-3, 5-dienleri ve C-25 epimerlerini (Voigt and Hiller,
1987) igermektedir. Nuatigenin glikozitleri gibi c¢ok hassas saponinler i¢in
aglikonun yikimi 1limli kosullar saglanarak oOnlenmeye calisilmaktadir. Bu
durumda hidroliz, metanol igerisinde 37°C’de %?2’lik HCIl ile 8 giinde

gergeklestirilmektedir (Kesselmeier ve Budzikiewiez, 1979).

Saponinlerin solusyonda hidrolizine alternatif olarak HCI buharini direk
ITK tabakasina uygulayarak hidroliz islemi gergeklestirilebilir.  Asit
buharlastirildiktan sonra, ITK solventiyle normal eliisyon gerceklestirilerek
mevcut monosakkaritler tanimlanabilir (Kartnig ve Wegschaider, 1971; He,
1987). Bunun anlami, terminal sekerler olan ksiloz ve galaktoz, agavezit B’nin
(Sekil 3.1) kismi hidrolizi sonrasi tanimlanabilmektedir. ITK tabakasinda spotlar
(8:5:1) kloroform-metanol-su ¢06zgen sistemiyle yiiriitilmekte ve anilin-
difenilamin-H3;POs-metanol (1:1:5:48) ile tanimlamalar1 yapilmaktadir (Uniyal et
al. 1990).

Sekil 3.1 Agaveside B
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3.1.1 Hidroliz sonrasi aglikonlarin analizi

Hidroliz tamamlandiktan sonra, aglikonlar hidrolizattan basit filtrasyonla ya
da su-organik solvent partisyonu ile ayrilabilmekte ve bilinen triterpenlere ya da
steroidlere kars1 analizleri yapilabilmektedir. Bunun i¢in en sik kullanilan yontem
ITK, kullanilan solvent sistemi ise diizopropil eter:aseton (75:30) olarak

belirlenmistir. Cizelge 3.1°de goriilen spray belirtegler saponinlerin analizinde

siklikla kullanilmaktadir.

Cizelge 3.1 Triterpen saponinler i¢in kullanilan belirtecler

BELIRTEC REFERANS
Vanilin-Siilfiirik asit Godin, 1954
Vanilin-Fosforik Asit Oakenfull, 1981

Lieberman-Burchard (Asetil asit-Siilfiirik asit) Abisch and Reichstein, 1960
%10 Siilfirik asit iginde %1 Seryum siilfat Wagner et al. 1984a
Etanol igerisinde %10 Siilfiirik asit Kitagawa et al. 1984b
%350 Siilfiirik asit Price et al. 1987
p-Anisaldehit-Siilfiirik Asit Price et al. 1987
Komarowsky (p-hidroksibenzaldehit-siilfiirik asit) Wagner et al. 1984a
Antimon(IIT) Kloriir Wagner et al. 1985
Kann Wagner et al. 1984a
Su Wagner et al. 1984a

Gaz-sivi  kromatografisi, asagida verilen Orneklerde gosterildigi gibi
triterpenlerin tiirevlendirilmesini gerektirmektedir. Oleanolik ve ursalik asidin
metil esterleri GC tarafindan cam kolon {izerinde 30% 0V-17 yada SE-30 (Fokina,
1979) ile ayrilabilmektedir.

Triterpenler, N,O-bis(trimetilsilil)asetamit ve klorotrimetilsilan  ile

tirevlendirildikten sonra GC ile saptanabilmektedir.



14

GC-MS de sapogeninlerin karakterizasyonunda kullanilan o6nemli bir
yontemdir. Trimetilsilil tiirevleri normal bir sekilde hazirlanmakta ve

spektrometre ile analiz edilmektedir.

Triterpenlerin HPLC analizleri tlirevlendirme gerektirmemekte ve son
derece hassas ve tekrarlanabilir sonuclar vermektedir. Hem normal faz (Quinoa
sapogeninlerin analizi; Burnouf-Radosevich ve Delfel, 1984) hem de RP-HPLC
(Lin et al. 1981) uygulanabilmekte fakat RP-HPLC’nin bir dezavantaji olarak
bilesiklerin sivi mobil fazda ¢okelmeye neden oldugu bilinmektedir. Bununla
beraber Chenopodium quinoa (Chenopodiacea) bugday tanesi hidrolizatinin
aglikon analizinde butanol ekstrakti diklorometan-metanol (1:1) karigimi iginde
coziilerek C-8 kolonuna enjekte edilebilmektedir. Asetonitril-su gradiyent
elisyonuyla oleonolik asit ve hederagenin sapogeninlerinin saf ayrimi
saglanabilmektedir. Bu aglikonlarin kantitatif analizleri sayesinde farkli kuinoa

gruplarinin standardizasyonu miimkiin olabilmektedir.

Bir aglikonun karakterizasyonu i¢in bilinen spektroskopik tekniklerin
disinda klasik kimyasal reaksiyonlarin ve degredasyon tekniklerinin kullanilmasi

da muimkiindir.

3.1.2. Yan iiriin olusumu

Asidik hidroliz risksiz degildir ¢iinkii inorganik asitlerle uzun siireli 1sitma
islemi, yan {riin olusumunu da kapsayan giicliiklerin artmasina, verimin
azalmasina ve diisiik segicilige neden olmaktadir (Tschesche and Wulff, 1972;
Kitagawa, 1981). Sadece triterpenik saponinleri degil ayni zamanda steroidal
saponinler ve marin kaynakli saponinler yapr aydinlatma calismalarini siklikla
karmasik hale getirmektedir. Ornegin, yapilan calismalarda soya saponinlerinin,
sapogenin profili tizerindeki g¢esitli hidrolitik prosediirlerin etkilerine bakildiginda
soyasapogenollerden B;, C, D ve E muhtemelen yan {iriin olarak sulu ortamda
hidrolizle olusmaktadir. Bu yiizden, olean-13(18)-en soyasapogenol B;, soya
ununun etanol igerisinde HCI ile hidrolizinden sonra izole edilmektedir. Dogru
aglikonlar, soyasapogenol A ve B, H,SO4 ve HCI ile birlikte susuz metanol

igerisinde hidroliz edilmektedir (Ireland and Dziedzic, 1986a). Diger problem ise
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oleanolik asit ve hederagenin glikozitinin dioksan i¢inde asidik hidrolizi esnasinda

lakton olusumudur (Hiller et al. 1987a,c).

Hovenozitlerin  (jujubogenin glikozitleri) siilfiirik asitle hidrolizleri
sonucunda, benzer sekilde lakton ve ebelin lakton olusumu gozlenmektedir.(Sekil

3.2) (Inoue et al.1978)

DA
O/} >”’

LN

HQ

Sekil 3.2 Hovenozitlerden lakton ve ebelin lakton olusumu

Hidroliz esnasinda triterpenlerde asit katalizli ¢ift bag gog¢li meydana
gelmektedir. Ornegin, baz1 olean-12-enler, sulu etanol icerisinde HCI ile birlikte
olean-13(18)-enlere izomerize olmaktadir. (Kubota et al.1969). Quillaik ve
ekinositik asidin her ikisi de olean-13(18)-enlere bu kosullar altinda benzer

sekilde izomerize olmaktadir (Sekil 3.3).

HO

16 Echinocystic acid Alblgenic acid

Sekil 3.3 Ekinositik asidin albigenik aside asidik hidrolizle transformasyonu
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Asit hidroliz esnasinda
epimerizasyonun miimkiin
oldugu arjungenin’in  (Sekil
3.4 56) tometozik aside (Sekil
3.4 55) dontisiimii ornek
gosterilebilir.  Transformasyon
yolag: sekil 3.4’te gosterilmistir.
Kokalik asidin, ekinositik aside
transformasyonu 16-OH
gruplarinin  epimerizasyonu ve
muhtemelen  28->16  lakton
lizerinden meydana gelmektedir.

Sekil 3.4 Arjungenin Epimerizasyonu [Cui ve ark., 1993-1994]

Protobassik asit saponinlerinin %10’luk H,SO4’le hidrolizi dehidrasyon ve

bassik asit olusumuyla sonuglanmaktadir. (Sekil 3.5)

Ho

" CH0H

R',R? = sugar Bassic acid

Sekil 3.5 Arjungenin epimerizasyonu
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Gergek aglikonu elde etmek i¢in bu hidroliz iglemi toprak bakteri preparati
ile beraber gergeklestirilmelidir. Ayrica yan iirlin olusumunu engellemek icin

kullanilabilecek diger metodlardan bu boliimiin devaminda bahsedilecektir.

Sesamum alatum’dan (Pedaliaceae) saglanan alatozit A’nin (Sekil 3.6) asit
hidrolizi benzer sekilde dehidrasyon reaksiyonu ile sonu¢lanmaktadir. Yan {iriin
olarak olusan 18,19-secoursa-11,13(18)-dien-28,21-lakton (Sekil 3.7) molekiilii
konjuge dien sistemine sahip olmasi nedeniyle yiiksek UV absorpsiyonu (Amax 250
nm) vermektedir. Esas aglikon alatogenin, alatozit A’nin (Sekil 3.6) enzimatik

hidrolizi sonrasi elde edilmektedir.

AN

HO

'
N

Sekil 3.6 Alatozit A Sekil 3.7 18,19-sekoursa-11,13(18)-dien-28,21-lakton

Furostanol bidezmozitleri, metanol ile reflaks edildiginde daha az polar 22-
OCH; tiirevlerine doniismektedir. Bu tiirevler kaynayan su ya da seyreltilmis
dioksan islemlerine tabi tutulduktan sonra baslangigtaki 22-OH bilesiklerine

yeniden rejenere olabilmektedirler (Kavasaki, 1981).

Ekstraksiyonun prosediirii de bir bitkiden izole edilen saf bilesiklerin
yapisinda degisime yol agmaktadir. Monodesmozidik:bidesmozidik saponin orani
ekstraksiyon kosullarin1  6nemli oOlgiide  degistirmektedir (Domon ve

Hostettmann,1984; Kawamura et al. 1988).
3.2. Bazik hidroliz

O-acilglikozidik seker zincirlerinin bazik hidroliz kosullar1 altinda
koparilmas1 genellikle 0,5M KOH ile reflaks yapilarak gergeklestirilmektedir
(Domon and Hostettmann,1984; Kochetkov and Khorlin, 1966). Alternatif olarak
KOH’in %1-20’lik metanolik ya da etanolik soliisyonlar1 kullanilabilmekte ancak
bu durumda triterpen asitlerinin karboksil gruplarinda metilasyon riski s6z konusu

olmaktadir. Dowex 1 gibi iyon degistiriciler 1liml1 bazik hidroliz kosullarinin
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olusmasini saglamaktadir (Bukharov and Karlin, 1970a). Bir diger metot ise
kollidin igerisinde lityum iyodiir kullanilarak gerceklestirilmektedir (Kochetkov et
al. 1964Db).

Reaksiyon kosullarinin dikkatli bir sekilde kontroliiyle selektif olarak farkl
ester gruplarini koparmak miimkiin olmaktadir. K;; kizuta saponininin 30 dakika
0.5M KOH ile reflaks islemi (hidroliz) sonucunda bidezmozitin C-28
konumundaki seker koparilabilmektedir. Diger yandan, saponinin 20 saat boyunca
oda sicakliginda 0.1M KOH ile karigtirllmasi ile C-28 konumlu ester glikozit

zincirindeki asetat grubu sec¢imli olarak giderilebilmektedir (Kizu et al. 1985b)

1990’1 yillarda Cui ve ark. tarafindan ginsenozitlerde bulunan glikozit
baglarin1 kirmaya yonelik yapilan ¢alismada butanol icerisinde oksidatif ortamda
alkali kosullar saglandiginda hidroliz islemi %95 iizeri verimle basarilmaktadir.
Reaksiyon verimi asidik kosullarda yapilan hidroliz islemine goére ¢ok daha
verimli bulunmustur. Ginsenozit baglarinin bazik kosullar altinda asidik kosullara
gore ¢cok daha kararli olmas1 sasirticidir. Reaksiyon ortamindaki oksijen ya da
hava nitrojen ile degistirildiginde doniisiim ¢ok az ya da hi¢ gerceklesmemektedir.
Ortama antioksidan, glikoz ya da su ilavesiyle doniisiim seviyesi azalmaktadir. N-
butanol solventi sec-, iso- ya da 2-metil-2-propanol ile yer degistirdigi zaman {iriin
verimi %75’e diismektedir. Solvent olarak n- ya da izopropanol kullanildiginda
verim %40 olarak gozlenmistir. Glikoz gruplarinin bu kosullar altinda tamamen
degrede oldugu ve 5/1 oraninda format ve karbonatin major iiriin olarak elde
edildigi gosterilmektedir. Son on yil i¢inde saponinlerdeki gibi oligosakkaritlerin
glikozit baglarin1 parcalamak i¢in uygulanan tetreasetat oksidasyonu, anoksik
oksidasyon, UV 1sinlama, asit- ve toprak bakteri hidroliz yontemleri gelistirilmeye
calisilmig ancak verimleri genellikle yan iiriin olusumu ve aglikonda meydana

gelen degisimlerden dolay1 diisiik bulunmustur (Cui ve ark., 1993-1994).

Alkali kosullarda butanol igerisinde yapilan bu ¢alisma esnasinda yiiksek
verimlerle (S)-20-protopanaksadiol (Sekil 3.8 1) ve (S)-20-protopanaksatriol
(Sekil 3.8 2) sapogeninleri elde edilmistir. Buna karsin asit hidrolizde bahsedilen

bu iki sapogeninin yani sira 10 adet yan iiriin olugsmaktadir.
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3: R=H; R'=R"=p-D-Gle-O;
4: R =D-Gle{p1:2)D-Bic; R’ = D-Glc(p1-8)D-Gic; R = H
Gl = glucopyranosyl

8. Gl = p-D-glucopyranosyl; GicUA=Q-D-glucoronic acld

Sekil 3.8 1= (S)-20-protopanaksadiol, 2= (S)-20-protopanaksatriol 3= Ginsenozit Rg1,
4= Ginsenozit Rb1, 5= Ginsenozit Ro, 6= Panaksadiol, 7= Panaksatriol [Cui ve ark., 1993-1994]

Elde edilen diger sonuglar ise su sekildedir. NaOH alkali olarak
kullanildiginda reaksiyon 90°C’de 13 saat civarinda gerceklesmekte iken onun
yerine NaOMe kullanildiginda reaksiyon ¢ok daha hizli ilerlemekte ve 5 saat
icinde tamamlanmaktadir. Bizim ¢alismamizda da NaOMe kullanimi denenmis ve
dontigiimiin  hizli oldugu goézlenmistir ancak sodyum metoksitin kanserojen
Ozelliginin ve maliyetinin fazla olmasi nedeniyle ticari Ol¢ekte kullaniminin

uygun olmadigina karar verilerek optimizasyon esnasinda NaOH kullanilmustir.

Ayni ¢aligmada farkli solventlerin reaksiyon iizerindeki etkileri incelenmis
n-BuOH’iin %100, s-BuOH’iin %73, i-BuOH’iin %74, t-BuOH’iin %73, n-
PrOH’lin %38 ve i-PrOH’lin % 35 oraninda doniisiim sagladiklar tespit
edilmistir. Gergeklestirilen oksidatif a¢ilma reaksiyona ait ongoriilen mekanizma

sekil 3.9°daki gibidir. (Kitagawa, 1983)
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Sekil 3.9 Alkali hidroliz reaksiyonu mekanizmasi [Cui ve ark., 1993-1994]

3.3. Kismi hidroliz:

Saponinlerin uzun seker zincirlerine sahip olduklar1 ya da yiiksek oranda
dallandiklar1 bazi durumlarda yapi aydinlatma c¢alismalarinda gerekli olan
fragmentleri elde etmek i¢in kismi hidrolizi i¢eren bir prosediir kullanilmaktadir.
Bu islem asidik ya da enzimatik olarak basarilmaktadir. Oligosakkaritler ve\veya
kalan saponin kisimlari izole edildikten sonra karakterize edilmektedir. Ornegin
Phytolocca dodecandra’dan elde edilen (Sekil 3.10_254) saponinin, 0.1M HCl ile
45 dakika muamelesi sonucunda 3 iiriin karisimi elde edilmektedir.(Sekil

3.10 165,217,1312)
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Glc~‘G“:»O
Ahs-2Gic

Sekil 3.10 Phytolocca dodecandra’dan elde edilen saponinin asit hidrolizinden sonra elde

edilen turtinler

Bu bilesikler RP-LPLC ile ayrilmakta ve seker dizileri MS, BC-NMR ve
alditol asetatlarinin GC-MS analizi yapilarak tayin edilebilmektedir. Tiim bu
bilgiler bir araya getirildiginde 254 numarali bilesigin formiili 3-O-{O-a-L-

ramnopironozil-(1->2)-O-B-D-glukopiranozil} oleanolik asit olarak belirlenmistir.

Dioksan igerisinde hidroliz iglemi ile de ilimli kosullar saglanmakta ve
kismi hidroliz miimkiin olmaktadir. Asagidaki Ornekte saponinin 6 saat

dioksan:0.1 M HCI (1:3) igerisinde reflaks islemi goriilmektedir.

GlchlB—O
12

Fuc

Sekil 3.11 Dioksan:0.1 M HCl ile Kismi hidroliz [Cui ve ark., 1993-1994]
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Kismi hidroliz i¢in kullanilan bir diger metotta triterpen saponin
sollisyonunun alkol igerisinde alkali metal ile muamele edilmesinden sonra eser

miktarda su ilavesi yapilmaktadir.

3.4. Hidrotermoliz:

Triterpenlerin ve steroid glikozitlerin hidrotermolizi ayn1 aglikon ve
prosapogeninlerin olusumununa yol a¢maktadir (Kim et al. 1992). Metot
glikozitlerin su ile ya da 100-140°C ’deki su-dioksan sistemi ile 6rnege bagl
olarak 10 ile 140 saat arasi bir zaman diliminde uygulanan isitma islemini
kapsamaktadir.  3,28-O-biglikozitler’in  hidrotermolizi sonucunda 3,28-O-
glikozitler elde edilmektedir (Kim et al. 1992).

3.5. Enzimatik hidroliz:

Enzimatik hidroliz, yan {riin olusumu goézlenmeksizin, saponinlerden
sekerleri koparmak i¢in kullanilan, ¢cok 1limli ve etkili metottur. Tiim sekerler igin
konuyla ilgili olan hidrolazlar ticari olarak uygun olmamalarina ragmen J-

glukozun B-glikozidaz ile koparilmasi tam olarak gerceklesmektedir.

Spesifik enzimle bu ayrilma isleminin yararina bir ek olarak, seker kisminin
anomerik konfigurasyonu otomatik bir sekilde saglanmaktadir. Uygulanabilirligin

miimkiin oldugunu 6rneklemek gerekirse;

-B-galaktozidaz, Solanum  dulcamara’min  furostanol  glikozitlerini

hidrolizleme isleminde

-Seliilaz Kizuta saponin K54 ‘dan glikoz ayrilmasinda (Kizu et al. 1985a) ya
da sakkarit kismlarmin kismi hidrolizinde (Yoskikawa et al. 1991b)

kullanilmaktadir.

-Ham hesperidinaz (Kohda ve Tanaka, 1975; Mizui et al. 1988) Rb;, Rb,,
Rc, Rg; (Kohda ve Tanaka, 1975; Tanaka ve Kasai, 1984) gibi Ginseng
saponinlerinden esas aglikonun yiiksek verimle elde edilmesini saglamaktadir.
Hesperidinaz triterpen dissakkarit alatozit A’dan (691) ramnoz iinitesini
koparmada etkili olmaktadir (Potterat et al. 1992). Polyscias dichroostachya’dan

elde edilen (Araliaceae) caulosit D’nin (372) yapr tayininde hesperidinazla
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enzimatik hidroliz gerceklestirilerek C-28 seker zincirindeki terminal ramnoz

initeleri koparilmaktadir.

-Aspergillus niger’den elde edilen pektinaz terminal ramnoz iinitelerini
koparma isleminde kullanilmaktadir (Kimata et al. 1983; Watanabe et al. 1983).
Ham pektinazin aym1 zamanda glikoz kisimlarimi koparmada etkili oldugu

bilinmektedir (Ohtani ef al. 1990)

-Naringinaz D (Aspergillus niger’den elde edilen 10 {inite pektinazla
beraber ayni zamanda ramnozidaz ve [B-glikozidaz olan 200 {iinite naringinaz)
ramnozil kisimlarinin koparilmasinda (Elajoba ve Hardman, 1985) ayn1 zamanda

hovenozitlerden ksilozu ayirmak i¢in kullanilmaktadir (Inoue et al. 1978).

-Proteaz (Aspergillus satoi’den tip 13) ksiloz {initelerini (Inada ef al. 1987b)
koparmak ve aymi zamanda siilfatlanmis saponinden gentibiyosit iinitesini
ayirmak i¢in kullanilmistir (Inada et al.1988). Molsin uygulamasi Beesia
tiirlerinde bulunan sikloartan glikozitlerinden ksiloz {initelerini koparmaktadir

(Sakurai et al. 1986).

-Ksilozidaz terminal ksiloz kisimlarini hidrolizlemek ve Sesanum
alatum’dan elde edilen saponinlerin yap1 ¢oziimlemesinde kullanilmistir (Potterat

et al. 1992)

-Yulaftan elde edilebilen bir B-glikozidaz olan Avenakosidaz, furostanol
saponinlerinin C-26 konumunda bulunan glikoz iinitesini kirmaktadir. Tiitlin
tohumlarindan elde edilen saponinlerin bu enzimle hidrolizi sonucunda halka ve
spirostanol  olusumu  gozlenmeden C-26 konumundan deglikozidasyon

saglanmaktadir (Griinweller ez al. 1990).

-Hesperidinaz, naringinaz, pektinaz, seliilaz, amilaz ve emiilsin’in ham
preparatlari iizerinde yapilan sistematik bir ¢alismada, hesperidinaz, naringinaz ve
pektinazin, ginsenozitlerin hidrolizinde ¢ok etkili olduklar1 gosterilmistir (Kohda

ve Tanaka, 1975).

Helix pomatia salyangozundan elde edilen enzim preparatlart ve diger
kaynaklar seker gruplarmin hidrolizi i¢in alternatif bir yol saglamaktadir. Ornegin
Helix pomatia salyangozlariin taze hepatopankreatik suyu, Passiflora

quadrangularis’den elde edilen quadrangulozitin gentibiyozit kismini ayirmada
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oldukca etkilidir (Orsini et al. 1986). Seker zincirini hidrolizlemenin bir baska

yolu da fare intestinal florasindan yararlanarak basarilmistir (Shimizu ef al. 1985).

Seker zincirlerinde (dallanmis zincirlerde) sterik engel s6z konusu
oldugunda enzimle gerceklestirilen katalitik hidroliz esnasinda zorluklar meydana
gelmektedir. B-glikoz kisminin koparilamadigi ya da sadece -glikozidazla
yavagca ayrildigi durumlarda, B-glukuronidaz ile ¢ok etkili reaksiyonlar
yapilabilmektedir (Dorsaz ve Hostettmann, 1986). Thladiozit H;’e ait 3-O-B-
galaktopiranozil-(1->2)-B-glukuronopiranozil ~ disakkaritinin = yikim1 da = f-
glukuronidaz ile basarilmistir (Nie et al. 1989).

3.6. Mikrobiyal hidroliz

Mikrobiyal hidroliz aslinda bir enzim kombinasyonuyla yapilan enzimatik
hidrolizdir. Bu yontem mikroorganizmalarin saponinin karbon kaynagi olarak
kullanildig1 besin ortaminda kiiltiirlerinin - hazirlanmasimi  gerektirmektedir.
Mikroorganizmalarin saf kiiltiirleri kullanilmaya baslanmasindan bu yana uygun

susun saptanmasi i¢in kapsamli baglangi¢ tarama testlerine ihtiya¢ duyulmaktadir.

Ornegin diosgenin yar1 endiistriyel 6lcekte mikrobiyal hidrolizle Aspergillus
terreus ile beraber Dioscorea tokoro’dan elde edilmektedir (Kitagawa, 1981).
Toprak  mikroorganizmalart  da  saponinlerin ~ hidrolizinde  basariyla
uygulanmaktadir. Toprak o6rneginde hidroliz icin etkili bir sekilde kullanilan

mikroorganizma olarak Pseudomonas tiirleri tanimlanmaktadir.

3.7. Ilmh ve secimli ayirma yontemleri

Daha oncede belirtildigi gibi asit hidroliz, aglikonun modifikasyonuna yol
acabilmektedir. Bu problem, saponinlerin yapi tayinleri esnasinda zorluklara
neden olmakta ve baska metodlarla se¢imli olarak esas aglikon elde
edilebilmektedir. Bunun i¢in kullanilabilecek yontemlerden birisi enzimatik

hidrolizken asagida bahsedilen kimyasal yontemler de uygulanabilmektedir.
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3.7.1. iki faz ortaminda asit hidroliz

Eger ortamla karismayan bir organik solvent (benzen, etil asetat) asit
hidroliz esnasinda sulu ortama eklenirse, sapogenoliin organik faza gecmesi
saglanir boylece ikinci modifikasyon engellenmis olmaktadir. Bu yontem
Cyclamen europaeum’un koklerinden elde edilen siklamin’in hidrolizi ig¢in
kullanilmistir  (Tschesche et al. 1964). Siklamin’in normal asit hidrolizi
sonucunda siklamiretin D, etanolik HCI igeren benzen ortaminda hidrolizi

sonucunda ise siklamiretin A sapogenolii olusmaktadir (Sekil 3.12).

538 Cyclamin

' EtOH-benzene

CHO

~OH

HO

72 Cyclamirelin A

H*

CHO

CHaOIl

oM

HC
Cyclamiretin D

Sekil 3.12 Siklaminin iki-faz asit hidrolizi [Cui ve ark., 1993-1994]

Tetrakloriir i¢inde HCI ile beraber iki faz sistemi steroidal alkaloitlerin

hidrolizi i¢in de 6nerilmektedir (Van Gelder, 1984).

3.7.2. Periyodat degredasyonu

Smith degredasyonu. Visinal hidroksil gruplarinin periyodat oksidasyonu

(6r: ramnozda) sonucunda aldehit olugmaktadir. Bu indirgenmis ve modifiye
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olmus seker kisimlar1 ilimli bir asit hidrolizle kolayca ayrilabilmektedir (Sekil
3.13). Periyodat degredasyonu bir¢cok saponinin Ornek olarak Guaiacum
officinalenin  yap1 tayininde uygulanmistir. Ayrica  ginsenozitlerden
sapogeninlerin eldesinde de kullanilmaktadir (Tanaka ve Kasai,1984). Bu metod
aym zamanda Polysicias scutellaria’dan elde edilen saponinlerde oldugu gibi
sekerlerin baglanma pozisyonlar1 hakkinda da bilgi vermektedir (Paphassarang et

al. 1989). Ancak bu verimlerin oldukca diisiik oldugu belirtilmektedir.

Hip= HO
;f:—— 0 ]
: O
NalO
on O--A 4
glycons OPTEAL e s >~ BiAdheane
1o

CHo
ol

NaBH.:,

HO
CHzOH cHO
I . 0.05 M H,S0,4 %
HOt P O A
(]" OH CHa0oM HO—Aglycona HECHy >‘0—Aglymnn

U
Cli201 CHa0N

Sekil 3.13 Smith Degredasyonu [Cui ve ark., 1993-1994]

Smith-de Mayo degredasyonu, Polygala senega’dan elde edilen esas
aglikonun izolasyonu (Dugan ve de Mayo, 1965) ve hovenozitlerden sekerlerin
koparilmasi islemlerinde uygulama alani bulan bir modifiye Smith degredasyon

metodudur (Inoue et al. 1978).

3.7.3. Alkali metaller

Alkali metalin alkolik soliisyonu ile glikozidik baglarin koparilmasi
mimkiin olmaktadir. Bu reaksiyonu ilerletebilmek icin eser miktarda su
gerekmektedir (Ogihara ve Nose, 1986). Bu sayede saikosaponin C’den (544)
saikogenin E ve prosapogenin karisimi elde edilebilmektedir (Ogihara ve Nose,

1986).
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Hovenia dulcis’ten (Rhamnaceae) elde edilen saponin D, etanol igerisinde
sodyum metali ile 50°C’de 7 saat muamele edildiginde 3-glikozil-20-ramnozil ve
degisiklige ugramamis saponin D ile beraber 20-ramnozil tiirevlerini de i¢eren

aglikon karsimini (jujubogenin) elde edilmektedir (Ogihara et al. 1987).

Anagallis arvensis’ten elde edilen (Primulaceae) saponin aglikonlarinin
izolasyonu i¢in n-butanol icerisindeki sodyum soliisyonu kullanilir. Anagallisin
A’nin alkali metal soliisyonu ile 40 saat 95°C’de 1sitilmasinin ardindan 33,16a ve
23 numarali karbonlarina —OH grubu bagli olan oleanan tipi anagalligenin B

triterpen aglikonu elde edilmistir (Mahato ef al. 1991).

3.7.4. Lityum iyodiir

Ester glikozit baglarinin se¢imli bir sekilde ayrilmasi islemi saponinin susuz
lityum iyodiir ve 2,6-lutidin (ya da kollidin) iceren susuz metanol ortaminda
bulunmasiyla gergeklesmektedir (Ohtani et al. 1984). Bu genellikle kantitatif bir
reaksiyon olup parcalanmadan sonra seker kisimlarinin zarar gérmeden eldesi
saglanmaktadir. Bu seker zinciri sekil 3.14’te (Mizutani et al. 1984) goriildigi
gibi alditol asetat olusumuyla tespit edilebilmektedir.

Ayn1 metot Kalopanax septemlobus (Araliaceae) koklerinden elde edilen
kalopanaks saponinlerinin (Shao et al. 1989b) ve Thladiantha hookeri’den
(Cucurbitaceae) elde edilen thladiozit H1’in kismi yap: tayinlerinde de (Nie ef al.
1989) kullanilmustur.
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Sekil 3.14 Lityum iyodiir ile ester glikozit baglarnin koparilmasi reaksiyonu

[Cui ve ark., 1993-1994]

3.7.5. Lityum aliitminyum hidriir

Lityum aliiminyum hidriir, saponinlerden sakkaritlerin indirgeyici
kirilmalart igin kullanilmaktadir. Ornegin permetillenmis entada saponin-H1’in
LiAlH4 ile muamelesi C-3 konumunda bulunan seker grubunun kopmasina neden
olmaktadir (Okada et al. 1987). O-agilglikozidik seker zincirlerinin olmasi
durumunda (¢ogu bidezmosidik saponinde bulunan), permetillenmis saponinin
LiAlH4 ile indirgenmesi olay1 agilglikozidik baginin kopmasiyla sonu¢lanmaktadir
(Kaonoshima et al. 1980; Okada et al. 1980). Bu yontem bidesmozidik
saponinlerin yap1 tayininde oldukca yararli olmaktadir ¢iinkii ester bagli seker
grubunun ayrilmasini takiben yapinin ve eter bagl seker zincirindeki sekerlere ait
glikozitleraras1 bagin tayini miimkiin olmaktadir. Ayrilan seker zincirinin yapisal
arastirmast NMR ile (Higuchi and Kawasaki, 1972; Tsukitani and Shoji, 1973;
Tsukinati et al. 1973), kismi metillenmis monosakkaritlerin hidrolizi ve
takibindeki kromatografik analizlerle ya da uygun alditol asetatlarin GC-MS

analizi ile gergeklestirilebilmektedir.
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4. MATERYAL VE YONTEMLER

4.1 Deney yontemi

Bu calisma kapsaminda ilk olarak kullanilan reaksiyon diizenegi; kiiclik ve
orta Ol¢ek optimizasyon denemeleri i¢in temelde {ic boyunlu balon, modifiye
Soxhlet ekstraktorii, manyetik karistirici, ceketli 1sitic1 ve sirkiilatore baglh geri
sogutuculardan olusturulmustur. Soxhlet ekstraktorii sekil 4.1°de gortldigi gibi
modifiye edilerek kullanilmistir. Bu modifikasyon ekstraktoriin kapali olan alt
kisminin agilip bir vana sisteminin ilavesiyle gerceklesmistir. Ayni1 zamanda
bitkisel materyalin hareketlenmesini saglayacak hava girisi vanasi ekstraktor
haznesine ilave edilmistir. Ancak kiiciik ve orta Olcekte yapilan denemeler
neticesinde bitkileri hava ile karistirmak ¢ok fazla solvent kacagina neden oldugu
icin bu vana ekstraksiyon tur sayisi tespitinde ornek almak i¢in kullanilmistir.
Kiictik ve orta 6l¢ek denemelerinde kullanilmig olan {i¢c boyunlu balonlarin yan
boyunlarindan biri hava veya O, girisi i¢in, digeri ¢ozgen-alkali ilavesi veya drnek
almak i¢in, igilincii ve ortada yer alan boyun ise ekstraktoriin oturtulmasi igin

kullanilmistir.

Ornek Alma Vanas:

Sekil 4.1 Modifiye soxhlet ekstraktorii Sekil 4.2 Ug boyunlu balon

Ekstraktoriin iizerine yogunlasmak i¢in gelen n-BuOH’lin hava/O;’in
yaratacagl akim nedeniyle sistemden kagabilecegi hesaplanarak sirkiilatdre bagl
¢ok sayida sogutucu kullanilmistir. Fakat bu kagaklar %100 giderilemedigi i¢in

daima son solvent hacmi dikkate alinarak derisim tayinleri yapilmustir.
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Sekil 4.3 Hava Diflizori

Sekil 4.5 Kiiciik Olcek Reaksivon Diizenegi Sekil 4.6 Rotametre

Uc asamali olarak gergeklestirilen ¢alismanuzin ilk basamaginda 1000
mL’lik balon (Sekil 4.5) ve 500 mL’lik ekstraktdr kullanilmistir. Optimizasyon
sirasinda incelenen parametreler en uygun ¢dzgen-bitki orani, zaman, gaz tiiri
(oksijen, hava) ve miktari, alkali derisimi ve gaz akis hizi olmustur. Bu
parametrelerden ¢ézgen bitki orani ve alkali derisimi bir sonraki dlgege oransal
olarak aktarilabilirken gaz akis hizi ve zaman Olgegin biiylimesiyle farklilastig
icin bu parametreler her bir 6l¢ek i¢in ayr1 ayri optimize edilmistir. Orta dlgek
olarak belirlenen ikinci basamakta 6000 mL’lik balon ve 2000 mL’lik
ekstraktorden olusan sistem (Sekil 4.8) test edilmistir.

Paralel verimliligin elde edilmesi lizerine son asama olarak ekstraktor ve
hidroliz {initelerinin bir arada bulundugu 20 L’lik reaktér ve 10 L’lik ekstraktor

iinitesinden olusan pilot dlgekli yeni cam sistem (Sekil 4.10) tizerinde denemelere
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gecilmistir. Reaksiyonlarin ilerleyisi ise ITK ve HPLC gibi kromatografik

yontemler kullanilarak takip edilmistir.

Sekil 4.7 Kiiciik 6l¢ek ekstraktor goriintiisii Sekil 4.8 Orta dlgek reaksiyon diizenegi

Ekstraksiyonu ve alkali hidrolizi ayn1 anda gerceklestirmeyi amagladigimiz
pilot Olcekli sistemde (Sekil 4.9) ve 6n calismalarda kullandigimiz Soxhlet-
reaksiyon balonu sisteminin ¢alisma prensibi hemen hemen aynidir. Pilot Slgekli

sistemde gerceklesecek reaksiyonun basamaklari agagidaki sekilde olmaktadir;

a) Sistemde ¢ozgen olarak kullanilacak n-butanol ilk 6nce alkali hidroliz
tankina eklenmekte ve uygun derisime gelmesini saglayacak kadar NaOH ilave

edilmektedir.

b) Ceketli 1sitict yardimi ile reaksiyon ¢dzgeninin (n-BuOH) buharlagmasi

saglanmaktadir.
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¢) Geri ¢eviren sogutucular yardimiyla daha 6nceden ekstraksiyon {initesine
yerlestirilmis olan bitkisel materyalin bulundugu tanka yogusan n-butanol
ekstraksiyonu gerceklestirmekte ve tekrar alkali hidroliz tankina donmektedir.
Alkali hidroliz tankina hava ve/veya oksijen siirekli olarak verilirken pnomatik

karistirmaya mekanik karistirma da yardim etmektedir.

d) Reaksiyonlarin ilerleyisi HPTLC ile takip edilerek, sonlanmis olan
reaksiyon karisimi soguduktan sonra son solvent hacmi 6l¢iilerek vana yardimiyla
tahliye edilmektedir. HPTLC ile yapilan kalitatif tayinin devaminda ornekler,
gelistirmis oldugumuz HPLC-UV metodu kullanilarak izlenmistir. HPLC-UV
datalar1 15181inda reaksiyonlarin sonlanip sonlanmadigi ve ne kadar {iriin elde

edildigi kantitatif olarak saptanmustir.

15000 Evaporati

ECOON Faor

3501

Sekil 4.9 Pilot dlgek deney diizenegi ¢izimi
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Sekil 4.10 Pilot 6lgek deney diizenegi goriintiisii
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4.2. Kullanilan kromatografik yontemler
4.2.1 ince tabaka kromatografisi (. T.K.)

Calismamizdaki reaksiyonlarin kontrollerinde normal faz silika jel kaplh

hazir plaklar kullanilmistir.

Kromatografi tankai: Camag, 22 x 23 x 8§ cm

Adsorban: Silika Jel (Aliiminyum folyo, hazir plak, Kiesegel
60 Fjs4, 0.2 mm, Merck, Art.5554)

Solvan sistemleri: (70:30:3) (CHCI5:MeOH:H,0)

(10:10:2) (Hex:EtOAc:MeOH),
100:20:15 (EtOAc:MeOH:Su)

Tatbikler: Pastor pipeti ile plagin alt ucunun 1-1.5 cm

yukarisindan 0.7 cm ara ile yapilmastir.

Siiriiklenme mesafesi: 7-9 cm

Lekelerin  Belirlenmesi:  Silfiirik  asidin - sudaki  %20’lik  ¢ozeltisi

puskiirtiilmiis, ardindan plaklar 5-10 dakika 105-110 °C’de isitilarak lekeler

belirlenmistir.

4.2.2. Acik kolon kromatografisi

Calismamizda HPLC analizlerine baslamadan Once astragalozit IV ve
sikloastragenol molekiillerine ait kalibrasyon grafiklerinin ¢izilebilmesi i¢in bu
molekiiller bitki ekstresinden yola ¢ikilarak saflastirilmistir. Bu molekiillerin
eldesi i¢in gergeklestirilen 6n fraksiyonlama ve izolasyon agamalarinda normal faz
silika jel ile doldurulmus klasik a¢ik kolon kromatografisinden yararlanilmistir.

Fraksiyonlar, 5-15 mL toplanmis ve kontrolleri I.T.K ile yapilmistir.

Dolgu Materyali: Silika jel (Kieselgel 60, 70-230 mesh, Merck),
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Silika Jel Kolonun Hazirlanmasi: Yeterli miktarda ¢ézgen sistemi ile silika

jel stispanse hale getirilmis ve karigim alt ucuna pamuk yerlestirilmis cam kolona
aktarilmigtir. Adsorbanin iizerinde birka¢ mm yiiksekliginde ¢ozgen kalincaya

kadar akitilmistir.

Numune Tatbiki: Numune yeterli miktarda ¢dzgen icinde ultrasonik banyoda

coziilerek pastor pipeti yardimi ile kolona tatbik edilmistir. Kolonun iizerine de

yiizeyin bozulmasini 6nlemek i¢in pamuk yerlestirilmistir.

Fraksiyon Miktari: Fraksiyonlar 5-15 mL olacak sekilde toplanmustir.

4.2.3. Yiiksek performansh sivi kromatografisi (HPLC)

HPLC, hizi, duyarlilig1 ve ugucu olmayan polar bilesiklere uyarlanabilirligi

nedeniyle saponin ve sapogeninlerin analizi i¢in idealdir.

Modern kromatografi ¢esitli maddelerin hareketli bir faz yardimiyla sabit bir
faz lzerinde degisik hizlarla hareket etmeleri veya siiriiklenmeleri esasina

dayanan ayirma tekniklerinden olusmaktadir.

Mobil faz; 6rnek bilesenlerini sabit faz boyunca tasiyan, cesitli fiziksel veya
kimyasal Ozelliklere sahip ¢ozilicii karigimlaridir. Kullanilacak mobil fazin
seciminde, analizi yapilacak 6rnek madde bilesenlerinin 6zellikleri, kullanilacak
sabit faz ve dedektoriin 6zellikleri gibi birgok parametreye dikkat edilmektedir.
Sabit faz ise mobil faz igerisinde gelen 6rnege ait bilesenlerin etkilesime girdikleri

ve belirli 6l¢iide alikonulduklari fazdir.

Tiim ilkel kromatografik yontemlerde (ITK, kagit kromatografisi) mobil faz,
sabit faz igerisinden kapiler etki ve yer ¢ekimi gibi etkenler sayesinde gecer.
“Yiksek Basing Sivi Kromatografi” veya “Yiiksek Performansli Sivi
Kromatografi” olarak bilinen HPLC’de ise mobil faz sabit faz (kolon) igerisine
yiiksek basingla pompalanmakta, istenilen akis hizinda ayirma yapabilen duyarli
bir kromatografi teknigi olarak bilinmektedir. Genel olarak pompa, mobil faz,

enjektor, kolon, dedektor ve bilgi islemci bilesenlerinden olugsmaktadir.
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Pompa olarak metalik malzeme (paslanmaz celik) tercih edilirken
enjektorler manuel ya da oto enjektorlii olabilmekte, dedektorler ise tayin edilen
temel bilesenin fiziksel 6zelligine gore se¢ilmektedir (UV/Vis, DAD, ELSD vb.).
[zokratik (tek pompa, tek solvent, solvent karigtmi olabilir ancak ayirim
yetersizdir), diisiik (tek pompa, max 4 farkli mobil faz, karisma pompadan 6nce)
ve yiiksek (2 ya da 3 pompa, 2 ya da 3 farkli mobil faz, karisma pompadan sonra)
basin¢l gradiyent sistemleriyle ¢alisilabilmektedir. Kullanilacak ayirma teknigine
(Normal faz, ters faz, ters faz iyon ¢ifti, iyon degisim, vb.) ise yine temel bilesen

esas alinarak karar verilmektedir.

Kromatografik analiz sonucunda elde edilen grafikte y-ekseni kullanilan
dedektoriin - Olgtiigii  fiziksel oOzelligi (absorbans), x-ekseni ise zamani
gostermektedir. Zamana kars1 y-ekseninde Olgiilen fiziksel 6zelligin artip tekrar
azalmasi seklinde olusan pik seklindeki egrilerin her biri analizlenen maddeye ait
bir bileseni gostermektedir. Bu piklere ait degerler (pik alani, yiiksekligi)
kullanilarak kalitatif ve kantitatif analizler yapmak miimkiin olmaktadir.
HPLC’nin analizinde kullanildig1 biyoteknolojik {irlinlere 6rnek olarak;
aminoasitler, proteinler, niikleik asitler, hidrokarbonlar, karbonhidratlar, ilaglar,

terponoidler, pestisitler, antibiyotikler ve steroidler verilebilmektedir.

4.3. Kullanilan teknik aletler ve kimyasal maddeler

e  Liyofilizator Christ-ALPHA 1-4 LD
e  Evaporator Heidolph Laborota 4001
e  Ultrasonik Banyo Ultrasonic LC30
o  Ceketli Isitict BI Barnstead Electrothermal
e  Sirkiilator Polyscience temperature controller
° Kompresor Motormax air compressor, 25L, 115Psi
e  Rotametre Ozmed Oxygen Theraphy Apparatus
e  HPLC (Yiiksek Shimadzu LC-10 AT
Performans Sivi Kromatografisi) ve Thermo Acella U-HPLC
e  Cam malzemeler [ldam

e  Kimyasallar DOP ve Pozitif Kimya firmalarindan temin edilmistir.
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4.4. Gerceklesen bilimsel ve teknik gelismeler

Ik olarak denemelerde bitki materyali olarak kullanilacak olan Astragalus
trojanus tiri Haziran - 2008 tarihinde (Bergama, Kozak yaylasi, Gilinesli koy)
1100m yiikseklikten toplanmigtir. Bitki koklerinin 40°C’deki sicakliklarda
vakumlu etiivlerde kurutulup o6giitiilerek tanecik boyutlarinin  kiiciiltiilmesi
saglanmistir. Tanecik boyutunun kiigiilmesiyle temas ylizeyi artmakta ve
ekstraksiyon daha verimli gergeklesmektedir. Bu nedenle miimkiin olan en kiigiik

materyal boyutuyla ¢alisilmistir.

Temelde iic boyunlu balon, modifiye Soxhlet ekstraktdrii, manyetik
karistirici, ceketli 1sitict ve sirkiilatore bagli geri sogutuculardan olusan kiigiik

Olcekli reaksiyon diizenegi sekil 4.5’teki gibi kurulmustur.

Yapilan calismalar esnasinda kiiciik ve orta 6l¢ek diizeneklerinde meydana
gelen ¢ozgen kagaklarini gidermek igin bazi dnlemler alinmistir. Bu 6nlemlerden
ilki sekil 4.4°te goriilen, geri sogutucularin iizerine yerlestirilen igerisinde ¢akil
taglarinin bulundugu ¢6zgen tutucu bir sistem seklinde olmustur. Buna ilave
olarak geri sogutuculardan gecirilen suyun sirkiilatore baglanmasi saglanarak su

sicakliginin 5°C’de sabit tutulmasi saglanmistir.

Diizenekle ilgili diger bir teknik gelisme, reaksiyonun gerceklestigi balona
verilen havanin homojen bir sekilde dagilmasini saglamak ve oksijen transferini
etkin bir bicimde gerceklestirebilmek i¢in balonun merkezine inen ucu delikli cam
hava difiizoriiniin (Sekil 4.3) tasarlanmasi olmustur. Hidroliz balonuna hava
siirekli olarak verilirken pnomatik karistirmaya ek olarak mekanik karistirma da
yapilmigtir. Mekanik karistirma i¢in kiicik ve orta Olgcekte manyetik
karistiricilardan  yararlanilmis, pilot olgekte ise diizenekte var olan motorlu

karistirict kullanilmugtr.

Kiictik Olcekte deney diizenegi tasarlanirken, bitkilerin serbest bir sekilde
hareket edebilecegi bir aparat ig¢inde ekstraktdr haznesine koyularak hava ile
karistirilmast  planlanmigtir. Bu amagla da ekstraktor haznesinde bitkinin
tutulmasini saglayacak ¢elik bir kartus hazne gelistirilmeye c¢alisilmigtir. Fakat bu

durum, kiiciik 6l¢ek diizeneginde kullanilabilecek bitki miktarini sinirladigi icin
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kullanigli bulunmamustir. Sonug¢ olarak, bitki materyalinin ekstraktore siizgeg
kagidinin kartus haline getirilmesiyle yerlestirilmesine karar verilmistir. Ancak bu
da kii¢iik ve orta dlgekli ekstraktorlerde bitkilerin havayla karigsmasini engelleyen
bir durum olarak karsimiza ¢ikmistir. Fakat sistem i¢inde devamli taze ¢ozgen ile
ekstraksiyon ¢ok etkin bir sekilde yapilabildigi i¢in bunun bir problem

yaratmadig1 tespit edilmistir.

Diizenegin kurulmasi icin gerekli teknik gereksinim ve ekipmanlar
tamamlandiktan sonra reaksiyon orneklerinin HPLC analizlerini gergeklestirmek

icin yeni bir 6rnek hazirlama prosediirii ve HPLC analiz metodu gelistirilmistir.

Analiz 6ncesi 6rnek hazirlama prosediirii: 1mL reaksiyon 6rneginin iizerine

30mL saf su ilave edilmekte ardindan %10’luk HCI ¢ozeltisi ile pH’1n 2’ye
ayarlanmasi saglanmaktadir. Ardindan 2 kez 25mL %60 CHCl3-%40 n-BuOH
sistemi ile 1 kez de 25mL %100’lik n-BuOH ile ekstraksiyon islemi
gerceklestirilmektedir. Ekstraksiyon islemi esnasinda birlestirilen organik fazlar
ucurulduktan sonra kalan 6rnek 2mL HPLC MeOH’de c¢oziilerek enjeksiyona
hazir hale getirilmektedir. Bu yonteme gereksinim duyulmasinin nedeni RP
yontemi ile hazirlanan 6rneklerde cogunlukla ¢okelek gozlenmesi ve bu durumun

HPLC 6rnek enjeksiyonuna engel teskil etmekte olusudur.

HPLC analiz metodu: HPLC analizleri i¢in kromatogramlardaki hedef

molekiillere ait sinyalleri net bir sekilde gozlemleyebilmek i¢in yeni bir HPLC
metodu gelistirilmistir. Metotta; su (A), asetonitril (B) ve metanol (C) ¢ézgenleri
kullanilmistir. Hareketli faz, su ve asetonitril bilesenlerinden olusmaktadir.
Gradiyent eliisyonu 70A/30B’den 20A/80B’ye olacak sekilde 30dk uygulanmustir.
Bu analizi, 10 dk metanolle yikama ve 5dk bastaki kosula sartlama islemi takip

etmektedir.

Analizlere baslamadan once izole edilen astragalozit IV ve sikloastragenol

molekiillerine ait kalibrasyon grafikleri ¢izilmistir.
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ASTAKALIBRASYON

—+—AST4KALIBRASYON ——Dogrusal (AST 4 KALIBRASYON)

0 02 04 06 08 1 12
DERiSiM

Sekil 4.11 AST IV Kalibrasyon Grafigi

KONSANTRASYON

—B—KONSANTRASYON
—— Dodrusal (KONSANTRASYON)

0 500 1000 1500 2000 2500
CG DERISiM

Sekil 4.12 CG Kalibrasyon Grafigi

Uygulamada karsimiza c¢ikabilecek eksikliklerin giderilmesinin ardindan
sistemin dogru calisip calismadigr kontrol edilmistir. Reaksiyon ilerleyisinin
teoride oldugu gibi gerceklesmesinin {lizerine sistemi etkileyebilecek parametreler

asagida gorildiigii gibi belirlenmisgtir.

* Gaz akis hiz1 * Alkali miktari

* Cozgen-bitki oran * Reaksiyon siiresi
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Bu parametrelerin etkilerini anlayabilmek i¢in Dizayn Expert istatistiksel
programi kullanilmistir. Bu program beklenen yanita etki eden c¢ok fazla
degiskenin olmasi  durumunda; problemlerin analiz edilmesinde ve
modellenmesinde kullanilan istatistiksel tekniklerin ve matematiksel ifadelerin
birlesimidir. Yeni {iriiniin formiilasyonunda, var olan {iriin tasarimimnin
iyilestirilmesinde, silire¢ optimizasyonunda, siirecin  gelistirilmesinde ve
tyilestirilmesinde yaygin olarak kullanilmaktadir (Montgomery, 2002). Sisteme
olan etkisi aragtiritlmak istenen numerik ya da kategorik parametrelerin sayisina
gore farkli deney planlar1 olusturulmakta ve elde edilen sonuglar programin

onerdigi modele gore degerlendirilmektedir.

Set 1, set 2, set 3 ve set 5 deneme planlart olusturulurken iki seviyeli
faktoriyel deneysel tasarim matrisinden yararlanilmig ve 2k faktoryel dizayn
uygulanmistir. Hedef molekiiliin maksimum seviyede eldesine yonelik kriterler
istatistiksel yaklasimla analiz edilmistir. Yapilan varyans analizi (ANOVA)
sonuclar1 incelenerek hangi faktorlerin daha 6nemli rol oynadigi ve modelin
dogrulugu tespit edilmistir. Deneme set 4’te ise tepki yiizey metodolojisinden
(RSM) vyararlanilmistir. Bu metedoloji ile 1ii¢ seviyeli deneysel tasarim
matrisinden yararlanilmis ve elde edilen veriler quadratik dizayn modeliyle

degerlendirilmistir.

Bu calismada kiigiik 6l¢ekte yapilan denemelerden elde edilen sonuglar
istatistiksel olarak degerlendirilip orta 6lgege (Sekil 4.8) ardindan pilot dlgege

aktarilarak yeni deneme planlar1 olusturulmustur.

Uygulamalarim  kiigiik 6lgekte yiiriitiilmesi esnasinda pilot dlgekte
kullanilmast planlanan ekstraktor + reaktor sistemi belirlenmis ve siparisi
verilmigtir. Bu sistemin fotografi ve detayli gosterimi sekil 4.10 ve 4.9’da

verilmistir.
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4.5 Bitkisel materyal olarak kullanilan Astragalus trojanus

Leguminosae familyasinin iiyesi olan Astragalus cinsi diinya {izerinde
yaklasik 2000 tiir ile vaskiiler bitkiler arasinda en biiyiik cinsi olusturmaktadir. Bu
cinsin Kuzey Amerika’da 372, Avrupa’da 133 tiirii tanimlanmustir. Ulkemiz bitki
ortiisiinde ise yaklagik 380 tiir ile temsil edilmektedir ve Anadolu’nun hemen her

bolgesine dagilmistir (Davis et al 1970).

Endemik bir tiir olan Astragalus trojanus yere yayilan ¢alimsi, govdeleri 5-
30 cm, stipula tabanlariyla tamamen ortiilmemis, viloz, yaprak rakisi dikenli, 2-6
cm, diiz veya kivrik sekilde goriilmektedir. Cigcekler sapsiz ve yaprak koltugunda
4-5’1i kiimeler halinde bulunmaktadir. Ciceklenme zamani1 5-7 ay arasinda olup,
step ve makilerde deniz seviyesinden 1040 m’ye kadar olan yiiksekliklerde
yetismektedir. Bati Anadolu-Adalar, Canakkale’nin 18 km giineyi, Izmir-
Yamanlar Dagi, Karagdl, Balikesir-Edremit’in 76 km batisi, Burhaniye-
Hacibozlar Koyii, Izmir/Manisa Bornova-Manisa arasi, Afyon- Afyonkarahisar

havaalani bolgelerinde yayilis gostermektedir. (Bedir E., Doktora tez, 1995)

Sekil 4.13 Astragalus trojanus

Astragalus tiirleri koklerinin Giiney Dogu Anadolu’da yara iyilestirici ve
kan kanseri (16semi) tedavisinde kullanilmasindan hareketle gergeklestirilen
calismalarda Tiirkiye Astragalus’larindan 60’a yakin dogal bilesigin izolasyonu
gerceklestirilmistir (Calis et al. 1996, Calis et al. 1999). Cogunlugunu sikloartan

tipi saponin glikozitlerinin olusturdugu bu bilesiklerden yaklasik 30’unun doga ve
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bilim i¢in yeni oldugu saptanmistir. Bu ¢alismalarda elde edilen bilesiklerin ilk
asamada antikanser veya immun sistem {izerinde etkilerinin olup olmadigi
incelenmistir. Sonug olarak antikanser aktivite gézlenmez iken, immun sistem
tizerinde modiilator aktivitelerinin oldugu saptanmustir (Calis et al 1997, Bedir et

al 2000).

Ayni zamanda grubumuz tarafindan yapilan diger bir ¢alismada Astragalus
tiirlerinin yara iyi edici olarak kullaniminin bir dayanagi olup olmadigi major
saponinler kullanilarak aragtinlmigtir.  Sonu¢ olarak, astragalozit IV,
siklokantozit E ve astragalozit IV’iin aglikonu olan sikloastragenol isimli
bilesiklerin hem in vitro hem de in vivo olarak ¢ok diisiik dozlarda aktivite

gosterdigi saptanmistir (yayina hazirlaniyor-Ege Unv. BAP projesi).

Hector ve ark. tarafindan 2009 yilinda yapilan bir ¢calisma sonucunda ise
CG’nin telomeraz aktivitesini arttirarak T-hiicrelerinin ¢ogalmasini1 sagladigi
tespit edilmistir. Telomeraz, telomerik DNA'nin bir zincirinden sentezlenen,
riboniikleoprotein yapisinda bir reverstranskriptaz'dir ve biiyiikk bir enzim
kompleksidir (Athh K., 2002). Kromozomlarin uclarinda yer alan telomerik
yapilar, tekrarlayan TTAGGG Tnitelerinden olusmaktadir. Her hiicresel
boliinmede, telomerik uglardan bir miktar DNA kaybedilmekte ve bu kisalmanin
da hiicresel yaslanmaya yol actig1 ileri siiriilmektedir. Riboniikleoprotein yapida
bir enzim olan telomeraz, kendi RNA'smn1 kalip olarak kullanarak sentezledigi
heksomerik pargalar1 (TTAGGG)n kromozomal uglara ekleyerek kromozomal
uclardaki kayb1 dengelemektedir (Dikmen G,2003). Bdylelikle hiicresel

yaslanmanin Oniine gecilebilinecektir.

Bunun yanisira piyasada bulunan kitosan ve benzeri maddelerle bir araya
getirilerek formiile edilmis bazi sikloastragenol tabletlerinin bagisikligi ve
(kardivaskiiler) dolagim sistemini destekledigi, DNA onarimi sagladigi, hiicre

boliinmesini ve kromozom saglamligini destekledigi belirtilmektedir.
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5. DENEYSEL UYGULAMALAR VE SONUCLARI

Yiiksek verimle tiretilmesi hedeflenen sikloastragenol molekiilii (Sekil 5.1),
Astragalus tiirlerinde yaygin olarak bulunan 20,24-epoksisikloartan glikoziti olan
astragalozit IV bilesiginin bazik kosullarda n-BuOH igerisinde ortama oksijen

verilerek kimyasal hidrolizi ile ¢alismalarimizda elde edilmektedir.

CA-S1

(20 R,24 S)-epoksisikloartan-3,6a,16f3,25-tetraol (Sikloastragenol)

C30Hs005
M. A.: 490,715 g/mol
C, %73.43; H, %10,27; O, %16,30

Sekil 5.1 Sikloastrogenol molekiiliiniin yapis1 ve goriintiisii

Asidik kosullarda ve yiiksek sicakliklarda bu reaksiyonun gergeklestirildigi
durumda, sikloartan grubu bir triterpen olan sikloastragenol molekiiliinde bulunan
gergin 9,19-siklopropan halkasi acilarak sekil 5.2’de gosterilen astragenol isimli

yan iirtin olusmakta ve verimlilik olduk¢a azalmaktadir.
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OH

Oxl

HO 0 )
HO % i oH
.
OH L2 0 o
OH

Chemical Formula: Cs4HgaO44 ’ .

Exact Mass: 784,46091 Chan&lca‘l:il:&rmulalg%agl;soos
Molecular Weight: 784,97022 Xa ass: i

Molecular Weight: 490,72 Sikloastragenol

ASTRAGALOSIDE IV

Asidik Hidroliz

Sikloastragenol s

Chemical Formula: CagHsnOs
Exact Mass: 490,37
Molecular Weight: 490,72

Astragenol

Sekil 5.2 Astragalosit IV bilesiginin hidrolizleri sonucunda olusan iiriinler




5.1 Deneme set 1

Amag: Sistemi etkileyen parametreler i¢in sinir degerleri belirlemek

Cizelge 5.1 Deneme Set 1
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SON HAVA . . . . ESTD

mL L/dk G Saat G pg/ Ml pg/ mL Mg/g mg/g (g/g)x100
1 HRI1_140409 656 I I 4 10 4055796756 | 102.002 | 0.532120534 | 13382662 | 0.05321205
2 HR2_110409 675 1 10 8 10 122,887 2602 | 15.92198069 | 035127 | 1.59219806
3 HR3_130409 565 2 1 8 10 5239978488 | 123.896 | 0.592117569 | 14.000248 | 0.05921175
4 HR4_130409 570 2 10 4 10 9957568163 | 5.99 | 1135162771 | 0.68286 | 1.13516277
5 HR5_130409 630 2 1 4 25 0323176512 | 264.671 | 0.017580802 | 14.398102 | 0.00175808
6 HR6_140409 670 I 1 8 25 2288938728 | 313.565 | 0.122687116 | 16.807084 | 0.01226871
7 HR7_150409 640 1 10 4 25 106.423 48.055 | 5.4488576 | 2460416 | 0.54488576
8 HRS_090409 590 2 10 8 25 309.595 198 | 14.6112464 | 0.093456 | 1.46112464
1 |PRLSUREKLIS | .o, 1 14 7 10 151.993 0.597 | 17.023216 | 0.066864 | 1.7023216

saatten sonra

2 DR2_SIFONLA | 665 I 14 7 10 110.782 39.148 | 14734006 | 5206684 | 1.4734006
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5.1.1 Deneme set 1 sonug¢

Yapilan 8 deneme neticesinde alkali miktarinin 1g oldugu 1, 3, 5 ve 6 nolu
denemelerde sikloastragenol (CG) molekiiliiniin olusmadig1 gézlenmektedir. 1g
alkali miktar1 750mL n-BuOH’un pH’imm1 13’¢ ayarlamaya yetmesine ragmen

reaksiyonun gerceklesmesi i¢in yetersiz oldugu sonucuna varilmistir.

Sikloastragenol

Dondistimunu
tamamlamanus
molekiiller

Astragaloside VIl

R¥N1  RXN 2 RXN3 WING RENT RENS AST vl

Astragaloside IV

Sekil 5.3 Gergeklestirilen set 1 denemelerinin ITK gorintiisi (70:30:3)

Maksimum alkali miktar1 olarak belirlenen 10 g NaOH’in kullanildig: 2, 3,
7 ve 8 no’lu reaksiyonlarda CG olusumu goézlenmistir. Bundan sonraki
denemelerde, 10g NaOH iizerinde degisiklikler yapilarak calismalara devam
edilmesine karar verilmistir. Her bir deneme sonucunda alinan 1 mL’lik
numunelerden HPLC analiz 6rnekleri hazirlanmistir. Cizelge 5.1°de goriilen
konsantrasyon degerleri ise her bir 6rnek i¢in son ¢dzgen hacmi dikkate alinarak
hesaplanmistir. HPLC analizlerinden elde edilen sayisal veriler, faktoriyel dizayn

deney tasarim modeli asagidaki gibi 6zetlenmektedir.
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Cizelge 5.2 Degiskenlerin analizi ¢izelgesi

Karelerinin Karelerinin p-degeri
Kaynak toplam df | ortalamasi F degeri Olasihk > F
Model 330.97 7 47.28
A-ALKALI 265.30 1 265.30
B-RXN
SURESI 24.14 I 24.14
C-HAVA HIZI 2.58 1 2.58
D-BITKI
MIKTARI 8.4 1 8.40
AB 23.01 1 23.01
AC 2.69 1 2.69
AD 4.85 1 4.85
Pure Error 0.000 0
Cor Total 330.97 7
Std. Dev. R-kare 10.000
Tahminlenen degerlere
yakinligi ifade eden R-KARE
Ortalama 6.07 degeri
C.V. % Tahminlenen R-kare degeri N/A
PRESS N/A Dogruluk yeterliligi 0.000

Cizelge 5.2°den goriildiigii gibi hava akis hizinin modele katkisi ¢ok diistik
bulunmustur. Bu nedenle hava hizim1 (C) iceren katsayilar modelden ¢ikartilarak

tekrar hesaplama yapildiginda modelin cizelge 5.3’de de goriildigii gibi R*

degerleri 0.9841 ve 0.9442 olarak saptanmistir.

Cizelge 5.3 Degiskenlerin analizi ¢izelgesi

Karelerinin Karelerinin p-degeri
Kaynak toplam Df | ortalamasi F degeri Olasihik > F
Model 325.70 5 65.14 24.71 0.0393
A-ALKALI
MIKTARI |  265.30 1 265.30 100.64 0.0098
B-RXN
SURESI 24.14 1 24.14 9.16 0.0940
D-BITKI
MIKTARI 8.40 1 8.4 3.19 0.2162
AB 23.01 1 23.01 8.73 0.0980
AD 4.85 1 4.85 1.84 0.3078
Residual 5.27 2 2.64
Cor Total 330.97 7
Std. Dev. 1.62 R-kare 0.9841
Tahminlenen degerlere
yakinligi ifade eden R-KARE
Ortalama 6.07 degeri 0.9442
CV. % 26.73 Tahminlenen R-kare degeri 0.7451
PRESS 84.36 Dogruluk yeterliligi 12.120
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Deneme Set 1’e ait baz1 denemelerin HPLC kromatogramlarina bakildiginda;

Sekil 5.4 ve sekil 5.5’te heniiz doniisiimiinii tamamlamamis maddelerin
varlig1 gézlenmekte ve 8 saatlik zaman diliminin reaksiyonun tamamlanmasi i¢in

yetersiz oldugu anlasilmaktadir.

En verimli oldugu belirlenen HR2 110409, HR8 090409 reaksiyonlarinin
verimleri birbirlerine esit olmasina ragmen HR8 090409 reaksiyonunda birim
zamanda elde edilen CG miktar1 daha fazla oldugu i¢in bundan sonraki

caligsmalara 25 g bitki miktar1 tizerinden devam edilmesine karar verilmistir.

Detector A - 1 (200nm) Detector A - 2 (254nm)
—— HR2_110409_THPLCMETOD —— HR2_110409_THPLCMETOD
HR2_110409_THPLCMETOD_I HR2_110409_THPLCMETOD_I

Retention Time

0,25
z

concentration

0,15 0,20

mAbs
0

0,1
29,497 CG 122,887

14,770 ASTIV 3,105

05

0,

8
o
0
=}
9.0 25 50 7,5 10,0 12,5 15,0 17,5 20,0 22,5 25,0 27,5 30,0 32,5 35,0 37,5 40,0 42,5 45,0
Minutes

Sekil 5.4 HR2 110409 analizine ait HPLC kromatogrami

[Detedfor A - 1 (200nm) Detector A - 2 (254nm)
——| [HR8 [090409_THPLCMETOD —— HR8_090409_THPLCMETOD
IHR8[000409_THPLCMETOD_1 HRS_090409_THPLCMETOD_I

Ratention Time

0,25
Z

ES[D||¢oncentration

0,15 0,20

mAbs
0,10

29,650 CG 309,595

14,530 ASTIV 6,714

0,05

N

0 25 50 75 10,0 12,5 15,0 17,5 20,0 22,5 25,0 27,5 30,0 32,5 35,0 37,5 40,0 42,5 45,0
Minutes

9,05 0,00

Sekil 5.5 HR8 090409 analizine ait HPLC kromatogrami
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Secilen faktorlere ait olarak belirlenen esitlik:

‘ CG = +0.21345+0.55283*ALKALI-0.16780*RXN SURESI-9.72666E-003* BITKI MIKTARI + 0.18844*ALKALI*RXN SURESI-0.023072*ALKALI*BITKI MIKTARI

Design-Expert® Software . Design-Expert® Software .
ce Interaction ce Interaction
. b 10000 D: BITKI MIKTARI . & 4000 B: RXN SURESI
A D+ 25000 R A B+ 8.000 10—
X1 = A: ALKALI X1=A: ALKALI
X2 = D: BITKI MIKTARI X2 =B: RXN SURESI
Actual Factors Actual Factors
B: RXN SURESI = 6.00 12.5 — C:HAVAHIZI = 1.50 13.25 |
C:HAVAHIZI = 1.50 D: BITKI MIKTARI = 17.09
8 7— 8 7.5 —
1.6 — 1.75 —
4 — 4 —
T T T T I I I I I I
1.00 3.25 5.50 7.75 10.00 1.00 3.25 5.50 7.75 10.00
A ALKALI A ALKALI
Sekil 5.6 Alkali ve bitki miktarina bagli CG degisimi Sekil 5.7 Alkali miktart ve reaksiyon siiresine bagli CG degisimi

Hava akis hizinin sistemi ¢ok fazla etkilemedigi sonucuna varilmasini takiben 1L/dk hava akis hiz1 ve 25 g bitki miktar1 sabit kabul edilerek
yeni bir deneme plani olusturulmustur. Daha Once yapilan reaksiyonlarda 8 saatlik zaman dilimi maddelerin doniisiimii i¢in yetersiz
bulundugundan minimum 9 ve maksimum 15 saat siiren reaksiyonlar sonucu verimlerin kiyaslanmasina karar verilmistir. Bunun yani sira yeni
deney seti ile siirekli damlatmali ve siirekli sifon yapan iki sistemin verimliligin kiyaslanmasi bu parametrenin modele kategorik olarak ilave

edilmesiyle saglanmistir. Bu faktorlere bagimli olarak belirlenen yeni deneme set 2 plan1 asagidaki gibidir.



50

5.2 Deneme set 2

Amag: Kiiciik Olcekte alkali miktarinin 10-15g’lik bir aralikta degistirildigi, slirenin 9-15 saat tutuldugu ve sistemin siirekli ya da sifon

yaptirildigi kosullarda verimliligin kiyaslanmasi (Bitki miktar1 25g sabit, hava akig hiz1 1L/dk ve solvent miktar1 750mL sabit tutulmustur.)

Cizelge 5.4 Deneme Set 2

Faktor 1 Faktor 2 Faktor 3 Yanit 1 Yanit 2
ESTD
HAVA HPLC SON ESTD | CONS
AKIS BIiTKi ANALIZ | COZGEN | A:ALKALI i CONS AST CG
HIZI | MIKTARI | Analiz KODU HACMI | MIKTARI | B:SURE | C:SISTEM CG IV CG ASTIV | YUZDESI
L/dk g - - mL g Saat - pg/mL pg/mL mg/g mg/g (g/g)x100
1 25 1 HR1 110609 610 10 15 SUREKLI 38.4 63.045 1.87392 3.076596 | 0.187392
1 25 2 HR2 100609 650 15 15 SUREKLI 77233 | 27.671 | 4.016116 | 1.438892 | 0.4016116
SIFON
1 25 3 HR3 110609 545 10 15 YAPTIRILAN | 240311 | 11.674 | 10.4775596 | 0.5089864 | 1.04775596
1 25 4 HR4 080609 675 15 9 SUREKLI 138.534 | 115.521 | 7.480836 | 6.238134 | 0.7480836
SIFON
1 25 5 HR5 080609 670 15 9 YAPTIRILAN | 268.615 | 98.282 | 14.397764 | 5.2679152 | 1.4397764
SIFON
1 25 6 HR6 090609 560 10 9 YAPTIRILAN | 232.783 | 7549 | 10.4286784 | 3.381952 | 1.04286784
1 25 7 HR7 090609 630 10 9 SUREKLI 44.878 | 135.258 | 2.4413632 | 7.3580352 | 0.24413632
SIFON
1 25 8 HRS 100609 630 15 15 YAPTIRILAN | 219.564 | 17.773 | 11.0660256 | 0.8957592 | 1.10660256
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5.2.1 Deneme set 2 sonug¢

2*! kismi faktoriyel dizayni ile tasarlanan denemeler neticesinde cizelge
5.4’teki benzer reaksiyonlara bakilarak (6r: Analiz 1 - Analiz 3, Analiz 4 - Analiz
5) sifon yapan denemelerdeki reaksiyonlarin verimliligi agik¢a goriilmektedir. Bu
sayisal veriler faktoriyel dizayn deney tasarim modeli ile degerlendirildiginde de
reaksiyonu etkileyen parametreler arasinda ¢izelge 5.4’te goriildiigii gibi sistemin
stirekli yada sifonla gerceklesmekte olusu diger parametrelerle kiyaslandiginda en
etkili faktor olarak saptanmaktadir. Orta 6lgek calismalarina gegildiginde sistemin
ekstraksiyon islemi tamamlana kadar sifon yapmasi ardindan siirekli sisteme

cevrilmesi planlanmustir.

Design-Expert® Software i
Interaction
C: SISTEM

cg

= C1TURLA
A C2SUREKLI

X1= A: ALKALI MIKTARI

X2=C: SISTEM

Actual Factor

B: SURE = 12.00 115

A ALKALI MIKTARI

Sekil 5.8 Alkali miktar1 ve sistem parametrelerinin CG verimi lizerine etkisi

Analiz 5 ve analiz 6 kiyaslandiginda her iki denemede 9 saat stirmekte, turla
ger¢ceklesmekte ancak alkali miktar1 15g olan analiz 5’te CG veriminin daha

yiiksek oldugu gozlenmektedir.

Bunun yan sira bu denemelerde dikkatimizi ¢eken bir diger nokta analiz 5
ve analiz 8 arasinda goriildiigii gibi 9 saatlik reaksiyon siiresinin 15 saate kiyasla
daha verimli ¢ikmasidir. Zamana bagli olarak CG olusumunun olumsuz yonde
etkilenip etkilenmedigini anlamak ic¢in ekstra bir deneme yapilarak 9. saatten

sonraki 16, 20, 24, 27 ve 30. saatlerde alinan 6rnekler HPLC ile analiz edilmistir.



Elde edilen sonuglara sekil 5.9 iizerinde bakildiginda 24. saatten sonra

verimde azalma gozlenmektedir.
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CG ESTD KONSANTRASYON

mikrogram/ml

ZAMANA BAGLI CG KONSANTRASYON DEGISIKLIGI

100
% 20,9328
7~ N
70 * 16, 71.64 * 273
60 - ¢ 32, 59
50 M
—— Polinom
40
30
20
10
0 ‘ ; ; ;
10 15 20 25 30 35
ZAMAN (saat)

Sekil 5.9 Kiigiik dlgekte zamana bagli CG konsantrasyonun degisim grafigi

Cizelge 5.5 Degiskenlerin analizi gizelgesi

Karelerinin Karelerinin
Kaynak | toplamn Df | ortalamasi F degeri p-degeri Olasilik > F
Model 146.49 6 24.42 836.08 0.0265
A-ALKALI
MIKTARI 17.23 1 17.23 589.89 0.0262
B-SURE 6.69 1 6.69 229.04 0.0420
C-SISTEM 116.72 1 116.72 3996.99 0.0101
AB 4.93 1 4.93 168.70 0.0489
AC 0.86 1 0.86 29.48 0.1160
BC 0.070 1 0.070 2.4 0.3647
Residual 0.029 1 0.029
Cor Total 146.52 7
Std. Dev. 0.17 R-kare 0.9998
Tahminlenen
degerlere
yakinlig1
ifade eden
R-KARE
Ortalama 7.77 degeri 0.9986
Tahminlenen
R-kare
CV.% 22 degeri 0.9872
Dogruluk
PRESS 1.87 yeterliligi 77.591
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Cizelge 5.5°deki degiskenlerin analizinde elde edilen sonuglarin
tahminlenen sonuglara yakinlig1 0.9872 olarak gézlenirken tahminlenen degerlere
yakiligr 0.9986 olarak saptanmistir. Yontemin dogrulugu ise 0.9998 olarak

bulunmustur. Deneme set 2 sonucunda elde edilen denklemler agagidaki gibidir.

Sistem sifon yaptiginda;

CG =-6.51632 + 1.71133* ALKALI MIKTARI + 1.03432 * SURE - 0.10463 *
ALKALI MIKTARI * SURE

Sistem stirekli oldugunda;

CG =-16.68660 + 1.97375 * ALKALI MIKTARI + 0.97188 * SURE - 0.10463 *
ALKALI MIKTARI * SURE

5.2.2 Deneme set 2’ye ait HPLC kromatogramlari

Detecfor A - 1 (200nm) Detector A - 2 (254nm)
—|HR1 110609 —— HRI_110609

HR1 [110609_1 110609
Rgtention Time
Naime
ES[TQ concentration

mAbs
0,000 0,025 0,050 0,075 0,100 0,125 0,150 0,175 0,200

14,993 ASTIV 63,045
29,687 CG 38,400

§

0,0 25 50 7,5 10,0 12,5 15,0 17,5 20,0 22,5 25,0 27,5 30,0 32,5 35,0 37,5 40,0 42,5 45,0
Minutes

Sekil 5.10 Analiz 1’e ait HPLC Kromatogrami
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R

Ngme
ESTD concentration

Detector A - 1 (200nm) Detector A - 2 (254nm)
— |HR2 100609 —— HR2_100609

HR2_100609_1 HR2_100609_1
ention Time

15,052 AST IV 27,671
29,778 CG 77,233

e

00 25 50 7,5 10,0 12,5 15,0 17,5 20,0 22,5 25,0 27,5 30,0 32,5 35,0 37,5 40,0 42,5 45,0

mAbs
0,000 0,025 0,050 0,075 0,100 0,125 0,150 0,175 0,200

Minutes

Sekil 5.11 Analiz 2’ye ait HPLC Kromatogrami

r A - 1(200nm) Detector A -2 (254nm)
—1 1]10609 —— HR3_110609
1110609_1 HR3_110609_1
eteltion Time

ime
31'Dlconcentration

mZ =~

29,703 CG 240,302

14,940 ASTIV 11,674

00 25 50 75 10,0 12,5 15,0 17,5 20,0 22,5 25,0 27,5 30,0 32,5 35,0 37,5 40,0 42,5 45,0

Minutes

Sekil 5.12 Analiz 3’e ait HPLC Kromatogrami
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etcffor A - 1 (200nm)
— HR4]|180609
R4[180609
Retention Time
9 Namg¢
o | Atda '
ESTID concentration
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o
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o
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e

Detector A -2 (254m)
—— HR4_180609
HR4_180609

12,742 AST IV 188431 115,521

27,553 CG 404614 138,534

mAbs
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00 25 50 7,5 10,0 12,5 15,0 17,5 20,0 22,5 25,0 27,5 30,0 32,5 35,0 37,5 40,0 42,5 45,0
Minutes

Sekil 5.13 Analiz 4’e ait HPLC Kromatogrami

eteffor A - 1 (200nm) Detector A - 2 (254nm)
—| HR5{| 180609 —— HRS5_180609
HR3{| 180609 HRS_180609
Ratention Time
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0,0 25 50 75 10,0 12,5 15,0 17,5 20,0 22,5 25,0 27,5 30,0 32,5 35,0 37,5 40,0 42,5 45,0
Minutes

Sekil 5.14 Analiz 5’e ait HPLC Kromatogrami
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Sekil 5.15 Analiz 6’ya ait HPLC Kromatogrami
etdor A - 1 (2000m) Detector A - 2 (254nm)
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0,0 25 50 75 10,0 12,5 15,0 17,5 20,0 22,5 25,0 27,5 30,0 32,5 35,0 37,5 40,0 42,5 45,0
Minutes

Sekil 5.16 Analiz 7°e ait HPLC Kromatogrami
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Retention Time
Naime
EBID|concentration

ctectpr A - 1/(200nm) Detector A - 2 (254nm)
— JiR8_J00609 —— HRS_100609
RS_|00609_1 HRS_100609_1

mAbs
0,000 0,025 0,050 0,075 0,100 0,125 0,150 0,175 0,200
29,700 CG 219,564

14,863 ASTIV 17,773

0,0 25 50 7,5 10,0 12,5 15,0 17,5 20,0 22,5 25,0 27,5 30,0 32,5 35,0 37,5 40,0 42,5 45,0
Minutes

Sekil 5.17 Analiz 8’e ait HPLC Kromatogrami

Kiiciik olgekte elde edilen sonuglar dogrultusunda en uygun bitki/solvent
oraninin 0.033 (25g/750mL), alkali miktarinin 15g (0.5M), reaksiyon siiresinin 9
saat olan ve sifon yaptirilarak yiiriitiilen deneme set 2’deki HR5 080609 nolu

reaksiyon baz alinarak orta 6l¢cek denemelerine gecilmistir.

Bu kosullarin, 1000 mL’lik balon ve 500 mL’lik ekstraktor’den 6000 mL’lik
balon ve 2000 mL’lik olgege aktarilmasi esnasinda bitki/solvent orani sabit
tutularak aynen kullanilmistir. 4500mL kullanilmas1 planlanan solvent hacmine
150g bitki ilave edildiginde bu oran saglanmaktadir. Ancak orta Olcek igin
tasarlanmis olan ekstraktor hacmi daha fazla bitkiyi ekstrakte edebilmek i¢in
elverisli oldugundan bitki miktar1 150-200g olarak denenmistir. Alkali miktar1
olarak ise kiiclik 6lcekte 0.5M olarak saptanan oran biiyiik 6lcekte 90g olarak
denenmis ve deneme set 3 datalarinda da (gizelge 5.6) goriilecegi gibi doniisiim
tam olarak ger¢eklesmemis ve verim diisiik bulunmustur. Bu 6n deneme alkali
ilave edilerek devam ettirildikten sonra doniisiimiin gergeklestigi saptanmistir. Bu
nedenle alkali miktarinin orta Slgekte 135g ve 180g olarak denenmesine karar

verilmigtir.



5.3. Deneme set 3
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Amagc: Kiiciik 6lcekte elde edilen verilerin orta 6lgege aktarilarak reaksiyonu etkileyen parametrelerin optimizasyonu

Cizelge 5.6 Deneme Set 3 analiz verileri

Faktor 1 Faktor 2 Faktor 3 Yamt 1 Yanit 2

Son

soven || vtz | ALK | i | CREMSINON | St coons | AT | corons | oS
mL G G saat mg/mL mg/mL mg/g mg/g (g/g)x100
4350 1 HR1 220709_TM 135 200 12 15.185 51.288 0.660548 2.231028 0.223103
4200 2 HR2 220709 TM 135 200 20 2.56 178.053 0.10752 7.478226 0.747823
3850 3 HR3 150709 ™™ 180 150 12 16.86 55.021 0.86548 2.824411 0.282441
4300 4 HR4 200709 T™M 180 200 20 25.702 117.013 1.105186 5.031559 0.503156
4380 5 HR5 170709 ™™ 135 150 20 19.993 41.536 1.167591 2.425702 0.24257
4100 6 HR6_ 160709 TM 180 150 20 15.263 78.651 0.834377 4.299588 0.429959
4100 7 HR7 230709 _TM 180 200 12 32.442 77.317 1.330122 3.169997 0.317
3600 8 HRS8 140709 TM 135 150 12 13.511 94.531 0.648528 4.537488 0.453749
4340 HREXTRA TM 920 200 20 9.923 97.531 0.430658 4.232845 0.423285
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5.3.1. Deneme set 3 sonug:

Deneme set 3’te elde edilen analiz sonuglarina bakildiginda CG yiizdesinin
genel olarak diisilk oldugu goriilmektedir. Bu durumun reaksiyon siiresinin
yetersiz gelmesi nedeniyle gozlendigi kararina varilmistir. Bu nedenle bundan
sonraki deney setinde reaksiyon siiresinin daha uzun tutulmasina karar verilmistir.
Ancak yapilan denemeler arasinda da en yiiksek verimi veren HR2 220709 TM
kodlu reaksiyonda 135g alkali miktar1 (0.75M’a denk gelmekte) ve 200g bitkisel

materyal kullanimindan deneme set 4 planlari olusturulurken yararlanilmigtir.

Elde edilen analiz degerleri faktoriyel dizayn deney tasarim yontemi ile

degerlendirildiginde asagidaki istatistiksel sonuglar elde edilmektedir.

Cizelge 5.7 Degiskenlerin analizi ¢izelgesi

Karelerinin p-degeri
Kaynak Karelerinin toplami df ortalamasi F degeri Olasiik > F
Model- 6 3.54 697.86 0.0290
Significant 21.21
A-ALKALI 1 0.23 44.76 0.0945
MIKTARI 0.23
B- BITKI 1 1.83 360.70 0.0335
MIKTARI 1.83
C-REAKSIYON 1 5.24 1033.47 0.0764
SURESI 5.24
AB 0.35 / 0.35 68.68 0.0165
BC 7.50 / 7.50 1480.07 0.0184
ABC 6.08 1 6.08 1199.47
Residual 5.067 E-003 1 5.067E-003
Cor Total 21.22 7
Std. Dev. 0.071 R-kare 0.9998
Tahminlenen 0.9983
degerlere
yakinligi
ifade eden R-
Ortalama 4.00 KARE degeri
Tahminlenen 0.9847
CV. % 1.78 R-kare degeri
Dogruluk 79.564
PRESS 0.32 yeterliligi
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F-degerinin 697.86 olmast modelin anlamli oldugunu gostermektedir.
"Olasithk>F" degerinin 0.0500’ten biiyiikk olmas1 model terimlerinin belirleyici
oldugunu ifade etmektedir. Bu durumda B, C, BC, ABC model terimlerinin
onemli oldugu anlasilmaktadir. Degerlerin 0.1000’den yiiksek olmasi model

terimlerinin anlamli olmadigini ifade etmektedir.

Cizelge 5.7°deki degiskenlerin analizinde goriilen elde edilen sonuglarin
tahminlenen degerlere yakinligini ifade eden R? degeri 0.9983 olarak saptanmustir.
0.9847 olarak saptanan tahminlenen R* degeri, 0.9983 degerinin yaminda kabul
edilebilir bulunmaktadir. Modelin dogruluk degerinin (79.564) yeterli oldugu
belirtilmistir.

Hedeflenen Sonuca Iliskin Final Esitligi:

CG KONS=+4.00-0.17*A+0.48*B+0.81*C-0.21*A*B+0.97*B*C-0.87*A* B * C

Detector A-1(200nm) Detector A- 2 (254nm)
—— HR2_220709_TM_TEKRAR —— HR2_220709_TM_TEKRAR
HR2_220709_TM_TEKRAR_1 HR2_220709_TM_TEKRAR_1

mAbs

°G 178,053

3

o ©

= ]
~

= S

1) 8

< =

-

o

Sekil 5.18 Deneme set 3’e ait HR2 220709 TM denemesinin HPLC Diyagrami



5.4 Deneme set 4
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Amac: Deneme set 3’ten elde edilen optimuma en yakin kosullarin orta dlgekte 3 faktoriyel deneme plani ile incelenmesi
(200g bitki miktar1 sabit tutularak)

Cizelge 5.8 Deneme Set 4

ANALIZ SONHSAOCLI\}IIiENT HPLC KODU Faktor 1 Faktor 2 Response 2 Response 2
mL A:Alkali miktari B:Reaksiyon ESTD KONS | CG KONS CG Yiizdesi
g siiresi saat CG (ng/mL) (mg/g) (g/g)x100
1 4230 HR1 050809 157.5 27 80.491 3.404769 0.340477
2 4180 HR2_100809 180 24 92.967 3.886021 0.388602
3 4200 HR3_050809 157.5 30 86.882 3.649044 0.364904
4 4400 HR4 170809 157.5 27 66.856 2.941664 0.294166
5 3900 HRS5 120809 135 30 346.968 13.53175 1.353175
6 4020 HR6_120809 135 24 293244 11.78841 1.178841
7 4500 HR7_180809 157.5 27 108.96 4.9032 0.49032
8 4080 HRS8 100809 180 30 62.242 2.539474 0.253947
9 4200 HR9 200809 157.5 27 104.89 4.40538 0.440538
10 4260 HR10_050809 157.5 24 106.518 4.537667 0.453767
11 4200 HR11 210809 157.5 27 77.57 3.25794 0.325794
12 4140 HR12_100809 180 27 78.278 3.240709 0.324071
13 3960 HR13_120809 135 27 138.076 5.46781 0.546781
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5.4.1 Deneme set 4 sonug:

1,4,7,9 ve 11 nolu analizler ayn1 reaksiyon kosullarinda gergeklestirilen ve
modelin tekrarlanabilirligini belirleyen denemelerdir. Yapilan denemelerin
sonuclarina bakildiginda birbirine yakin sonuglar elde edildigi goriilmektedir. Bu
da modelin tekrarlanabilir sonuglar verdigi anlamina gelmektedir. Elde edilen
diger analiz verileri degerlendirildiginde 4,5L n-BuOH i¢inde ¢oziinmiis 135g
NaOH kullanildiginda, 200g bitkisel materyalden 30 saatlik reaksiyon siiresi
sonucunda HR5 120809 kodlu denemede 1,353175 g/g sikloastrogenol verimi
elde edilmistir. Ayni reaksiyon kosullarinda 24 ve 27 saat siirdiiriilen
HR6 120809 ve HR13 120809 kodlu denemelerin I.T.K. kromatogramina
bakildiginda (Sekil 5.19) profillerin benzer oldugu goriilmektedir. HPLC

sonuglarina bakilarak verim hakkinda kesin bir sonuca varilmaktadir.

bk &
HR5 HR6 CG HRI13

Sekil 5.19 HRS, HR6, HR13 orta dl¢ek denemelerinin ITK profilleri

Bu veriler 1s181nda varilan bir diger sonug da alkali miktar1 arttikga doniisiim
verimliliginin olumsuz yonde etkilenmesidir. Ciinkii 157,5g ve 180g alkali
kullanilarak gergeklestirilen denemelerin verimlerinde paralel bir sekilde diisiis

gozlenmektedir.

Bu nedenle pilot 6l¢cek denemelerine, orta 6lgekte en yiiksek verimi veren

HRS5 120809 kodlu deneme baz alinarak devam edilmistir.
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Cizelge 5.9 Modelin yeterlilik testi

Kareler Karelerinin p-degeri
Kaynak toplami df | ortalamasi1 | F degeri | Olasihk > F
Lineer 64.03 6 10.67 1542 0.0097
2F1 61.65 5 12.33 17.81 0.0077
Quadratik 25.15 3 8.38 12.11 0.0178 Onerilen
Kubik 7.38 1 7.38 10.66 0.0309
Cizelge 5.10 Modelin 6zet istatistikleri
Std. < Adjusted Tahminlenen
Kaynak Dev. R kare degeri R-Squared R-Kare
Lineer 2.58 0.5269 0.4323 _0.0811
2F1 2.68 0.5438 0.3917 -1.5064
. -0.6663 s,
Quadratik 2.00 0.8023 0.6610 - Onerilen
Kubik 1.42 0.9281 0.8275 -.1027

Yapilan ilk analizde reaksiyon siiresinin etkisi ¢ok diisiik oldugu i¢in ihmal

edilerek tekrar analiz edildiginde alkali miktarinin biiyiik 6l¢ekte kurulan deneme

setinde reaksiyonu en cok etkileyen parametre oldugu saptanmistir.

Cizelge 5.11 Degiskenlerin analizi gizelgesi

p-degeri
Karelerinin Karelerinin F Olasilik >
Kaynak toplam Df ortalamasi degeri F
Model- Anlamli 113.24 4 28.31 8.10 0.0065
A-Alkali miktari 74.35 1 74.35 21.27 0.0017
AB 2.39 1 2.39 0.68 0.4325
A? 12.78 1 2.78 3.66 0.0922
B2 9.87 1 9.87 2.82 0.1314
Residual 27.96 8 3.50
Yeterlilik- Anlaml 25.19 4 6.30 9.10 0.0275
Pure Error 2.77 4 0.69
Cor Total 141.20 12
- ©rr [ [ ]

Std. Dev. 1.87 R-Squared 0.8020
Mean 5.20 Adj R-Squared | 0.7030
CV.% 35.98 Pred R-Squared | 0.1685
PRESS 117.41 Adeq Precision | 8.369
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F-degeri olarak belirlenen 8.10 degeri modelin anlamli oldugunu

gostermektedir. Olasilik > F degerinin 0.05’ten biiyiik olmamast modelin kabul

edilebilir oldugunu gostermektedir. Yeterlilik degerinin ise 9.10 olmasi da

modelin yeterli oldugunu agik¢a ortaya koymaktadir.

Hedeflenen sonuca iliskin final esitligi:

ICGKONS =+3.33-3.52*%A-0.77* A* B+2.15 * A>+ 1.89 * B

Design-Expert® Software
CG KONS

Color points by value of
CG KONS

13.5318
253947

Normal % Probability

Normal Plot of Residuals

95
90

80 =
70 2

Og

o
30 ~
2 e
10 = L]

[
o

T T T T T
266 -1.59 -052 0.56 163

Internally Studentized Residuals

Sekil 5.20 Deneme set 4’te standardize edilmis degerlerin normalite grafigi

Modelin uygunlugunun incelenmesi i¢in istatistiksel hata analizi yapilmis ve

standardize edilmis degerlerin normalite grafiginin dogrusallik gdsterdigi

belirlenmistir (sekil 5.20).

Design-Expert® Software

CG KONS
# Design Points

13.5318
253047
K1 = A Alkali miktari
X2 =B: Reaksiyon suresi

B: Reaksiyon siiresi

CG KONS

3000

2850 —

2700 -@ |

2650 — §

2400

® &
135.00 148.25 157.50 168.75 18000

A: Alkali miktari

Sekil 5.21 Deneme set 4 i¢in kullanilan modelin yanit yiizey grafigi
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5.5 Pilot dlcek denemeleri

Pilot Olgek denemelerinde amag, orta Olgekte elde edilen sonuglarin bu
Olcege oransal olarak aktarildiginda paralel verimliligin elde edilip
edilemeyecegini tespit etmek, standart bir liretim i¢in optimum noktay1 saptamak
ve karsilasilan donanimsal eksikleri saptayarak sistemin devamlilif1 i¢in ¢oziim
iretmektir. Bu amagla orta Olgekte optimum verimi veren 200g bitkisel
materyalin, 4.5L n-BuOH’iin ve 135g (0.75M) alkalinin kullanildig1, %1.35 CG
(g/g) veriminin elde edildigi HRS5 120809 denemesi baz alinarak pilot dlgek

denemelerine gegilmistir.

Gergeklestirilen ilk denemede amag, sistemin dogru caligsip ¢alismadigini
kontrol etmek ve kagaklarin tespit edilerek sistemin sorunsuz c¢aligmasini
saglamak olmustur. Bu deneme esnasinda mevcut olan cam geri sogutucunun
reaksiyon esnasinda catlamasi iizerine paslanmaz c¢elik malzemeden yeniden
yaptirilmistir. Buna ilave olarak bazi vanalardaki solvent kagaklar: tespit edilerek
tamiri saglanmistir. Ayrica sifon isleminin dogru ¢alismadig: tespit edilerek sekil
4.10’da goriilen vanalar yardimiyla manuel olarak gergeklesmesi saglanmistir.
Yapilan ITK kontrolleriyle 5 turdan sonra ekstraksiyonun hemen hemen
tamamlandigr gozlenmis (Sekil 5.22) ve bunun iizerine 5. turdan sonra sifon
vanalar1 tamamen acilarak solventin ekstraktorden reaktére devamli olarak akisi

saglanmistir.

Ast
1.tar 2.tur 3.tur 4.tur 5.tor 7v

Sekil 5.22 Pilot 6lgek tur drneklerinin TLC profili (70:30:3)

Pilot ol¢cekte meydana gelen calisma giigliikleri nedeniyle bu 6l¢ekte daha

dar aralikta optimizasyon c¢alismasi yapilmasmna karar  verilmistir.



5.5.1 Deneme set S pilot 6l¢cek kosullar: ve sonuclari
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Cizelge 5.12 Deneme set 5 kosullar1 ve sonuglar1 (D3, D1’in denemesinin tekrari)

Analiz Kodu Bitki Reaksiyon siiresi Alkali Solvent Son ESTD CG KONS _CG
miktari (g) (saat) miktari miktari Solvent KONS CG (mg/g) YUZDESI
sabit sabit Hacmi (ng/mL) g'e (g/g)x100
Deneme 3 PO _D3 24h 700 24 480g 16L 14.4L 127.489 5.2452 0.524526
Deneme 3 PO _D3 30h 700 30 480g 16L 14.4L 157.872 6.4953 0.649531
Deneme 4 PO _D2 24h 1000 24 480g 16L 121 157.804 3.7872 0.37873
Deneme 4 PO_D2 30h 1000 30 480g 16L 12L 155.085 3.9276 0.392765
Deneme 4 PO _D2 28h 1000 28 480g 16L 121 163.652 3.7220 0.372204
Deneme 1 PO D1 24h 700 24 480g 16L 9.5L 201.227 5.4618 0.54618
Deneme 1 PO D1 _36h 480g 16L 9.5L 192.855 5.2346 0.52346
e .
.. D - E _—
Ast1V D2 CG D2 D2 D2 CG & e 3
22h 24h  28h  CG 30h

Sekil 5.23 PO_D2 24h ve PO_D2 30h 6rneklerinin I.T.K profilleri

D3 _24h D3 30h CG ASTIV

Sekil 5.24 PO_D3 24h ve PO_D3 30h 6rneklerinin I.T.K profilleri
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5.5.2 Deneme Set 5 Degerlendirme

Deneme set 5°te orta 6lgekte elde edilen optimum NaOH konsantrasyonu
(0.75M-480g), bitki/solvent orani (0.044-700g) ve reaksiyon siiresi (30 saat)
parametreleri pilot 6l¢ekte gergeklestirilen D1 (Deneme 3’{in tekrar1) ve D3 kodlu
denenemelere birebir aktarilmistir. Amacimiz, orta Olgekte elde edilen optimum
verimin pilot Ol¢ekte elde edilip edilemeyecegini tespit etmektir. Cizelge 5.12°de
elde edilen analiz sonuglarina bakildiginda kiigiik ve orta dlgekte elde edilen en
yliksek verime kiyasla pilot dlcek denemelerinde bu verimin tam olarak elde
edilemedigi ancak ortalama verime (% 0.518) paralel bir sonug (% 0.484 g/g)

alindig1 gézlenmistir.

Bunun nedeni olarak kontrol edilemeyen diger faktorlerin sistemi etkiledigi
sonucuna varimistir. Bu reaksiyonlarda Ast IV’lin neredeyse tamaminin
tikendigi sekil 5.27°de sayisal olarak gozlenmesine ragmen CG veriminin %
0.649’larda kaldig1 gozlenmistir. Her ne kadar orta Ol¢ekten biiyiikk Olgege
gecilirken verim kaybi gozlense de bu durum calisilan bitkisel materyalin iki
farkl1 partiden gelmesi olarak yorumlanmistir. Pilot Olgekte uzun siireli
gerceklesen hidroliz reaksiyonunda solvent kagaginin ¢ok olmasi durumunda
dogabilecek riskler biiyiik oldugu igin 0.5 bar hava reaksiyon ortamina
verilebilmistir. Havanin debisinin azalmasi ve ekstraktor hacminin biiylimesi
nedeniyle ekstraksiyon hizi yavaglamistir. Ancak reaksiyonlar 30 saat i¢inde
tamamlanmis ve en yiiksek CG konsantrasyonu 700 g bitki materyalinin
kullanildig1, 480g NaOH ile 16L n-BuOH ortaminda gercgeklestirilen PO D3 30h

denemesinde % 0.649 olarak elde edilmistir.

Elde edilen tiim veriler ‘design expert’ istatistiksel programiyla
degerlendirildiginde reaksiyon siiresinin artmastyla CG konsatrasyonunda artis
gozlenirken, bitki miktarin artmasiyla verimin ¢ok fazla degismedigi sonucuna

varilmustir.
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21,899 CG 157,804

Sekil 5.28 PO_D2 24h denemesinin ELSD kromatogrami
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6. SONUC VE ONERILER

Daha once kullanilmakta olan inorganik asitlerle yiiksek sicakliklarda
gergeklestirilen hidroliz ¢aligmalar1 esnasinda katma degeri yiliksek olan
saponinlerin bazilar1 diisiik stabilitelerinden dolay1 siklizasyon, epimerizasyon,
hidroksilasyon  ve/veya sikloartanlarda oldugu gibi halka agilmasi
reaksiyonlarindan kaynaklanan artifaktlart meydana getirmekte ve sonug olarak

verimlilik biiyiik oranda azalmaktadir.

Bu nedenle daha ilimli metotlar ile yan iirliin olusumu gerceklesmeden ¢ok
daha etkin ve hizli bir sekilde alt ayirim islemlerini asgariye indirgeyen hidroliz
islemlerinin gelistirilmesi endiistriyel acidan biiyilkk 6nem arz etmektedir. Bu
amagla yapilan literatiir arastirmasi sonunda yukarida bahsedilen avantajlar
saglayacak bir hidroliz metodunun varoldugu ve bunun pilot 6l¢ege uygun hale
getirilebilecegi yargisina varilmistir. 1990°l1 yillarda Cui ve ark. tarafindan
yapilan bu calismalarda Panax ginseng bitkisinde biyolojik etkiden sorumlu ve
ticari Oneme sahip ginsenozit grubu triterpenik glikozitlerin glikozidik baglarinin
laboratuvar Ol¢eginde gerceklestirilen alkali ortamda oksidatif agilma yontemi ile

basarili bir sekilde kirildig1 ve higbir yan {iriin olusmadig1 bildirilmistir.

Bu tez kapsaminda tasimis oldugu gergin siklopropan halkasi nedeniyle
asidik hidrolize ¢ok hassas olan astragalozit isimli sikloartan grubu saponin
glikozitlerin aglikonu olan sikloastragenol’iin elde edilebilmesi i¢in Cui ve ark.

tarafindan gelistirilen metodun uygun olup olmadigi ii¢ farkli 6lgekte calisilmistir.

IIk olarak yapilan bir calismada Astragalus trojanus tiirii koklerinden
cizelge 5.12°de goriilen astrasiyeversiyanin I, astrasiyeversiyanin II, astragalozit I,
astragalozit IV, astragalozit VII isimli sekonder metabolitlerinin izole edildigi
bilinmektedir (Bedir, 1998). Bu bilesiklerin tamami aglikon olarak sikloastragenol
tagiyan sikloartanlardir. Bu bilgiler 1s181nda 4. trojanus tiirii kdklerinden bu tez
kapsaminda gerceklestirilen hidroliz reaksiyonu ile ekstraksiyon sonucu elde
edilen metabolitlerin sekerlerini kaybederek sikloastragenol iskeletine doniistiigi

I.T.K ve HPLC ile yapilan kontroller sonucunda dogrulanmistir.
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Cizelge 5.12 Astragalus trojanus koklerinden elde edilen sekonder metabolitler [Bedir, 1998]

R R, R, R; Ry
Astragalozit VII H H B-D-Glu H B-D-Glu
Astragalozit IV H H B-D-Glu H H
Astragalozit 1 Ac H B-D-Glu H H
Astragalozit [ Ac Ac B-D-Glu H H
Astrasiyaversiyanin II | Ac Ac B-D-Xyl H H
Astrasiyaversiyanin X H H B-D-Xyl H H
Astragalozit VI B-D-Glu H B-D-Glu H H
Trojanozit A H H B-D-Glu Ac H

Bu calismanin amaci sadece basarili bir sekilde sikloastragenol’iin elde
edilmesi degil ayn1 zamanda entegre bir ekstraksiyon ve reaksiyon iinitesinin
dizayn edilerek ayni sistem icinde etkin bir sekilde hem ekstraksiyon hemde
hidrolizin uygulanabilmesi olarak belirlenmistir. Yapilan ¢alismalarla tasarlanan
sistemde basar1 ile her iki prosesin bir arada gerceklesebilecegi dogrulanirken,

ayni zamanda sistemi etkileyen 6nemli parametrelerin optimizasyonu yapilmigtir.

Sistemi etkileyen parametreler, bitki/solvent orani, alkali derisimi, zaman
olarak belirlenmistir. Elde edilen en optimum sikloastragenol verimleri kiigiik
Ol¢cekte 0.033 bitki/solvent (g/mL) orani, 9 saatlik reaksiyon siiresi ve 15g¢ NaOH
(0.5M) kullanildiginda %1.44 (g/g), orta Olgekte 0.044 bitki/solvent orani, 30
saatlik reaksiyon siiresi ve 135g NaOH (0,75M) kullanildiginda %1.35 (g/g), pilot
Olcekte ise 0.044 bitki/solvent orani, 30 saatlik reaksiyon siiresi ve 480g (0.75M)
NaOH kullanildiginda %0.65 (g/g) olarak saptanmuistir.
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Gelistirilen tasarimla yalmiz sikloastragenol degil asidik hidrolize hassas
bircok sekonder metabolitin hidrolizinin hizli ve ekonomik bir sekilde
gerceklestirilebilecegi bir yontem kazanilmistir. Bunun yani sira su ana kadar ki
calismalarda uygulanan ekstraksiyon, ugurma ve devaminda inorganik asit igeren
alkolik soliisyonlarda hidroliz ile devam eden ve ndétiirlestirmeyi takiben ¢ézgen
partisyonu ve ayirma-saflastirma islemleri ile siiren prosesin ¢ok daha az
basamakla tamamlanabilmesi miimkiin kilinmistir. Bunun temel nedeni sadece
ayni sistem iginde ekstraksiyon ve hidrolizin gergeklestiriliyor olmasi degil,
kullanilan proses sonunda elde edilen karigimin asidik hidroliz sonucu elde edilen
karisima oranla ¢ok daha temiz olmasi (az metabolit ve kirlilik i¢ermesi) ve

ayirma-saflastirmanin ¢ok daha kolay saglanabilecek olmasidir.
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