OZET

SUTLEGEN (Euphorbia aleppica L.) BITK iSININ SEKONDER
METABOL ITLER ININ SAFLASTIRILMASI, KARAKTER IZASYONU VE BAZI
BiYOLOJIK AKT iVITELER iNIN INCELENMESi

Kir sat DULKAD IR

Gaziosmanpg Universitesi
Fen Bilimleri Enstitusu
Kimya Anabilim Dal

Yuksek Lisans Tezi
2007, 57sayfa

Dansman  : Dog. Dribrahim DEMRTAS

Juri : Dog. Dribrahim DEMRTAS
Jari : Yard. Dog. Dr. Mahfuz ELMASTA
Jari : Yard. Dog. Dibrahim TURKEKUL

Bu calsmadaEuphorbia aleppica L. bitkisinin antioksidant aktivitesi incelenerek
tahil depo zararlilari olafitophilus granarius (Bugday biti) ve Stophilus oryzae (Pring
Biti) kadlttrleri Gzerindeki fumigant etkileri agariimistir. Alinan olumlu denemeler
sonucu etken madde spektroskopik yontemlerle agulimistir. Oncelikle yapilan

antioksidant aktivite denemelerinde, bitkinin hakzkloroform, metanol, etilasetat ve su



cOzeltileri ile alinan ekstrelerinin timandn ansakant aktiviteye sahip olgu
belirlenmgtir. Apolar ¢oOziculerde alinan ekstrelerin aktiletenin daha uzun zaman
periyodunda art@, polar ¢oztculer ile alinan ekstrelerin aktivét@hin ise uzun zaman
periyodunda d@smedii veya bir miktar azalgg sonucuna varingtir. Ekstreler
kromatografik yontemlerle fraksiyonlara ayrilarak foaksiyonlarin 24, 48, 72 saat zaman
aralginda tahil depo zararlilari ol&tophilus granarius (bugday biti) veStophilus oryzae
(pirinc biti) kaltarleri Gzerindeki fumigant etkiehemelerine gecilrglir. Fumigant etki
testleri -iki zararlinin da ayni insektisitlere ayepkileri verdikleri icin (Yildirrm E. ve
ark., 2001)- ulkemizsartlarinda daha c¢ok buluna$itophilus granarius (bugday biti)
uzerinde uygulanngtir. Olim oranlari her ¢ zaman apahda oldukca yiksek olarak
bulunan fraksiyon alinarak madde tayini yapstmi Uygulanan *H NMR, IR ve 3C NMR
gibi spektroskopik yéntemler ve bulgular sonucteratir bilgileri siginda ve de ince
tabakada madde kalastirma denemelerinde etken madderitaphorbia aleppica L.
bitkisinden elde edilen terpen turi zehirli birggik oldugu anlgilimistir.
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In this study, antioxidant activity dEuphorbia aleppica L. plant investigated to
fungimant effect of deposit detrimentalsStophilus granarius and Stophilus oryzae).
After taking the good results, spektroscopic ingedton was performed on theese

extracts. The antioxidant activities Biphorbia aleppica were investigated in this study.



The results showed that all of the fractions ofdrex CHCG, EtOAc, MeOH and water
possessed antioxidant activities. The antioxidastivity of nonpolar solvent fractions
increased in longer extraction time periods, butpsolvent fractions was similar or
slightly decreased in longer extraction time pesioifter taking the fractions of extracts,
the fractions applied to tH@tophilus granarius and Stophilus oryzae cultured in different
time period of 24, 48, 72 hours. Because of theilainfummigant effect to both
insecticide, we applied only t&tophilus granarius. The fractions which have got higher
mortality rate in all time periods investigated fiolentifiction of effected compounds.
Spectroscopic methods as *H, 13C - NMR, IR and ldoyer chromotography applied to the
pure compounds for the indentification of effectepounds identified as terpene.
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1.GIRIS VE LITERATUR OZETLER 1

1.1. Euphorbia Bitkisi Hakkinda Genel Bilgiler

Yuzyllar boyu insanglu, yakin cevresinde bulunan bitkileri incelemgesitli
hastaliklara ve zararlilara karila¢c olarak kullanmaya camistir. Bitkilerden csitli
yontemlerle elde edilen ve insektisit Ozalligosteren bilgkler islenmems bitkisel
materyaller, bitki ekstraktlari ve bitkilerden ieoledilen saf bilgkler gibi formlarda
olabilir. 2000'den fazla bitkinin insektisit etkisn var old@gu bilinmesine kann pratikte
yararlanilanlarin sayisi ¢ok azdir. gab kaynaklarin kisitli olmasi, standardizasyon,
muhafazasindaki ve ruhsat almadaki zorluklar, rihedmamalarindan dolayr kronik
toksisitide ve bitki tGzerindeki kalintilarinin tespgedilememesi gibi zorluklar pratikte
kullanimlarini sinirlamaktadir (Akinci ve ark., 200Biz bu ¢camamizda insangunun
sifali olduguna inanarak kullangh ve kefettigi, dinya Gzerinde 6000’e yakin tirt bulunan
sutlezen (uphorbia) bitkisinin Ulkemiz florasinda buyidk miktarda boan Euphorbia
aleppica L. tarinun bazi biyolojik aktivitelerinin incelenmediahil depo zararlilarina
karsin fumigant etkisinin incelenmesi ve etken maddesiizolasyonu ve yapisinin

spektroskopik metodlarla aydinlatiimasi Uzerindesgeay1 amacladik.

Euphorbia turleri Gzerindeki ilk kimyasal gahalar Rose ve Fluckiger tarafindan
1834 yilinda yapilmtir (Fluckiger, 1868; Rose, 1841). Atamacilarin Euphorbia
lateksinden “euphorbon” olarak adlandirdiklari taisir madde elde etmelerinden sonra
Bauer ve Schenkel tarafindan euphorbondan doysnatkollii tirevi elde edilngtir
(Bauer and Schenkel, 1928).

Ozellikle terpenoit ve steroid bii&ler bakimindan oldukca zengin olan bitkinin
Turkiye Floras’'nda endemik olarak 60 kadagigievardir. Euphorbianin pek ¢ok tirt halk
arasinda tedavi amacli kullaniimaktadir. Bazi tinmle sigillere, deri kanserine karetkili
oldugu (Evans and Taylor, 1983) , antiviral, antiflamatuantipiretik ve analjezik

olduguna dair yayinlar bulunmaktadir (Lanhers and et H91). Bunlarin yani sira



antitimor (Wu and et al., 1991), antifungal, arkibayel ve sitostatik etkilerinin oldiw
bilinmektedir (Lanhers and et al., 1990). Bu akélerin ise icerdii terpenoid
bilesiklerden ileri geldgini gosteren pek ¢cok yayin bulunmaktadir (Hambuyed et al.,
1989; Nich and et al., 1994; Rizvi and et al., 2980

Euphorbia bitkisinin yukarida agiklgmiz aktiviteleri dsinda halk arasinda boyar
madde olarak da kullaniigh bilinmektedir. Yapréindan kil rengi ve sari, gévdesinden
kirli sari renkler elde edilmektedir. Ayrica eupb, topraktan ytksek miktarda metal
toplama yetengne sahip oldgu icin yerbilimciler kugun, bakir ve ¢inko gibi metallere ait
maden arama camalarinda biyokimyasal prospeksiyon araci olaraloitkiyi kullanirlar
(Sen, 2003).

Euphorbia bitkisine ait turler tek veya cok yilliiktsu ve calimsi bitkilerdir.
Cosgunlugu lateks icerirleEuphorbia aleppica L. turinde de tek veya cok yillik otsu veya
calimsi yapiya rastlanmaktadir (Resim 1).

Resim 1.Euphorbia aleppicalL.



Meyvalar sizokarpik, olgunlama sirasinda regmanin yarilmasi ile c¢ikarlar.
Tohumlar karunkulat veya gedir (Davis, 1982) (Resim 2, 3, 4, 5).

Resim 2:Euphorbia aleppica L. Meyvesi

Resim 3:Euphorbia aleppica L. ‘da Regma Yariimasi ile Olgan Meyve
Resim £uphorbia aleppica L. Meyve Ylzeyi
Resim FEuphorbia aleppica L. Meyve Kesiti



Yapraklar ¢cgunlukla alternan, nadiren kalrkli ve alternan, basit, sitipulali veya
sitipulasizdir. Cicekler petalsiz ve bazen sepaktek aeyli, yapraklarin koltgunda tek,
demet veya bak seklinde yapraklarin kolgunda veya yapraklarla kahklidir (Barla,
2004).

Erkek cicekler bilgik veya serbest sepalli, petalli, bir ya da ¢cokidayilamentleri
serbest ya da big&k stamen icerir. Bi cicekler serbest sepalli veya spataya benzer
periantli, petalli, ovaryum ust durumlu, 2-3 bolidel ve her bélmede 1-2 ovul olacak
sekilde aksiler plasentalanma gosterir.

Turkiye Florasi’'nda bulunan baauphorbia tirleri asagida gosterilmitir (Resim 6,
7,8,9,10,11,12,13).



Resim 6.Euphorbiarigida
Resim 8.Euphorbia characias
Resim 10.Euphorbia apios
Resim 12.Euphorbia pithyusa

Resim 7 Euphorbia aleppica

Resim 9.Euphorbia heliscopia
Resim 11 Euphorbia semiperfoliata
Resim 13 Euphorbia carocias



1.2. Tahil Depo Zararlilari

Ulkemizde ambarlanan hububat ve hububattan Umetidamuller depo zararlilarin
saldirisina grayarak cgitli yonlerden kayiplara gramaktadirlar. Ambar boécekleri,
bulastiklari Grunlerde ygun bir bicimde gidalanaralgalik, teknolojik deser ve tohumluk
kayiplar olgtururlar. Bu kayiplarin yanisira zararlilarin goknlealintilari, pislikleri ve
salgiladiklar § maddeleri nedeniyle Grin nitelik kayiplargrar. Yogun bulgmalarda
urinde kuflenme, kigma ve kokgmalar ortaya ¢ikar. Buna ek olarak zararhlar idaigk
drtnlerin tiketilmesi insan gagl yonunden sakincalarstanaktadir. Bu tir maddelerin
tuketilmesiyle, solunum vyollari allerjisi, kati, istahsizlik, gekme gecikmesi gibi

belirtiler ve bakteriyel enfeksiyonlar ortaya cikaeiektedir.

Ambarlanmg hububatta zararli olan bdcekler birinci ve ikirderecede zararli
bdcekler olarak iki gruba ayrilirlar. Birinci deesteki zararlilar dgrudan sglam danede
zarar yapabilmektedir. Bay biti, Pirin¢g biti, Khapra bo@g Arpa glvesi ve EKin
kambur biti bu grupta yer alirlar. Bu zararlilarratandan olgturulan kirintilarla
beslenebilen, ancak @am tanede zararli olmayanlar ise ikinci grupta gkrlar. Kirma
bitleri, Un kurdu, Testereli bécek, Kiucuk kiringibEkin kara bocgi bu gruba giren ve

varliklari birinci derecedeki zararlilaragdaolan turlerdir ( Yildirnm ve ark., 2001 ).

Ambarlanmg hububat ve mamulleri zararlilarinin neden @lduiriin kayiplari
kesin verilere dayanmamakla birlikte genel olaralklay ortalama % 10 dolayinda kabul
edilmektedir. Bu kaybin ger yoninden en yiksek dizeydeki ambarlgniminde ortaya

ctkmasi, sorunu ekonomik yonden daha da dnemligitedir.

Hububat ve mamulleri zararllari Grinegdgk yollardan bulamaktadirlar. Kimi
zararhlar ambarda vardir ve Urin ambara konuldulsianra bulgr. Kimi zaman Urine
ambar Oncesi devrelerde bgilave ambarda zararini surdirtr. Bazen ne ambairine
bulssiktir ve zararli ya ucarak ya dagigk etkenlerin taiyiciligl ile ambara ve Urlne

bulssir. Bu nedenlerden dolayl s6z konusu urlUnlerin atabmasinda temel ilke, temiz



ambara temiz Urin konulmasi ve urinin ambarlamassige bulgmalardan korunmasi
gerekir. Bu nedenle uriin daha ambara girmeden émgsadele dnlemleri uygulamaya

konulmaldir.

Yukarida belirtildgi gibi hububat ve mamullerinde zararli olan turlgenel olarak
ayni ortamda ortakia zarar yapar. Bu nedenle uygulanacak micadelenteriebunlarin
tumund hedef alacak bicimde dizenlenmelidir. @@mizda, 1. grup depo zararhlari olan
bugday biti Stophilus garanarius ve piring biti Stophilus oryzae bécek kultirleri Gizerinde

denemeler yapilacaktir.

1.2.1. Bigday Biti ( Sitophilus garanarius)

Ergin, parlak koyu kahve veya esmer renkli 3-5 bogdadir. Bg, ucunda bir cift
kuvvetli mandibula bulunan, bir hortumla son buldit kanatlar kérelmi oldugundan
ucamazlar. Larvalar krem renkli 2.5-3 mm boyda aedisizdir. Pupa sarimsi beyaz renkli

ve 4 mm boydadir. Bu donemde hortumg @ bacaklar belirgindir.

Erginler bir hafta icinde ciftkeerek yumurta birakmaya gar. Ergin dsi,
yumurtalarini bgday tanesinin embriyoya yakin kisimlarina hortuneuaictgl deliklere
birakir. Yumurta sayisi 150-300 arasind&igle Yumurta, larva ve pupa donemi tane
icinde gecer. Elvegli kosullarda gelsme siresi 30-45 gindir. Oldukga hizli Greme

Ozelligine sahip olan bu zararllar memleketimizldarinda 3-4 doél verir. (Resim 14 ).

Resim 14 .Sitophilus garanarius



1.2.2. Piring Biti (Sitophilus oryzae)

Ergin, yumurta, larva ve pupa morfolojik olarakgday bitine benzer. Boyu 2.5
mm dir. Erginler elytralar Gizerinde bulunan 4 ametincu leke ve galimis alt kanatlar ile
onceki turden ayrilir. Y@ayis bicimi bugday bitine benzer. Elveti kosullarda gelme
suresi 26 gundur Yilda 4-5 dol verir.( Resim 15).

Resim 15.Sitophilus oryzae

1.3. Literatiir Ozetleri

Euphorbia familyasina ait E. apios, E. characiasdenroides, E. heliscopia, E.
rigida turlerinin izolasyonu ile ugucu ve floresasisnayan bilgikler elde edilmgtir. Ana
bilesen fitol, docosonikasit ve metil esterlerdir (Fokoa and et al., 2002).

Euphorbia bitkisinin E. pithyusa, E. semiperfdiatE. carocias tdrlerinin
tohumlarinin icerdii yag asitlerine antioksidan testler uygulagme butin turlerde ya
asitlerinin bulundgu saptanngtir. Boylelikle bu tirlerin tahgi edici 6zellgi bulunmutur
( Bruni and et al., 2003).



Euphorbia rigida L. tirinden olarChrysocoma rigida L. turiintiin koklerinden elde
edilen seskiterpen, vicutta el 6demler ve uyuz hastaha kasgi tibbi ilag olarak
kullaniimaktadir (Shi and et al., 2005).

Euphorbia aleppica L. turinun de dier euphorbia tirleri gibi tdlkemizde halk
arasinda ¢gtli hastaliklarin tedavisinde ilac olarak kullashigi ve tlkemiz florasinda
oldukca zengin oldgu bilinmektedir. Bununla beraber euphorbia turlerimsanlar ve
hayvanlar icin olduk¢a zehirli, san dozda ishal, deridesiddetli tahrg, solunum
problemleri, gozde tahyive korlige neden oldgu da bilinmektedir.

Bitkinin sutinden (lateks) mushil olarak 2-3 darhkstalara verilg@, aynisekilde
sitma ve sariia kasl ila¢c olarak yararlanilgh, tohumundan elde edilen ga tahri edici
Ozellige sahip oldpgu ve diiuk dozlarda kullaniimasi gerekiiliteratirlerde kayithdir
(Baytop, 1963). Anadolu’da yaygin olarak bulunarpBarbia heliscopia L.’ den &l ve
romatizmaya kar haricen @ri kesici ve kizartici olarak faydalaniimaktadirag@op,
1963). Euphorbia turleri der tlkelerde de romatizma, astim, migren, barsakziteri,
deri hastaliklari ve antibakteriyel olarak kullanaktadir. Ozellikle gller ve deri
kanserine kar etkili olabilecegini gosteren cajmalar ve yayinlar bulunmaktadir (Evans
and Taylor, 1983; Kinghorn and et al., 1988).

Yapilan kimyasal ve biyoaktivite catnalarinda ilag etkisi gosteren dnemli iki
bilesigin stroitler ve terpenoidler olg@u literatlrlerde yer almaktadir (Ryu and et al93;9
Yamaguchi and et al., 1989; Yamamura and et aB9)19
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1.3.1. Steroidler Hakkinda Genel Bilgi

Bitki ve hayvanlarda yaygin olarak bulunan itéerdir. Mide ve safra asitleri,
kalp glikozidleri, cinsiyet ve adrenal korteks hambari steroid sinifi bikgklerdir. Ana
yapisi siklopentanoperhidrofenantren halka sister(ekil 1).

Sekil 1. Siklopentanoperhidrofenantren

Bitkisel steroidler tctnclu karbonda hidroksil,sinei karbonda cift ba ve on
yedinci karbonda yan zincir bulundururlar. Bu kikée atomlar paralel oldiu icin bash
guruplar arasinda cis ve trans durum ortaya ¢clBardurumu onuncu karbondaki metil
gurubu ile ayirt etmek gerekir. Onuncu karbondaldtihgurubunuf kabul edersek ve
dcuncu karbondaki hidroksil gurubu gruba dik acprpgsa halka cis yapidadir. Bu
konumap konumu denir. Eer onuncu karbondaki metil gurubu hidroksil gurubyaralel
ise yap! trans olur ve konumu olgur (Un,1990). Steroidlerde yan zincir genellifle
konumundadir. Bilinen steroidlerden biri olan katekin formilu buna 6rnektilSgekil 2).

N
@

Sekil 2. Kolestrol
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Steroidler kromatografi yontemi ile saflailir ve spektroskopik yontemlerle tayin
edilirler. tH NMR spektrumunda metilen bantlari @.52.50 ppm arasinda, metil pikleri
0.00 -1.50 ppm arasinda gorular. Hidroksil gurubkoasu hidrojenler 3.50 - 4.50 ppm

aralginda goralur.

IR spektrumunda alifatik C-H Bkari 2850-2900 cm aralginda goralur. Hidroksil
guruplari ise 3000 -3500 ctaralginda gorulir. UV spektroskopisi steroidler icin laz

bilgi vermez.

1.3.2. Terpenoidler Hakkinda Genel Bilgi

Terpenoid bilgikler tim canl organizmalarda bulunurlar. gdek yapisal

Ozellikleri ve biyolojik 6nemleri bu bilgklere olan ilgiyi arttirmaktadir.

Bitkilerde genellikle serbest halde bulunurlar-18 karbonlu terpenler su buhari
distilasyonu ile daha fazla karbonlu biyuk terpemlesisik ekstraksiyon yontemleri ile
izole edilirler. Terpenoid bikgkler 2-metil-1,3-butadien birimlerinin  kekuyruk
kondensasyonu ile gymaktadir. Bu yapi izopren birimi oldundan bu kondensasyon ile

olusmus bilesiklere terpenoid adi verilir Sekil 3).

Sekil 3. izopren Bas-Kuyruk Kondensasyonu
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Bitkisel yapida, terpenoid biyosentezinde mevdomisit Sekil 4), su ve
karbondioksit kaybederek izopren birimini giurur. Mevalonik asit ise yine bitkinin yapi
tasl olan asetilkoenzimA ‘nin parcalanmasi ilegalo asetik asitten meydana gelmektedir.
AsetilkoenzimA bir ¢cok dpal bilesigin yapi tg1 olmasina kain mevalonik asit sadece
terpen biyosentezini bitkideki gir metabolik olaylardan ayiran hiiktir. Bu da terpenin
olusumunun asetilkoenzimA bg&sine dayandiini gosteren bir bulgudur (Gismann and et
al.,1969; Tedder and et al., 1978¢kil 10). Mevalonik asitin ATP ile reaksiyonundan

mevalonik asit-5-pirofosfat ogur (Sekil 4).

HO HO

3 CHsCO0H—> ()
! &

; ! -
HOOC CH0H  Hooo  CH2OPP

Asetik Asit Mewalonik Asit Mevalonik Asit-5-Pirofosfat

Sekil 4.Mevalonik Asit -5- Pirofosfat Olusumu

Tersiyer hidroksil gurubunun fosforlanmasindan raordekarboksilasyon ve

dehidrasyon ile izopentenil pirofosfat elur (Sekil 5).

H}‘j CH3 ?PE} CH3

»

— P —}
1 OPP

HOOC CHyOPP HOOC — CH20PP

Mevalonik Asit-3-Pirofosfat Mevalonik Asit-3.5-difosfat  Izopentenil Pirofosfat

Sekil 5. izopentenil Pirofosfat Olusumu
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izopentenil pirofosfat, biyolojik bir izopren olgundan ancak bir enzim ile
biyosentez gercekje. Boylelikle dimetilallilester olgur (Sekil 6).

ﬂ OPP /_\— OPP

& —IPP .f’_\. e TR

Sekil 6. izopentenil Pirofosfat Olusumu

Bu iki izomerin kondensasyonu ile geranilpirofdsflusur. Dehidrasyon sonucu ile

monoterpenlerin biyosentezinde rol alan geraniodwol (Sekil 7).

CH3 DP"’ CHa
'\/I\(\ o /\/\)\/\ o

P

ranil Pirofosfat

CH3

Dimetilallil Pirofosfat Izopuntcml Pirofosfat  Geranil Pirofosfat ;5.

|
Y

| |
I/;\\/\ \/KV/\DH

Geraniol

Sekil 7. Geranil Pirofosfat ve Geraniol Olusumu
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Geranilpirofosfat ile izopentenil pirofosfatin kiensasyonu farnesil pirofosfati
olusturur. Bu Uriin seskiterpenlerin biyosentezindedlir (Sekil 8).

OFF
ﬁ | = 5
/‘:‘\\\\// e I/‘\ | .
| —— i |
| I L '
e CH2OPP \| ‘»f’/h\
I |
e /. CH>0PP
Geranil Pirofosfat Izopentenil Pirofosfat Famesil Pirofosfat

Sekil 8. Farnesil Pirofosfat Olusumu

Farnesilpirofosfat tekrar izopentenilpirofosfate il geranil-geranil pirofosfati

olusturarak diterpen bikginin ana maddesini meydana getir§ekil 9)

>\ ——CH30PP >\

Famnesi] Pirofosfat  Izopentenil Pirofosfat . Geranil-geranil Pirofosfat

Sekil 9. Geranil-geranil Pirofosfat Olusumu
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AsetilkoenzimA dan biyosentez yoluyla ¢&in maddeler genel olargkkil 10 da
gosterilmitir.

Asazil Co A ( CH3COSCo A

v CH3

MMevalonat ~~ /DH
i e
. TC—=CHS
o = CH2CH20H
Y _ :
2 3 | |
LS—IPP, LH—TPP /\/\
A OFFP //\/\OPP

i A
Geranil-PP (C-10) —— Monoterpenler |

| ﬂf—IPP Wentan

Y
Famesil-PP (C-15)

" \‘\“ Seskiterpenler |
Germakran

Skualen
Geranil-geranil-PP (C-20)

Steroitler

Diterpenler

Stigmastan

Triterpenl er
koauran

¥

Karotenoitler

Ejﬁwvwmﬁ
N

Sekil 10. Terpenlerin Olusumu
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Ruzicka tarafindan ortaya atignolan “izopren kural”’na gore butlin terpen
bilesikler izopren birimlerinin iki yada daha fazla legiesiyle olgmustur (Boiteu and et
al., 1964).

Tablo 1: Terpenlerin Siniflandiriimasi

Izopren Sayisi|  Sinifi C Sayisl
1 Hemiterpenler 5

2 Monoterpenler 10

3 Seskiterpenler 15

4 Diterpenler 20

5 Sesterterpenler 25

6 Triterpenler 30

8 Tetraterpenler 40

n Politerpenler 5n

Terpenler ugucu ve ugucu olmayan terpenler olmadrdi ikiye ayrilir. Ugucu
terpenler kucuk molekulli monoterpenlerdir. Uguclmayan terpenler ise buyuk
molekulli politerpenlerdir. Ugucu olan terpenleraolasyonunda gaz kromatografisi ve

yuksek basincl sivi kromatografisi kullaniimal{Boiteu and et al., 1964).

1.3.2.1 Diterpenler

Bitkiler aleminin en yaygin terpenoit bgiglerinden biridir. Geranil-geranil
pirofosfattan tiremngidogal izoprenoid olan diterpenler aktif bglkler olmalarindan dolayi
surekli bu bilgiklerle calgilmaktadir. Ancak c¢ok kolay oksitlenme reaksiyonu

verdiklerinden dikkatli caftimasi gerekmektedir.
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Diterpenler kimyasal yapilaringagidaki gruplara ayrilirlar;

Asiklik Diterpenler

Monosiklik Diterpenler

Bisiklik Diterpenler

Trisiklik Diterpenler

Tetrasiklik Diterpenler

Pentasiklik Diterpenler

Makrosiklik Diterpenler

Lakton veya furan halkasi iceren Diterpenler

Euphorbia tirlerinde bulunan diterpenlerin kendamgu iskelet yapilari dikkat
cekmektedir. Trisiklik ve tetrasiklik yapinin (tigh, ingenan, daphnan) yani sira
makrosiklik yapidaki (casban, lathyran, jatrophatijerpenler euphorbia tirlerinden
siklikla izole edilmglerdir (Sekil 11). Bu bilgikler oksijenli tlrevleri halinde estegmis
olarak olgurlar. Esterlgmis diterpenlerin ¢gu kararsiz oldgu i¢cin kromatografikglemler
sirasinda hidrolize olabilirlerizolasyon sirasinda bozunabilir, isuki ve alkalilerle

Ozelliklerini kaybedebilirler. Bu nedenle gaha ve saklama kallari cok 6nemlidir.

Diterpenlerin taninmalarinda 6zel bir renk rea&sily yoktur. Dger terpenik
reaksiyonlarda oldiu gibi ince tabaka kromatografisinde taninmalain igSulftrik Asit

veya Selenyum Silfat belirtecleri kullaniimaktadir

Yap! analizinde ise kimyasal yontem ve spektrahlialer en c¢ok kullanilan
yontemlerdir. Bu bglamda *H NMR Spektroskopisi yapi hakkinda en fdalgi veren
yontemdir. Diterpenler dort izopren molekilintnldsimesiyle meydana geldiklerinden
spektrumda 5 metil grubu 0.00 - 2.00 ppm’ de ardmima Fakat metil gruplari bazi
hallerde CHO,COOH gibi gruplarla gigebilir veya metil hidrojenleri siibstitlie olabilirle
Iste bu hallerde spektrum aral kayabilir. Orngin metil grup ekzometilen haline

donsmuisse spektrum 4.50 ppm civarinda gesingletler halinde g6zlenebilir.
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1 1
:"'\ X I] : '\S
{2 |L 7
j-""'"-ﬂ:\\ .
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Tiglian Invenan

1 ]
|_|II_' 11
ATV
II
20
Daphnan Casban

Jatrophan

Lathyran

Sekil 11. Euphorbia Tiirlerinde Sik¢a Rastlanan Ditepenlerin iskelet Yapilar
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1.3.2.2. Triterpenler

Alt1 izopren bilgiginden olgan triterpenler, halkali ve 30 karbon iceren yapika
Bitkilerde serbest halde ve glikozitleri halindeldmabilirler. Serbest triterpenler alkol,
aldehit, karbonil, karboksilik asit ve lakton graphi tgiyabilirler (Boiteu and et al.,
1964).

Euphorbia bitkisinden elde edilen triterpenlerraideristik olarak sikloartan tipi
pentasiklik iskelet yapisina sahip kilderdir. Dokuz ile onuncu karbonlar arasinda
siklopropan halkasi gamakta ve 'H NMR spektroskopisinde 0.30 ve 0.55 ppeki
dubletlerin izlenmesiyle arjdmaktadir. Bu tip terpenler ganluk olarak Euphorbia
turlerinden elde edilir§ekil 12).

Triterpenlerin taninmasinda Liebermann-Burcharchk rereaksiyonu en fazla
kullanilan yontemdir. Mavi-ygl renk triterpenlerin oldgunu gostermektedir (Boiteu and
et al., 1964).

Triterpenlerin tH NMR Spektrumu diterpenlerdelbigbldukca énemlidir. Metilen
zarflarl bileigin steroid veya triterpen ol@u bilgisini verir. Zarf genise bilaik steroid,
zarf daha sivri ise triterpen bgigi kanisina varilabilir. Sekiz metil grubuna sahi@aro
triterpenlerin  spektrumda vagli bazi hallerde metillerin  modifiye olmasiyla
gorulemeyebilir. Clnki metillerin aldehit, alkobgigruplara dgismeleri kaymalara sebep

olur.



20

Lanostan

bek

1-d

Lupan

Sekil 12. Euphorbia Tiirlerinde Sikca Rastlanan Tritepenlerin iskelet Yapilari
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1.3.3. Euphorbia Bitkisi Tiirlerinden Izole Edilmis Bilesikler

1.3.3.1. Tanenler
Euphorbin B (Lee and et al., 1991)

Tarevleri: 3,4-Bis-O-degalloil (Euphorhelin)

Euphorscopin (Lee and et al., 1991)

OH

H
HQ .."'ﬁ“-.

oH
| OH

G . m—nc‘i{zzﬁ FE’E

- |
i '—T‘% “;-—t:cm__,_/a A
irffﬂ%{’? J—/I

o = p 1Y

HO I 1
|

t, s

OH
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Helioscopin A.(Lee and et al., 1991)

Helioscopinin A. (Lee and et al., 1991)

OH H OH oy

Aktivitesi: Antialerjik ve antiastimatik
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1,6-Hexahidroksidifenilglukoz (Lee and et al., 1991)

= =
Co co
| |
. o
OH
OH
OH

Tarevleri: 3-O-(3,4,5-trihidroksibenzoil) (Helispmin B)
2,3,4-Tris-(3,4,5-trihidroksibenzoil) (Daviia)

Mallonin (Lee and et al., 1991)

OH OH

OH

HOH3Cg o)
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Carpinusin (Lee and et al., 1991)

1.3.3.2. Aromatik Bilesikler

2-Amino2-(3,5-dihidroksifenil)asetikasit(Mauller and et al., 1968)

(FOOH
HiN—C—H

HOU =~ “oH

Aktivitesi: Metabotropik glutameta-reseptér aganis

2-Undecanon(Banglaf and et al., 1983)

/(}MKHE};C{MEJ}CH{ H,
— |

O S
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1.3.3.3. Diterpenler

5,6;12,15-Diepoksi-3,7,9,11,14- jatrophanpent¢kosemura and et al., 1985)

HO

Aktivitesi: Toksik

Tiirevleri: 3-Benzoil,7,9,11-tri-Ac (Euphohelin A)
3-Benzoil,7, 9-di-Ac (Euphohelin B)
3,14-Dibenzoil,7,9,11-tri-Ac (Euphohelin C)
11,14-diketon,3-benzoil,7,9-di-Ac {Euphohelin I)
11-Keton,3-Benzoil,7,9-di-Ac (Euphohelin E)

Euphohelionon(Yamamura and et al., 1989)

‘iGDPh

FhOOC

COOFh

Euphohelioscopin(Yamamura and et al., 1989)

o
ac 1 B
| =
A '

Tdrevieri: 4°.5"-Epoksit (Euphohelioscopin B)
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Helioscopinolide A.(Crespi-Perellino and et al., 1996)

Turevleri:

3-hidroksi-8(14), 13(15)-abietadien-16,12-olide

3-Epimer (Helioscopinolide B)
2-ox0 (Helioscopinolide C)
9-hidroksi, 3-keton (Helioscopinolidé D

5,11-jatrophadien-3,7,9,14,15-phentqIShizuri and et al., 1984)

Aktivitesi:

Turevleri:

Antitimor aktivite

3-Benzoil-7,9,14-tri-Asetil (Euphornin)
3-Benzoil-9,14-di-Asetil (Euphornin A)
3-Benzoil-7,14-di-Asetil (Euphornin B)
7-keton-3-Benzoil-9,14-di-Asetil (Euphornin C)
3-Benzoil-7,9,14,15-tetra-Asetil (Euphornin D)
5,11,14-jatrophatrien-3-Benzoil-7,9,14-tri-A$€Ruphornin E)
15-deoksi-14,15-didehidro, 3-Benzoil-7,9,14Asetil
3-Benzoil-7,9-di-Asetil
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3,7,14,15-Tetrahidroksi-5,11-jatrophadien-9-or(Yamamura and et al., 1989)

Altivite: Antitlim&r aktivite

Ttrevleri: 3-benzoil-14,15-di-asetil (Euphoscopin A)
3-benzoil-7,14,15-tri-asetil (Euphoscopin B)
3,7-dibenzoil-14,15-di-asetil (Euphoscopin C)
7-keton-3-benzoil-14,1 5-di-asetil (Euphoscopin D)
14-keton-3-benzoil-15-asetil (Euphoscopin E)
14-keton-3-benzoil-7,15-di-asetil (Euphoscopin F)
3-benzoil-14-asetil (Euphoscopin G)
3-benzoil-7,14-di-asetil (Euphoscopin H)
3-benzoil-15-asetil (Euphoscopin I)
3-benzoil-7,15-di-asetil (Euphoscopin )
3-benzoil-7-asetil (Euphoscopin K)
14-keton-3-benzoil-15-asetil (Euphoscopin L)

3,7,14,15-Tetrahidroksi-5,11-jatrophadien-9-on (1 Form) (Zayed and et al., 2001)

3.7.14,15-tetrahidroksi-5, 1 1-Jatrophadien-9-on (13- form)



28

12-0O-benzoil-13-isobutiril-20-O-asetil-4-deoksi(d) phorbol (Zayed and et al., 2001)

Me

H5C60C0  ococH—Me

12-O-isobutiril-13-O-asetil-20-O-benzoil deasiphorbol (Zayed and et al., 2001)

Me

Me—HCOCO OCOMe

5,13-(0O-asetil-O-isobutiril)-12-O-benzoil-4,20-dieksi-5-hidroksiphorbol (Zayed and
et al., 2001)

Hj CﬁD‘CD D{:OCHj
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3-0O-Angeloksi ingenol(Zayed and et al., 2001)

OCOCHMeCHMe

1.3.3.4. Triterpenler

Sikloart-24-en-3-ol(Ageto and Arai, 1984)

ro” 7%

Aktivitesi: Laksatif, balgam soktiigiicii, kas gevsetici

Tirevlen: 3-Ac (Sikloartenil a,sata;)
3-keton(sikloartenon)
Sikloarta-22,24-dien-3.21-diol
Sikloarta-7.24-dien-3.21-diol
Sikloarta-16,24-dien-3-ol

Sikloarta-3 24-dion
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Lup-20(29)-en-3-ol(Nazir and et al., 1998)

Tirevleri: Isolupenil asetat

Lupeol crotonat
Hexadecanoil (Lupeol Palmitat) (Sambulin A) : antihepatotoksik etki
Lupeol eicosanoat

Lupeol cinnamat

Lupenon

20,29-epoksi-3-lupanon

19aH-Lupeol

1.3.3.5. Flavonlar

Hyperin (Quercetin-3-galaktozit) (Datta and et al., 2000)

3-0-f-D-Galaktopiranosiloksi-3° 4°.3, 7-tetrahidroksifurar

Altivitesi: Vazodilator aktivite, antihipertansif ajan

Tirevleri: Quercetin-2-digalaktozit (antitussive aktivite)

Juercetin->.53-digalaktozit
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1.3.3.6.Siklopentandiol Turevleri (Matsuura and et al., 1993)
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2. MATERYAL VE METOD
2.1. Genel Teknikler
2.1.1. Kromatografi
2.1.1.1. Kolon Kromatografisi

Ekstrelerin fraksiyonlandirilarak ayrilmasi amaler kullanildi. Dolgu maddesi
olarak Silicagel 100 ( 0.063-0.200 mm, 70-230 m&SHM ) kullanildi. Adsorban, dibine
az miktarda pamuk yeggrilmi s cam kromatografi kolonuna konuldu ve hafifce varak
yerlestirildi. Ust kisma adsorbanla kafriimis ve ¢oziclisii tamamen uguruknekstre
ilave edildi. Ekstre miktarina kih olarak farkli boyutlarda kolonlar kullanilgtir.

2.1.1.2.Ince Tabaka Kromatografisi

Ince tabakalar ve @ér preparatif cagmalar icin Merck 5554 hazir plaklar

kullaniimustir.

2.1.2. Spektrometreler

2.1.2.1. Ultraviyole Spektrofotometresi

Incelemeler Simadzu cihazinda yapildi. BReer hekzan / kloroform ¢ozeltilerinde

yuratuldu.

2.1.2.2. Infrared (IR) Spektrofotometresi

IR spektrumlari kloroform icinde Perkin Elmer a#hinda alindi.
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2.1.2.3. 'TH NMR ve 13C NMR Spektrometresi

IH NMR ve 13C spektrumlari Brucker AC-400 L (40(H®) cihazinda alinmtir.
IH NMR spektrumlari alinirken referans Rile olarak tetrametilsilan, ¢6zucl olarak

deterokloroform kullanilngtir. 33C spektrumlari ise kloroform referansindamlstir.

2.1.3. Cozuculer

Ekstraksiyon glemlerinde ve 6n ayirmaslemlerinde teknik c¢oztculer distile
edilerek kullanilmy, madde izolasyonunda Merck c¢ozicliler ve analizlein

spektroskopik ¢oziculer kullanilgtir.

2.2. Yapilanislemler

2.2.1. Bitki Toplama Ve Kurutma

Bitki, Ziraat Fakultesi yuksek lisansgi@ncileri gozetiminde bitkiler Gniversitemiz
kampus alanindan ve TokiitPazarilgesi Firat Mevkii’ nden toplandi. Toplama sirasind
bitkinin kokuyle beraber alinmasina dikkat edilfiaplanan bitki numuneleri gligesigina
maruz kalmadan golgede kurutuldu. Kurutulan numemelkok, gévde ve yapraklar ayri
ayri gruplandirildi. Gruplanan numunelerin bitkietiklerini tamamen tgmasina dikkat

gosterildi.

2.2.2. Tur Teshisi Ve Ogiitme

Kok, govde ve yaprak kismina ayrilan numunelar teghisi yapiimak tizere GOP
Universitesi Fen-Edebiyat Fakultesi Biyoloji Bolurtdrafindan incelendi. Yapilan yaprak
sekli, cicek yapisi, koklerin ¢cok yillik olup olmama yaprak damar sayisi ve ta¢ yaprak

yapisl incelemeleri sonucu numuneiiiaphorbia aleppica L. oldugu sonucuna ulald!.
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Bitki numunesi gutticiden gecirilerek tamamen toz haline getiritiylelikle numunenin
uygulanacak c¢oOzeltide maksimum c¢o6zinmesi ve coOzeftamina gececek madde

miktarinin en yiuksek verimde olmasgkand!.

2.2.3. Bitkinin Ekstre Edilmesi

Ogutulmis bitkisel materyalin toprak Ustii kismindan 30 gnammumunelerden 5
adet hazirlandi. Hazirlanan numuneler sirasiyl8,AC, D, E harfleri ile sembolize edildi.
200 ml %100 Hekzan c¢ozeltisi kullanilarak calkataya ekstre icin birakildi. Bu
numunelerin 1, 2, 3, 4 ve 5 gun zaman dilimindeskalmasi sglandi. Daha sonra
hekzan ¢ozeltisi evaporatordestid basingta uzak§arilarak sema 1'de gosterildi Gzere
sirastyla kloroform, etilasetat, metanol ve su ieuamele edildi. Elde edilen
ekstraksiyonlar kolon kromatografisi yontemiyleltama gore gruplandirldi ( Resim 16 ).

Ekstrelerin ¢oOzuculeri gk basingta uzakgairilarak maddeler kuvars kivetlerde
silikagel tabakalarda yuratuldd. Ydratme %100 Hekzgbzeltisinden bganarak artan
oranlarda kloroform c¢ozeltisi karmiyla yapildi. Daha sonra ekstraksiyonlarin, total
antioksidant aktivitesi, total indirgenme aktivitestiperoksit radikali giderme aktivitesi ve
serbest radikal giderme aktivitesi dlctimleri yapilBu aktivitelerin her biri standart olarak
kullanilan a-tokoferol (vitamin E), butillenngi hidroksi tolien (BHT), butillennsi hidroksi
anisol (BHA) ile kasgilastirildi. Ayrica her ekstre icin total fenolik bgi& tayini yapildi.
izole edilen bilgiklerin biyolojik aktiviteleriin vitro olarak dgerlendirildi. /n vitro olarak
yuksek antioksidant aktivite gosteren her bir dile saglik ve gida sanayisinde
kullanilabilmektedir. Daha sonra S.Granarius @odézerinde fumigant etki denemeleri

yapildi.
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Resim 16. A, B, C, D, E Numuneleri Hekzan, Etilasat, Metanol, Kloroform ve Su

Fazlar)
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Bitki Materyali
A R | - I
l l Lo |

lTll [ ]

A 4 | |
| Hekzan | | Hekzan | | Hekzan | | Hekzan | Hekzan
Oda Sicakitinda hekzan ile
Oda Sicakfinda hekzan Oda Sicakftinda hekzan Oda Sicakftinda hekzan Oda Sicakiiinda hekzan ekstraksiyon, 110 Saat
ile ekstraksiyon, 24 Saat ile ekstraksiyon, 48 Saat ile ekstraksivon. 72 Se ile ekstraksiyon, 96 Saat v
A 4

l \4
l l A 4 l A 4 l \ 4 § Bitki materyali
. ) i ; Bitki materyali | Hexane (H ekstresi
- Bitki materyali Hexane (H Bitki materyali Hexane (H' Bitki materyali Hexane (H' i
Hexane (H ekstresi (H. ekstresi ( ckstresi Y ( ekstresi
Oda Sicakfiinda CHC}, ile

Oda Sicakfiinda CHCY, Oda Sicakfiinda CHCY, Oda Sicaklzinda CHC, Oda Sicakfiinda CHCY, ile ekstraksiyon, 110 Saat
ile ekstraksiyon, 24 Saat ile ekstraksiyon, 48 Saat ile ekstraksiyon, 72 Saat ekstraksiyon, 96 Saat

e T e

_ Bitki materyali CHCIz (C) Bitki materyali
CHCI; (C) Bitki materyali CHCI; (C) Bitki materyali CHCl; (C) Bitki materyali CHCIz (C) ekstresi ekstresi

ekstresi ekstresi ekstresi

Oda Sicakfinda EtOAc Oda Sicakfiinda EtOAc
Oda Sicakifinda EtOAc Oda Sicakginda EtOAc Oda Sicakfiinda EtOAc ile ekstraksiyon, 96 Saat ile ekstraksiyon, 110 Saat
ile ekstraksiyon, 24 Sagt ile ekstraksiyon, 48 Saat ile ekstraksiyon, 72 Saat

v l l l A 4 l Bitki materyali itki i
. Bitki materyali SoA B Bitki materyali EtOAC (E) Bitki materyali EtOAc (E) ekstresi EtOAc (E) ekzlttr elsrinateryeu

ekstresi ekstresi ekstresi
l Oda Sicakfiinda MeOH l Oda Sicakiinda MeOH Oda Sicakfiinda Meun

Oda Sicakiinda MeOH Oda Sicakliinda MeOH
ile ekstraksiyon, 24 Saat ile ekstraksiyon, 48 Saat

| ] ! | I |

Bitki materyali MeOH (M Bitki materyali
MeOH (M) Bitki materyali MeOH (M) Bitki materyali MeOH (M) Bitki materyali MeOH (M) ekstresi (L) ekstres
ekstresi ekstresi ekstresi

l Oda Sicakfiinda HC l Oda Sicakfiinda Hz0$ile Oda Sicakfiinda HO ile l

ile ekstraksiyon, 72 Saat ile ekstraksiyon, 96 Saat ile ekstraksiyon, 110 Saat

ile ekstraksiyon, 72 Saat ekstraksiyon, 96 Sa ekstraksiyon, 110 Saat
ekstraksiyon, 24 Saat ekstraksiyon, 48 Saat

Sekil 13. EkstraksiyonIslem Basamaklari

Oda Sicakfiinda HO ile l Oda Sicakfiinda HO ile
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2.2.4. Bazi Biyolojik Aktivite Deneyleri

2.2.4.1. Superoksit Radikali Absorbsiyon AktivitesiDeneyleri

1-5 gunlik zaman araliklarinda metanol, hekzan, ldaroform ve etilasetat
ekstrelerinin sUperoksit radikali absorbsiyon aktivdeneyleri yapildi. Bunun icgin
ekstraksiyonlardan her biri 10@g/ml hazirlandi ve yine ayni oranda hazirlanan

antioksidant 6zelfie sahip olan BHT, BHAg-Tocoferol (Toc) maddeleri ile katastirldi.

2.2.4.2. Antioksidant Aktivite Deneyleri

Ekstraksiyonlarin antioksidant aktiviteleri gtralldi. Bunun icin ekstrelerin 100
ug/ml cozeltileri hazirlandi. Kadastirma maddeleri olarak ayni oranda hazirlanom
Tocoferol (Toc) ve BHT kullanildi. Yapilan denenmele 6zellikle BHT aktivitesine yakin
veya daha yuksek bulgular elde edildi.

2.2.4.3. Serbest Radikal Giderme Aktivitesi Deneyte

Ekstrelerden 25ug alinarak 1 mL’lik ¢ozeltiler hazirlandi. Ayni dgmlerde
karsilastirma maddeleri olan BHT ve-Tocoferol (Toc) hazirlanarak aktivite deneyleri
yapildi. Yapilan deneyler sonucu 1-5 ginlik zamaahg@nda 6zellikle metanol

ekstrelerinin aktivite dgerlerinin oldukga ilging oldgu belirlendi.

2.2.4.4 Indirgenme Giicii Aktivitesi Deneyleri

Ekstrelerden hazirlanan 16 pg/mL’ lik ¢ozeltilemairgenme guicu aktiviteleri

hesaplandi. Hesaplamalardagkastirma maddeleri BHT ve Toc kullanildi. Sonuglar

degerlendirildi.
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2.2.4.5. Fenolik Bilgik Tayini

Fenolik maddeler dial antioksidantlarin en énemli gruplarini glururlar. Bunlar
bitkilerin tim kisimlarinda gorilen polifenolik kgranentlerdir. En yaygin bitkisel fenolik
antioksidanlar flavonoitler, sinnamik asit turevlekumarinler, tokoferoller ve fenolik
asitlerdir. Bunlarin besinlerde bulunan ve kolagik oksitlenebilen maddeleri
oksidasyondan koruduklari bilinmektedir. Bu amafgaolik bilesik tayini yapilmgtir.

Bunun i¢in su, metanol ve etilasetat ekstreleridqulmistir.

2.3. Etken Maddeninizolasyonu ve Fumigant Etki

2.3.1. Kolon Kromatografisi Uygulamasi

Diklormetan c¢o6zeltisinden 500 mL alinarak bitkiniggttilmds toprak st
kismindan 30 gr. ile kagtirnllarak calkalayiciya 1 L’'lik balon icinde konuwld Yapilan
aktivite deneyleri siginda 3 gun sonunda keim alinarak stzgec kedi yardimiyla
suzildd. Elde edilen ekstrenin, diklormetan c¢ogeltdisuk basingta evaporatdrde
uzaklgtinldi. Elde edilen madde miktari 15.78 gr. (% &@=2erim) olarak 6l¢culdi. Daha
sonra ekstre, yeterli miktarda slikagel ile biikyuklendi. Kolon hareketli fazi icin 1/1
oraninda kloroform-hekzan kammi hazirlandi ve kolona Blandi. Fraksiyonlar her ke
tupte bir kontrol edilerek % 90 - % 10 hekzan kform iginde UV giginda kontrol edildi.
Ik 26 ekstrakt acik sari, 26-41 arasi koyu g&¥1;159 arasi renksiz olarak elde edildi. 75.
ekstrakta UV altinda organik madde tespiti yapik&9. ekstraktan sonra kolona % 100
kloroform tatbik edildi. 182. ekstrakta acik sank elde edildi. 217. ekstraktan sonra ise
koyu sari-yeil renk elde edildi ve 284. ekstrakta madde kalrged karar verilerek kolon
sonlandirldi. Elde edilen ekstraktlarin ITK'de &dgerleri ayni olanlar birlgirildi (Resim
17) ve her bir fraksiyon “F” ile sembolize edilereumaralandiridiK1: 0-49 ,F2: 49-157,
F3: 157-219F4: 219-247 F5: 247-284 ). Daha sonra fumigant etki testleri idapi
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' YT
F1:0-49 F2:49-157
Resim 17.Tipik ITK Uygulamasi

2.3.2.Sitophilus garanarius (Bugday Biti) Uzerinde Fumigant Etki

Fraksiyonlarin laboratuar ortaminda ygtilen Stophilus garanarius (bugday biti)
Uzerinde fumigant etkisini gézlemlemek amaciyla, b sikstirma kapakh cam tipler
uzerine Whatman filtre Kgatlarindan 30 mm’lik diskler hazirlandi. EkstreBér 10 ekstre/
aseton olacaksekilde seyreltilerek dereceli pipet ile 150 pl/Lachk sekilde filtre
kagitlarina emdirildi. Bu sirada her cam tipe 20 edgitek ve 10 gr kiday koyularak
hazirlandi. Emdirmeslemi biter bitmez filtre kaitlari toplu gne ile tutturularak cam
tupler kapatildi. Kontrol ¢6ztci olarak 150 pl/lseton kullanildi. Sicaklik 27 °C olacak
sekilde ayarlanan tupler, 24, 48 ve 72 saatlik zarddimlerinde kontrol edildi. Her
kontrolde 61U bécekler ortamdan uzaitialarak 6lum oranlari kayit altina alindigkil 19,
20, 21).
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3. BULGULAR

3.1. Biyolojik Aktivite Deneyleri

3.1.1. Superoksit Radikali Giderme Aktivitesi

Sekil 14’de de goruldgl Gzere 1-5 gunlik zaman dilimlerinde alinan ekestire
tumuinde superoksit absorbsiyonu benzer oranlardantbu. Bununla beraber, ¢ozlci
turlerine gore absorbsiyon oranlarinda farklihgpi edildi. C ekstraktinda (3. giin) hekzan
ile ekstrakte edilngimaddenin en yuksek absorbsiyona sahip @idyodrildi (1.4275). Bu
oran BHT (1,3574) ve Toc (1,36447) maddelerininsaabsiyon dgerinden daha
yuksektir. Dger gunlerde yapilan deneylerde de hekzan ile ekstliéen maddenin
superoksit radikali stpurtcu etkisinin en yuksegeikere sahip oldgu gorulda. B (2 gun)
metanol ekstresinin sUperoksit radikali stpurickiseten diguk oranda tespit edildi
(0.374233). Bunun yaninda B(su) ekstresi de megaryalkin dgere sahip bulundu
(0.4018). Farkh zaman dilimlerinde metanol ve swdman tim ekstrelerin en gik
supiruct etkiye ve BHA maddesine (0.39887) en yall@derlere sahip olduklarn
gozlemlendi. B(etilasetat) ekstresinin absorbargedg1.2576) ve B(kloroform) ekstresi
absorbans deri (1.01603) yuksek sayilabilecek oranlarda tesgildi.

superoksit radikali giderme (100 pg/mL)

O MeOH B Hexane OWater OCHCI3 BEtOAc OBHT BBHA OToc

1,6
1,4 1
1,2 1

1 i
0,8 -
0,6 -
0,4
0,2

0 §

1 2 3 4 5

absorbance

days

Sekil 14. Superoksit Radikali Giderme Berleri
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3.1.2. Antioksidant Aktivite Deneyleri

Yapilan denemelerde 6zellikle BHT aktivitesine yakeya daha yiksek bulgular
elde edildi. A (1 gun) ekstresinde en yiuksek ataiii %90.5 ile metanol c¢ozeltisi ile
alinmg ekstre gosterirken, en gik aktiviteyi ise % 41.2 orani ile hekzan ¢ozeligghde
alinms olan ekstre gostergtir. Diger ekstrelerde yapilan denemelerde zaman arttik¢a
hekzan ekstrelerinin de antioksidant aktivitesinilogru orantili olarak yikseldi
goralmistir. Oyle ki; bg gunlik E(hekzan) ekstresinin aktivitesgeli tim ekstrelerden
oldukca yuksek bir dgr olan %98.5 bulunduS€kil 15). Bunun yaninda 2 gunlik

B(metanol) (% 58.7) ve B(etilasetat) (% 54.3) elstinin kendi dgerleri icinde en dgiik
antioksidant aktiviteye sahip olgu goruldi.

Toplam Antioksidant Activite (100 pg/mL)

OMeOH B Hexane Owater OCHCI3 BEtOAc OToc MBHT

100
80
60 -

% ink.

40 -
20

day

Sekil 15. Antioksidant Aktivite Dgerleri
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3.1.3. Serbest Radikal Giderme Aktivitesi Deneyleri

Yapilan deneyler sonucu 1-5 gunlik zaman gmadia O6zellikle metanol
ekstrelerinin DPPH dgerlerinin Toc ile ¢ok yakin veya yuksek, BHT maddden de
oldukca yuksek oldgu belirlendi. Yine deneyler sonucu hekzan, klorofove etilasetat
ekstrelerinin DPPH dgerlerinin birbirine yakin veya ayni oldu sonucuna ukaldi.
Ornezin B (2 giin) ekstresinde B(hekzan) DPPHsele % 77.6 iken B(etilasetat) ve
B(kloroform) DPPH dgerleri % 78.9 olarak bulundu. 2 ginlik zaman dilsonunda
alinan B(metanol) %97.3 ve B(su) %90.5 DPPHeleile BHT ve Toc maddeleri
aktivitelerine yakin dgerler olarak elde edilrglierdir.(Sekil 16)

Serbest Radikal Giderme ( 25 pg/mL)

‘I:IMeOH Bl Hexane OWater O CHCI3 BEtOAc OToc BBHT

100

80 A
60 -
40 A
20 A

% Radikal giderme
aktivitesi

day

Sekil16. Serbest Radikal Giderme Yuzdeleri
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3.1.4.Indirgenme Giicii Aktivitesi Deneyleri

Deney sonuclarina gore 3 gunlik C(metanol) eksilesen yiksek indirgenme
gicune (1.0331) uddigl, artan gunlerde de aktivite gkrlerinin yiksek seyrefii
gozlemlendi. Dier taraftan hekzan, su, kloroform ve etilasetatreleyinin aktivitesinin
zamanla artf, ancak oran olarak ¢ok buyuk gigkler gostermedii sonucuna varildi
(Sekil 17).

toplam indirgenme guct (16 pg/mL)

‘EIMeOH B Hexane OWater OCHCI3 BEtOAc OBHT BToc

1,2

0,8 A
0,6
0,4
0,2

absorbance

days

Sekil 17. indirgenme Glict Caerleri
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3.1.5. Fenolik Bilgik Tayini

Yapilan fenolik bilgik tayininde D (4 gin) metanol ekstresinin fenobiesik
absorbansi en yiksek @de bulundu (0.621888). Genel sonuclara bagkrida da
metanol ekstrelerinin absorbansgdderi yiksek tespit edildi. Bununla beraber egétas
ile alinan ekstrelerin fenolik bge tayini degerleri 1 gunluk ekstrede 0.049274 gibisdki
bir deger olmasina karn diger ginlerde oldukca arg gorulda ki orngin 3 gunlik
C(etilasetat) ekstresinin absorbangete 0.444502 6lculdl. Bu da yakli 9 kat arttgini
gostermgtir. Su ile alinan ekstrelerin absorbangelteri de ilginglik arz etmektedir. 1
gunlik ve 5 gunluk su ekstrelerinin absorbangederi (Asu: 0.096992 , Esu: 0.101141)
distk olmasina rgmen 2, 3 ve 4 gunlik zaman dilimlerindegeder yikselme goésterdi.
En yiuksek absorbans ghkxi 2 gunlik (Bsu: 0.596253) ekstresinde elde ed#idkil 18).

toplam fenolik bile sik

OMeOH BWater OEtOAcC

o o ©°
o o N

o o
w
. .

concantration(ug/mL)

o o
(SN

o
|
|

day

Sekil 18. Toplam Fenolik Bilgik Degerleri

Yapilan aktivite ve fenolik bikgk tayini testleri sonucu 6zellikle 3 glnlik meténo
su ve etilasetat ekstrelerinde yiksek toplam fegeigine sahip ekstrelerin serbest radikal
supirtct etki gostergii etilasetat ekstresi haric gdir iki ekstrenin ise sentetik bir

antioksidan olan BHT ye yakin veya ondan daha yikseaktivite gostermesi terpenoit
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ve flavonoit tdrevi Dbilgiklerin, ekstrelerin  buyidk gunlugunu olwturdusunu
gostermektedir. Bu da flavonoit ve terpenoit tipegklerin serbest radikal ve antioksidant

etki ile iliskili bilesikler oldugunu destekler durumdadir ( Koleva and et al., 2002
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3.2.Sitophilus garanarius (Bugday Biti) Uzerinde Fumigant Etki

Yapilan fumigant etki deneyleri sonucu Uc¢ ayrn zamdiliminde gagidaki

sekillerde verilen sonuclara yidmistir (Sekil 19, 20, 21).

24 Saat Sonunda Bocek Olumleri

100
80
0 -
20

% Olim

Ekstraksiyon

Sekil 19.24 Saat Sonunda Bocek Oliimleri

48 Saat Sonunda Bocek Olumleri

100
80 -

00 O Seril

20

% Olim

Ekstraksiyon

Sekil 20.48 Saat Sonunda Bocek Oliimleri
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72 Saat Sonunda Bocek Olumleri

120
100 - —
80
60 |
40 = —

20
||

% Olim

Ekstraksiyon

Sekil 21.72 Saat Sonunda Bocek Oliimleri

Sabit 27 °C sicaklikta yapilan kontakt fumigametaelerde kullanilaikuphorbia
aleppica L. bitkisinden elde edilen ekstrelerin gulay biti Gzeride farkli oranlarda etki
ettigi gorulmistir. Ozellikle F3 ekstresinin onemli oranlarda o#insebep oldiu
belirlendi ( 24 saat % 86 , 48 saat % 88.1 , @& s% 93.7 ). En az 6lumler ise F1
ekstresinde goruldi. Dikkat gekici birggr husus ise zaman agahin artmasiyla 6lim

oraninin ary géstermesidir.

Yapilan fumigant etki deneyleri sonucu F3 ekstiesietken maddesinin tayin
edilmesinin ¢cakma agisindan sonug getirgckararina varildi. Spektroskopik yontemlerle

etken madde yapi tayinilemlerine gecildi.
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3.3. F3 Bilaigi

F3 bilssigi IR spektrumunda, 3310 ¢inde hidroksile ait gerilme bandi, 2917 ve
2848 cm* de alifatik C-H gruplari gerilme bantlari, 16581¢ de doymangiik bandi ve
1061 cm? de siklopropan halkasina ait tiia gerilme bantlari izlenngiir ( Sekil 22 ).

IH NMR spektrumunda monoterpenlere ait karaki&risietil gruplariSekil 23’ te

gorulmektedir.

13C NMR spektrumunda 106.10 ppm de metilen karban59.79 ppm de katerner

karbonun g6zlenmesi yapida bir ekzometilen grubligar géstermektedir. §ekil 24 ).

F3 bilssiginin yapisi, literatirde verilen @gerlerin( Kikuchi and et al., 1986 )
karsilastirilmasi ve ince tabaka kromatografisinde madaigiliestirilmasi sonucunda tam
olarak anlallamamktadir. Bunun yaninda Euphorbia tirlerindahad6nce izole edilmi
olan diterpenlerin ve triterpenlerden 24-metilefeaktanol bilgiginin hayvanlara kar
zehirli oldusu bilinmektedir (Teresa and et al., 1987).



49

OO0 3000 2000 1000 4 0 ¢

W aveniimberliecm -11

Sekil 22: F3 Bilesiginin IR Spektrumu
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4. SONUC VE TARTISMA

Euphorbia aleppica L. bitkisinin icerdgi bilesiklerden Stophilus garanarius
(bugday biti) ve Stophilus oryzae (piring biti) Gzerinde fumigant etki agarmalari amaci
ile yapilan bu ¢cajmada etkili bilgik izolasyonu ve yapi tayini gercekteilmistir. Elde
edilen bilgik triterpen yapisina sahiptir. Ayrica bitki ekdttlarinin ¢aitli ¢ozeltilerde
(metanol, hekzan, kloroform, etilasetat ve su Jodsidant aktivite deneyleri yapilgilac
sanayinde ©6nem arz eden vyiksek antioksidant aievit in vitro olarak

degerlendirilmistir.

Polar ve apolar c¢ozuciler kullanilarak alinan mtstde yapilan antioksidant
aktivite deneyleri sonucu dikkat cekici olarak, Epocozicilerde antioksidant aktivite
degerlerinin zamana @ olarak artmasidir. Bunun yaninda polar ¢ozudderlinan
ekstrelerde yapilan deneylerde 2. gunin sonundakegéd yiksek antioksidant aktivite
gosteren ekstraksiyonun zaman ilerledikce belirglarak digls gostermesidir. Bu
bulgularin sebebinin polar ¢oziculerin antioksidarellik gbsteren maddeleri daha kolay
¢cbzmesi, apolar ¢oziculerin ise antioksidant maddelamana kh#i olarak daha yawa
cbzmesi oldgu soylenebilir. Yapilan deneylerdBuphorbia aleppica L. bitkisinin,
karsilastirma maddeleri olan BHT, BHA ve-Tocoferol antioksidantlari aktivitelerine
yakin veya daha yuksek ghrler bulunmstur. Bu sonuc bitkiden elde edilecek izole
maddenin in vitro olarak derlendirilebilecgini, yani ilag ve gida sanayinde
kullanilabilecgini gostermektedir.

Depo zararllarl olarStophilus garanarius (bugday biti) ve Stophilus oryzae
(piring biti) bocekleri tzerinde yapilan ve diklogtan ile 3 gun boyunca ekstre edilen
bitkiden kromatografik yontemlerle 5 farkli fraksiy elde edilmi ve fumigant etki testleri
bocek kilttrleri Uzerinde vyapilgtir. Testler sonucu zamana gha olarak tim
fraksiyonlarda bodcek olumlerinin agtigdzlemlenmitir. Ancak diger fraksiyonlara gére
cok yuksek olum deerleri (ortalama % 88) goOsteren 3 numarall fraksiyo yapisi
diterpen veya triterpen olabilir. Diterpenlerin edt yapilari, Euphorbia tirlerinde

karakteristik olarak trisiklik, tetrasiklik ve matsiklik yapisindadir.
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izole ettgimiz bilesik 6zellikle *H NMR spektrometresi yardimiylagiatirlerdeki
degerlerle kagilastiriimis ve ince tabaka kromatografisi yontemiyle kiyaslayapilarak
aydinlatiimaya cajilmistir. Diterpen tdrlerinin ve triterpen tdrlerindenlan 24-
metilensikloartanol bilggin depo zararlilarina kar kullanildigi bilinmektedir. Ancak
maddemizin yapi aydinlatma cgahalari devam etmektedirilag sektorinde, dal
insektisitlere ilginin giinden guine agitve dg@al bilesiklerden elde edilen sentetik ilaglarin

coklugu disundldigiinde cagmamizin sonucunun énemi anlam kazanmaktadir.
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