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OZET

Bu calismada endemik bir bitki olan Gypsophila Eriocalyx Boiss’in kokiinden
ekstraksiyon sonucu elde edilen saponinin kimyasal, antibakteriyel ve
antifungal ozellikleri arastirilldi. Ham saponinler kolon kromotografisi ile
bilesenlerine ayrilmaya cahlisildi ve calisma sonucu elde edilen kisimlarin Ry
degerleri hesaplandi. Saf oldugu diisiiniillen saponinin yapisi '"H NMR, “C
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ABSTRACT
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SIMGELER VE KISALTMALAR

Bu calismada kullanilmis bazi simgeler ve kisaltmalar, acgiklamalar1 ile birlikte

asagida sunulmustur.

Simgeler Aciklama

mg Miligram

mL Mililitre

g Gram

Hz Hertz

p Beta

1l Mikro

o Alfa

M Molarite

p Para

mm Milimetre

°C Celcius

R¢ Maddenin aldig1 yolun ¢oziiciiniin aldigi yola
orani

Kisaltmalar Aciklama

Uv Ultraviyole

IR Infrared

NMR Niikleer Magnetik Rezonans

TLC Ince tabaka kromatografisi

MS Kiitle spektrumu

HIV AIDS hastalig viriisii



1.GIRiS

Bir¢ok bitki icerdigi kimyasal maddeler bakimindan, hastaliklarin tedavi edilmesinde
onemli rol oynamaktadir. Bu yiizden giiniimiizde bircok bilim adami, bitkilerin
yapisinda bulunan kimyasal maddeleri arastirmakta ve bu maddelerin 6zelliklerini

incelemektedir.

Saponin adi verilen molekiilerin bulundugu bitkilerin; uzun zamandir halk arasinda
hastaliklarin tedavi edilmesinde kullanildigi bilinmektedir. Giiniimiizde de bazi

hastaliklar1 tedavi etmek amaci ile bu molekiillerle ¢aligma yapilmaktadir.

Saponinler insana dahi zehir etkisi gosterebilecek kadar giiclii biyolojik aktiviteye
sahip iken, uygun sartlarda kullanildiginda kanser olusumunu engellemeden koroner
kalp hastaliklarinin tedavi edilmesine kadar bircok onemli hastaliklarin tedavisinde

kullanilmaktadir.

Uzerinde ¢aligma yaptigimiz Gypsophila Eriocalyx Boiss adli bitkinin iiyesi oldugu
Caryophyllaceae ailesinin de saponin igerdigi bilinmektedir. Bu yiizden yapmis
oldugumuz calismada yalnizca iilkemizde yetismekte olan bu cok yillik bitkinin; kok
kisminin etanol ekstraktindan saponin elde edilmesi, yapisinin aydinlatilmasi ve

antimikrobiyal aktivitesinin belirlenmesi amaclanmustir.



2. GENEL BIiLGIiLER

2.1. Bitkinin Tamitilmasi

Latince adi1 Gypsophila olan c¢oven, Caryophyllalos takimindan Caryophyllaceae
ailesindendir [1]. Uzerinde ¢alisigimuz bitki ¢ok yillik bir bitki olmakla beraber 20
ile 30 cm uzunlugunda kalin bir kazik koke, kiiciik yan koklere, kisa bir govdeye ve
ciceklere sahiptir. Bitki topraktan ¢ikarildiginda esnek yapida bir koke sahipken, kok
kurutuldugunda olduk¢a zor parcalanan bir yapiya sahip olmaktadir. Govdesi
yaklasgitk 1 m olan bitkinin ciceklenme zamani Haziran ve Temmuz aylaridir ve

cicekleri oldukga kiiciiktiir.

2.2. Coven Bitkisinin Tiirkiye’deki Yayilis1

Coven otu; Dogu Anadolu, I¢c Bat1 Anadolu ve Orta Anadolu’da yetismektedir.

IDDogu Anadolu Bolgesi: Van Golii ¢evresinde Gypsophila bicolor (Freyn.Sint)
Groosh adli ¢oven otu yetismektedir. Bitki Temmuz ay1 iginde ciceklendikten sonra

toplanmaktadir.

II)ig Bati Anadolu Bolgesi: Konya, Isparta, Burdur, Usak, Elmali cevresinde
Gypsophila arrostii adli ¢oven otu yetismektedir. Bu bitkinin kokleri, Elmali
cevresinde; bitki c¢icek acarken, diger sehirlerde ise c¢icekler actiktan sonra

toplanmaktadir.
[I)Orta Anadolu Bolgesi: 2 cesit Gypsophila tiirli yetismektedir.
a)Corum Cankir1 Bolgesi: Uzerinde calistigimiz Gypsophila Eriocalyx Boiss isimli

coven otu bu bolgede yetismektedir. Bitkinin kokleri Haziran ve Temmuz aylarinda

topraktan cikarilmaktadir.



b)Nigde Bolgesi: Bor ilgesi civarinda Gypsophila perfoliata L. adli ¢oven tiirii
yetismekte ve bitki, yapraklarinin actig1 zamanlarda topraktan ¢ikarilmaktadir.
Coven otunun yilin belirli zamanlarinda toplanmasinin nedeni; bitkinin sentezledigi

saponin miktarinin yilin belirli zamanlarinda artmasindan kaynaklanmaktadir.

Cizelge 2.1. Gypsophila tiirlerinin yetistigi sehirler

Tir Yetistigi yer

G.Bicolar Van, Artvin

G.arrostii Var. Nebulosa | Isparta, Afyon, Konya, Burdur, Antalya

Ankara, Cankiri, Kars, Eskisehir, Kayseri, Sivas,
G.eriocalyx Nigde

G.perfoliata L. Nigde, Ankara, Kayseri, Sivas, Erzincan, Denizli

2.3. Saponinler Hakkinda Genel Bilgi

Saponin adi Latince sabun anlamima gelen sapo kelimesinden tiiretilmistir.
Saponinler, sulu ¢ozeltilerinde sabun benzeri kararli kopiik olusturmaktadir ve ylizey

gerilimini azaltic1 6zellige sahiptirler [2].

Genel bir tanim olarak saponinler; bir¢ok bitki tiirliniin normal gelisme ve biiylime
evresinde sentezledigi, bitkinin hayatta kalmasin1 saglamak icin savunma gorevi
yapan ikincil metabolitlerin biiylik bir ailesidir [3]. Bitkinin biiyiimesinde ve
tiremesinde rol almayan saponinler sahip olduklari kuvvetli antimikrobiyal
aktiviteleri ile bitkiyi, ot¢ul boceklerin ve mikroplarin toprak altindan yaptig
saldirilardan korumakta ve bitkinin hayatta kalma sansin1 artirmaktadir [4]. Genelde
pentasiklik yapiya sahip apolar aglikon iskeleti ve bu halkaya baglanmis polar yapiya
sahip seker molekiillerinin birlesiminden olusan bu molekiiller, notral veya asidik
karakterlidir. Saponinler genelde amorf, renksiz olan fakat kristal yapida ve beyaz
renkte tiirleri bulunabilen; su, etil alkol, metil alkol gibi polar ¢oziiciilerde ¢oziinen

molekiillerdir.



Saponinlere 6rnek olarak bir triterpen tiirii saponin olan Avenasin A-1’in yapis1 Sekil

2.1°de gosterilmistir.

COH
(0]
0
NMe

D-glu ~L-ara — O
D-glu/ OH

Sekil 2.1. Avenasin A-1’in yapisi

Saponinlerin iskelet yapisin1 olusturan aglikon adi verilen polisiklik halkaya, polar
seker molekiilleri baglanmakta ve oldukga polar bir yapiya sahip olan bu molekiiller
olugsmaktadir. Ayn1 zamanda meydana gelen bu yap1 degisik yerlerinden farkli

gruplarla fonksiyonlanabilmektedir.

Saponinler ticari olarak farkli amacglarda; eczacilikta, tipta, kopiik olusturucularda,

kozmetik alaninda, tatlandiricilarda kullanilmaktadir [2].

Cizelge 2.2. Saponin bulunduran bazi bitkiler

Saponin adi Saponin tiirii Bulundugu bitki
Styrax-saponin Triterpenik Styrax officinalis
Myrioside A Triterpenik Oxytropis myriophylla
Hederagenin Triterpenik Cephalaria Transsylvanica
Clinopodisides B Triterpenik Clinopodium Chinensis
Dioscin Steroidal Dioscorea tiirleri




2.4. Saponinlerin Bitkide Bulundugu Kisimlar

Triterpenik saponinler temelde cift ¢enekli bitki tiirlerinde sentezlenirken, steroidal
saponinlerin ¢cogu tek ceneklilerde sentezlenmektedir. Ayni1 zamanda bir bitki farklh
organlarinda farkli tiirde saponinleri sentezleyebilmektedir [2]. Avena takiminin
tiyesi olan yulaf (Avena spp) lizerinde yapilan bir ¢alismada, icerdigi saponinlerin
steroidal tiirde olanlarinin yapraklarinda biriktigi, sahip oldugu triterpenik
saponinlerin ise koklerinde biriktigi goriilmiistiir [4]. Ayn1 zamanda yulafta bulunan
triterpenik saponinlerden en ¢ok bulunani olan Avenasin A-1 adli saponinin yulaf
kokiintin uglarindaki epidermal hiicre tabakasinda ve yan kok uglarinda biriktigi

gorlilmiistiir. Bu durum Resim 2.1 ve Resim 2.2 ‘de gosterilmistir [5].

Resim 2.1. Bitkinin yan kok uclar Resim 2.2. Epidermal hiicre tabakasi

Saponinler de dahil olmak {izere bitkilerin iirettigi savunma kimyasallar1 insana dahi
zehir etkisi gosterebilmektedir. Bu yoniiyle dogal iiriinlerin, bitkiye saldirida bulunan
otcul boceklere karst ne kadar 1yi savunma yaptig1 goriilmektedir. Fakat savunma

kimyasallarinin sentezlenmesinin bitkiye getirdigi yiiksek maliyet de bilinmektedir.

Biyosentezleri sirasinda kaynaklar c¢ok azalir, bitkinin yapraklarinin biiylimesi

yavaslar.

Bu molekiiller bitkinin kendisine de toksik etki gosterir.



Bitkinin biinyesinde bulunan bu savunma kimyasallarinin cevreye yayilmasi

durumunda bitkinin yetistigi yerlerin civarinda bagka bitki yetisememektedir [6].

Bu negatif sonuclar1 azaltmak icin bitkinin izleyecegi yollardan biri, otcul bocekler
veya patojenlerin saldirisindan hemen sonra bu kimyasallar1 sentezlemektir. Fakat bu
yontem oldukga risklidir ¢linkii baslangi¢ saldirisi ¢ok siddetli ve ¢ok hizli olabilir.
Bu anda da savunma kimyasallarinin hasar1 indirgemek icin etkin bir sekilde ve
diizende yerlestirilmesi miimkiin olmayabilir. Sonucta bitkilere her an saldir

olmamaktadir fakat bitki bu saldirilara ¢ok sik maruz kalabilmektedir.

Bitkiler; kendine olduk¢a yiiksek maliyet getiren bu savunma kimyasallarinm
kendilerine zehir etkisi gostermeksizin biinyesinde saklayabilmektedir. Bu yontemler

su sekilde siralanabilir:

1-Saponinlerin aktif olmayan bir 6nceki durumlari ile saklanmasi; yani aktiflestirici

enzimlerinden uzak tutulmasidir [7].

Hiicre i¢cinde Glukosinalatlar ve aktiflestirici enzimi olan Tiyoglukosidaz mirosinaz
farkli boliimlerde tutularak birbirleriyle etkilesmeleri engellenmektedir. Bu durum

Sekil 2.2 de gosterilmistir.

Kiikiirtle zenginlestirilmis olan hiicreler, hidroliz edici enzimin bulundugu pholem
parankima hiicrelerini ve yiiksek derisimde glukosinalatlar1 iceren ¢icek sapinin

epidermisini ayiracak sekilde yerlesmistir.

Bitki dokusu zarar gordiigii an glukosinalatlar, tiyoglukosidaz mirosinaz enzimi ile
etkilesmekte ve tersinmez olarak aglikonlara hidroliz olmaktadir. Aglikon yapiya ise
yeni diizenlemelerle seker molekiilleri baglanmakta ve antimikrobiyal etki gosteren

aktif saponinler olugmaktadir.

2-Saponinler kolesterol ile kuvvetli derecede kompleks yapma egilimindedir,

kompleks olugmasi ise hiicrede hemolize yol agmaktadir. Saponinlerin bitki



hiicresindeki sterollerle kompleks olusturmamasi i¢in, saponin bulunan hiicrelerde

sterol icerigi olabildigince az tutulmaktadir.

3-Saponinler bulundugu hiicrelerde yiiksek derecede fonksiyonlandirilarak

sterollerle kompleks olusturmalar1 engellenmektedir.

4-Saponinler bitki hiicrelerinin vakuollerinde tutulmaktadir [2].

Sekil 2.2. Bitki hiicresinden bir boliim M: Tiyoglukosidaz mirosinaz S-C: Kiikiirtle
zenginlestirilmis hiicreler

2.5. Saponinlerin Biyolojik Aktivitesi

Saponinler kuvvetli derecede antifungal aktivite gostermektedir. Saponinlerin
antifungal aktiviteleri, mantar membranlarindaki sterollerle kompleks olusturmasi
sonucunda hiicredeki membran biitiinliigliniin kaybolmasi ve hiicre zarinda gézenek

olusmasindan kaynaklanmaktadir [8].

Saponinler ile bitkiye saldirida bulunan mikroorganizmalarin hiicre zar1 arasindaki
kompleks  olusumunun  gerceklesmesi ile  mikroorganizmalarin  hayatsal
faaliyetlerinin diizenlendigi hiicrenin biitiinliigli bozulmakta ve hiicre gorevini

yapamaz hale gelmektedir.



Saponinler ile mikroorganizmalarin hiicre zar1 arasindaki etkilesim Sekil 2.5 de

gosterilmistir.

Saponinler mikroorganizmalara kars1 biyolojik aktivite gosterdigi i¢in eczacilikta da

tedavi amaci ile kullanilmaktadir.
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Sekil 2.3. Saponinlerin sterollere baglanmasi

Saponinlerin hiicre zarindaki sterollerle kompleks olusturup antimikrobiyal aktivite
gostermesinde, bu molekiillerin sahip oldugu seker molekiillerinin kritik rol oynadigi
diistiniilmiistiir. Seker zincirindeki bir molekiiliin dahi uzaklastirilmasi sonucunda

aktivitede 6nemli derecede azalma meydana gelmektedir [9-12].

Saponinler bazi mantarlara kars1 kuvvetli derecede aktivite gosterirken bazi
mantarlara kars1 aktivite gostermemektedir. Botrytis cinerea, Septoria lycopersici ve

Fusarium oxysporum f.s.p. lycopersici adli mantar hiicreleri ile yapilan arastirmada,



bu mantarlarin saponin molekiiliinde bulunan seker zincirindeki seker molekiilleri
arasindaki glukozidik baglart kiracak enzimlere sahip oldugu goriilmiistiir. Seker
zincirinin yapisinin bozulmasi ile antifungal aktivitede biiyiik oranda azalma

meydana gelmektedir [6].

andh
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Sekil 2.4. Mantarlarin saponin molekiiliine etkisi

Sekil 2.4’da mantar hiicrelerinin sahip oldugu enzimlerle saponin molekiiliiniin seker

zincirindeki baglarn spesifik olarak hangi glukozidik bagdan kirdig1 goriilmektedir.
2.6. Saponinlerin Smiflandirilmasi

Saponinler; triterpenik ve steroidal saponinler olarak baglica iki grup altinda
siniflandirilir. Bu ayrimin yapilmasinda saponinin yapisindaki polisiklik halkanin

yapist goz Oniine alinmaktadir.

Genelde, triterpenik saponinlerde bulunan aglikon kismi bes halkadan meydana

gelirken, steroidal saponinlerde aglikon kismi alt1 halkadan meydana gelmektedir.

Bitkiler aleminde; triterpenik saponinler steroidal saponinlere nazaran daha cok

bulunmaktadir.
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Orta Asya ve Giiney Kazakistan’da 104 bitki ailesinin 1730 tiirii aragtirilmis ve 627

triterpenik, 127 steroidal saponin tiirii bulunmustur [13].

2.6.1.Steroidal saponinler

Sahip olduklar1 aglikonlara gore 4 gruba ayrilan steroidal saponinlere; Digitalis
purpurea (Mayasil otu), Digitalis lanata (Yiiksiik otu), Similax tiirleri (Silcan),

Dioscorea tiirlerinde oldukga sik rastlanilmaktadir.

Triterpenik saponinler bulundugu bitkinin kok kisminda birikirken; steroidal

saponinler bulundugu bitkinin yapraklarinda yer almaktadir.

1-Spirostanol saponinler
2-Furostanol saponinler
3-Nuatigenin saponinler

4-Polipodo saponinler

Steroidal saponinlerin yapilar1 Sekil 2.5’de gosterilmistir.
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Sekil 2.5. Steroidal saponinlerin gosterimi
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1-Spirostanol saponinler: 90’dan fazla spirostanol tipi saponin tiirii izole edilmis ve
genelde seker molekiiliiniin veya zincirinin polisiklik halkanin iigiincti karbonu
tizerindeki hidroksil grubu {iizerinden baglandig goriilmiistiir. Bazi spirostanol
saponinlerin yapisindaki seker zinciri polisiklik halkanin {i¢iincii karbonu {izerindeki
hidroksil grubu iizerinden degil; birinci, ikinci, besinci, altinci veya onbirinci karbon
atomu iizerindeki hidroksil grubu iizerinden baglanmaktadir [14]. Ayn1 zamanda iki
karbon atomu {izerinden seker molekiiliiniin baglandigr bidesmosidik olarak

adlandirilan tiirleri de bulunmaktadir [15].

2-Furostanol saponinler: Spirostanol saponinin sahip oldugu aglikondaki en son
halkanin agilmasiyla furostanol yapidaki saponinler olusur. Aglikona baglanan seker
molekiilleri yirmialtinc1  karbon atomu {izerinden baglanmaktadir. Yapilan
arastirmada hem {clinci hem de yirmialtinci karbon atomu iizerinden seker

molekiillerinin baglandig1 bidesmosidik yapilari tespit edilmistir [16].

3-Nuatigenin saponinler: Sahip oldugu hegzasiklik halkanin son halkas1t bes
karbonludur. Veronica Species’den elde edilen bidesmosidik saponin bu gruptaki

saponinlere ornek gosterilebilir [17].

4-Polipodo saponinler: Polypodim vulgae rizomlarindan elde edilen saponinin
aglikon kismi bu saponin tiiriine Ornek olarak gosterilebilir. Kolesteroliin sekiz

karbonlu yan zincirinin altili halka meydana getirmesiyle olusmaktadir.

Genel olarak steroidal saponinler; Liliaceae, Dioscoraceae ve Agavaceae ailelerinin

tek cenekli iiyelerinde sentezlenmektedirler [18].

2.6.2.Triterpenik saponinler

Temelde Caryophylaceae, Hippocastanaceae, Polygaceae gibi cift cenekli bitki

ailelerinde sentezlenmektedirler [2]. Triterpenik saponinlerin aglikon kisimlarinda

genelde beta-amrin halkas1 vardir.
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Mevalonik asitten izoprenoid yol ile 2,3 Oxidosqualen sentezlenmekte ve bu
molekiiliin ¢cevrim iriinii olan pentasiklik halkanin tiirevlendirilmesi ile beta-amrin

yapist olugsmaktadir [19]. Sentez yolu Sekil 2.6 ve Sekil 2.7°de gosterilmistir [20].
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Triterpenik saponinler, pentasiklik halkanin ii¢lincti karbonunda hidroksil grubu
tasirlar ve seker molekiilleri aglikona genelde bu grup iizerinden baglanirlar. Aglikon
yapisindaki 23, 24, 28, 29, 30 nolu karbonlarin olusturdugu metil gruplar yiiksek
oksidasyon basamagina sahiptirler ve bu gruplar karboksil gruplarina
yiikseltgenebilirler [21]. Pentasiklik halkadaki ¢ift bag genelde 12. ve 13. karbon
atomlar1 arasinda bulunmaktadir. Bazi triterpenik saponinlerde 13. ve 28. karbon
atomu arasinda epoksi kopriisii olusmakta ve bu durumda 12. ve 13. karbon atomu

arasindaki ¢ift bag kaybolmaktadir [22].

Triterpenik saponinler aglikondaki tek karbon atomu iizerinden seker molekiilleri
baglandiginda monodesmosidik, aglikondaki farkli iki karbon atomu {iizerinden iki
seker zinciri baglandiginda bidesmosidik olarak adlandirilmaktadir. Baglanan ikinci
seker zinciri genelde pentasiklik halkadaki 17. karbona baglh olan karboksil

grubunun karbon atomu iizerinden ester bagi ile baglanmaktadir [23].

2.6.3. Triterpenik saponinlerin siniflandirilmasi

A)Monodesmosidik saponinler

1-Notral saponinler

2-Ester saponinler

3-Asidik saponinler

a)Glukoronik asit tagiyan saponinler
b)Asit aglikonlu saponinler

4-Acil saponinler

B) Bidesmosidik saponinler

1-Notral bidesmosidik saponinler

2-Asidik bidesmosidik saponinler



16

1-Notral saponinler: Seker molekiilleri aglikona pentasiklik halkanin iiciincii karbon
atomu iizerindeki hidroksil grubu iizerinden baglanmistir. Kuvvetli hemolitik etkiye

sahip olan bu tiir saponinler, kolesterolle ¢ok kuvvetli kompleks olustururlar.

2-Ester saponinler: Pentasiklik halkada ester bagi olusturan gruplar genelde formik
asit, asetik asit, anjelik asit, tiglik asittir [14]. Bu tiir saponinlerin hiicre i¢inde
biyolojik aktivite gosterdigi bilinmektedir, Aeusoulus Assamica Griff adli bitkiden
elde edilen triterpenik ester saponinin insiilin benzeri biyoaktif 6zellik gosterdigi
bulunmustur. Yapilan bu calismada sican adipositlerine epinefrin uygulandiktan
sonra, sicanlara bu saponin enjekte edilmis ve yag asitlerinin adipositlerden serbest

hale ge¢mesinin engellendigi goriilmiistiir [24].

3-Glukoronik asit tasiyan asidik saponinler: Bu saponinin sahip oldugu aglikon
notral karekterde olmasina ragmen bu halkaya bagli bulunan seker molekiiliine bir
karboksil grubu bagli bulunmaktadir [25]. Glukoronik asit olarak adlandirilan bu
yap1 daima pentasiklik halkaya 3. karbon atomuna bagli hidroksil grubu iizerinden

baglanmaktadir [14].

a)Asit aglikonlu saponinler: Bu tiir saponinlerde; saponinin aglikon kismina baglh
bir karboksil grubu bulunmaktadir. Bu tip aglikonlara ursolik asit, ekinosistik asit,

hederagenin, oleanolik asit ornek olarak gosterilebilir [26].

b)Acil saponinler: Bu tiir saponinlerde pentasiklik halkadaki 17. karbona bagli olan
karboksil grubu iizerinden seker molekiilleri baglanmaktadir. Bu tiir saponinlerin de

biyolojik aktivite gosterdigi bilinmektedir.

Yapilan bir caligmada Muraltia heisteria adli bitkiden elde edilen acillenmis

saponinin insandaki kolon kanserine kars1 aktivite gosterdigi bulunmustur [27].

1-Notral bidesmosidik saponinler: Aglikon yapisinda asidik karakterli bir grup
bulunduran bu saponin tiiriinde asit karakterli grup iizerinden seker molekiilii

baglanmakta ve notral bir yapt meydana gelmektedir [28].
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2-Asidik bidesmosidik saponinler: Bu saponinlerin asidik karakteri seker
zincirindeki tasidig1 glukoronik asitten kaynaklanmaktadir. Bu tiir saponinler olduk¢a
polar bir yapiya sahiptirler; deterjan yapiminda ve kopiik olusturucu olarak

kullanilmaktadir [14].

2.7. Saponin icerdigi Bilinen Bitkilerin Kullanim Alanlar

Caryophyllaceae ailesinden Morocco’da yetisen ¢ok yillik bir bitki olan Silene
cucubulus halk arasinda sa¢ bakiminda ve deterjan olarak kullanilmakta ve kirsal
kesimlerde bu bitkinin kaynatilmasiyla elde edilen 6ziit; yaralanmalarin, uyuzun ve

deri enfeksiyonlarinin tedavisinde kullanilmaktadir [29].

Tieghemella heckelli adli aga¢ yumurta seklinde meyveler vermektedir. Bu
meyvelerin kurutulmus tohumlarinda yag asitleri ve yaglh maddelerin oldugu
bilinmektedir [30]. Bu meyvenin ekstraktinin ise HIV’in hiicre icine girmesini

kuvvetle inhibe ettigi goriilmiistiir [31].

Caryophyllaceae ailesinden bati Misir’da yetisen Gypsophila capillaris adl1 bitkinin
kuvvetli derecede antimikrobiyal oOzellik gosterdigi bilinmektedir [33]. Aym

zamanda bu bitkinin antiviral 6zellik gosterdigi de belirtilmistir [34].

Araliaceae ailesi medikal alanda tedavi i¢in kullanilan en Onemli ailelerdendir, bu
ailenin en belirgin iiyesi ginseng (Panax Ginseng C. A. Mayer) dir ve bu bitkinin

geleneksel dogu tibbinda 5000 yilin {izerinde kullanildig bilinmektedir [35].

Panax tiirlerinin  akli kabiliyetlerin artmasinda, metebolik fonksiyonlarin

uyarilmasinda, sagligin giiclendirilmesinde kullanildig1 bilinmektedir [36].

Papua New Guinea’da yetisen Picrasma Javanica adli bitki geleneksel halk
tedavisinde; mide agrisinin giderilmesinde, iltihaplarin iyilestirilmesinde ve ates
diisiiriicii olarak kullanilmaktadir [37]. Aym1 zamanda zehirli kaplumbaga yendiginde

meydana gelen zehirlenme olaylarinda, panzehir olarak da kullanilmaktadir [38].
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Halk arasinda eskiden beri Fructus trichosanthis ve Bulbus allii macrostemi adli
bitkilerin karisiminin sarap ile ekstrakte edildikten sonra elde edilen kisminin
bagirsak tembelliginin giderilmesinde ve kan akiminin hizlandirilmasinda
kullanildig1 bilinmektedir. Ayn1 zamanda birkag ylizyildir da bu bitkinin ekstraktinin
koroner kalp hastaliklarinin tedavisinde kullanildigt ve de modern klinik

uygulamalarda 1yi sonuglar elde edildigi bilinmektedir [39].

Sansevieria takiminin {iyesi olan ve Giiney Afrika’nin iliman kistmlarinda yetisen S.
Trifasciata adli bitki, iltihaplarin tedavisinde ve yilan tarafindan isirilan yaralilarin

tedavi edilmesinde kullanilmaktadir [40].

Mogol halki uyguladiklar1 geleneksel halk tedavisinde Oxtropis myriophylla adli
bitkiyi ates diisiiriicii olarak kullanmaktadir. Ayn1 zamanda kanama aninda kanamay1
kontrol altina almak, kizamik¢igin tedavisi, grip tedavisi, bogaz agrisinin ve

sisliginin giderilmesi i¢in kullanmaktadir [41].

Caryophyllaceae ailesinden olan Arenaria Junea Cin’de yetisen bir bitkidir.
Geleneksel Cin tedavisinde yetersiz beslenen c¢ocuklarda goriilen ateslenmenin

tedavisinde kullanmilmaktadir [42].

Merkez Amerika, Meksika ve Tiikiye’yi de kaplayan Akdeniz’ de Styrax officinalis
adli bitki yetismektedir. Bu bitkinin recinesi Romanyalilar, Misirlilar ve Iyonyalilar

tarafindan giizel koku icin ve sifa verici bitki olarak kullanilmistir [43].

Diinyanin yar1 i1liman bolgesinde yetisen Tribulus terrestris adli bitki; halk arasinda

idrar yollari, bobrek, karaciger ve goz hastaliklari tedavisinde kullanilmaktadir [44].

Nijerya’da yetisen Eryngium foetidum (Linn) (Apiaceae) adli bitkinin meyveleri
seker tadinda olup yerel halk tarafindan biskiivilerde kullanilmaktadir. Ayn1 zamanda

bitkinin yapraklar1 balgam soktiiriicti olarak kullanilmaktadir [45].
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2.8. Saponinlerin Yapisim Aydinlatmak Icin Yapilan islemler

Saponinlerin yapisim1 aydinlatmak i¢in; aglikon yapiy1 olusturan polisiklik halkanin
cinsi ve buna bagl sekerlerin cinsi belirlenmelidir. Ayrica sekerlerin aglikona bagh

oldugu yerler ve sekerlerin konfigiirasyonlar1 da belirlenmelidir.

Bu sorularin cevaplanmasi igin, once saponin saf olarak elde edilir; asidik, bazik
veya enzimatik olarak hidroliz edildikten sonra aglikon teshis edilir, ardindan
sekerlerin kalitatif ve kantitatif tayini yapilir. Asit hidroliz veya bazik hidrolizle
sekerlerin polisiklik halkaya baglanma seklini, metilleme ve asit hidrolizle
birbirleriyle olan baglanma sekli belirlenir. NMR spektrumu ile sekerlerin

konfigiirasyonu kiitle spektrumu ile saponinin molekiil agirligi belirlenebilmektedir.

2.8.1. Saponinlerin hidrolizi

Saponinler, seyreltik asitlerle (HCI, CH;COOH v.b) ile kaynatildiktan sonra aglikon
ve seker birimlerine parcalanir. Fakat seker molekiilii aglikona ester bagi ile
baglanmigsa tam bir ayrilma olmaz. Bunun i¢in bazik hidroliz yapilir ve sekerin
hidroksil grubu veya karboksil grubu iizerinden halkaya bagl oldugu belirlenir. Asit
hidrolizi i¢in; 2 M HCI ve dioksan karisimiyla 100° C “da 1 saat hidroliz isleminin iyi
sonu¢ verecegi yapilan bir calismada belirtilmistir. Aglikon yapist belirlenirken
yapist aydinlatilmis aglikonlarin  karakteristik pikleri karsilastirillarak  yapi
onerilebilmektedir [46]. Aglikon yapis1 bilinmeyen bir aglikonla karsilasilirsa, yapiy1
aydinlatmak i¢in UV, IR, NMR, kiitle spektrumu gibi spektroskopik yontemlerden
faydalanilmaktadir.

Asit hidrolizi sonucunda aglikonlar degisik yapilara doniisebilmektedir. Bunu
onlemek icin enzim ile hidroliz yontemi de kullanilabilmektedir. Starfish Anesterias
Minuta’dan elde edilen steroidal saponinler Charonia lampas glukasidaz karisimi ile
hidroliz edilerek seker zincirinden glikoz molekiilii koparilmistir [47]. Sekerlerin
aglikondan koparilmasi i¢in yapilan bir baska calismada UV 1sinlarn kullanilmastir.

Primula siebaldi’den elde edilen saponinlerin metanoldeki ¢ozeltisi UV 1s181ina maruz
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birakildiginda, Protoprimulagenin A elde edilmistir. Bu hidroliz isleminin
gerceklesmesi i¢in aglikona bagli olan sekerin glukoronik asit olmas1 gerektigi ifade

edilmistir.

2.8.2. Sekerlerin ve asitlerin taninmasi

Seker zinciri hidroliz edildikten sonra uygun gaz kromotografisi yontemi ile
sekerlerin yapis1 belirlenebilmektedir [48]. Ayni1 zamanda kagit kromotografisi

yontemi kullanilarak sekerlerin yapilari belirlenebilmektedir [49].

F.R. Melek ve arkadaslarinin yaptigi bir ¢calismada, saponin molekiilii asit hidrolizine
maruz birakilmis ardindan ¢ozelti piridin icinde D-sistein metil esteri ile 1,5 saat 60°
C’da kanstinlmistir. Bu siirenin sonunda reaksiyon ortamina hegzametil disilizan ve
trimetilsilil kloriir ilave edilip 30 dakika 60° C’de kanistirllmistir. Reaksiyon sonunda
elde edilen seker molekiilleri GC yontemi uygulanarak tayin edilmistir [S0]. Seker
molekiillerinin tayini gaz kromatografisi yontemiyle bagka calismalarda da

uygulanilmistir [51].

Asit ozelligi gosteren gruplar (-COOH ) alkali ile hidroliz edildikten sonra elde
edilen esterler gaz kromotografisi ile tayin edilebilmektedir [52-53]. Ayrica yapi
tayininde BC NMR’ den faydalanilmaktadir [50].

2.8.3. Metilleme islemi

Metilleme islemi, seker molekiiliiniin seker zincirindeki yerinin belirlenmesinde
kullanilmaktadir. Tlk olarak metilleme islemi yapilir, ardindan asit hidroliz yapilarak
metillenmis seker molekiilleri monomerleri olarak elde edilmektedir. Gaz
kromatografisi ile alikonma zamanlarindan, iITK ile Ry degerlerinden faydalanilarak
sekerlerin yapilart belirlenir ve metilleme derecelerine bakilarak, seker zincirinin

ortasinda ya da u¢ kisminda oldugu belirlenebilir.
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2.8.4. Seker molekiilleri arasindaki baglarin cesidi

Sekerlerin anomerik protonlarmin 'H NMR spektrumunda verdigi sinyallerden
faydalanarak baglarin alfa ya da beta durumunda oldugu belirlenebilmektedir.
Sekerler arasindaki bag alfa seklinde ise yarilma yaklasik 3-4 Hz, beta seklinde ise
yaklasik 8 Hz civarinda olmaktadir [50].

2.9. Saponinler ile ilgili Yapilan Bilimsel Calismalar

Meryta lanceolata adli bitki iizerinde yapilan bir ¢alismada, bitkinin yapraklar1 ve
govde sap1 kurutulduktan sonra, kloroformla ekstrakte edilerek yagimsi maddeler
uzaklagtirilmistir. Ardindan ekstraksiyon sonunda kalan kistm metanol ile ekstrakte
edilerek alkol fazina ham saponinler alinmis son olarak elde edilen saponin karigimi
silikajel kolondan gecirilerek HPLC cihazina alinmis ve bu islemle saf olarak elde

edilmistir.

Elde edilen saponinin asit hidrolizi sonucu elde edilen aglikon oleonik asit olarak
bulunmus “C NMR spektrumunda 30 sinyalin aglikon kismina ait oldugu
belirlenmistir. Ayrica asit hidroliz sonucu elde edilen aglikon, yapilan HPLC analizi
sonucunda alikonma zamanindan belirlenmistir. Asit hidrolizi sonucu elde edilen
seker molekiilleri ise silillendikten sonra gaz kromotografisi yOntemiyle

belirlenmistir [50].

Styrax officinalis {izerinde yapilan bir ¢alismada bitkinin a¢ik havada kurutulmus
meyveleri %80’ lik metil alkol ile ekstrakte edilmistir. Elde edilen ¢ozeltiden ¢oziicii
uzaklastirildiktan sonra kalan kisim metil alkolde c¢oziilmiis ve aseton kullanilarak
coktiirtilmiistiir. Olusan ¢okelek siiziildiikten sonra, suda ¢oziilmiis ve dietil eterle
yikanmistir. Ardindan sulu faz butanol ile ekstakte edilmis ve biitanol fazindan elde
edilen katt madde karistmina su-metil alkol hareketli fazi kullanilarak kolon
kromotografisi yontemi uygulanmis, elde edilen ham saponinler preperatif TLC ile

birbirlerinden ayristirilmastir.
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Elde edilen saponinler (1:1) Metil alkol / 2 M HCI karisimu ile asidik hidroliz , % 33
KOH’ in metanoldeki ¢ozeltisi ile bazik hidroliz yapilmis, ardindan elde edilen
molekiillerin IR, C NMR, 'H NMR, FAB-MS spektrumlari degerlendirilerek
yapilar1 tayin edilmistir [25].

Diploclisia glaucescens adli bitkinin kurutulmus meyveleri hegzan ile ekstrakte
edilmis ve yaglarindan arindirilmistir. Meyveler tekrardan metanol ile ekstrakte
edilmis ¢oOziicii uzaklastirildiktan sonra saponinleri igeren kahverengi kati elde
edilmistir. Elde edilen kisim silikajel kolondan geg¢irilmis ve saponinlerden ikisi elde
edilmistir. Kolondan alinan fraksiyonlar tekrardan baska bir kolona verilmis bu

kolondan alinan eliiat HPLC cihazina alinmis ve iki saponin daha elde edilmistir.

Elde edilen saponinlerden biri 4 M HCl ile asit hidrolizine maruz birakilmis ve tanik
numuneler kullanilarak aglikonunun yapisit phytolaccagenic asit olarak, sekerlerin

yapisi da D-glukoz olarak bulunmustur.

Ayrica kiitle spektrumunda 839’da bir pik gozlenmistir. Bu da glukozun bir tanesinin
aglikona ester bagi ile baglandigin1 gostermektedir [54]. Bu tespitte BC NMR
spektrumunda 176,0’da goriilen sinyal ile desteklenmistir. Aglikonun {igiincii
karbonunun "* C NMR spektrumunda 81,9°da gériilmesi de diger iki glukoz biriminin
bu karbon atomu iizerinden baglandigini desteklemektedir. Sonugta saponinin yapisi
3-O-[B-D- glukopiranozil (1-3)-B-D- glukopiranozil] phytolaccagenic asit 28-O-3-D-
glukopironozil ester olarak bulunmustur [46]. Yapilan bir ¢calismada aglikon kismina
baglanan glukozlarin bitki hiicresinde bulunan glukozil transferaz enzimi tarafindan

baglandig1 bulunmustur [55].

2.10. Saponinlerin Antiviral ve Antibakteriyel Aktivitesi

Yapilan bir calismada Tieghemella heckelli adli bir agactan Arganine C ve
Tieghemelin adli iki aktif saponin izole edilmis ve bu molekiillerin HIV {iizerine
etkileri incelenmistir. Yapilan bu c¢alismada saponinlerin Syncytium olusumunu

inhibe ettigi goriilmiistiir. Syncytium olusumunda; bir hiicre viriisii aldiktan sonra



23

diger saglikli hiicrelerin i¢ine girmekte ve diger hiicreleri de hastalandirmaktadir. Bu
olay bir hiicrenin i¢ine infekte olmus iki veya daha fazla hiicrenin girmesiyle

hizlanmaktadir [56].

Yapilan bu ¢alismada elde edilen saponinlerden 20 uM’lik bir derisimde Arganine C
%100 oraninda Syncytium olusumunu inhibe ederken Tieghemelin (2)yar1 yariya

etki gosterebilmistir.

Bu saponinlerin bazik hidrolizi yapildiktan sonra seker molekiilleri yapidan
uzaklastinlmis bu islemle elde edilen molekiillerin ise higbir aktivite gostermedigi
goriilmiistiir. Yapilan bu calismada seker zincirinin HIV iizerindeki etkide kritik

onem tasidigi belirtilmistir [30].

Astragalus verrucocus adli bitkinin polar ¢oziiciilerle elde edilen ekstraktlarinin gram
negatif bakterilere etki gostermezken, Staphylococcus aureus adli gram pozitif

bakteriye kars1 aktivite gosterdigi bulunmustur [57].

Yapilan bir calismada Panax ginseng C.A. Meyer (Araliaceae) koklerinden yeni bir
oleonik asit tiirevi saponin elde edilmistir. Bu saponin de, diger saponinlerde
goriilmeyen aglikonun ii¢iincii karbonundan bagli olan seker molekiiliine baglh uzun

bir poliasetilen kuyrugu bulunmaktadir [58].

Bu saponin ile yapilan bir calismada 13,4 pg/ml’lik saponin c¢ozeltisinin HIV
replikasyonunu engelledigi bulunmustur. Yayimlanmis diger HIV inhibitorii
saponinlere nazaran c¢ok diisiik derisimde etki gostermesinin nedeni olarak saponinin
sahip oldugu poliasetilen kisminin varhigi diistiniilmiistiir [59]. Bu bilesenlerin etki
mekanizmasi hakkinda ¢ok az bilgi mevcut olmasina ragmen biyolojik aktivitenin
viriis membran1 ile saponin bilesiginin spesifik olmayan etkilesimi sonucu viriis
replikasyonunun baslangic basamaginin  gerceklesmemesinden kaynaklandigi

diistiniilmiistiir [60].
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3. MATERYAL VE METOD

3.1. Bitkinin Toplanmasi ve Deney icin Hazirlanmasi

Uzerinde calistigimiz ¢éven otu, Cankiri ilinde yalmzca bu bitkinin yetistigi bir
araziden toplandi. Toplanan ¢oven otu Gazi Universitesi Fen Edebiyat Fakiiltesi
Biyoloji Boliimii Ogretim Uyesi Prof. Dr. Zeki Aytag tarafindan teshis edildi. Teshis
edilen ¢oven otunun kok kisimlarini, govdeden ayirdiktan sonra kok pargalar
temizlendi ve golgede kurumaya birakildi. Kuruyan kokler Gazi Universitesi
Eczacilik Fakiiltesi degirmenlerinde Ogiitillerek toz haline getirildi ve deneyde

kullanilmak iizere 151k ve nemden korunarak laboratuvarda saklandi.

3.2. Deneyde Kullanilan Kimyasallar

Petrol eteri (40- 60) (Carlo Erba)
Metanol (Merck)

Biitanol (Merck)

Siilfiirik asit (Merck)

Etil asetat (Merck)

Hidroklorik asit (Merck)
Kloroform (Merck)

Sodyum hidroksit (BDH)

Asetik asit (Merck)

Dietil eter (Merck)

Aseton (Merck)

Silikajel (0,063- 0,2 mm) (Merck)
Sephadex Lh- 20 (25-100p) (Sigma- Aldrich)
Giimiis nitrat (Merck)
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3.3. Kagit Kromatografisi

Kagit kromatografisinde; sabit faz kagit; hareketli faz ise bu kagidin daldirildigi sivi
bilesimidir, sivi kagit iizerinde kapilarite etkisiyle ilerler ve kagit iizerindeki

bilesikleri yapilarina gore farkli hizlarda siiriikler [61-63].

Ayirilacak karisim, uygun ¢oziiclide c¢oziildiikten sonra, elde edilen c¢ozeltiden bir
damla siizge¢ kagidina damlatilir ve kurutulur. Kagit, deneyde kullanilacak hareketli
fazin buhariyla doygun hale getirilmis tanka konur ve hareketli faz sistemi kagit
tizerinde ilerlerken, damlatilan karistmi da c¢ozerek, karisimdaki her maddeyi farkh
hizda siiriikler. Eger ayirilacak olan maddeler renkli ise lekeler kolayca goriiliir,
renkli degil ise renklendirme reaktifi ile renklendirilir. Tek yonlii, c¢ift yonli,

yiikselen ve algalan olmak iizere cesitli kagit kromatografisi yontemleri vardir.

3.4. ince Tabaka Kromatografisi

Maddelerin hem Ry degerlerini tayin etmede, hem de preperatif olarak maddeleri elde
etmede kullanilmaktadir. Yontemin esasi, cesitli maddelerin sabit bir faz iizerinde
hareketli faz yardimi ile degisik hizlarda siiriiklenmesidir. Ince tabaka
kromatografisi, basit ve ucuz bir yontem olmakla beraber iyi bir ayirma sagladigi icin
kullanilmaktadir. Aym1 zamanda degisik metotlarla elde edilen maddelerin safligini
kontrol etmek icin de bu yontem kullanilmaktadir. Yontemde; sabit faz olarak silika
jel, aliminyum oksit gibi maddeler kullanilir. Bu maddeler su ile bulamag¢ haline
getirilir ve temizlenmis cam tabakalar {izerine ince bir film halinde ¢ekilir. 110 -120
°C arasinda film tabakasinda su kalmayacak sekilde iki saat bekletilerek, tabakalar
kromatografi islemi icin hazir hale getirilir. Ince tabaka kromatografisinde genelde
20x20 cm boyutlarindaki cam plakalar kullanilir. Uzerine ¢ekilen tabaka kalinlig,

yapilacak islemin tiiriine gore degisir.

Her maddenin sabit faz iizerinde, hareketli faz ile siirilklenme hizlar1 farklidir. Buna

alikonma faktorii denir ve Ry ile gosterilir.
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Ry degeri, aynt madde ve aym hareketli faz sistemi i¢in sabittir. Ry degerleri
karsilastirilarak, karisim icinde kag tiir madde oldugu ve hangi maddelerin oldugu

hakkinda bilgi edinilebilir.

3.5. Kolon Kromatografisi

Kolon kromatografisi adsorbsiyon ve dagilma kromatografisine Ornek olarak
gosterilebilir. Kolon dolgu maddesi olarak genelde; aliminyum oksit, talk, silikajel
gibi maddeler kullanilir. Hareketli faz olarak su, alkol, kloroform veya organik

coziiciilerin karisimi kullanilabilir [64].

Kolonda diizgiin bir ayirma yapabilmek icin kolon dolgusunun kolonun her yerinde
homojen olmasina dikkat edilmeli bunun icin 1slak doldurma yapilmalidir. Kolon
dolgu maddesi, kullanilacak olan hareketli faz ile bulamag¢ haline getirilir ardindan
kolona konur. Kolon doldurma esnasinda kolona yavasca vurularak elde edilen
bulamacin iyice yerlesmesi saglanir. Ayni zamanda iyi bir ayirma olmasi igin,
hareketli fazin akis hizi en iyi ayirma saglayacak, en uygun hizda olacak sekilde

ayarlanmalidir.

3.6. Ekstraksiyon Yontemi

Stirekli  ekstraksiyon yonteminde sokslet cihazi kullamilmaktadir. Cihaz;
ekstraksiyonda kullanilacak olan ¢oziiciiniin kondugu balon, ekstrakte edilecek olan
maddenin kondugu govde ve geri sogutucudan olugmaktadir. Ekstraksiyon
balonunda 1s1 ile buharlagan ¢oziicii geri sogutucu ile tekrar sivi hale gelir ve govde
de toplanir, sivi miktar1 belli bir seviyeyi astiginda, sivi sifon yapar ve islem

istenildigi kadar tekrarlanir [65].
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4. DENEYSEL KISIM

Gypsophila Eriocalyx Boiss adli bitki 2003-2004 yillarinda iki defa Temmuz ayinda
Cankini-Tiiney civarindan toplandi. Bitkinin kokleri toprak iistii kistmlarindan ayrilip

temizlendi, acik havada kurutulduktan sonra ogiitiiliip toz haline getirildi.
4.1. Ekstraksiyon

Kurutulup toz haline getirilen materyal (1000 g) kartuslar icinde hazirlanarak sokslet
cihazinda 8 saat siireyle kloroform ile ekstrakte edildi. Bu sayede biiyiik cogunlugu
yaglar olan, recinemsi apolar maddeler ve kloroformda c¢oziinen diger maddeler
uzaklastirilmis oldu. Sarimsi renkte olan c¢ozeltiden, ¢oziicii doner buharlastiricida
uzaklastirildi ve yapiskan kalinti alindi. Aym sekilde hazirlanan diger bir kartus 8
saat siire ile petrol eteri (40° C) ile ekstrakte edildi. Elde edilen cozeltinin ¢oziiciisii

doner buharlastiricida uzaklastirildi ve balonun dibinde kalan kalint1 saklandi.

Apolar coziicii ekstraksiyonundan sonra kartus acik havada kurutuldu ve tekrar
materyalin bulundugu kartus sokslet cihazina konarak 16 saat boyunca etanol ile
ekstrakte edildi. Bu siirenin sonunda sokslet cihazinin iist kisminda kartus i¢indeki
materyalin bulundugu hazneden ekstraksiyon c¢ozeltisi alindi. Ekstraktin ¢oziiciisii
uzaklastirildiktan sonra  ince  tabaka  kromatografisi yardimi ile
CHCI5:MeOH:AcOH:H,O  (16:8,5:3:2) hareketli faz sistemi kullanilarak

ekstraksiyon isleminin devam edip etmedigi kromatografik olarak kontrol edildi.

Elde edilen ¢ozeltinin ¢oziiciisii doner buharlastiricida uzaklastirildi ve sar1 renkte

saponinleri iceren 95 g kalint1 elde edildi.
4.1.1. Ham saponinlerin biitanol fazina alinmasi
Elde edilen ekstrakt (1000mL) suda ¢6ziildii ve su ile doyurulmus biitanol ile (500

mLx3) ekstrakte edildi. Elde edilen biitanol fazinin ¢oziiciisii doner buharlastiricida

uzaklastirildiktan sonra kirmizi renkte 30 g ekstrakt elde edildi.
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4.1.2. Ham saponinlerin ¢oktiiriilmesi:

Elde edilen biitanol ekstrakti metanolde c¢oziildi (150 mL) ve dietil eter ile
coktiirtildii (1000 mLx3).Elde edilen ¢okelek siiziildiikten sonra kurutuldu ve 21 g
beyaz-sari renkte ham saponinler elde edildi.

4.2. izolasyon

Saponinleri iceren ekstraktin bilesenlerine ayrilmasi kolon kromotografisi ile yapildi.

Bu islem icin degisik hareketli faz sistemleri literatiirden faydalanarak denendi [S0].

Cizelge 4.1. Denenen hareketli faz sistemleri

1)MeOH- EtOAc (40: 60)

2)CHCl; -MeOH-H,0 (65:35:10)

3)AcOH-H,O-EtOH (20:40:40)

4)CHCl3:MeOH ( Hareketli faz sisteminin bilesenlerinin oranlar1 degistirildi.)

4.2.1. Kromatografi kolonunun hazirlanmasi

800 g silikajel ayirma isleminde kullanilacak olan CHCI5-MeOH (50: 50) hareketli
faz1 icinde bulamag haline getirildi ve 90 cm boyunda 4 cm capindaki cam kolona
homojen bir sekilde yerlestirildi. Bolim 4.1.2.°de elde edilen ekstrakt (CHCI;-
MeOH) (50: 50) hareketli fazi i¢inde ¢oziilerek kolona konuldu, (CHCl3-MeOH)
hareketli faz sistemindeki MeOH orani siirekli artirilarak kolonda ayirma islemine

devam edildi [50].
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Cizelge 4.2. Kullanilan ¢oziicii sisteminin bilesen degerleri

1-500 mL (CHCI3-MeOH) (70: 30) | 2-500 mL (CHCI3-MeOH) (65: 35)
3-500 mL (CHCI3-MeOH) (50: 50) | 4-500 mL (CHCI3-MeOH) (40: 60)
5-500 mL (CHCI3-MeOH) (30: 70) | 6-500 mL (CHCI3-MeOH) (10: 90)
7-1000 mL (CHCI3-MeOH) (5:95) | 8-1000 mL MeOH

Kolondaki akis hizinin iyi bir ayirma olmasi i¢in ¢ok fazla olmamasina dikkat
edilerek kolondan dakikada 1,5- 2 mL’ lik kisimlar toplandi. Alinan 20 mL’lik
fraksiyonlarin ince tabaka kromatografisinde Ry degerleri tespit edilerek ayni Ry

degerine sahip olan fraksiyonlar birlestirildi.

4.2.2. ince tabaka kromatografisinin uygulanmasi

Silikajel, destile su icerisinde calkalanip kivamli bir siispansiyon elde edildikten
sonra iyice temizlenmis cam tabakalar {izerine ince bir film tabakasi halinde cekildi,
ardindan etiivde 180°C 2 saat kurutulduktan sonra, {iizerlerine elde edilen
fraksiyonlardan birka¢ damla plakalara damlatildi ve kurumasi beklendi. Ardindan
hareketli fazin buhariyla doygun hale gelen gelistirme tankina kondu ve ¢oziiciiniin
tabakada ilerlemesi saglandi. Gelistirme tankindan alinan tabakalar kurutulduktan
sonra renklendirme reaktifi ile muamele edildi. Bu islemden sonra plakalar 100
°C’da etiivde 10 dakika bekletildi ve meydana gelen lekelerin Ry degerleri
hesaplandi.

Ince tabaka kromatografisinde denenen hareketli faz sistemleri:
Hareketli faz sistemi 1: Kloroform: 65 mL

Metanol: 35 mL
Su: 10 mL



Hareketli faz sistemi 2 : Biitanol: 90 mL
Piridin: 50 mL
Su: 40 mL

Hareketli faz sistemi 3: Kloroform: 16 mL
Metil alkol: 8,5 mL
Asetik asit: 3 mL
Su: 2 mL

Hareketli faz sistemi 4: Kloroform: 40 mL
Metil alkol: 40 mL
Asetik asit: 10 mL
Su:10 mL

Hareketli faz sistemi 5: Etil asetat: 40 mL
Asetik asit: 20 mL
Propanol: 20 mL
Metanol: 40 mL

En iyi ayirma 3 numaral1 hareketli faz sistemi ile elde edildi.

Kullanilan renklendirme reaktifi: 1,1 g p-hidroksibenzaldehit, 50 mL 2M siilfiirik asit

cozeltisi i¢inde c¢oziildii.

Saponinler renklendirme reaktifi ile mavi

renkte kompleksler olusturdugu

bilinmektedir (66). Meydana gelen lekelerin Ry degerleri tespit edildikten sonra ayni

R degerine sahip olan kisimlar birlestirilerek 5 ayr1 Ry degerine sahip 5 ayr1 kisim

elde edildi.
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Cizelge 4.3. Ry degerleri

fraksiyonlar
(her fraksiyon 20 mL’dir) R ¢ degerleri

0,4 (yesil renk) ;0,5 (turuncu renk);
1) 60- 110 aras1 fraksiyonlar 0,6 (acik yesil renk)

2)110- 140 arasi fraksiyonlar 0,3 (acik yesil renk); 0,65 (mavi renk)

3)140- 160 arasi fraksiyonlar 0,6 (turuncu renk); 0,8 (mavi renk)

4)160- 180 aras1 fraksiyonlar 0,7 (turuncu renk)

5)180- 210 arasi fraksiyonlar 0,1 (koyu yesil renk)

Kolon kromatografisinden elde edilen 110-140 numarali fraksiyonlar birlestirildi ve
elde edilen c¢oOzeltinin coziiciisii doner buharlastiricida uzaklastirildi bu islem
sonucunda ¢oziiciisii uzaklastirilan ¢ozeltiden 100 mg kalint1 elde edildi. Ardindan
elde edilen kalintidan saponinin saflastirilmas: icin tekrar kolon kromatografisi

yontemi uygulandi.

Uygulanan ikinci kolon kromatografisi yonteminde, kolon dolgu maddesi olarak
silikajel yerine Sephadex Lh-20 kullanildi. Kolon dolgu maddesi; metil alkol: su (1:
1) c¢ozeltisinde siispansiyon haline getirildi ve 25 cm uzunlugunda lcm capinda
kolona yerlestirildi. Saflastirilacak olan kalinti olabildigince az hacimde hareketli
fazda c¢oziildiikten sonra kolona uygulandi ve kolondan 10 mL ‘lik fraksiyonlar
toplandi, alinan fraksiyonlarin ince tabaka kromatografisinde R ¢ degerlerine bakildi
ve Ry degerlerine gore fraksiyonlar ayri ayri toplandi. 0,65 Ry degerine sahip,
renklendirme reaktifi ile mavi renk veren, saponin oldugu diisiiniilen 20 mg amorf

madde elde edildi. Elde edilen maddenin erime noktasi 207- 209°C olarak bulundu.

Kolon kromatografisinden elde edilen 140-160 numarali fraksiyonlar birlestirildi ve
elde edilen ¢ozeltinin ¢oziiciisii uzaklastirildi. Coziiciiniin uzaklastirilmasindan sonra
200 mg kalint1 elde edildi. Elde edilen kalinti metanolde ¢oziildii ve Sephdex Lh-20

ile doldurulmus kolondan gecirildi. Hareketli faz sistemi olarak metil alkol:su (1:1)
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karisimi kullanildi. Kolondan alinan eliiatin ¢oziiclisii uzaklastirildi ve biyolojik

aktivite belirlenmesinde kullanilmak iizere saklandi (90 mg).

4.3. Saponinin Asit Hidrolizi

Saponin (10 mg); 10 mL 3 M HCI ¢ozeltisi i¢inde 2 saat boyunca hidroliz edildi.
Hidroliz islemi esnasinda, baslangicta homojen olan cozeltide cokmeler gozlendi.
Hidroliz islemi bittikten sonra, meydana galen aglikon etil asetat ile sulu fazdan
ekstrakte edildi (3x10 mL). Etil asetat fazinin ¢6ziiciisii uzaklastirildiktan sonra bu
fazdan aglikon elde edildi. Sulu faz sodyum karbonat ¢ozeltisi ile notrallestirildi ve

sulu fazdan seker molekiilleri elde edildi.

4.4. Seker Molekiillerinin Tespiti

Seker molekiiliiniin yapisini belirlemek i¢in kagit kromatografisi yontemi kullanildi.
Asit hidroliz sonucu elde edilen su fazindan alinan 6rnek kagit iizerine damlatildi.
Ardindan kagit; kloroform, metil alkol, su (8:5:1) hareketli faz sisteminin buhari ile
doygun hale getirilmis gelistirme tankina kondu. Yiiriitme islemi bitirildikten sonra
kagit kurutuldu. Kurutulan kagit iizerine 0,5 g sodyum hidroksitin; su, etanol (3:47)
coziicii sisteminde coziilmesiyle elde edilen ¢ozelti piiskiirtiildii. Kagit kurutulduktan
sonra, kagit iizerine aseton ve doygun giimiis nitrat ¢ozeltisi (1:19) piiskiirtiildii.
Piiskiirtiilen ¢ozeltinin ¢oziiciisiiniin uzaklagsmasi i¢in bir siire beklendikten sonra
kahverengi leke tespit edildi (Rf: 0,62). Goriillen kahverengi lekenin R¢’sinin bu
hareketli faz sistemindeki glukoz molekiiliiniin sahip olugu R¢ degeri ile ayn1 oldugu
goriildii. Yapilan bu kromatografik islemde; asit hidroliz ile elde edilen seker
molekiilii sahit numune (glukoz) ile beraber yiiriitiilmiis ve aym Ry degerine sahip

oldugu tespit edilmistir.

4.5. Covenin Antibakteriyel ve Antifungal Aktivitelerinin Incelenmesi

Saponinlerin kuvvetli derecede antimikrobiyal aktivite gosterdigi bilinmektedir.

Saponinin saflastirilmasi sirasinda sokslet cihazinda; ekstraksiyon yontemi ile elde
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edilen kloroform, petrol eteri ve etanol fazi ile kolon kromatografisi yontemi
uygulanarak saponin bilesiginin bulundugu diisiiniillen kismin antibakteriyel ve

antifungal aktivitesi arastirildi.

4.5.1. Bakterilerin besiyerinde ¢ogaltilmasi

0,1 g s1v1 besiyeri alinip su ile 10 mL’ye seyreltildi ve deney tiiplerine alindi. Gazi
Universitesi Biyoloji Boliimiinden temin edilen bakteri kiiltiiriinden 6ze yardimu ile
bakteriler alinip, s1v1 besiyerin icine asiland1 ve bir giin siire ile bekletilip bakterilerin
cogalmasi saglandiktan sonra Muller Hinton kati besiyeri ile hazirlanmis petri
kaplarina ekilerek besiyeri ortaminda cogalmasi saglandi. Islemler Gazi Universitesi

Biyoloji Béliimii’nden elde edilen 2 mantar cesidi ile de tekrarlandi.

4.5.2. Petri kaplariin hazirlanmasi

Muller Hinton agardan 5,7 g alinip 150 mL su i¢ine eklenerek iyice karistirildi ve
otoklavda sterilize edildi. Steril besiyere steril sartlarda sivi Kkiiltiir eklenip
homojenize edildi ve petri kaplarina dokiildii. Agarin petri kabinda sertlesmesi i¢in
30 dakika siire ile buzdolabina bekletildi daha sonra buzdolabindan ¢ikarilan petri
kaplarinin ortalarina biyolojik aktivitesi incelenecek olan kisimlarin konacag kiigiik

bosluklar olusturuldu.

4.5.3. Cozeltilerinin hazirlanmasi

Petrol eteri, kloroform, etanol ekstraktlarinin ve kolon kromatografisiyle elde edilen
madde kendi coziiciileri ile coziilerek, derisimi 50 mg/ml olacak sekilde c¢ozeltileri
hazirland1 ve ayr1 ayr1 petri kaplarinda agilan kiiciik bosluklara her bir ¢ozeltiden 0,1

‘er mL mikropipetle enjekte edildi.
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4.5.4. inhibisyon zonlarinin él¢iilmesi

Aktivitesi belirlenecek madde, mikroorganizmaya kars1 bir aktivite gosteriyorsa
maddenin difiizlenip ilerledigi yerlerde ilk besiyeri renginden farkli olarak seffaf

bolgeler olusmaktadir.

Belirtilen derisimlerde hazirlanan cozeltiler petri kaplarinda acilan kuyulara eklendi
ve bir giin siireyle beklendi, ardindan bir giin sonra olusan inhibisyon zonlari
oOlciildii. Elde edilen inhibisyon c¢ap1 degerleri deney iki kez tekrarlandiktan sonra

ortalamalarinin alinmasiyla bulundu.

Bu islemleri yaparken c¢evreden gelecek bagka tiir bakterilerin deneysel kosullari
olumsuz yonde etkilemesini azaltmak i¢in deneyde kullanilan aletler otoklavda steril

hale getirilerek kullanildi.



5. SONUC VE TARTISMA

5.1. FT-IR Spektrumu Verileri

Spektrumda gozlenen pikler :
1050-1100 cm™ : C-O gerilmesi
1727 cm™ : C=0 piki
3400-3300 cm ™' : OH piki
2980-2870 cm ™' : Alifatik C-H piki
1620-1650 cm™ : C=C gerilmesi

Elde edilen aglikonun FT-IR spektrumu Sekil 5.1°de verilmistir.
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5.2."*C NMR Spektrumunun Degerlendirilmesi
BC NMR spektrumunda; elde edilen verilere gore kimyasal yapisim Sekil 5.8°de
gosterildigi gibi diisiindiiglimiiz saponin bilesiginin aglikon kisminda bulunan toplam

33 karbona ait sinyal beklenen yerlerde gozlenmistir.

81 ppm ‘ de gozlenen sinyal; seker molekiillerinin glikozidik bag ile baglandig

aglikonun {i¢iincii karbonuna karsilik gelmektedir.

Aglikonun yapisinda bulunan birbiri ile ¢ift bag yapan karbon atomlarinin sinyalleri

beklendigi gibi 130 — 140 ppm civarinda gozlenmistir.

170 ppm’ de gozlenen sinyal ise ester bag: ile aglikona baglanmis karbon atomuna

karsilik gelmektedir.

Aglikonun B spektrumu; Sekil 5.2 ve Sekil 5.3’de verilmistir.
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Spektrum aliminda ¢oziicii olarak d-piridin kullamilmugtir. 125, 135, 150 ppm’de

gozlenen siddetli sinyaller ¢oziiciiden kaynaklanan sinyallerdir.

Saponin bilesiginin yapisinda ¢ok sayida karbon atomu oldugu i¢in spektrumun
biiylik bir alaninda bu atomlara ait sinyaller gbzlenmektedir. Coziicliden kaynaklanan
sinyallerle molekiildeki karbon atomlarinin sinyallerinin karigmasini engellemek icin

literatiire uygun olarak ¢oziicii olarak d-piridin se¢ilmistir.

Cizelge 5.1 ‘de saponinin asit hidrolizi sonucu elde edilen aglikonun alinan Be
NMR spektrumunda gézlenen sinyallerin karsilik geldigi karbon atomlarinin listesi

verilmistir.



Cizelge 5.1. Be Spektrum verileri

Karbon no Kimyasal kayma (ppm)
1 37
2 25
3 81
4 40
5 49
6 19
7 31
8 39
9 43
10 32
11 24
12 130
13 134
14 41
15 133
16 136
17 47
18 37
19 39
20 48
21 27
22 28
23 18
24 16
25 12
26 13
27 21
28 169
29 73
30 58
31 169
32 70
33 57

41
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5.3.'H NMR Spektrumunun Degerlendirilmesi

72 - 17,5 - 8,5 — 8,77 ppm‘de gozlenen pikler ¢oziiciiden (d-piridin) kaynaklanan
piklerdir.

5,3 ppm’de gozlenen yayvan pik c¢oziiciden kaynaklanan su pikine karsilik

gelmektedir.

4,4 ppm’de iice yarilmis olarak gozlenen pik; aglikonun c¢ift bag yapmis onikinci

karbonunda bulunan hidrojen atomuna karsilik gelmektedir.

3,8 ppm’de gozlenen dorde yarilmis piklerin, u¢ kisimlarinin tekrardan ikiye
yarildigr goriilmektedir. Bu pik aglikona ester bagi ile baglanmis olan ve metil
grubuna komsu olan 29’ ve 32’°ci karbon atomuna bagl hidrojen atomuna karsilik
gelmektedir. CH, grubundaki hidrojen atomlarina ait pikin beklenenden daha diisiik
alanda cikmasimin nedeni elektron cekici gruba (O=C-O) bagli olmasindan

kaynaklanmaktadir.

2,8 ppm’de gozlenen tekli pik; karbonil grubunun bagli oldugu 20’ci karbona bagh
olan 27°ci karbondaki hidrojen atomuna karsilik gelmektedir. CH3 grubu hidrojen
atomlarinin beklenenden daha diisiik alanda ¢ikmasinin nedeni, elektron cekici gruba
baghh karbon atomuna komsu karbon atomuna bagli hidrojen atomu olmasindan

kaynaklanmaktadir.

2,1 ppm’de gozlenen ikiye yarilmis pik; tek hidrojen atomuna sahip 18’ci karbona

komsu olan 19’cu karbona bagli hidrojen atomuna karsilik gelmektedir.

1- 1,5 ppm’de arasindaki pikler kimyasal kayma degerleri birbirine yakin bir¢ok

hidrojen atomu olmasindan dolay1 karmasik ¢ikmistir.
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1,3 ppm’de goriilen tekli pik 24’cii karbon atomuna bagli hidrojen atomlarina (CHj3)
karsilik gelmektedir. CH3 grubuna ait bu hidrojen atomlariin diger tekli pik veren
CHj3; hidrojen atomlarina nazaran daha diisiik alanda ¢ikmasinin nedeni hidroksil

grubunun bagl oldugu karbona komsu olmasindan kaynaklanmaktadir.

1 ppm’de goriilen tekli pik 23’°cii karbon atomuna bagli hidrojen atomlarina (CHjs)

karsilik gelmektedir.

0,95 ppm’de goriilen tekli pik 26’c1 karbon atomuna bagl hidrojen atomlarina (CHs)
karsilik gelmektedir.

0,85 ppm’de goriilen tekli pik 25°ci karbon atomuna bagl hidrojen atomlarina (CHj)

karsilik gelmektedir.

Elde edilen aglikonun 'H NMR spektrumu Sekil 5.4 ve Sekil 5.5°de verilmistir.
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5.4. Kiitle Spektrumunun Degerlendirilmesi

Saponin bilesiginin alinan kiitle spektrumunda M™ piki 850,9’da gdzlenmistir.

688,3” de [M - 163]" gozlenen pik, molekiilden bir seker molekiiliiniin uzaklastigini

gostermektedir.

525,7’de [M — 163 - 162]" gozlenen pik, molekiilden bir seker molekiiliiniin daha

uzaklastigini gostermektedir.

Saponin, asit hidrolizine maruz birakildiktan sonra elde edilen aglikonun Kkiitle
spektrumu alindi@inda ise; 527,07°de M* piki 527,75°de [M +1]" piki gozlenmistir.
Bu sonuca dayanarak aglikonun mol kiitlesinin 526,7 oldugu sonucuna varilmastir.
Saponinin kiitle spektrumu Sekil 5.6’da aglikonun kiitle spektrumu ise Sekil 5.7°de

verilmistir.

Kiitle spektrumu alinrken LC/MS API-ES (Atmosferik Basmg Iyonizasyon

Elektrospray) yontemi kullanilmistir.
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5.5. Sonuclar

Spektrumlardan elde edilen veriler 1s18inda, Gypsophila Eriocalyx Boiss adlh
bitkiden elde etmeye calistigimiz saponin bilesiginin yapisinin Sekil 5.6’da

gosterildigi gibi olabilecegi diisliniilmiistiir.

@)

[|] 32 33
COCH,CH,
21

28 29 30
COCH,CH,
[

)

HO
HO HO o
HO
H OH

OH

Sekil5.8. Saponinin yapist (C4sH700;5)

Saponin bilesiginin aglikon kisminin yapisini tayin etmek i¢in yapilan asit hidrolizi
sonucu reaksiyon ortaminda hem karboksil grubuna sahip aglikon molekiillerinin
hem de ester gruplarina sahip aglikon molekiillerinin bulunmasi gerektigi
diisiiniilmektedir. Aglikonun kiitle spektrumu aliminda kullanilan GC-MS cihazi,
bilesikleri birbirinden ayirip her birinin mol kiitlelerini ayr1 ayr1 tayin edebilmektedir.
Aglikonun alman kiitle spektrumunda goriilen 527,75°deki [M +1]" piki
degerlendirilerek, elde ettigimizi diisiindiiglimiiz saponin bilesiginin yapisindaki

Aglikon kisminin ester gruplarina sahip oldugu sonucuna varilmistir.

Coven bitkisinin sokslet cihazinda; petrol eteri, kloroform ve etil alkol ile

ekstraksiyonlart sonucunda elde edilen ekstraktlart ve de kolon kromatografisi
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yontemi ile saflastirmaya calistigimiz saponin bilesiginin biyolojik aktivitesi
incelenmis ve deneyde kullanilan mikroorganizmalara karsi; petrol eteri, kloroform,

etil alkol ekstraktlarinin biyolojik aktivite gostermedigi diistiniilmiistiir.

Kloroform ve petrol eteri ekstraktlarinda saponin bulunmadig i¢in bu ekstraktlarin
antimikrobiyal aktivite gostermedigi diisiiniilmiistiir. Etil alkol ekstraktinin i¢inde
saponin bulunmasina ragmen saponin derisiminin bu ekstrakt i¢inde antimikrobiyal

aktivite gosterecek miktarda bulunmadigi diigtiniilmiistiir.

Kolon kromatografisi yontemi ile elde edilen kismin petri kaplarinda inhibisyon
zonlart  olusturdugu  gozlenmistir.  Bu  kisimda  deneyde  kullanilan
mikroorganizmalara kars1 biyolojik aktivite gosterecek miktarda saponin bulundugu

diistiniilmiistiir.

Cizelge 5.2. Inhibisyon zonlar1 (mm)

Mikroorganizma ad1 | Inhibisyon zonunun capi
Bacilus Cereus G+ 8
MicrococusluteusG+ 8
S.Aureus G+ 6
B.Subtilis G+ 6
Escheria Coli G- 6
P.Aeruginasa G- 6
Candida Albican 10
S.Cerevisia 10
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