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OZET

Smilax excelsa (Liliaceae) bitkisinin toprak ustd kisimlars
(meyva, yaprak, dal) steroidal bilesikler yoninden
incelenmistir.

Bitkinin meyvalar1 ve yaprak ile dallar1 farkli zamanlarda
toplandi. Ilk olarak meyvalar, Kasim 1992 tarihinde Istanbul
Universitesi Orman Fakiltesi Arburetumundan(Bahgekéy),
yaprak ve dallar ise Mayis 1993 tarihinde yine ayni Fakiultenin
uygulama ormanindan toplandi. Istanbul Universitesi Orman
Fakiltesi Botanik Anabilim Dali Ogretim Uyesi Do¢.Dr. Asuman
Efe tarafindan teshis edilen ©bitki I.U. Orman Fakiiltesi
Herbaryumu'nda [ISTO-3926 numaras: ile kayitlidir.

Caligmalar ilk o6nce meyvalar tzerinde yapild:i. Kurutulduktan
sonra o6gutilen meyvalar Sokslet cihazinda artan polaritedeki
¢oziculerle, n-hekzan, kloroform, n-butanol, etanol ve su ile
ekstre edildi. Ekstreler disik basingta yogunlastirildi. Hekzan
ve kloroform ekstrelerinin ince tabaka kromatografileri
sonucunda sterole benzer bilesikler igerdikleri gorulduginden
bu ekstreler kolon kromatografisi ile silikajel adsorban
izerinden  fraksiyonlandirildi. Fraksiyonlar ince tabaka
kromatografisinde incelenerek benzer olanlar birlegtirildi.
Onem!i goérilenler silikajel plaklar kullanilarak preparatif ince
tabaka kromatografisi ile saflastirildi. Kloroform ekstresinden
S,(Sitosteril 3p-glikozid) bilesigi elde edildi.

Elde edilen steroid bilesiginin yapisi, spektral yontemler,
standart ornekle ince tabaka kromatografisi ve erime noktasi
karsilastirilarak saptandi.

Meyvalardan elde edilen n-butanol ve etanol ekstrelerinin
steroidal saponinlere ait 6n denemeleri vermesi sonucunda bu
ekstreler, steroidal saponin yoéninden incelendi. Yapilan ince
tabaka kromatografilerinde benzer bilesikler igerdikleri saptandi
ve bu ekstreler birlestirildi. Kolon kromatografisi ile silikajel
adsorban 1iuzerinden fraksiyonlandirildi. Fraksiyonlar ince
tabaka kromatografisinde incelenerek benzer olanlar
birlegtirildi. Fraksiyonlarda ¢oken, kopiurme testi ile renk
reaksiyonlarint veren maddelerin preparatif ince tabaka
kromatografisinde saflastirilmalart sonucunda S, ve Sj
bilesikleri elde edildi.

S, bilesigi steroidal saponinlere 6zgu reaksiyonlar:i vermekte
ancak erime noktasi1 ve spektral sonuglarda farkliliklar
gostermektedir. Bilesigin spektral bulgularindan, iki glukoz
molekiline sahip ve aglikon kisminda 5'li lakton halkasi
tasiyan ve Liliaceae familyasinin bazi tirlerinde yaygin olarak
bulunan yuksek molektulli bir steroidal glikozid oldugu
dustintlmektedir.
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S; bilesiginin ise bir mono-seker oldugu spektral wverilerle
saptandi. Onemsiz gorilen bu bilesigin uzerinde durulmadi.

Bitkinin yaprak ve dallarina da ayn: islemler uygulandi1.
Kurutulup ogutulen yaprak ve dallar, Sokslet cihazinda
n-hekzan, kloroform, etanol ve su ile ekstre edildi.
Yogunlastirilan ekstrelerden sadece su ekstresi képirme testini
verdi. Bu ekstreye eter ile ¢oktirme yontemi uygulandi. Elde
edilen bilesigin S; bilesigi ile ayni yapida oldugu yine spektral
verilerle goruldu.

Sonu¢ olarak Smilax excelsa (L.) bitkisinin toprak ustu
kisimlarindan yapis: kesin olarak saptanan bir steroid bilesigi
ile yapisi1 tam olarak saptanamayan bir diger steroid bilesigi
izole edilmistir. Bitkinin koklerinde bulunan steroidal
saponinlere ise toprak ustd kisimlarda rastlanmamistir.
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ABSTRACT

The above ground parts (fruits, leaves, stems) of Smilax
excelsa were examined for steroids.

The fruits, leaves and stems were collected at different dates.
The fruits were collected in November 1992 from Istanbul
Universitesi Orman Fakultesi Arburetumu(Bahgekéy), leaves
and stems were collected in May 1993. The plant was identified
by Assos.Prof.Dr.Asuman Efe (1.U.) and is registered in I1.U.
Orman Fakiltesi Herbaryumu with the number ISTO-3926.

The fruits were examined first. They were air dried, then
ground and extracted with n-hexane, chloroform, n-butanol,
ethanol and water using the Soxhlet apparatus. The extracts
were concentrated under vacuum. The thin layer chromatograms
of the hexane and chloroform extracts showed the presence of
compounds which could be sterols, hence, the extracts were
fractionated by column chromatography using silicagel as
adsorbent. The fractions were examined by TLC and similar
fractions were combined.

The chloroform extract yielded compound S;, which proved to
be Sitosteryl-3p-glycoside. The structure of the steroidal
compound was elucidated by spectral methods, and by
comparing with the standart in TLC.

The n-butanol and ethanol extracts of the fruits showed the
presence of saponins in the classification tests. Their thin-layer
chromatograms showed similar compounds so they were
combined, and fractionated by column chromatography using
silicagel as adsorbent. Similar fractions were combined.

Two compounds, S, and S; which precipitated, and gave
positive results in the foaming test and in color reactions
particular to saponins were purified and obtained in good yield.

S, made the reactions particular to saponins but its melting
point showed a deviation from the melting point of saponins
and its spectral data differed from that of saponins. Its spectral
data showed the presence of a high-molecular-weight compound
containing 2 glucose molecules, and a 5§ C lactone in the
aglycon. It is found to be similar to a steroidal glycoside
present in some sub-groups of the Liliaceae family.

Compound S; was identified by spectral methods to be a mono
saccharide.

The leaves and stems of the plant were treated likewise. The
air-dried and ground metarial were extracted in the Soxhlet
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apparatus using n-hexane, chloroform, ethanol and water. The
extracts were concentrated under vacuum. Only the water
extract gave positive result in the foaming test so it was
precipitated using ether. The obtained compound proved to be
the same with compound S;.

The above-ground parts of Smilax excelsa (L.) plant contains 2
steroidal compounds. The structure of one of them was
elucidated but the structure of the other could be only partly
elucidated. The steroidal saponins which are reported to be
present in the roots are absent in the above-ground parts.



1.GIRIS
1.1. CALISMANIN AMACI

Smilax turlerinin kokleri, igerdikleri steroidal ©bilesikler
nedeniyle wuzun yillar tibbi amaglarla kullanilmistir. Bu
bilesiklerden sitosteroller, antihiperkolesterolemik ajandir ve
kan damarlarinin i¢ ¢eperlerinde kolesterolin depolanmasini
onlerler ve damar tikaniklig: tedavisinde etkilidirler(Billups,
1977). Steroidal saponinler ise fizyolojik etkilerinden dolay1
frengi, romatizma, ekzama ve sedef hastaligr ile bobrek
hastaliklarinda kullanilmistir(Rittmann et al., 1930; Leclerc,
1938; Buchi et al, 1943). Steroidal saponinlerin kuvvet verici,
terletici ve idrar arttirici ozelliklerine son zamanlarda, basta
ilkel mantarlar olmak lizere patojenik bakteri ve virUslere karsi
gosterdikleri antibiyotik o¢zellikleri de eklenebilir(Jaretzky,
1951; Macek, 1972; Jakubke,1983). Tat ve koku verici madde
olarak bazi bitkisel ilaglarin bilesimine de giren bu saponinler,
kopik olusturma yeteneklerinden dolay: gida sanayiinde bira ve
gazoz tipi iceceklerin hazirlanmasinda da
kullanilmaktadir(Tanker, 1973; Reynolds et al., 1982).



Ancak gunumuzde steroidal saponinler, fizyolojik olmaktan ¢ok
farmakolojik oneme sahiptirler ve sentetik ila¢ sanayii igin
buyuk o6nem tagimaktadirlar. Bu onemin nedeni, steroidal
saponinlerden yari sentez yoluyla kortizon gibi bazi

hormonlarin ve oral kontraseptiflerin hazirlanmakta olmasidir.

Bu tiur maddelerin hazirlanmasi ig¢in gerekli baslangig
maddelerinin ihtiyaci da buyuk olcide artmistir. Bazi ilkelerde
steroidal saponin tagiyan bitkilerin yetistirilmesine biyik 6nem
verilmektedir(Baytop, 1974; Karlson, 1988).

Ulkemizde Smilax cinslerinin iki turd yetigsmektedir. Smilax
aspera ve Smilax excelsa. Istanbul ve gevresinde bulunan tir
S.excelsa’ dir(Davis, 1984). Bu turuin ginimuze kadar,
Azerbaycan Tip Enstitisti'nde sadece toprak alti kisimlar:
icerdigi steroidal saponinler yontunden incelenmistir. Bu
galigymada diosgenin, tigogenin ve bir steroidal glikozid olan
diosgenin-3-O-w-L-ramnopiranosid izole edilmistir(Iskenderov,
1970; iskenderov, et al., 1975). Yapilan literatir
arastirmalarinda toprak ustu kisimlarinda kimyasal olarak
herhangi bir g¢aligmaya rastlanmamistir. Bu nedenle Smilax
excelsa bitkisinin toprak @std kisimlarinin steroidal bilesikler
yoninden arastirilmasi amag¢lanmis ve ¢aligyma bu yodnde
yapilmistir.



2. TEORIK BOLUM

2.1. BITKININ TANIMI
2.1.1. Liliaceae Familyasi1 (Zambakgiller)

Liliales takimindan yaklasik 240 cins ve 4000 kadar otsu ve
calimsi bitki turunt igeren familyadir(Trease, et al., 1972).

Dinyanin hemen her yerine dagilmis olan bu familyanin uyeleri,
baslica 1liman ve astropik bolgelerde yaygindir. Tur sayisinin
en ¢ok oldugu bolgeler Guney Afrika, Kuzey Amerika, Baut
Asya ve Avustralya'dir. Familya dyeleri genellikle alt: pargals
cigcekleri ve ¢ gozlu kapsul tipi meyvalariyla (ender olarak etli
meyvalara rastlanir.) ayirt edilir. Cogunlukla bitkinin tabaninda
kimeler olusturan, kimi tirlerde ise gévde boyunca almasik ya
da gevrel olarak dizilen paralel damarli yapraklari ve kéksap,
sogan, kormus ya da yumru gibi besin depolayan toprak alt:
organlar:i ve gosterisli erdigi(disi organ ve erkek organlarin her
ikisini de iceren) cicekleri vardir. Ulkemizde 32 cins ve 200'e
yakin tird bulunmaktadir(Trease, et al., 1972; Baytop, 1983).



2.1.2. Smilax Cinsi

Dioik, ¢ok yillik, ince uzun dallara sahip tirmanici sarmagsik
gorinuminde olan Smilax cinslerinde dallar genellikle odunsu
ve alt kisimlar: dikenli, yapraklar oval, kalp ya da ok ve mizrak
basi seklinde, ug¢ koseli olup birbiri ardina siralanir. Capraz
damarlarin ag sebekesi yaparak baglandig: birbirine paralel 5-7
damara sahiptir. Petioller, bir ¢ift karsilikli tendril olusturur.
Cicekler kiuguk olup tek bir umbelde tasinarak ¢igek sapi
uzerinde yerlesirler.Ci¢cek sapi da yaprak ile dal arasina ya
dogrudan yapisik olarak ya da kivrimli bir sap ile baglidir.
Meyva, zarli , kabuksuz tane seklinde olup #¢ tohum
igerir.Smilax turleri yeni bir familya olan Smilacaceae familyas:
icine de yerlestirilebilir (Davis, 1984).

Turkiye'de Smilax aspera ve Smilax excelsa adi altinda iki tir
yetisir. Smilax aspera Bati ve Guney Anadolu'da, Smilax
excelsa ise Kuzey Anadolu boyunca yaygindir. Ozdikeni olarak
bilinen Smilax aspera'nin korpe sirginleri Bati ve Giney
Anadolu'da sebze olarak kullanilir. Geng¢ surginler ilkbaharda
toplanir ve demetier halinde pazarlarda satilir. Haslandiktan
sonra yumurta ile pisirilerek yenir. Bu sebzeye Bati Anadolu'da
Silcan veya Sircan ismi verilmektedir (Baytop, 1974; Baytop,
1983; Baytop, 1984).

2.1.3. Smilax excelsa L.

20 m kadar bir boya ulasabilen, tirmanici uzun bitki. Govde ve
dallarin alt kisimlari dikenli. Yapraklar geniy yuzeyli olup
yuvarlak, oval ve kismen kalp big¢iminde. 4-11 x 3-10 cm.
genellikle Smilax aspera'dakinden daha 1ince ve kenarlar:
purtizsuz. 2-14 sayida ¢gi¢ek tek bir umbelde tasinarak dal ile
petioller arasina 5-15 mm ya da daha uzun bir sap ile baglidir.
Erkek organ soluk, agik kahverengi 5.5-7 mm. dir. Meyvalar
taneli olup kirmiz: renklidir, u¢ tohum bulundurur(Davis, 1984;
Baytop, 1984).



Tohumlarin uzerinde bulunan zar(arillus) "Gicir" adiyla bilinir
ve elastikiyet vermek i¢in sakiz ile birlikte ¢ignenir. Bu
bitkinin kirmizi renkli olan bakkalar:1 Ruscus aculeatus dallarina
takilarak "kokina" adiyla yilbas:i susu olarak satilmaktadir.
Bitkinin Anadolu saparnasi olarak bilinen ve saponin ihtiva
eden kokleri diuretik ve sudorifik etkilerinden dolay:t halk
arasinda kullanilmaktadir(Tanker, ve digerleri, 1973; Baytop,
1984).

Bitki, Dogu'da Suriye'den yayilmistir. Guney ve giney-batt
Anadolu ile Turkiye'nin kuzeyinde bulunur. Bulundugu yerler;
Tekirdag, Istanbul(Belgrad ormanlari, Rumeli kavagi, Sariyer,
Alemdag, Beykoz, Polonezkéy, Anadolu Kavagi), Bursa,
Hendek, Bolu(Akgakoca), Zonguldak, Sinop, Samsun, Trabzon,
Coruh, Rize, Aydin, Mugla, Marmaris, Antalya, Hatay’ dir.

Tarkiye ¢evresinde ise Bulgaristan, Yunanistan,
Suriye(Lazkiye), Transkafkasya  (Azerbaycan, Gircistan,
Ermenistan), Kuzey Iran, Karadeniz kiyilarinda bulunur

(Baytop, 1963; Davis, 1984).



2.2. BITKININ FARMAKOLOJIK ONEMI VE YAPILAN
CALISMALAR

2.2.1. Liliaceae Familyasinin Farmakolojik Onemi

Liliaceae, sus bitkisi olarak yetistirilen Hyacinthus, Lilium,
Convallaria, Galanthus, Tulipa ve sebze olarak kullanilan
Allium, Asparagus gibi tirlere sahip 6nemli bir
familyadir(Trease, et al., 1972).

Ulkemizde 32  cinasi ve 200 kadar tard bulunan
familyanin(Trease, et al., 1972, Baytop, 1983) asil énemi,
farmakolojik etki gosteren tlirlere de sahip olmasidir.
Farmakolojik  etki, degisik turlerde bulunan kardiyak
glikozidler, steroidler, triterpenik ve steroidal saponinler,
alkaloidler, siyanogenetik glikozidler, antrasenozidler gibi bir
¢ok 6nemli maddeden kaynaklanmaktadir. Bu nedenle, 6nemli
droglar:1 igeren bu turler yillardan beri, kalp yetmezligi,
arteriyel hipertansiyon, romatizma, artrit ve gut hastaliklar: ile
oksurikte, ditretik, laksatif, agri Kkesici, ekspektoran
ozelliklerinden dolay: kullanilmaktadir(Tanker, ve digerleri,
1973).



2.2.2. Smilax Tirlerinin Farmakolojik Onemi

Smilax turlerinin farmakolojik agidan onemli olmasinin sebebi
kéklerinde icerdikleri steroidal bilesiklerdir. Ticari olarak
kullanilan tirler arasinda Smilax aristolochviaefolia, Smilax
regelii, Smilax febrifuga, Smilax china sayilabilir. Bu turlerin
saparna(sarsaparilla) adi verilen kokleri sirasiyla Meksika
saparnasi,Honduras saparnas:, Ekvator saparnas:i ve Cin
saparnasi olarak bilinir(Claus, et al., 1965).

Smilax aspera (Portekiz saparnasi), Smilax prolifera (Italya
saparnasi), Smilax excelsa (Suriye ya da Anadolu saparnasi),
Smilax rotundifolia (Ispanya saparnasi) ve Smilax glauca
(Makedonya saparnasi) nin kodkleri ise yalanci saparna olarak
tanimlanmaktadir(Denolin, 1934).

Kokler genellikle kalem kalinliginda, uzeri boyuna burusuklu,
grimsi esmer veya sarimtirak kirmizi renkli ¢ubuklar ya da
par¢alar halindedir (Baytop, 1984). Kokler bazi tirlerde
rizomludur. Rizomlar kalin, kisa, sert ve budaklidir(Claus, et
al., 1965).

Kokler toplandiktan sonra guneste ya da hafif atesy uzerinde
kurutulur. Kokusuz, hafif aci lezzetli ve biraz tatlimsidir
(Tanker, ve digerleri., 1973; Reynold, er al., 1982).

Eskiden frengi, romatizma ve cilt hastaliklarinda, ozellikle
ekzema ve sedef hastaliginda, dekoksiyon ya da infizyon
seklinde kullanilmistir(Leclerc, 1938; Buchi, et al., 1943).
Kuvvet wverici, terletici ve 1urik asit ile klorir atilimin:
arttirdigindan dolay: idrar arttirict 6zelligi de vardir(Jaretzky,
1951; Baytop, 1984). Bobrek hastaliklarinda da kullanilmistir
(Rittman, et al., 1930).

Turk Kodeksine de Radix Sarsaparilla olarak kayitls olan

saparna koku, bazi gazoz tipi i¢eceklere ve  biralara



kattlmaktadir(Tanker, ve digerleri, 1973). Ayrica, gesitli ilaglar
igin tat verici madde olarak da kullanilmakta ve bazi bitkisel
preparatlarin bilejimine girmektedir(Reynolds, et al., 1982).

Smilax ornata ve Smilax japicanga'nin cuzzam tedavisinde
‘kullanildigi da bilinmektedir(Rollier, et al., 1952; Paris, et al.,
1952).

Son yillarda ise Smilax aristolochiaefolia, Smilax aspera,
Smilax china, Smilax cordifolia, Smilax lanceaefolia, Smilax
medica, Smilax mexicana, Smilax officinalis, Smilax regelii,
Smilax siphilitica ve daha birgok Smilax turu dekoksiyon, toz,
macun veya lapa seklinde hazirlanan preparatlarla goégius
kanseri, rahim kanseri, kan kanseri basta olmak uzere c¢esitli ur
seklindeki sert Kkitlesel olusumlarin, habis timdorlerin ve
kansere donismis olan iulserlerin tedavisinde kullanilmaktadir
(Hartwell, 1982).

2.2.3. Smilax Turleri ile Yapilan Calismalar

16.ytizyildan beri bilinen Smilax turleri(Celebioglu, 1949) ile
yapilan caligymalar daha ¢ok bitkinin toprak alts kisimlarinin
igerdigi steroidal bilesikler yoninde olmustur. Son yetmis
yildir bitkinin degisik turleri uzerinde yapilan c¢aligmalar su
sekilde siralanabilir:

Smilax regelii: sitosterol, parillin, sarsasaponin, 1 mol
ramnoz, 2 mol glukoz ve bir seskiterpen elde edilmigtir.
Parillin’'in hidrolizi bir sapogenin olan parigenin verir (Van Der
Haar, 1929). Honduras saparnasi olarak bilinen Smilax
regelii'nin koéklerinden de stigmasterol ve f-sitosterol izole

edilmistir (James, et al., 1937).

Smilax aspera: kok ve dallarindan parillin (Balansard, et al.,

, 1960),
yapraklarindan bisdesmosin 22-hidroksifurostanol saponin olan

1938), sarsasapogenin, tigogenin (Laorga, et al.

Asperosid ve spirostanol glikozid olan Asperin (Petricic, et al.,



1969; Tschesche, et al., 1974) ile diosgenin, hekogenin ve

smilagenin gibi steroidal sapogeninler izole edilmistir (Bruno,
et al., 1985).

Smilax sieboldi: tigogenin, neotigogenin ve laksogenin izole
edilmistir. Laksogenin'in 3P-hidroksi-25D, Sa-spirostan-6-on
yapisinda oldugu gosterilmistir(Akahori, et al., 1963). Bitkinin
dallarinda da yine ayni sapogeninlerin laksogenin, tigogenin
(25D, Sw-spirostan-3PB-ol), neotigogenin (25L, Sa-spirostan-
3B-o0l) ve P-klorogenin (25D, Sa-spirostan-3P-6B-diol)'in
bulundugu gosterilmistir(Okanishi, et al., 1965). Bitkinin
rizomlarinda ise alt1 yeni steroidal saponin bulunmustur.
Bunlar:

3B - hidroksi - (25R) -5a- spirostan - 6 - on(laksogenin) 3-O-
B~D glukopiranosil-(1—4)-O- [ -L-arabinopiranosil-(1—6)]-
B- D-glukopiranosid,

Laksogenin 3 - O -a - L - arabinopiranosil - (1-6) -3 - D -
glukopiranosid,

3B, 27 - dihidroksi - (25S) - Sa-spirostan -6-on 3 - O - - D-
glukopiranosil-(1—-4)-O- [ -L-arabinopiranosil-(1—-6)]- B- D-
glukopiranosid,

26-0-B-D - glukopiranosit-3B, 22, 26-trihidroksi-(25R)-50-
furostan - 6 - on 3- O -a - L- arabinopiranosil- (1-6) - B- D-
glukopiranosid,

26-0-B-D - glukopiranosil-3B, 220, 26-trihidroksi-(25R)-5x-
furostan - 6 - on 3- O -B - D- glukopiranosil- (1-4) -O - [ -
L-arabinopiranosil - (1-6)] - B -D-glukopiranosid,

(25R)-5a-spirostan-3P-ol(tigogenin) 3-0O-f-D-glukopiranosil -
(1-4) -O- [a-L-arabinopiranosil - (1—6)] B-D-glukopiranosid’
dir.(Kubo, et al., 1991).



10

Smilax sieboldii'nin toprak alt1 kisimlarindan da;

Laksogenin 3 - O -« - L - arabinopiranosil - (1-6) -p - D -
glukopiranosid,

Tigogenin 3 - O - B - D - glukopiranosil - (1—-4) - [a-L -
arabinopiranosil - (1-6)] - B - D - glukopiranosid,

Sieboldogenin 3- O - B - D - glukopiranosil (1-4) - [a - L -
arabinopiranosil - (1-6)] - B - D - glukopiranosid,

Sieboldogenin 3- O - [@ - L - arabinopiranosil - (1-56)] - B -
D - glukopiranosid izole edilmistir(Mt Hee, et al., 1992).

Smilax glabra: rizomlarindan B-sitosterol, stigmasterol ve

kampesterol izole edilmistir(Tsukamoto, et al., 1963).

‘Smilax aristolochiaefolia: koklerinden (25S)-5p-furostan-
3, 22w, 26-triol'un bir bis(desmosidik) glikozidi olan
sarsaparillosid izole edilmistir. 3-OH'da eterik seker zinciri
icerir. D-glukoz, 26-OH'a baglidir ve P-D-glukozidaz ile
bolunebilir(Tschesche, et al., 1969).

Smilax medica: rizom ve yapraklarindan bir sterol olan
pollinastanol izole edilmistir(Devys, et al., 1969).

Smilax excelsa: toprak altt kisimlarindan diosgenin,
tigogenin(Iskenderov, 1970) ve bir steroidal glikozid olan
diosgenin 3-O-a-L- ramnopiranosid izole edilmistir(Iskenderov,
et al., 1975).

Smilax parvifolia: koklerinden diosgenin ve diosgenin 3-O-
B-D-glukopiranosid saflastirilmistir. Ayrica asit hidrolizi ile
diosgenin veren fakat tanimlanamayan iki furostanol saponin de
izole edilmistir(Sharma, et al., 1980).
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Smifax zeylanica: kok ve yapraklarindan diosgenin elde
edilmistir(Kar, et al., 1984).

Smifax china: rizomlarindan diosgenin(Kawasaki, et al.,
1966) ve bilinen diosgenin glikozidleri olan prosapogenin A,
dioscin, gracillin, Me-protogracillin, Me-protodioscin ile bir
furostanol glikozid karisimi ve [-sitosterol glikozid izole
edilmistir(Kim, et al., 1989). Bitkinin koéklerinde ise su g

steroidal saponin bulunmustur(Sashida, et al., 1991).

26-0-B-D-glukopiranosil-(25R)-furosa-5,20-dien-3B,26-diol 3-
O-w-L-ramnopiranosil-(1—-2)-O-[@-L-ramnopiranosil-(1—4)]-P-

D-glukopiranosid(pseudoprotodioscin),

26-0-B-D-glukopiranosil-22-O-metil-(25R)-furosa-5-en-33,22,
26-triol 3-O--L-ramnopiranosil-(1—-2)-O-[a-L-ramnopiranosil-
(1-4)]-B-D-glukopiranosid(metilprotodioscin),

(25R)-spifost-5-en-3B-ol 3-O-a-L-ramnopiranosil-(1-2)-O-[a-
L-ramnopiranosil-(1—4)]-B-D-glukopiranosid(dioscin).

Smilax riparia: kok ve rizomlarindan, neotigogenin 3-O-u-L-
ramnopiranosil-(1— 6)-B-D-glukopiranosid,

neotigogenin 3 - O - B - D - glukopranosil - (1-4) - O - [w-L-
ramnopiranosil-(1— 6)]-B-D-glukopiranosid izole edilmistir
(Sashida, et al., 1991).

Smilax menispermoidea: rizomlarindan dort steroidal
sapogenin izole edilmistir. Bunlar dioscin, Me-protodioscin,
pseudoprotodioscin ve (25S)-spirost-5-en-3p,170-27-triol-3-0-
[¢-L- ramnopiranosil-(1—2)]-{o-L- ramnopiranosil-(1—-4)]-B-
glukopiranosid'dir(Yang, et al., 1992).

Smilax lebrunii: rizomlarindan yeni bir steroidal saponin
(25S)-spirost-5-en-3B-17w,27-triol-3-O-[R[Bf-D-Glu-(1- 3)]
[@-L-Ara(1—-6)]-B-D-Glu] elde edilmistir (Yang, et al., 1991).
Koklerinden ise;
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(25R)-spirostan-3B-o0l-6-on-3-O-[a-L-arabinopiranosil-(1-4)]-
B-D-glukopiranosid,

(25S)-spirost-5-en-3B-17a, 27-triol-3-O-[-L-arabinopiranosil-
{1-6)]-p-D-glukopiranosid izole edilmistir(Zhongjian, et al.,
1992).



2.3. GENEL BILGILER
2.3.1. Steroidler
2.3.1.1. Tanim

Steroidler, bitki ve hayvanlarda yaygin olarak bulunan o6nemli
bir dogal madde grubudur. Bir ¢ok biyolojik etkiye sahip olan
bu bilesikler, biyolojik dizenleyici olarak organizma yasamini
idare eden o6nemli fizyolojik etkiler gosterirler. Steroidlerin
kapsaminda bulunan; steroller, steroidal glikozidler, steroid
alkaloidler, cinsiyet hormonlari, adrenal korteks hormonlars,
safra asitleri, D vitamini en onemli biyolojik
bilesiklerdir(Jenkins, et al., 1950; Finar, 1975; Jakubke,
1983).

Sentetik olarak uretilebilen steroidlerden oral kontraseptifler,
anabolik steroidler ve steroid hormonlar farmakolojik olarak
6nemlidir; Steroidler, siklopentanoperhidrofenantren halka
sistemini icerirler ve blutun steroidler bu alisiklik
hidrokarbonun tirevleridir. 6 asimetrik merkez igceren bu
tetrasiklik halka sisteminin teorik olarak 26=64 tane
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stereoizomere sahip olmasi gerekir. Ama bunlarin sadece bir
kagt steroidler arasinda bilinmektedir(Jakubke, 1983).

Sekil 2.1 Siklopentanoperhidrofenantren

Siklopentanoperhidrofenantren halka sistemi, U¢u alti karbonlu
biri bes karbonlu dort halkanin kondenzasyonundan meydana
gelmis olup gonan veya steran diye adlandirilir. Halkalar A, B,
C, D harfleri ile belirtilmistir(Beyer, .1963; Solomons, 1988).

Sekil 2.2 Steroidlerin halka sistemi ve karbon atomlarinin

numaralandirilmasi

Tim steroidler 360°C’de selenyum ile ozel bir reaksiyon verir.
Steroidlerin taninma reaksiyonu olarak tanimlayabilecegimiz bu
dehidrojenasyon reaksiyonu sonucunda Diels'hidrokarbon
olusur(metilsiklopentenofenantren). Steroidler 420°C'nin

uzerinde selenyum ile distillendigi zaman buytuk miktarda krisen
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ve az miktarda piken verir. Selenyum ile distillendigi zaman
Diels'hidrokarbon veren her bilesik steroid olarak
tanimlanabilir(Finar, 1975). '

2.3.1.2. Steroidlerin Stereokimyas1i

Dogal olarak bulunan steroidlerin g¢ogunda B,C ve C,D
halkalarinin birlesme sekli transdir. (Sadece bufadienolid ve
kardenolidlerde cis konumundadir). A ve B halkalari cis ve
trans pozisyonlarinda birlesebilirler(Stahl, 1969).

Siklopentanoperhidrofenantren halka sisteminde 10, 13 ve 17
numaral: karbon atomlarina bagl:i substituentler bir ¢ok halka
sistemi ve izomer olanag: ortaya c¢ikarir. Gonan (steran) halka
sistemi bunun en basit ornegidir(Jakubke, 1983). Tablo 2.1.

steroidlerin halka sistemleri ile izomerlerini gostermektedir.



Tablo 2. 1. Steroidlerin

16

Hidrokarbon Halkalari

R
AT

H
Sa-serisi 5B-serisi
HALKA ADI R, R> Rj;
Sa-Gonan(Steran) H H H
5B-Gonan
Sa-Estran H CHj H
5B-Estran
S5a-Androstan(Testan) CH3j CHj H
5B-Androstan(Etiyokolan)
Sa-Pregnan(Allopregnan) CHj CHj Cz2Hs
5B-Pregnan
Su-Kolan(Allokolan) CHj, CHj, CH(CH3)CH,
5B-Kolan CH,CHj;
S5a-Kolestan CHj CH; CH(CH3)CH,CH>
5B-Kolestan(Koprostan) CH,CH(CH3)>2
Sa-Ergostan CHj CH; CH(CH3)CH»>CH-»
5B-Ergostan CH(CH3)CH
(CH3)2
Sa-Stigmastan CHj; CH; CH(CH3)CH>CH»
5B-Stigmastan CH(C;Hs)CH

(CH3)2
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Halkalarin birlesme noktalarina  bagls metil gruplari
agisal(angular) metil gruplar: olarak adlandirilir ve
stereokimyasal tanim igin 6nemli referans noktalari olarak kabul
edilirler. Acgisal metil gruplar:1 halka dizleminin uzerinde yer
aldig:1 <zaman(halkanin yan tarafindaki gruplar da yukarida
olacak sekilde) P-substituentler -olarak tanimlanir, bu gruplar
halka dizleminin altinda bulundugu zaman ise Q-substituentler
olarak belirtilir. 5 pozisyonundaki hidrojen atomunun - ve P-
durumlari; So-molekulinde A ve B halkalarinin birlesme dizeni
trans, 5fp-molekilinde ise cis seklinde olur.

19
2 CH,4 18

50-A/B trans

19 18
CH3 11 CH3

5B-A/B cis

Sekil 2.3. Steroidlerin Konformasyonu
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Dogada bulunan sterollerde ise C-10 ve C-13'deki metil
gruplar: C-8 hidrojen atomu ve C-17'ye bagli R yan zinciri cis
konumunda yer alir. Genellikle bitun bu gruplar
B-konfigurasyonundadir(Beyer, 1963; Solomons, 1988).

2.3.1.3. Kimyasal Reaksiyonlara

Steroidler, ¢ifte baglar, hidroksil, keto ve bunun gibi gruplar:
iceren molekullerden beklenen reaksiyonlarin timini verirler.
C-3'deki hidroksil grubu, kullanilan reaktiflere goére pek ¢ok
reaksiyona girebilir. C-17'ye bagli yan zincirde ¢ifte bag
olmas:1 halinde bu gibi yapilar iuzerine ozonlama yapilir ve
meydana gelen ucucu aldehidlerin incelenmesi ile yan zincirin
yapis:t taninabilir. Turev hazirlama, ¢esitli yukseltgemeler,
indirgeme ve halka parcalanmas: gibi reaksiyonlfarla yapinin
kesin tayini mumkiundir. Asetillenmis doymus sterollerin ya da
doymus hidrokarbonlarin kromik asid ile oksidasyonu sonucu
yan zincirde parg¢alanma olur. Pargalanma irini ugucu ve ugucu
olmayan ketonlar ile asidik bilesiklerden olusan bir~kér1$1md1r.
Uc¢ucu ketonlar yan zincirin yapisinin saptanmasina yardimci
olur(Gilman, 1943).

2.3.1.4. Bitkiden Elde Edilmeleri, Ayrilmalar: ve
Saf1a$t1r11ma\1ar1

Steroidler, kurutulduktan sonra o6gtltilen bitkinin degisik
polaritedeki ¢ozuculerle ekstraksiyonu ile elde edilirler.
Steroller igin tuketme genellikle polar olmayan ¢6zicilerle
yapilir. Fakat steroid molektlinin hidroksil, karboksil gibi
gruplar icermesi ya da glikozid yapisinda bulunmas1 halinde etil
asetat, alkol gibi daha polar ¢oziciler kullanilir.

Steroidlerin hepsi benzer yoéntemlerle ayrilabilir. Elde edilen
ekstrelerin ayrilma ve saflastirma islemleri, kolon ve preparatif
ince tabaka kromatografileri ile yapilir. Adsorban olarak,

silikajel, alimina, magnezyum silikat, magnezyum trisilikat,
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kiselgur, seluloz ya da poliamid kullanilir. Coézticu ise
molekulin yapisina bagli olarak secilir. Ayrica ayirma ve
saflastirma islemleri i¢in gaz kromatografisi, gaz-likid
kromatografisi veya HPLC’de kullanilmaktadir(Stahl, 1969;
Hupe, 1980).

2.3.1.5. Taninmalari

Taninma reaktiflerinin ¢ogu genel olarak tim steroid turlerine
uygulanabilir. Bu reaktiflerle, tanima ve kantitatif analiz igin
faydali olan bir ¢ok renk reaksiyonu meydana gelir. Bu
reaksiyonlarda basta H2SO4 olmak tzere gigli asitler kullanilir
ve renklenmis maddeler muhtemelen halokromik tuzlardir.
Genellikle uygulanan renk reaksiyonlar: arasinda Salkowski
reaksiyonu, Liebermann-Burchard reaksiyonu ve Rosenheim
reaksiyonu sayilabilir(Neher, 1964; Stahl, 1969).

2.3.1.6. Spektral Yontemler

Steroidlerin yapilarinin saptanmasinda . spe"ktroskopik
yontemlerden yararlanilir.

UV Spektrumu

Steroidlerin taninmasinda UV spektrumlar: fazla bilgi vermez.
3-OH’dan dolay:r 200 nm’nin altinda bir maksimum gérilir.
Cifte baglar genellikle izole durumda oldugundan 200-210 nm
civarinda kuvvetli bir absorpsiyon piki verirler.

IR Spektrumu

IR spektrumu bilesigin fonksiyonel gruplart hakkinda bilgi
vermesi agisindan onemlidir. Parmak izi bolgesi steroidler igin
karakteristik olup oldukga karigiktir. 3550-3350 cm-! arasinda
serbest ya da hidrojen bagi yapan hidroksil gruplari, 1650-1640
cm-1'de gifte baglar izlenebilir,
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1H NMR Spektrumu

NMR spektrumu steroidlerin yapi tayininde ¢ok 6nemlidir. NMR
spektrumunda metil bantlar1t 0.5-1.5 ppm arasinda g¢ikar.
Steroidlerde metilen pikleri ¢ok karmasik ve yaygindir. Bu
nedenle metilen bant:1 yerine metilen zarfi ile ayirtedilirler.
Hidroksil ve ester gruplarina komsu protonlar:1 3.5-4.5 ppm’de,
vinilik protonlar:1 5.0-6.0 ppm arasinda gozlenir.
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2.3.1.7. Steroller

Steroller, dogal olarak bulunan steroidlerin énemli bir grubunu
olustururlar. Yapilarinda, C-3'de bir hidroksil grubu ve C-5'de
bir ¢ifte bag vardir. C-17'den alifatik bir yan zincir baglidir ve
bu yan zincir genellikle izooktil ya da substitie izooktildir.
Bazi1 sterollerde yan zincirdeki C-22'de veya C-24'de
doymamislik bulunur. Bunlarin bir kisminda ise C-24'e metil ya
da etil gruplar: substitiedir(Gilman, 1943; Cram, et al., 1959).

Steroller, bitki ve hayvan hicrelerinde serbest, esterleri
halinde ya da glikozidleri olarak bulunurlar. Son zamanlarda
bakterilerde de bulunduklari saptanmistir. Nétral doymus ve
doymamis hayvansal ve ©bitkisel yaglarin sabunlasmayan
kisimlarindan izole edilirler. Steroller, bulunduklar: kaynaklara
gore su sekilde simiflandirilirlar:

1- Zoo-steroller (Hayvansal steroller)

2- Fito-steroller (Bitkisel steroller)

3- Miko-steroller (Maya ve mantarlarda bulunan steroller)

4- Marin-steroller (Deniz bitkileri ve hayvanlarinda bulunan
steroller) (Finar, 1975; Jakubke, 1983).
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Ancak bu siniflandirma kesin degildir. Bir grupta ¢ok fazla
miktarda bulunan bazi steroller, diger bir grupta ¢ok daha az
miktarlarda bulunabilir.

Hayvansal kaynakli sterollerin en énemlisi kolesteroldir. Tim
hicrelerde yaygin olmakla birlikte en ¢ok beyin ve omurilikte
bulunur. Kolesterol, fosfolipidlerle birlikte membranlarin
olusturulmasina katilir. Sinir dokusunda ise miyelin kilif
olusturmaktadir. Bunlarin yan: sira organizmada diger
steroidlerin c¢cikis maddesidir (Safra asitleri, hormonlar, vitamin
D, v.s.). Kan plazmasinda da lipoproteinlerin yapisal bir
parcasi olarak bulunur. Kolesterol miktarinin yikselmesi artan
bir arterioskleroz ve enfarktis tehlikesine isaret eder.
Kolesterol nadiren yuksek bitkilerde ve fitosterollerin
yapisinda bulunmaktadir(Karlson, 1988; Gozubuyuk, 1989).

Bitki sterollerinin yiksek bitkilerin hemen hemen her yerinde
bulunan bilesikleri; sitosterol, stigmasterol ve kampesterol'dur.
Bu yaygin steroller, basit glikozidleri halinde veya serbest
olarak bulunurlar. Daha az yaygin bitki sterold, stigmasterolin
izomeri olan Q-spinasterol'dur. Bitki sterollerinin bir kismi
kolesterole gok benzer(Cram, et al., 1959).

24
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Sekil 2.4. Sitosterol'in yap1s1

Bitkilerden izole edilen en o6nemli sterol fraksiyonu
sitosterol'dir. Sitosteroller, bitkilerde ¢ok genis bir alana
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dagilmislardir ve en gok bugday, ¢avdar, misir, pamuk ve diger
tohum yaglarinda bulunurlar. Sitosteroller, belirli doymus
steroller ile baglica P-sitosterol kariyimidir. B-sitosterol genel
steroid yapisinda olup 17 pozisyonundaki yan zinciri ile 29
karbon atomuna, A halkasinda C-3'de hidroksil grubu ve 5 ile 6
pozisyonlarinda bir ¢ifte baga sahiptir. Suda az ¢o6zinen beyaz
renkli, tatsiz, kokusuz bir tozdur. Ozellikle kirmizi ve yesil
yosunlar basta olmak Uzere deniz organizmalarinda da yaygin
olarak bulunur(Gilmann, 1943; Claus, et. al., 1965; Scheuer,
1973).
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2.3.1.8. Steroidal Saponinler
2.3.1.8.1. Saponin Tanimz

Saponinler, bitkiler aleminde yaygin olarak bulunan glikozidik
bilesiklerdir. Sudaki ¢ozeltileri, ¢alkalandifi zaman kalici bir
kopik meydana getirir. Saponin adi, su ile sabun gibi kopuk
olusturabilme yeteneklerinden dolayi, Latince sabun anlamina
gelen "sapo” kelimesinden tiremistir(Macek, 1972).

Saponinler, aci keskin bir tada sahip, amorf, o6zellikle su,
metanol ve etanolde ¢dzinen, oksijensiz  g¢ozicilerde
¢é6zinmeyen, notral veya hafif asit karakterli
maddelerdir(Claus, et al., 1965; Baytop, 1986). Gigliu yizey
aktif ozellige sahip olan saponinler, ayni zamanda plazma
toksinidir ve hemolitik etkileri vardir. Kolesterol veya lesitin
ile birleserek eritrositlerin ¢eperini hemoglobine gecgirgen hale
getirirler ve boylece kani hemoliz ederler. Ancak bu etki
agi1zdan alindiginda gorilmez. Cinkd saponinler bagirsakta geri
emilime  ugramazlar. Ancak  kan  akisi  igine enjekte
edildiklerinde, ¢ok seyreltik gozeltilerinde bile gugli hemolitik
etkilerini goésterirler(Tanker ve digerleri, 1973; Jakubke, 1983;
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Budavari, 1989). Cok zehirli saponinler "sapotoksinler" olarak
bilinirler. Ozellikle soguk kanl: hayvanlar igin zehirlidirler. Bu
yuzden Giuiney Amerika yerlileri tarafindan balik zehiri olarak
kullanilmislardir(Claus et al., 1965; Budavari, 1989). Bir ¢ok
saponin, bagta ilkel mantarlar olmak uzere patojenik bakteri ve
viruslere karyi antibiyotik etkiye sahiptir. Bu ozellikleri genis
6lcude arastiriimaktadir(Macek, 1972; Jakubke, 1983).

Bazi1 saponinler, sterollerle ozellikle kolesterol ile ¢ok az
cozinen veya hi¢ g¢ozinmeyen kompleksler olusturur. Bu
ozellikleri saponinlerin diger steroidlerden ayrilmas: igin
kullanilir(Jakubke, 1983). Saponinler, ytiksek molekil agirlikls
maddelerdir ve saf olarak elde edilmeleri zordur. Yapilari,
diger glikozidler gibi buytk bir aglikon molekili ile bir veya
birden fazla seker molekilinden olusur(British Herbal
Pharmacopeia, 1983). Seker olarak genellikle glukoz, galaktoz,
arabingz, ksiloz, ramnoz ve bazen de bir uronik asit tasirlar.
Saponinlerin aglikonuna "sapogenin" denir ve sapogeninin
yapisina bagli olarak saponinler ¢ grupta siniflandirilmastar:

1) Steroidal saponinler’

IT) Triterpenik saponinler

IIT) Steroidal-alkaloid saponinler



26

26
17

Gly—04 I

17

Iz

6ly—0— AL 111

Sekil 2.5. Saponinlerin Aglikon Yapilars
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2.3.1.8.2. Steroidal Saponinler

Steroidal saponinler, dogada triterpen yapisindakilere oranla
daha az bulunurlar(Trease, et al., 1972) ve monokotiledonlarda
(tekgenekliler) ozellikle Smilax ve Yucca(Liliaceae familyasi),
Dioscorea(Dioscoreaceae familyasi) ile Agave(Amarryllidaceae.
familyasi) cinslerinde yaygindirlar. Triterpen saponinler ise
baslica dikotiledonlarda(ikigenekliler), alkaloid tip
saponinlerde Solanum cinslerinde(Solanaceae familyas1)
bulunurlar(Macek, 1972).

Steroidal saponinler, selenyum karisisinda ve 360°C’ de
hidrojenlenirse metilsiklopentanofenantren halkasi verirler.

Spirostan halkasina sahip Cy7-steroidlerdir(Tanker ve digerleri,
1973).

C
A | B

HO—4
Sekil 2.6. Spirostan Halkasi

Bazi saponinler ise spirostan halkasindan farkli bir halka
sistemine sahiptirler. Bu halka sistemine “"furostan halkasi"
denir. Spirostan halkasinin bir turevi olan furostan halkasina
sahip bilesikler furostanol glikozidler olarak bilinirler.

17
D L=~ 5 0
HO

Sekil 2.7, Furostan Halkas1
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Spirostan halkasinin iki yerinde izomerler meydana gelir. A ve
B halkalarina gore cis ve trans-izomerleri ile C22'deki normal
ve izo izomerleri.

tzo -

Sekil 2.8. Caz-izomerleri

Izomerlerin ve diosgenin (A5, 25a-spirosten-3f-ol) ile
yamogenin (A3, 25B-spirosten-3P-ol) gibi Cys epimer
karisimlarinin bitkide normal bulunma oranlar:i, ©bitkinin
geliyme devresi ve morfolojik kisimlari gibi faktorlere baglidir
(Trease, et al., 1972; Jakubke, 1983). Bitkilerde en ¢ok
bulunan steroidal sapogeninlere o6rnek olarak Digitogenin,
sarsapogenin, smilagenin, gitogenin, diosgenin, tigogenin,
yukagenin, botogenin, hekogenin verilebilir(Rangaswami, et
al., 1972).
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Steroidal Saponinlerin Farmakolojik Onemi

Steroidal saponinler, fizyolojik olmaktan g¢ok farmakolojik
6neme sahiptirler(Karlson, 1988) ve son senelerde biuyuk bir
6nem kazanmislardir.Bu o6nemin baslica sebebi bu tip

maddelerden, yari sentez yoluyla, bazi  hormonlarin
(hidrokortizon gibi) ve ozellikle progesteron sinifi, agiz
yoluyla kullanilabilen, gebeligi onleyici(kontraseptif)

bilesiklerin hazirlanmakta olmasidir. Agiz yoluyla alinabilen
gebeligi onleyici bilesiklerin kullanilisinin biuyuk olgide
artmasi bu tip maddeleri hazirlamak igin gerekli baslangig
maddelerinin ihtiyacin: da buyik o6lgide arttirmis ve bazi
tlkelerde steroid saponin tasiyan bitkilerin yetistirilmesi buyiuk
bir d6nem kazanmistir. Kortikosteroidler ve bazi
hormonlarin(progesteron, pregneolon vs.) sentezinde baslangig
maddesi olarak kullanilan en o¢nemli steroidal sapogenin
diosgenin'dir(Baytop, 1974). Steroid hormonlarin endistriyel
sentezleri 1igin degerli baslangi¢ maddeleri olarak kullaniian
steroidal saponinler, teknikte de temizleyici ve emiulsiyon
yapici olarak kullanilmaktadir(Budavari, 1989).

2.3.1.8.3. Steroidlerin Biyosentezi

Steroidlerin biyosentezi terpenler dzerinden yurar(Claus et al.,
1965). Terpen biyosentezinin ilk basamagi, asetilkoenzim
A'daki asetil kisminin enzimatik ester kondenzasyonudur. Ara
Urdnler, mevalonik asit ve izopentil alkol ¢iftidir. Izopentil
alkoller birleserek geraniol, farnesol gibi ki¢ciik molekilld
terpenleri olustururlar. Iki farnesol molekuliinin
kondenzasyonundan olusan ve bir triterpen olan skualen
steroidlerin ¢ikis maddesidir. Bir ara trin niteliginde olan,
kolesterol ve diger steroidlere donustirulebilen lanosterolin
skualenden ¢ikilarak sentezinde, ilk basamak enzimatik epoksit
olusumudur. lkinci basamakta epoksit protonlanir ve dort
halkanin kapanmasinit saglayan bir dizi elektron kaymalar:
sonucunda steroid halka sistemi meydana gelir. Sekil 2.9, 2.10
ve 2.11'de verilen biutin bu tepkime dizisini skualen
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oksidosiklaz denen tek bir enzim katalizlemektedir(Fessenden,
et al., 1990).

H3;C CH,COzH
o) N :
i Cegitli C|3—OH N
CoA
3 CH3CSCo basamaiklar L, T
~
Asetilkoenzim A. CH,;0H
Mevalonik asit
CH,OH
Z iki birim
| N birlegir
HoH 7
izo-pentil alkol ¢ifti Geraniol
N | C
CHpOH \
Farnesol

Daha biiyiik terpenler(Skualen) ve steroidler

Sekil 2.9. Terpen Biyosentezi
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Skualen | Skualen-2,3-oksit

HO

Lanosterol Sikloartenol

Kolesterol

Zimosterol

Jekil 2.10. Skualenin siklizasyonu ve kolesterol olusumu
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HO Diosgenin

Lycopersicum
KOLESTEROL

Tomatidin

HO

Solanidin

Sekil 2.11. Kolesteroliin bitki metabolitleri
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Buradan, kolesteroltin bitkilerde de bulundugu anlasilmaktadir.
Skualenin siklizasyonu ve yan zincir bodlunmesi olmaksizin
kolesterolin formasyonu ile steroidal saponinler meydana
gelir(British Herbal Pharmacopeia, 1983).

2.3.1.8.4. Bitkiden Elde Edilmeleri, Ayrilmalari ve
Saflagtirilmalar:

Saponinler, bitkilerde ¢ok kompleks karisimlar halinde
bulunurlar. Bu nedenle onlar1 saflastirmak ve yapilarim
aydinlatmak son derece zordur. Kurutulduktan sonra o6gitilen
bitkiden ekstraksiyon ile ve uygun bir g¢ozuci kullanilarak
ayrilirlar. Cozucu olarak genellikle polar goziciler 6zellikle de
etano!, butanol, metanol-su karisimlar: kullanilmaktadir. Bazi
durumlarda ¢ok az miktarda piridin katilmasi ile de iyi bir
ayirma saglanabilir. Steroidal-alkaloid saponinler zayif asidik
gozuctlerle kolayca ekstre edilir(Kirchner, 1967; Macek,
1972).

Bitkiden steroidal saponinlerin ayrilmasi: Steroidal
saponinleri bitkiden ayirmak i¢in en ¢ok  kullanilan
yontemlerden biri; ekstraksiyon, metanolde ¢ozme ve eter ile
¢oktirme islemlerini igine alan yéntemdir.

Steroidal Saponinlerin On Saflastiriimasi: Uygun farkls
yontemler kullanilarak saflastirma yapilir. En ¢ok kullanilan
yontemler:

a) Bitkiden elde edilen alkol ekstreleri %10'luk bir ¢ozelti
olusturacak sekilde suda g¢ozulir. Bu g¢ozelti iki kere ayni
hacimdeki n-butanol ile tiketilir. Yogunlastirilan n-butanol fazi
bir miktar metanol igine alinir. Metanolli ¢ozeltiye 10-15 ml
eter bir karistirict yardimiyla ilave edilir. Coken saponinier
vakumda stuzulir, eter ile yikanir ve kurutulur. Saponinlerde
bulunan safsizliklara gore eterde ¢oktirme bir ka¢ Kkere
tekrarlanabilir.
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b) Bitkiden ayrilan saponin karisimin: taninlerden ayirmak igin
ise syu yontem uygulanir: Bitkiden elde edilen ve kuruluga kadar
buharlastirilan ekstre 10 ml su ig¢ine alinarak 4 g poliamid ya da
magnezyum oksid ile karigtirilir. Bir su banyosu uzerinde suyu
ugurulduktan sonra arta kalan kalint1 %80 sicak etanol ile

ekstrakte edilir ve suzultir. Stizinti buharlastirilir,

Taninleri c¢oktirmek igin uygulanan bir diger yontemde de,
ekstreye %15'lik kursun-asetat ¢ozeltisi katilarak taninler,
tanin-kursun kompleksi olusturarak ¢oktirulir. Sispansiyon
halindeki partikiller santrifujlenerek uzaklastirilir. Stuzintiye
%10 sodyum fosfat ¢ozeltisi katilarak kursun iyonlari, kursun
fosfat seklinde g¢okturtulur. Elde edilen beyaz ¢okelti de
santrifujlenerek uzaklastirilir. Boéylece taninler ve bazi

safsizliklarin bir kismi, saponin karisimindan ayrilmis
olur(Macek, 1972).

2.3.1.8.5."Kromatografik Yontemler

Saponinlerin kromatografik ayrilmalar: karmasik yapilarindan
dolay:1 ¢ok zordur. Bu nedenle farkli bir gok kromatografik
yontem birarada kullanilir. Bitkiden elde edilen ekstrelerin
ayrilma ve saflastirma islemleri kolon kromatografisi, ince
tabaka kromatografisi ve preparatif ince tabaka kromatografileri
ile yapilir. Adsorban olarak baslica silikajel, aliminyum oksid,

magnezyum oksid, kiselgur ya da seltloz kullanilsr.

Son zamanlarda, ¢zellikle oligosidler igin 1iyi bir ayirma
sagladigindan dolay1 degisik sefadeks tipleri de
kullanilmaktadir.

Saponinlerin Seker Kisimlar:s
Saponinlerde bulunan sekerler ve uronik asitler; D-glukoz, D-

galaktoz, D-fruktoz, D-ksiloz, L-arabinoz, L-ramnoz, D-
glukuronik asit ve D-galakturonik asittir. Bir deoksi seker olan
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6-deoksi-D-glukoz (D-kinovoz) da tanimlanmistir(Macek,
1972).

Piranoz ya da furanoz seklinde saponinlerde bulunan sekerlerin
sayisi ve tipi c¢esitlidir. Sekerler ya temel yapida birbirine
baglanmis ya da yan zincirde olabilir. Ug¢ monosakkarit
genellikle bir pentozdur. Saponinler bulunan seker sayisina
gore mono-, di-, tri- ve tetraosidler olarak adlandirilir. En az
dért ya da bes seker igeren osidler oligosidler olarak
tanimlanir. Seker genellikle glikozidik ya da O-agil glikozidik
bag ile aglikona baglidir. Bir tek seker igeren saponinler
monodesmosidler, iki seker igeren saponinler de bisdesmosidler
olarak bilinir(Stahl, 1969; Macek, 1972).

Saponinler, sekerlerin taninmas: i¢in hidroliz yolu ile
parcalanir. Saponinlerin hidrolizi igin degisik
konsantrasyonlardaki asitler veya enzimler kullanilir. En ¢ok
kullanilan yontem:

Wulff-Tschesche Asit Hidroliz Yéntemi’dir. Bu yéntemde 50 mg
saponin 2 ml dioksan'da ¢oézulur. Bu ¢ozeltiye 6 ml 3 N HCI
ilave edilir ve karisim 6 ml benzen ile tabakalandirilir. 95°C'de
4 saat bekletilir. Bu sirenin sonunda benzen tabakasi
uzaklastirilir ve kalan kisim kloroform-metanol(4:1) karigimi
ile ¢ kez ekstrakte edilir. Sulu faz gseker igerir.

Daha sonra sodyum karbonat kullanilarak nétralizasyon islemi
uygulanir. Once notralizasyon noktasina vulasilana kadar
kisimlar halinde sodyum karbonat katilir ve karisim vakumda
kuruluga kadar buharlastirilir ve kalint1 24 saat fosfor penta
oksit 1tzerinde kurutulur ve sgseker 1 ml susuz piridinde
gozulur(Macek, 1972).
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Tablo 2.2. Bazi Steroidal Saponinler ve $Seker Kisimlar1

Saponin Sapogenin Seker

Digitonin Digitogenin 2 Glikoz,2 Galaktoz,1 Ksiloz
Dioscin Diosgenin 1 Glikoz, 2 Ramnoz

Gitonin Gitogenin 1 Glikoz,2 Galaktoz, 1 Ksiloz
Sarsaponin Sarsapogenin 2 Glikoz, 1 Ramunoz

Yukonin Yukogenin 3 Galaktoz, 1| Pentoz

Cozucu Sistemleri

Saponinlerin kromatografik davraniss, aglikon  kismina,
molekuldeki seker sayisina ve seker zincirinde bulunan polar
gruplarin (-OH, -COOH, =0, -CH;-, -O-, =NH) sayisina
baglidir. Saponinlerin ince tabaka kromatografilerinde butanol
ya da kloroform-metanol-su(65:35:10) gibi polar sistemler
kullanilir. Asetillenmis ya da metillenmis tirevlieri daha az
polar olduklar: i¢in kloroform-etanol(100:2) ya da benzen-
aseton(80:20) karisimlar: kullanilabilir.

Saponinlerden daha az polar olan sapogeninler ozellikle de
mono-hidroksi sapogeninler, adsorpsiyon ya da partisyon
islemleri ile gok daha iyi bir ayrilma saglarlar. Sapogenin ve
asetatlarinin da silikajel ya da alimina tzerindeki ince tabaka
kromatografileri ig¢in bir kag¢ ¢oézici sistemi birlegtirilerek
kullanilir. Ayrilmasi zor onemli sapogenin ¢iftleri ve Czs
izomerleri, kloroform-metanol(94:6), siklohekzan-
etilasetat(50:50) ya da metilen diklorir-metanol-
formamid(93:6:1) gibi nispeten polar ¢o6ziciler kullanilarak
ayrilirlar. Hatta kloroform-toluen(90:10) gibi polaritesi az bir
¢ozlcu sistemi- ile silikajel-kiselgur(1:1) dzerinde de bu izomer
karisimlarint ayirmak mumkundur(Stahl, 1969; Macek, 1972,
Harborne, 1984).



37

2.3.1.8.6. Taninmalar:
On Denemeler, Renk Reaksiyonlar:i ve Miktar Tayinleri

Bitkide bulunan saponinler hakkinda bir bilgi edinebilmek “igin
once cesitli 6n denemelerin yapilmasinda fayda vardir. On
denemeler, laboratuvar isisinda kurutulduktan sonra, kaba toz
haline getirilmis bitki ornefinden hazirlanan %1 veya %5
infizyon ya da etanolli ekstre ile yapilir. On denemeler ig
asamada gergeklestirilir.

I. Infizyon ya da ekstrelerin hazirlanmasi1:
a) %5 infizyon hazirlanmasi

5 g toz haline getirilmiy bitki oérnegi tzerine 100 ml sicak su
konulur, karisim 30 dakika kaynar su banyosunda tutulur ve
sicak iken pamuktan suzuliar. Infuzyonda antrasen glikozidleri,

flavon glikozidleri, saponinler ve taninler aranir.
b) Etanolli ekstrenin hazirlanmasi

3 g toz haline getirilmis bitki érnegi 30 ml etanol ile geri
sogutucu altinda, su banyosunda 30 dakika kaynatilir. Sicak
iken sizge¢ kagidindan suzilir ve su banyosu itzerinde 3 ml
kalincaya kadar yogunlagtirilir. Bu ekstrede ozellikle
alkaloidler aranir.

IT.Saponin aranmas1: Ug sekilde yapilabilir.

Yontem A: 10 m! infuzyon bir deney tipune konulur ve tip bas
parmak ile sikica kapatildiktan sonra yatay olarak 30 saniye
kuvvetle galkalanir. Dinlenmeye birakilir. 15 dakika sonra tipte
en az 1 cm ytukseklikte bir képiuk kaldig: taktirde ornekte
saponin vardir(Baytop ve digerleri, 1989).
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Yontem B: Hemolitik saponinleri tanimak igin uygulanan bu
yontemde bitki, su, metanol veya etanol ile ekstre edilir. Bu
ekstreye batirilan bir suzge¢ kagid: kurutulduktan sonra kan
iceren jelatin peltesi ile temas ettirilir. Sizge¢ kagidinin
etrafinda seffaf bir kusak meydana gelirse hemoliz yapan
saponin vardir(Tanker ve digerleri, 1985).

Yoéontem C: Bu yoéntem tum steroidal bilesiklere uygulanir ve
steroidlerin gucglu asitlerle verdigi renk reaksiyonlarindan
yararlanilir. Olusan degisik renkler halokromlar adini alir.
Bunlar steroidal bilesiklerin polimerleserek yiksek molekil
agirlikls doymamis hidrokarbonlar olusturmalar1 esasina
dayanir. En ¢ok kullanilan reaksiyonlar;

1) SALKOWSKI reaksiyonu: Steroidal bilesiklerin kloroformlu
¢ozeltisi stilfurik asit ile sart bir renk olusturur.

2) LIEBERMANN-BURCHARD '  reaksiyonu: Asetik asit
anhidridinde ;g:c")ziin'mﬁs steroidal bilesikler derisik sulfirik
asitle tabakalandirilir. Iki tabaka arasinda yesilden mavi-mor'a
degisen bir renk meydana gelir(Tanker ve digerleri, 1985).
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3. DENEYSEL BOLUM
3.1. KULLANILAN YONTEMLER
3.1.1. Kromatografik Yoéontemler

Smilax excelsa Dbitkisinin igerdigi steroidal bilesiklerin
ayrilmasi i¢in genel olarak adsorbsiyon teknigine dayanan kolon
kromatografisi ve ince tabaka kromatografisinden yararlanildi.

3.1.1.1. Kolon Kromatografisi

Kurutuimus bitkiden tiketilerek elde edilen ve yogunlastirtlarak
koyu surup kivamina getirilen kloroform ve etanol ekstrelerinif
igerdigi madde karigimlarinin kaba fraksiyonlandirilmas: igin
sivi-kati(adsorbsiyon) kolon kromatografisi uygulandi.
Adsorban olarak;

Silikajel 60, pargcacik buyuklugy 0.063-0.200 mm (70-230 mesh
ASTM) (Merck 7160) kullanilds.

Fraksiyonlarin saflastirilmas: igin uygulanan preparatif Kkolon
kromatografisinde de yine ayni adsorban kullanildi.
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Kolonlarin Hazirlanmasi: Ekstre miktarina uygun ¢ap ve
uzunlukta cam kolonlar kullanildi. Kolonlar yas yontem
kullanilarak hazirlandi. Yas yontemde adsorban hareketli faz ile
karigtirild1 ve kolona yavasca dokuldu.

Silikajel kolon

Yogunlastirilarak koyu surup kivamina getirilen ekstre, ¢ok az
miktarda silikajel ile, homojen bir karisim elde edilene kadar
karistirildi. Karigimin ¢éziclisi ugurularak tamamen kurutuldu.
Ekstre miktarinin yaklasik altmis kati kadar alinan silikajel
adsorban uygun g¢ozicu ile karistirildi ve kolona dékildi. Bu
sekilde kolonun 2/3'sini dolduracak sekilde yerlestirildi. Kolon

polaritesi artan degisik gozuctlerle yikandi1.
3.1.1.2. Ince Tabaka Kromatografisi

Tanima amaciyla uygulanan ince tabaka kromatografisinde hazir
plaklar,

TLC aluminium sheets silica gel 60 F254(5554,Merck)
TLC aluminium sheets cellulose F(5574, Merck) kullanild1.

Preparatif ince tabaka kromatografisi igin;

Silikajel 60 HF 254 (7739 , Merck)
Silikajel 60 H (7736, Merck)
kullanilarak hazirlanan cam plaklar kullanilds:.

Plaklarin hazirlanmasi

60 g silikajel (20x20 cm boyutlarindaki 5 plak igin) 120 ml
distile su ile galkalanarak homojen bir sispansiyon hazirlandi1.
Bu stuspansiyon ile, onceden temizlenmis cam plaklar, Camag
plak kaplama aleti ile kaplandi. 24 saat oda 1sisinda kurutulup
105-110°C deki bir etivde 1-2 saat tutularak aktive edildi.
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Coziaciler

Hekzan ve kloroform ekstrelerinin ince tabaka kromatografileri
i¢in petrol eteri, hekzan, benzen, kloroform, etil asetat, aseton,
etanol ya da degisik oranlardaki karigimlar: kullanildi.

Alkol ekstreleri i¢in de; n-butanol, etanol, metanol, su
kullanild1.

3.1.2. Kimyasal Yéntemler

3.1.2.1. Steroidal Bilesiklerin Taninmasi I¢in
Kullanilan Kimyasal Yontemler

Liebermann-Burchard Reaksiyonu

Steroidin kloroformdaki Jc;dzeltisine birkac .damla asetik asit
anhidridi ilave edilir. Daha sonra derisik sulfurik asit ile faz
olusturulur. Iki faz arasinda yesil, mavi, mor renk olusumu
steroid bulundugunu gésterir. '

Salkowski Reaksiyonu

Steroidin kloroformdaki ¢ozeltisi derigsik sulfirik asit ile
tabakalandirilir. Steroid varliginda sar1 renk olusur.

3.1.2.2. Glikozidlerin $eker Kisimlarinin Taninmasi
I¢cin Kullanilan Kimyasal Yontemler

Molish Reaksiyonu

Bitin sekerlere wuygulanan bu yoéntemde seker g¢ozeltisine
a-naftol'uin %95'1lik etanoldeki %10'luk ¢ozeltisi ilave edilir.

Calkalanir ve derisik sulfiirik asit ile tabakalandirilir. Seker
varliginda mor renk olusur.
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Seliwanoff Reaksiyonu

Seker gozeltisine derisik hidroklorik asit ilave edilir. Kaynar
su banyosunda tutulur. Daha sonra bir miktar rezorsin katilarak
tekrar kaynar su banyosunda tutulur. Kirmizi renk olusumu
fruktoz bulundugunu gosterir.

3.1.2.3. 1Ince Tabaka Kromatografisinde Kullanilan
Belirtecler

Serik Silfat Belirtect

2 g Seryum (IV) sulfatin %10'luk 100 ml sulférik asit iginde
¢ozulmesi ile hazirlanan belirteg, plaga ptskurtildikten sonra
plak 100°C deki etivde 5-10 dakika lekeler belirinceye kadar
bekletilir. Bu ©belirte¢ steroid bilesiklerinin taninmasinda
kullanilair.

Carr-Price Belirteci

25 g Antimon (IIT) klorir 75 g kloroformda ¢ozilar. Belirteg
plaga puskiurtuldikten sonra 105°C'de 10 dakika tutulur. Bu
belirte¢ AS-doymamis P-hidroksi ve 5a-doymus P-hidroksi
spirostanolleri ayirmak igin kullanilsir.

Anilin-Ftalat Belirteci

1.66 gram ftalanhidrit ve 0.93 gram taze distillenmis anilin
suyla doyurulmus butanol ile 100 ml’ye tamamlanarak
hazirlanir. Kromatografi plaklarina anilin-ftalat belirteci
puskiurtildiukten sonra 100°C'de 10-15 dakika bekletilerek
olusan lekeler saptanir. Bu belirte¢ sekerlerin taninmasi igin
kullanilir.
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3.1.2.4. Uygulanan Kimyasal Reaksiyon
Asetilleme

Asetilleme reaksiyonu, bilesiklerin spektral analizlerinden elde
edilen bilgilerin dogrulanmasi amaciyla yapilir,

5-10 mg bilesik, kuru bir erlen i¢ine konularak 1 ml susuz
piridinde ¢ozulur. Uzerine 1 ml asetanhidrit ilave edilir ve agzi
kapali olarak 24 saat oda 1sisinda bekletilir. Bu siurenin
sonunda 15-20 m! distile suya dokilerek kloroform ile ekstre
edilir. Piridinden kurtarmak ig¢in bir ka¢ kez su ile yikanir ve
kloroform vakumda ugurulur.

3.1.3. Spektrofotometrik Yontemler
Bilesiklerin IR spektrumlari NaCl kristalleri arasinda veya KBr
tabletleri halinde Philips PU 9714 Infrared

Spektrofotometresi’'nde algildu.

NMR ve kitle spektrumlar:i ise TUBITAK Marmara Arastirma
Merkezi Bitki Kimyas:1 Bélumta’ ' nde alind1.
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3.2. YAPILAN ISLEMLER

3.2.1. Bitkinin Tiketilmesi ve Ekstrelerin Elde
Edilmesi

Smilax excelsa(Liliaceae) bitkisinin meyva, yaprak ve dal gibi
toprak ustd kisimlari farkli zamanlarda topland:. Ilk olarak
Kasim 1992'de meyvalar, Mayis 1993'de ise yaprak ve dallar
[.U. Orman Fakiltesi Arburetumu ve uygulama ormanindan
(Bahgekoy) toplanarak Orman Fakiltesi Botanik Anabilim Dali
Ogretim Uyesi Dog¢.Dr.Asuman Efe tarafindan teshis edildi.

Bitki ayni tniversitenin herbaryumunda ISTO-3926 numarasi ile
kayitlidir.

Ag¢ik havada, golgede kurutulan bitki tartildiginda kuru
agirliginin, yas agirlifin hemen hemen yaris: kadar oldugu ve
kuruma ile agirlik kaybinin meyvalarda %40, yaprak ve dallarda
ise %58 oldugu hesaplandi.

Kurutulmus bitkinin meyva, yaprak ve dal kisimlari ayri ayri
ogutulerek Once meyvalar, daha sonra birlestirilen yaprak ve
dallar incelendi.
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233 g meyva Sokslet cihazinda sirasiyla n-hekzan, kloroform,
n-butanol, etanol ve su ile ekstre edildi. Ekstreler disik
basingta Koyu surup kivamina kadar yogunlastirildi. Cozucileri
tamamen uguruldu.

Tablo 3.1. Bitkinin meyvalarinin gesitli cozuculerdeki
ekstrelerinin genel goérunigsleri

Cozictu Gortnty

Hekzan Sari-yesil renkli, hafif tortulu

Kloroform Sari-kahverengi, hafif kirmiziya bakan
renkte, son derece yogun, jel kivaminda,
yapiskan.

n-Butanol Koyu kirmizi-kKahverengi renkte,

yogunlastirildiktan sonra agik kahverengi
¢okelti veren.

Etanol . - Koyu-kirmizi renkte, karakteristik kokuya
sahip, yogunlastirildiktan sonra beyaz
cokelti veren.

Su Koyu kahverengi renkli, yogun,
karakteristik kokulu.

Bitkinin 547 g agirligindaki dal ve yapraklar1 da Sokslet
cihazinda sirasiyla n-hekzan, kloroform, etanol ve su ile ekstre
edildi.

Once bitkinin %1’lik infuizyonuna daha sonra meyva ve
dal+yapraklardan elde edilen ekstrelerin timune kopirme testi
uygulandi.
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Tablo 3.2. Kopurme Testi Sonuglary

Kopirme Testi

%1 infuzyon +

ekza tresi -

—Kloroform ekstresi -
©

-Bu 0 o +
g

Etanol ekstresi B +
=

Su ekstresi -
. o]

kzan ekstres ® -
—
©

loroform ekstresi = =
: %

anol e s = -
(=7
) ®

Su ekstresi > o

Smilax excelsa bitkisinin meyvalarindan elde edilen ekstrelerin
herbirinin tasidigi Dbilesikler hakkinda 6n fikir edinmek
amaciyla silikajel plaklarda ince tabaka kromatografileri
yapildi. Buna gore n-hekzan ve kloroform ekstreleri steroller
yontinden incelendi. n-butanol ve etanol ekstrelerinin benzer
bilesikler icerdikleri goriuldd. Bu ekstreler birlestirildi ve
kopirme testi sonuglari gozonine alinarak steroidal saponin
yéninden incelendi. Su ekstresi ile yapilan ince tabaka
kromatografisinde ise fazla madde gorilemediginden bu kisim
ile calisilmadi.

Yaprak+dallardan elde edilen ekstrelerden sadece su ekstresi
steroidal saponinler yéninden incelendi.
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3.2.2.Ekstrelerin Fraksiyonlandirilmasi ve Bilegsiklerin
Ayrilmas1

3.2.2.1. Bitkinin Meyvalar: ile Yapilan Calisymalar

Hekzan ekstresi

Meyvalardan elde edilen 10 g hekzan ekstresi ¢ok az miktar
hekzanda ¢ozilerek ayni miktar silikajel ile karistirildi. Cozici
tamamen ucuruldu.

4.5x60 cm boyutlarindaki cam kolona yas yontem ile silikajel
dolduruldu. Yas yontemde hekzan ile karistirilan silikajel
kisimlar halinde kolona yerlestirildi. Silikajelin iyice
yerlesmesi ig¢in kolon ¢ozuctu ile yikand: ve hazirlanan hekzan
ekstresi kolona yerlestirildi. Elisyona hekzan ile baslandi ve
%10 artan oranlarda kloroforma gegilerek 150 ml'lik kisimlar
halinde 43 fraksiyon alindi. Fraksiyonlar ince tabaka
kromatografisinde hem UV 1sik altinda hem de serik sulfat
belirteci ile dogrudan incelenerek benzer olanlar birlestirildi.
Bu fraksiyonlardaki bilesiklerin uzun  zincirli alifatik
hidrokarbon tirevi yagli maddeler oldugu saptandi. Sterol
yapisindaki maddelere rastlanmadi.

Kloroform ekstresi

17 g ekstre gok az miktarda kloroformda ¢ozilerek ayni miktar
silikajel ile karistirildi. Cozucu tamamen uguruldu. Yay yodntem
ile hazirlanan silikajel kolona yerlestirildikten sonra elisyona
kloroform ile basland: ve %10 artan oranlarda etanole gegildi.
150 ml'lik kisimlar halinde 41 fraksiyon alind:i. Fraksiyonlar
ince tabaka kromatografisinde hem UV 151k hem de serik silfat
belirteci ile kontrol edilerek benzer olanlar birlestirildi. Bu
bilesiklerden 6nemli goralenler silikajel plaklar kullanilarak
preparatif ince tabaka kromatografisi ile saflastirildi. Bu
ekstrenin (14.-15.) fraksiyonlarindan S, steroid bilesigi elde
edildi.
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Alkol ekstreleri

Ince tabaka kromatografileri yapilarak benzer bilegikler
icerdikleri saptanan n-butanol ve etanol ekstreleri birlegtirildi.

34 g etanol ekstresi + 15 g butanol ekstresi = 49 g ekstre

Yas yontemle hazirlanan silikajel kolona ektreler yerlegtirildi.
Elisyona o6nce butanol ile basland:i ve %10 artan oranlarda
etanole gec¢ildi. 150 ml’lik kisimlar halinde 53 fraksiyon alindi.
Yogunlastirilan fraksiyonlarin ince tabaka kromatografileri
yapilarak benzer olanlar birlestirildi. Renk reaksiyonlar: ve
kopirme testi ile (32-39.) fraksiyonlarda c¢oken maddelerin
steroidal saponin olabilecegi dusunildu. Silikajel plaklar
kullanilarak  preparatif ince tabaka kromatografisi ile
saflastirilan bu fraksiyonlardan S, ve S3 bilesikleri elde edildi.

3.2.2.2. Bitkinin Yaprak+Dal Kismi1i ile Yapilan
Caligsmalar ‘

Smilax excelsa bitkisinin yaprak+dallarindan elde edilen
ektrelerden sadece su ekstresinin képiurme testini pozitif
vermesi, steroidal saponinlerin bu ekstrede bulundugunu
disindurdiu. Yaprak+dallardan elde edilen su ekstresi iki kere
ayni hacimdeki n-butanol ile tuketildi. Yogunlastirilan
n-butanol fazi bir miktar metanolde ¢ozuldi. Metanolli
¢ozeltiye 10-15 ml eter bir karistirici yardimiyla ilave edildi.
Coken Dbilesikler vakumda suzildi, eter ile yikandi1 ve
kurutuldu. Burada elde edilen bilesigin, bitkinin meyvalarinin
alkol ekstrelerinden elde edilen S; ile ayni: oldugu spektral
yontemlerle anlagild1.
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Bu Calismada Kullanilan Kimyasal Maddeler

Petrol Eteri (Petroleum benzine extra pure, 40-60°C,Merck 909)
Hekzan (n-hexane extra pure, Merck 4368)

Kloroform (Chloroform extra pure, Merck 2431)

Etanol (CaO tzerinden destillenerek saffastirildi)

Metanol (Methanol extra pure, Merck 6008)

Benzen (Benzene extra pure, Merck 1782)

Dietileter (Diethylether extra pure, Merck 926)

Etil asetat (Ethyl-acetate extra pure, Merck 864)

Sulfurik asit (Sulfuric acid extra pure, Merck 713)

Hidroklorik asit (Hydrochlorid acid fuming extra pure, Merck
314)

n-Butanol (Destillenerek kullanildi)

Aseton (Acetone extra pure, Merck 13)

Seryum (IV) sulfat (extra pure, Merck 2274)

Asetik asit anhidridi (Acetic anhydride for synthesis, Merck
8919224)

Kalsiyum oksid (Merck, 2112)

Pridin (Merck, 946)

Dioksan (1,4 Dioxane extra pure, Merck 3115).
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3.3. BU CALISMADA ELDE EDILEN BILESIKLER

3.3.1. S; Bilesigi = P-sitosterolin
' Sitosteril 3B-glikozid
AS-Stigmasten-3B-glikozid
24-Etil-AS-kolesten-3B-glikozid

24

ik

6ly-0

Sekil 3.1, Sitosteril 3p-Glikozid
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Kloroform ekstresinden saflastirilan gri-beyaz toz halindeki S,
bilesiginin ince tabaka kromatografisinde B-sitosterol’den daha
polar davranmas: ve serik sulfat belirteci ile kahverengi-mor
renk vermesi glikozidik sterol yapisinda olabilecegini
gostermigtir.  Bilesigin Liebermann-Burchard ve  Molish
reaksiyonlarini pozitif vermesi de bunu dogrulamistir. Bilesigin
erime noktas: 288-290°C bulunmustur. Rodd's Chemistry of
Carbon Compound'da bilesigin e.n's1 =293°C'd1r.

Bilesigin Spektral Ozellikleri

IR spektrumunda (Sekil 3.2.) 3400 cm-1"de (OH), 2920 cm-1’de
(C-H gerilme), 1630 cm-1’de (doymamislik), 1450 cm-1’de
(C-H egilme), 1375 cm-1'de (gem dimetil), 1065 ve 1020
cm-1'de (C-O) bantlar: bulunmaktadir.

Sy bilesigi asetil tirevinin IR spektrumunda (Sekil, 3.3.)
hidroksil pikinin kaybolmasi ve 1720 cm-1’de asetil bandinin
gozlenmesi, bilegikte asetillenebilen hidroksil gruplarinin
bulundugunu gostermektedir.

Sy bilesigi ile sitosteril 3P-glikozid standardinin ince tabaka
kromatografisinde karsilastirilmas: sonucu, ayni Rf degerlerini
ve ayni rengi verdigi gorulmustir. Ayrica spektral bulgular ve
bilesigin diger ozelliklerinin standart ornekle ayni olmasi,
bilesigin sitosteril 3P-glikozid oldugunu kanitlamigtir. Bu
madde yaklasik 12 mg olarak izole edilmistir.
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3.3.2. S, Bilesgigi

Alkol ekstrelerinden elde edilen S, bilesiginin kopirme testini,
Liebermann-Burchard ve Molish reaksiyonunu pozitif vermesi,
ayrica ¢o6zunirliginin metanolde az, suda ¢ok fazla olmasi,
kloroformda ¢dzinmemesi steroidal saponin yapisinda
olabilecegini dustindurdi. Asit hidrolizi ile aglikon kismi
ayrilan bilesigin ince tabaka kromatografisinde hesaplanan Rf
degeri ve IR spektrumunda 1695 cm-1'deki karbonil piki keton
grubu tasiyan bir sapogenin olabilecegini disindirdi. Ancak
bilesigin erime noktas:1 (192°C) keton grubu tasiyan
saponinlerin erime noktalari (225° ve 241°C) ile
karsilastirildiginda farkli bulundu.

Bilesigin Spektral Ozellikleri

Bilesigin IR spektrumunda (Sekil 3.4.) 3400-3200 cm-1’de
(OH), 2910 cm-1'de (C-H gerilme), 1615 cm-1'de
(doymamislik), 1050 cm-1’de (C-O gerilme), 910, 860, 810,
770 cm-1’de ise spirostanol glikozidlere ait karakteristik
bantlar gorilmektedir.
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Bilesik hidrolizlendikten sonra alinan IR spektrumunda
(Sekil 3.5.) 3400-3200 cm-1'de (OH), 2900-2840 cm-1'de (C-H
gerilme), 1695 cm-1'de (C=0), 1390, 1360 cm-1'de (C-H
egilme), 1200, 1155, 1065, 1020 cm-t'de (C-O gerilme)
bantlar: bulunmaktadir. Parmak izi bolgesinde sapogeninlere ait
karakteristik absorbsiyon bantlar1 goriulmektedir.

Bilesigin asetil turevinin IR spektrumunda ise ($ekil 3.6.)
3400-3200 cm-1'de gozlenen hidroksil pikleri kaybolmus, 1730
cm-1’de asetil piki gozlenmistir.

Bilesigin asetil tirevinin 'H NMR spektrumu (Sekil 3.7.)
incelendiginde 1.98-2.20 ppm arasinda asetil gruplarina ait
pikler gorilmektedir. 1.98-2.05 ppm arasindaki pikler 3 asetil
grubuna, 2.06-2.20 ppm arasindaki pikler ise 4 asetil grubuna
aittir. Bu, bileyikte asetillenebilen 7 OH grubu bulundugunu
gosterir. Bu OH grublar:t muhtemelen birbirlerine glikozidik bag
ile baglanan  iki  gseker. molekilune  aittir. Bflesigin,
hidrolizlenmesi sonucu elde edilen sulu kismin ince tabaka
kromatografisinde seker standartlar:1 ile karsilastirilmasi
sonucunda bu sekerlerin glukoz oldugu saptanmigtir.

Aglikona bagli ilk seker molekulunde; 543 ppm’'de H-1'(j=6-7
Hz) piki bir doublet olarak gorulir. 4.05-4.20 ppm arasinda
H-2', H-3' ve H-4' multiplet olarak, H-6' ise 4.11 ve 4.28
ppm’'de double doublet olarak ¢ikar.

Ug seker molekilinde ise; 5.72 ppm’de H-1" (j=8 Hz) doublet
olarak, 5.05-5.30 ppm arasinda H-2", H-3” ve H-4" multiplet
olarak gorulir. Bu alanda 5.05 ve 5.15 ppm arasinda bulunan
double doublet H-6""ne aittir.

3.8-3.9 ppm arasinda ise sekerlerin H-5’ ve H-5" pikleri
multiplet olarak gérulir.

6.35 ppm’'de (j=4 Hz) goérilen doublet muhtemelen bir 5’1i
lakton halkasina aittir. IR spektrumunda (Sekil 3.5.)
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1695 cm-1'deki siddetli pikin de bu lakton halkasina ait oldugu
diusuntilmektedir.

Bilesigin kutle spektrumunda (Sekil 3.8.) 1086 molekiler pik
olarak alinmaktadir. Temel pik ise 1056 (M-30)*'dir. 'H NMR
spektrumu ve kiutle spektrumundan bilesigin iki seker grubu
tasiyan biuyuk bir molekil oldugu anlasilmaktadir.

Sekil 3.9.da asetillenmis bir monosekerin pargalanma urunleri
ve m/e degerleri gorulmektedir. $ekil 3.10 ise S, bilesiginin

seker gruplarinin kitle spektrumunu gosterir.

Butin bu bilgiler sonucunda S, bilesiginin yuksek molekil
agirlikly bir glikozid oldugu ve birbirine bagli iki glukoz
molekilt ile aglikon kisminda 5°1i bir lakton halkasi tasidigi
bulunmustur.

Bilesigin aglikon kisminin molekul agirlig: ~460-470.
arasindadir. En az 20 karbon atomuna sahip oldugu dﬁsﬁnﬁien
aglikon kismi, steroid iskeletine son derece ©benzerlik
gostermektedir.

Bu nedenle S, bilesiginin steroidal saponin yapisinda olmadigs,
ancak Liliaceae familyasinin bazi turlerinde yaygin olarak
bulunan diger steroidal glikozidlere benzedigi dusuntlmektedir.
Ancak 1H NMR spektrumunda molekilin iskeletindeki metil ve
metilen gruplarinin gortilmemesi yapiy1 tam olarak
aydinlatamamistir. Bu nedenle yapi tayininde 1H NMR
spektrumu yeterli olmamistir. Daha ileri NMR tekniklerine
ihtiya¢ duyulmaktadir.
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ZabSpec CI+ Magnet BpM:57 BpI:68107712 TIC:2454537728 Flags:HALL

100 6.9E7
953 I EG.GE7
903 6.2E7
5] 169 61 5.957
803 5.5E7
75_§ 5.2E7
701i Sl 229 1333 4.8E7
653 4.587
60] 721 4.1E7
553 3.8E7
50_5 3.5E7
45_% 3.1E7
40_§ 2.8E7
35_§ 403 541 2.4E7
303 2.1E7
253 1.7E7
20 1.4E7
15_§ 768 1.0E7
103 £6.9E6

53 BSZEENEOT 3.586
ottt | lk.ui H L Eo.oso
ERECYTS T sbo 1900 T 1200 1dos  1eo0 | 1800 2000 m/z

[File:DCI-B1 Ident:7-2Z Win TO0PPN Acq: 5-OCT-1994 T5:49703 CaliERS=Z

ZabSpec CI+ Magnet BpM:57 Bpl:69107712 TIC:2454537728 Flags:HALL
100 1056 8.3E5
o5 T 7.9E5
90 7.5E5
85 7.0ES
80 6.6E5
75 1058 6.2E5
70 5.8E5
65 ' 5.4ES
60 1024 5.0E5
55 4.6E5
50 4.1E5
45 1052 1072 3.7E5
40 3.3E5
35 1038 2.9E5
30 2.5E5
25 1044 2.1E5
20 1060 1.7E5
15 " 1022 26103010;236 o | os foss 106t e . 1.2E5
10 102 || 10424046 06l P8 1070 107510801082 8.3m4

4.1E4
IIII , ’[1 | lil | ll l 1\ | lllL ! l “ |l| |£0.0E0
1015 1020 1025 1030 1035 1040 1045 1050 1055 1060 1065 1070 1075 1080 1085 1090 m/z
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11e:DCT-B1 laent:7-2 Win 100FPM Acq: 5-0CT-1%5%4 I15:45:03 Cal:EK5-2
ZabSpec CI+ Magnet BpM:57 Bpl:69107712 TIC:2454537728 Flags:HALL

1008 169 Ir. g1 5.8E7
9s E5.537
90 5,287

4.987
85 229 333 ?
80 4.77
75 721 E4-4E7
70 4.1E7

211
65 - 3.8E7
60 €19 £3.5£7
55 3.2E7
289

50 271 2.987
45 403 541 2.6E7

40 242 373 2.3E7
35 139 499 2.0E7
30 153 389 439 1.787
25 317 558 1.5E7
20 115 2591 457 679 1.2E7

347 601

1; e . 572 8.7E6
10 . 103 » 17 649 5.8E6
5 l , ! { ‘ 2.9E6

! i ‘
o 0l bl gt Bt NE, B ML SRR I Rl e bR 8 R R it BB bR bt b F 0 . OEO
100 150 2060 250 300 600 650 700 m/z

File:DCI-BL Ident:7-2 Win 100PEN Acq: 5-0CT-1894 15749103 Cal:EX5-2

ZabSpec CI+ Magnet BpM:57 BpI:69107712 TIC:2454537728 Flags:HALL

100% 768 _ 8.5E6
95 Iy 8.0E6
20 : 7.6E6
85 7.2E6
80 6.8E6
75 6.3E6
70 5.9E6
65 5.5E6
60 5.1E6
55 4.7E6
50 1010 4.2E6
45 793 851 3.8E6

991
40 3.4E6
35 3.0E6
30 2.5E6
25 865 2.1E6
779 829
20 949 1.7E6
15 1.3E6
10 8058 . 937 1056 8.5E5
889
s I 980 1024 4.285
o | |
o b s e i e Bl Mol 1 L ] il i 0.0E0
750 800 850 900 950 1000 1050 13060 miz

Sekil 3.8. S, Bilesigi Kutle Spektrumu
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CH,0Ac CH,O0Ac CH,O0Ac

S

5 'C'SOAC' 6
o, TCHiOz [ -20HcoM TN
AcO 32 - AcO.
OAc OAC

OAc
' ¢, m/e 33 €2, m/g 211
~ CH3COH {—cnz=c=o
CHa0AC CHz0AC CHZOR
0 — 0 0
~CHo==C=
0 \ GHe=C=0 | $ \ 7\
=C§, ,
\” 7 OR
0=LC
\
CH3
. *
s m /e 229 [ cqrm/e 271] ¢3(R or R’=Ac), m/el69
* ~CH3COH
CH,0AC CH,
0\ ~CH3CO,H 2 =0
0 —_——— 0 A\ OAc
. — AcO
OAc
cs, m/el69 ¢z, m/el09 di, m/e 317

Sekil 3.9. Asetillenmis Bir Glukoz Molekilinin Parcalanma

Urtnleri ve m/e Degerleri
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[File:BI Ident:44 Acq: 4-OCT-1994 11:22:46 +2:27 Cal:ER4

ZabSpec EI+ Magnet BpI:1186030 TIC:19161330 Flags:HALL

1008 169 I. 1.2E6
95 211 1.126
90 1.1E6
85 1.0E6
80 109 9.5ES
75 8.9E5
70 8.3E5
65 331 7.7E5
60 7.1E5
55 6.5E5
50 5.9E5
45 157 5.3E5
40 4.7E5
35 4.285
30 127 3.6E5
25 3.0E5
20 2.4E5
15 275 1.8E5
10 . 180 605 1.2E5
5 5.984
0 J‘{ll rl et P U — R

T T T I Y P T I VAT TR FA m/z

F:Lle:Bl Tdent:44 Acq: 4-OCT-1994 11:22:46 ¥2:27 Cal:ERY

ZabSpec -EI+ Magnet BpI:1186030 TIC:19161330 Flags:HALL 1.

100 59 _1.2E6
95 211 F1.1E6
90 ' F1.1E6
85 £1.086
80 109 £ 9.5E5
75 F 8.955
70 8385
€5 £7.785
60 £7.1E5
55 E6.5E5
50 5,985
45 o8 55.355
40 £ 4.7E5
35 7 E4.285
30 103 127 £ 3.6E5
25 o5 145 %3.035
20 | 139 2,485
CE ) 200 1,855
10 L73 187 15 E1.2E5

229F
5 £ 5.984
0 " I.ll “ I,IH“ !Iilll:l!lg !‘Ir|,|3 l Ly ’l“ il l '.\ 1, nlfn‘ T',h'.““ ,| e ”|II~0.0EO
50 60 70 80 90 100 il 150 140 150 150 170 160 150 200 210 220 230 m/z
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rile:Bl Ident:44 Acq: 4-CCT-IS%9 IT1:22:4% +2:27 Cal:EK4
ZabSpec EI+ Magnet BpI:1186030 TIC:19161330 Flags:HALL
100 331 I 7.8E5
95 7.4E5
90 7.0ES
8s 6.6E5
80 6.2E5
75 5.8ES
70 5.4E5
65 5.0E5
60 4.785
55 4.3E5
50 3.985
45 3.585
40 3.1E5
35 2.7E5
30 2.3E5
25 1.9E5
20 1.6E5
15 1.2E5
10 7.8E4

3.9E4
0.0E0
m/z

[File:BI Ident:44 Acq: 4-OCT-1994 11:22:46 +2:27 Cal:EK4

ZabSpec EI+ Magnet BpI:1186030 TIC:19161330 Flags:HALL )

100% 605 N, 1.1E5
953 1.185
903 1.0E5
ssg 9.4E4
803 , ) 8.9E4
753 ° 8.3E4
703 7.8E4
651 7.2E4
603 6.7E4
553 6.1E4
503 5.5E4
453 5.0E4
403 4.4E4
353 3.9E4
303 3.3E4
253 2.8E4
203 2.2E4
153 1.7E4
IOE 443 503 s ) O 2:223

o] le Jo .L ' RO N T T ‘1 ‘L 0.0E0
ado 460 480 sbdo 520 s5lo 560 S80 600 620 640 660 30 700 730 740 760  m/z

Sekil 3.10. S, Bilesiginin Seker Gruplarinin Kiutle Spektrumu
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3.3.3. S, Bilesigi

Bitkinin meyvalarinin alkol ekstrelerinden elde edilen Sy
bilesiginin, yaprak+dal kisimlarinin su ekstresinden eter ile
¢oktirulerek ayrilan bilesik ile ayni yapida oldugu ince tabaka
kromatografileri ve spektral yontemlerle anlasildi1.

Bilesigin asetil tirevinin 1H NMR spektrumunda (Sekil 3.12.)
1.98-2.15 ppm arasinda asetil gruplari, 5.50-5.45 ppm arasinda
H-1, 5.40-4.80 ppm arasinda H-2, H-3, H-4 ve H-6, 4.30-4.10
ppm’de ise H-5 pikleri bulunmaktadir. Buradan bilesigin bir
mono geker, muhtemelen bir heksoz yapisinda oldugu

gorilmektedir. Bu bilesigin yapisi 1uzerinde pek fazla
durulmamistir.
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3.4.ELDE EDILEN BILESIKLERIN FIZIKSEL VE
SPEKTRAL OZELLIKLERI

Sy Bilesigi = Sitosteril 3P-glikozid

Renk : Gri-beyaz

Miktar : 12 mg

Rf degeri :288-290°C

Serik sulfat belirteci : Kahverengi-mor

IR spektrumu : KBr 3400, 2920,1630, 1450,

Voax(cmt)
1375, 1065, 1020

Asetil tirevi IR spektrumu: KBr 2900, 2840,1720, 1450,
Vmaxg(cm1)
1370, 1260, 1060



S, Bilesigi

Renk

Miktar

Rf degeri

e.n

Serik silfat belirteci
IR spektrumu

Hidroliz Sonrasi

Renk

Rf degeri

Serik sulfat belirteci
IR spektrumu

Asetil Torevi

Renk

Rf degeri

Serik silfat belirteci
IR spektrumu

10

: Kahverengi-sari

: 76 mg

:0.53 (30:1 metanol-su)

:192°C

: Yesil-kahverengi

: NaCl 3400, 3200,2910, 1615,
Vmax(cmt)
1050,910,860,810,770

: Kahverengi-sar:

:0.29 (4:1 kloroform-aseton)

: Agik kahverengi

: NaCl 3400, 3200,2900, 2840,

Vonag(cm )

1695,1390,1360,1200,1155
1065,1020

: Agik sari
: 0.76 (2:1 etil asetat-benzen)
: Kahverengi
: NaCl 2900, 1730,1420, 1360,
'Vmax(cm‘l)
1210,1035,930



1H NMR spektrumu

Kitle spektrumu

Glukoz
Rf degeri

Serik sulfat belirteci
Anilin-ftalat belirteci

S, Bilesigi
Renk

Miktar
Asetil tiurevi
Rf degeri

IR spektrumu

1H NMR spektrumu

71

: (CDCl3) ppm 1.98-2.20(asetil),
3.8-3.9(m,H-5" ,H-5"), 4.05-4.20
(m,H-2",3",4"), 4.11,4.28(dd,H-6"),
5.05-5.30(m,H-2",3",4"), 5.05-5.15
(dd,H-6"), 5.43(d,J=6-7 Hz,H-1"),
5.72(d,J=8 Hz, H-1"), 6.35(d,J=4
Hz, Lakton)

1086(M)*, 1056(M-30)*+, (temel pik)

: 0.42 (4:5:1 n-butanol-aseton-su)
: Siyah
: Sari-turuncu

: Koyu sari

: 14 mg

: 0.62 (2:1 etil asetat-benzen)

: NaCl 2900, 2840,1730, 1450,1370
Vaax(cmt)
1200

: (CDCI3) ppm 1.98-2.15(asetil),
4.30-4.10 (m,H-5), 4.80-5.40
(m,H-2,3,4,6)
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TARTISMA VE SONUCLAR

Smilax excelsa (Liliaceae) bitkisinin toprak usti kisimlarinin
steroidal bilesikler yoninden incelenmesi amaciyla yapilan bu
caligymada 9¢ bilesik elde edilmigtir. ) ’

Bitkinin kloroform ekstresinden elde edilen S; bilegsiginin
yapist spektral bulgulara dayanilarak ve erime noktasi ile Rf
degeri standart o6rnekle karsilastirilarak- Sitosteril-3P-glikozid
olarak bulunmustur,

Sitosteril-3B-glikozid bilesigine Smilax china’'nin rizomlarinda
rastlanir. Ancak Smilax excelsa’da bulunduguna dair literatirde
herhangi bir bilgiye rastlanmamistir.

Bitkinin alkol ekstrelerinden elde edilen S, bilesiginin steroidal
saponinlere o¢6zgu reaksiyonlar1 pozitif vermesi bilesigin bu
yapida olabilecegini disundirmis, ancak spektral bulgulardan
steroidal saponin yapisinda olmadig: anlasilmistir. Molekil
agirlig1 g¢ok yuksek olan S, bilesiginin yapisinda birbirine
glikozidik bag ile baglt iki glukoz molekuld ve aglikon
kisminda da 5’li bir lakton halkasi vardir. Yapinin, Smilax
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tirlerinde bulunmayan ancak Liliaceae familyasinin bazi
tirlerinde yaygin olarak bulunan ve bir lakton halkasi igeren
steroidal glikozidlere benzedigi dusunulmektedir. Ancak
molekulin aglikon kisminin iskelet yapisini aydinlatmada
!H NMR spektrumu yeterli olmamistir. Daha ileri NMR
tekniklerine ihtiya¢ vardir.

Alkol ekstrelerinden elde edilen ve yaprak+dal kismindan eter
ile ¢okturulen bilesiklerin, ince tabaka kromatografileri ve
spektral verileri ayni olduklarint géstermigtir. 1H NMR
spektrumundan S; bilesiginin mono-seker oldugu saptanmigtir.

Sonug olarak, Istanbul ve g¢evresinde bulunan tir olan ve
simdiye kadar toprak ustd kisimlari steroidal bilesikler
yoninden incelenmeyen Smilax excelsa bitkisinin toprak usta
kisimlarindan yapisi tam olarak aydinlatilan bir steroid bilesigi
ile yapisi1 kesin olarak aydinlatilamayan ikinci bir steroid
bilesigi izole edilmistir. Bitkinin koklerinde bulunan steroidal

saponinlere ise toprak Usti kisimlarinda rastlanmamistir.
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