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OZET

Igde (Elacagnus Angustifolia) 7 m yiiksekliginde meyveleri elips seklinde kirmizi-
kahverengi olan bir agactir. Cesitli sekillerde adlandirilir. “Kuntze”, “Russian olive”
bu adlandirmalar arasindadir. Elaeagnus Angustifolia (E.A.) Tirkiye’nin birgok
yerinde yetisir. E.A., Elacagnanceae familyasindan Elaeagnus cinsindendir. Yaygin
olarak bilinen Elaeagnus tiirleri; Elaesagnus Angustifolia, Elaeagnus Pungens,
Elaeagnus Commutata ve Elacagnus Multiflora’dir.

Elaeagnanceae familyasina ait bitkiler glimiisi veya esmer renkli, pul seklinde ortii
tiiyleri tastyan ¢al1 veya agaglardir. Bunlarin 45 civarinda tiirii vardir. Ulkemizde iki
tiri ve iki cinsi bulunur. E.A. (igde) Akdeniz ikliminde yetisen ve iilkemizde
Canakkale, Balikesir, Istanbul, Bilecik, Cankiri, Sinop, Samsun, Giimiishane,
Erzurum, Eskisehir, Ankara, Kayseri, Sivas, Malatya, Siirt, Batman, Bitlis, Kars,
Denizli, Konya, Mersin, Adana, Maras, Urfa, Hakkari, Semdinli ve daha pek ¢ok
yerde dogal olarak yetisen, ¢ok dallanmis dikenli ve dikensiz gesitlerinin bulundugu
bir agactir. Meyve, zeytin meyvesi biiyiikliigiinde ve sarimsi renklidir. Bu meyve
yenilebilir.

Igde bitkisinin ¢icegi ve yapraklarinin halk arasinda idrar sokiicii ve ates diisiiriicii
olarak kullanildig1 bilinir. Tiirkiye’de kis aylarinda meyveleri istah agic1 olarak
yenilir. Izde meyvesinin kanserin tekrarlama olasiligin1 azaltma, kanseri durdurma ve
hatta bazen kanser gelisimini ters yonde etkileme ozelligi vardir. E.A.’nin meyvesi
[ran’da halk arasinda agr1 kesici ve eklem agrilarini tedavi etmek igin anti-
inflamatuvar olarak kullanilir.

Igde’de literatiir taramas1 sonucunda B-karbolinler’in diger bitkilere oranla oldukca
fazla oldugu goriilmiistiir. Bu B-karbolinler, harman, harmalin, harmin, harmaloldur.

o |
N N
N = H,CO N =
H H CHj

H CHs
Harman Harmalin
[ |
H CH, H CHj
Harmin Harmalol

B-karbolinler pisirilmis yemeklerde de olusabilir. Yemeklere 1s1 uygulamak yeni
maddelerin olusumuna sebep olur. Bu yeni maddeleri ¢ogu karbonhidratlarin
proteinlerle reaksiyonundan olusur. Olusan bu maddelerden bazilar1 kansere ve beyin
hastaliklarina sebep olabilir.



Organik Kimya Anabilim Dalinda yapilan bir ¢alismada igde meyvesinin su ile
kaynatilarak ele gecen sulu ¢ozeltisinin, i¢inde bulunan bir veya birka¢ bilesenin
suda ¢oziinmeyen organik tuzlar1 suda ¢oziiniir hale getirdigi, belirlendi. Bu ¢6ziinme
isleminin igdenin i¢inde bulunan B-karbolinler yardimi ile oldugu diisiiniildii. Bu
nedenle igdeden bu maddelerin ekstraksiyonu iizerinde yogunlasildi. Ayrica bu B-
karbolinlerden literatiir taramasi sonuglarinda harmanin daha rahat elde edilmesi ve
viicut tarafindan da sentezleniyor olmasi bizi bu bilesige yonlendirdi. Standart olarak
harman alinarak, azotlar1 araciligiyla organik tuzlari tutup tutmayacaginin
arastirilmasi diisiiniildii. Ekstraksiyon neticeleri Tablo 1 ve Tablo 2’de 6zetlenmistir.

Tablo 1. igde meyvesinde ve yapraginda B-karbolin bilesiklerini belirlemek iizere
yapilan islemlerde sonunda ele gecen karisim daki bilesiklere ait ait GC-MS’deki Rt
degerleri ve bilesiklerin cozeltideki miktarlari

Ele gecen karisimdaki bilesiklere ait GC-MS’deki Rt degerleri ve
Deney Kodu bilesiklerin c¢ozeltideki miktarlari (%)

1112 | 14.85 | 15.07 | 15.23 | 15.90 | 16.02 | 16.99 | 18.46 | 18.77

B(meyve) - 54.5 - 45 - - - - -
Suda refluks
sicakliginda

12 saat

A (meyve) 25 56 - 14 - - - - -
Suda asit ile
refluks
sicakliginda
12 saat

M1(meyve) - 135 - 84 - - - - V¥
Metanolde oda
sicakliginda 4

glin

M2(meyve) - - 59 27 - - 15 - -
Metanolde oda
sicakliginda
4+3 giin

M3(meyve) - 10 - 25 - - 63 - -
Metanolde oda
sicakliginda
44343 giin

M(meyve) - ~8 | ~20 | ~46 - - ~26 - \*
(M1+2+3’iin
ortalamasi)

M4(meyve) - 66 - 32 - - - - -
Metanolde
refluks
sicakliginda 2

gun

Y 1(yaprak) - 27 - 1 12,5 10 23 0.5 -
Metanolde
refluks
sicakliginda 2

glin

* TLC kazimalarinda elde edildi.




Tablo 2. GC-MS’deki Rt degerlerinde gelen bilesiklerin adlar: ve formiilleri

H H

3
JN T 1)
41‘ L N
N RH“ )
H

b 9. ™ /’Fﬂ\“"\; e
- - \T/\( _l ,/‘\E/
Indol 14.85 : 9H-Prido[3,4-b]indol 15.07 : 1-metil-9H-Prido[3,4-b]indole
norharman harman

CH;
16.99 : 9H-Prido [3,4-b]indole-1-karboksilik asit, metil ester 15.23 : 1-asetil-B- karbolin

?E OH OH

11.12 : cis-bisiklo[4.4.0]dekan-1-0l-3-0n 18.77 : 2,2'—metilenbis[6-(1,1-dimetiletil)-4-
metil-fenol
HO
15.90 : 9,12,15-Oktadekatrienoik asit, metilester (Z,Z,2) 16.02 : fitol

[gde meyvesinin sulu ¢ozeltisi organik tuzlari ¢dzme ozelligi gosterdigi igin,
oncelikli olarak belli miktarlarda igde meyvesi, suda kaynatildi. igde igerisindeki
glikozid yapida olabilecek maddeleri de suya gecirmek i¢in olgunlastirma islemi
yapildi. Bu olgunlastirma islemi iki sekilde gerceklesti. Igde c¢ozeltisi suyu
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ucurulduktan sonra iki kisma ayrildi. ilk kisma amonyak katilarak ortam bazik
yapildi (B). ikinci kisma HCI katilarak ortam asidik yapildi (A). Bu iki kisimda ele
gecen maddelere TLC analizleri, GC-MS analizi ve HPLC analizi yapildi. GC-MS
analizleri sonucunda A ve B maddelerinin ikisinde de P-karbolin tiirevlerinden
norharman ve 1-asetil-B-karbolin elde edildi. Bu maddelerin yani sira, A maddesinde
cis-bisiklo[4.4.0]dekan-1-0l-3-on bilesigi ele gegirildi (Tablo 1 ve Tablo 2). Ayrica
TLC analizleri sonucunda 0.63 Rf degerinde harman bilesigi her iki maddede
goriildii.

Ayrica igde meyvesi ve yapragindan [-karbolinlerin tespiti i¢in metanolle
ekstraksiyon yapildi. Bu ekstraksiyonlar sonucunda norharman ve 1-asetil-p-karbolin
bilesiklerinin yanisira literatiirde bulunmayan 2,2-metilenbis[6-(1,1-dimetiletil)-4-
metil-fenol, 9,12,15-Oktadekatrienoik asit, metilester (Z,Z,Z), Hekzandioik asit-
bis(2-etilhekzil) ester ve fitol bilesikleri GC-MS ile tespit edilmistir (Tablo 1 ve
Tablo 2). Ayrica TLC analizleri sonucunda 0.63 Rf degerinde harman bilesigi ele
gecen her maddede goriilmiistiir

Harman standart1 kullanilarak bu bilesigin organik tuzlari ¢6ziip ¢c6zmedigi arastirildi.
Suda ¢ozlinme zorlugundan dolay1 organik tuz olarak kalsiyum okzalat se¢ildi. ICP-
MS kullanilarak harman ¢ozeltisinde ¢ozlinen kalsiyum ile suda ¢oziinen kalsiyum
oranlar1 karsilastirildi ve harmanin suda ¢oziinmeyen organik tuzlart ¢ozmede
herhangi bir katkisinin olmadigi goriildii. Sonu¢ olarak harman ve diger [-
karbolinlerin saf olarak degil, fenolik bilesikler ve enzimler de dahil asidik olan
kendi ortamlar1 i¢inde (pH= 3,7), gerceklestirmis olabilecegi sonucuna varildi.
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SUMMARY

Oleaster (Elaesagnus Angustifolia) is a tree which has 7 m height and has ellipse
shaped red-brown fruits. It has various names such as “Kuntze” and “Russian olive”.
Elaeagnus Angustifolia (E.A) grows at lots of places in Turkey. E.A is from
Elaeagnanceae family and type of Elaeagnus. Elaeagnus Angustifolia, Elaeagnus
Pungens, Elaeagnus Commutata ve Elaeagnus Multiflora are other types of
Elaeagnus which is well-known.

Plants which belong to Elaeagnanceae family has silver-dark colour. They have 45
types. Two type of them grow in Turkey. Oleaster which grow in the mediterranean
climate is found in Canakkale, Balikesir, Istanbul, Bilecik, Cankir1, Sinop, Samsun,
Glimiishane, Erzurum, Eskisehir, Ankara, Kayseri, Sivas, Malatya, Siirt, Batman,
Bitlis, Kars, Denizli, Konya, Mersin, Adana, Maras, Urfa, Hakkari, Semdinli.
Oleaster fruits have yellowish colours and has the same size of olive and it is eatable.

The flowers and fruits of this fruits are used as diuretic and antipretic in public. Its
fruits are eaten as appetizing in the winter time. It reduces probability of the
repetation of cancer and has property of obstruction in cancer progress. In Iran It is
used as an antiinflamatuar to treat joint pain. As a results of researches it is seen that
oleaster fruits include B-carbolines more than other plants.Some of these -carbolines
are harman, harmalin, harmin, harmalol.

B |
N N
N = HaCO N =
H CH H CH,

3

Harman Harmalin
B |
N N
HaCO N = HO N =
H CH, H CH,
Harmin Harmalol

B-carbolines can form in cooked foods. To cook the foods cause to form new
substances. Most of these new substances occur from reaction between
corbonhydrates and proteins. These can cause cancer and brain disease.

Experiments which were done in organic chemistry department showed that in the
watery form of oleaster fruits, some substances which were extracted from boilig
oleaster fruits with water, solved the organic salts which is not soluble in water. It
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has been thought that this could happen by the effect of B-carbolines which is in
oleaster. As a result of researches It has seen that harman which is a kind of B-
carbolines is easy compound to get and it can be synthesized in human body.
Because of results, our researches focused on this compound. It has been thought that
Nitrogen on B-carboline compounds could hold the organic salts. That is why we
focused on the these compounds. The results of extraction were given in Table 1 and
Table 2.

Table 1. To determine B-carboline compounds the amount and Rt value of GC-
MS of mixture which was obtained from fruits and leafs of oleaster.

Experiment The amount and Rt value of GC-MS of mixture which was
P obtained from fruits and leafs of oleaster (%0)

Code 11.12 | 14.85 | 15.07 | 15.23 | 15.90 | 16.02 | 16.99 | 18.46 | 18.77

B(fruit) - 54.5 - 45 - - - - -
In the water
with base
temperature
12 hours

A (fruit) 25 56 - 14 - - - - -
In the water
with acid
temperature
12 hours

M1 (fruit) - 13.5 - 84 - - - - NG
In metanol
room
temperature
4 days

M2(fruit) - - 59 27 - - 15 - -
In metanol
room
temperature
4+3 days

M3(fruit) - 10 - 25 - - 63 - -
In metanol
room
temperature
4+3+3 days

M(fruit) - ~8 ~20 | ~46 - - ~26 - e
(M1+2+3°s
average)

M4 (fruit) - 66 - 32 - - - - -
In metanol
reflux
temperature
2 days

Y 1(leaf) - 27 - 1 12,5 10 23 0.5 -
In metanol
reflux
temperature
2 days

Xiv




* 1t 1s obtained from TLC.

Table 2. The name of the compounds which has Rt value of GC-MS.

H H

3
I 0
4 _
_ Ny 3

H

- 9. ™ /ﬁ\“\‘ o
- - T /\( _l ,/\T/
Indole 14.85 : 9H-Prydo[3,4-b]indol 15.07 : 1-metyl-9H-Prydo[3,4-b]indole
norharmane harmane
(I amb
Lk/\\- N m—m
. /\f “xx//“‘x\_ ~
H =0 N
[:ll H ?:O
I

16.99 : 9H-Prydo [3,4-b]indole-1-carboxylic acid, metyl ester  15.23 : 1-asetyl-B-carboline

OH OH

OH

11.12 : cis-biscyclo[4.4.0]decan-1-0l-3-on  18.77 : 2,2'-metylenbis[6-(1,1-dimetyletyl)-4-
metyl-phenol
HO
15.90 : 9,12,15-Octadecatrienoic acid, metilester (Z,Z,2) 16.02 : Phytol

The watery solution of oleaster fruits has the property of solving organic salts.
Because of this reason firstly, oleaster fruits were boiled in the water. The ripening
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process was done to take the some glycozide compounds which is not soluable in
water. This ripening process was done in two ways. After water was evaporated in
the oleaster solution, the residual was separated to two parts (A and B). Ammonium
hydroxid was added to the first part (B). Hydrocloric acid was added to the second
part (A). TLC, GC-MS, HPLC, LC-MS analysises were done for the substances
obtained from these two parts.GC-MS analysis showed that these two compounds
included norharman and 1-acetyl-B-carboline which are B-carbolines.In addition to
these compounds cis-bisiklo[4.4.0]decan-1-o0l-3-on was determined in A (Tablel).
Harman compound was also determined by TLC (Rf=0.63) for both A and B.

Extraction with metanol was done to determine B-carbolines in the oleaster fruits and
leafs. Norharman and 1-acetyl-p-carboline was found in all substances which are
obtained via metanol extraction from oleaster fruits and leafs. 2,2'-metylenbis[6-
(1,1-dimetyletyl)-4-metyl-phenol, 9,12,15-Octadecatrienoic acid, metylester (Z,Z,2),
Hexandioic acid-bis(2-etylhekzil) ester and phytol compounds which is not
mentioned before about in other articals was also determined by GC-MS (Tablel).
Harman compound was determined by TLC (Rf=0.63) for all substances.

Harman reference was used to determine whether it had effect to solve organic salts

or not.Because of insolubility in water, calcium oxalat was choosen as the organic
salt. The amount of calcium which solved in water and in harman solution was
compared. It has seen that harman had no effect to solve the organic salts which are
insoluble in water. As a result, harmane and other p-carbolines do not solve the
organic salts alone, it has been thought that phenolic compound and enzimes help -
carbolines to solve the organic salts in their natural acidic enviroment in oleaster.
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BOLUM 1. GIRIS VE CALISMANIN AMACI

- Igde (Eleagnus Angustifolia) bitkisi Tiirkiye’de
Igde cicegi

daha oOnce lizerinde ¢ok kisithi ¢aligmalar yapilmis
bir bitkidir. Halk arasinda uzun zamandir bu
bitkinin ¢icegi ve yapraklar idrar sokiicii ve ates
distiriicii  olarak  kullanilmistir.  Kis aylarinda
meyveleri istah acict olarak yenilir. igde
meyvesinin kanserin tekrarlama olasiligini azaltma,
kanseri durdurma ve Kkimi zaman da Kkanser
gelisimini ters yonde etkileme oOzelligi vardir.
E.A.’nin meyvesi Iran’da da halk arasinda agri kesici ve eklem agrilarini tedavi
etmek igin anti-inflamatuvar olarak kullamilmaktadir. Igde, Orta Asya’da da
kendiliginden yetisir. Ozellikle deniz kiyilarinda bolca rastlanan igde agaglarmin
yapraklarindan da bir¢cok alanda yararlanilir. ’
Gorsel olarak da ilgi ceken igde, mobilya

sektorlinde peyzaj malzemesi olarak kulanilir.

Bu calismanin  igde meyvesinin  suda

¢Ozuinmeyen organik tuzlar ¢cozup

¢ozmediginin, ¢Oziiyorsa hangi bileseni ile
¢ozdiigiiniin belirlenmesidir. Organik Kimya Anabilim Dalinda yapilan bir ¢aligmada
igde meyvesinin su ile kaynatilarak ele gegen sulu ¢6zeltisinin, i¢inde bulunan bir
veya birkag¢ bilesenin suda ¢oziinmeyen organik tuzlari suda ¢oziiniir hale getirdigi,
belirlendi Igde bitkisinde literatiir taramas1 sonucunda B-karbolinler’in diger bitkilere
oranla oldukga fazla oldugu goriildii. Harman, harmalin, harmin, harmalol bu B-
karbolinlerden birkagidir. Bu ¢oziinme isleminin igdenin iginde bulunan tizerindeki
azot baglarindan dolayr B-karbolinler yardimi ile oldugu disiiniildi. Bu B-
karbolinlerden literatiir taramasi sonug¢larinda harmanin daha rahat elde edilmesi ve
viicut tarafindan da sentezleniyor olmasi bizi bu bilesige yonlendirdi. Bu nedenle

igdededen bu maddenin ekstraksiyonu iizerinde yogunlasildi.



BOLUM 2. TEORIK BiLGILER

2.1. igde (Elaeagnus Angustifolia) Hakkinda Genel Bilgi

Igde (Elacagnus Angustifolia) 7 m yiiksekliginde meyveleri elips seklinde kirmizi-
kahverengi olan bir agactir. Cesitli sekillerde adlandirilir. “Kuntze”, “Russian”,
“Olive” bu adlandirmalar arasindadir. Elaeagnus Angustifolia (E.A.) Tirkiye’nin
bircok yerinde yetisir. E.A., Elacagnanceae familyasindan Elaecagnus cinsindendir
[1]. Yaygmn olarak bilinen Elaeagnus tiirleri; Elacagnus Angustifolia, Elaeagnus

Pungens, Elaeagnus Commutata ve Elaeagnus Multiflora’dir [2].

Elaeagnanceae familyasina ait bitkiler giimiisi veya
esmer renkli, pul seklinde ortii tiiyleri tagiyan ¢ali veya
agaclardir [3]. Bunlarin 45 civarinda tiiri vardir.

Ulkemizde iki tiirii ve iki cinsi bulunur. E.A. (igde)

" e g Akdeniz ikliminde yetisen ve iilkemizde sikga rastlanan,
cok dallanmis dikenli ve dikensiz c¢esitlerinin bulundugu bir agactir. Yapraklari
giimiis rengindedir. Meyve, zeytin meyvesi biiyiikliigiinde ve sarimsi renklidir,

yenilebilirdir.

Igde cicegi (Flos Elacagni) Elaeagnus Angustifolia L. (Cicek igdesi, Yabani igde)
tiirliniin kurutulmus ¢icekleridir [4]. Bu tiir, 7 m kadar bir boya erisebilen, dikenli ve
kisin yaprak doken bir agacciktir. Yapraklari glimiisi renkli, dar ve uzundur.
Cigekleri 4 pargali, sarims1 beyaz renkli, hos ve kuvvetli bir kokudadir. Meyve tek
tohumlu, dar uzun 2 cm kadar uzunlukta ve sarimsi esmer renktedir. E.A.,
Tirkiye’de yaygin bir bitkidir. Bu bitkiye su kenarlarinda daha ¢ok rastlanir. Orta
Anadolu’da tarla kenarlarina ¢it olarak dikilir. Cicekler ve yapraklar, inflisyon
halinde (% 5) idrar sokiicli ve ates diisiiriicli olarak kulanilir. Bu tiiriin bir varyetesi
(var. orientalis (L.) Kuntze) Orta ve Dogu Anadolu’da meyvesi i¢in yetistirilir. Bu
varyetenin meyveleri zeytin tanesi biiytikliigiinde, kirmizimtrak esmer renkli, giimiisi

pullu, i¢ kism1 unlu gibi ve tath lezzetlidir. Vatanm1 Orta Asya oldugu sanilan bu



bitkinin meyveleri “igde” adiyla ¢erez olarak yenilir. Yaprak ve ¢i¢ekleri yukaridaki

tiir gibi kullanilir.

E.A. 45 kadar tiirii bulunan, bir kism1 yapragini doken, bir kismi da her zaman yesil
kalan agac¢ veya calilardir. Yaprak doken tiirler tam giines isterlerken, her zaman

yesil tlirler yar1 golgeyede dikilebilirler.

Igde agact genel olarak Giiney Avrupa’da, Asya
iilkelerinde ve Himalayalar’da yetisir. Ilk olarak Kuzey =
Amerika’da somiirgecilik zamanlarinda taninmis ve
1906’da Bati Amerika’da yetistirilmek tizere halka
tanitilmigtir. 1920’lerin ortalarinda Utah ve Nevada’da
yerlilestirilmis, 1950’lerde Colorado’da yayginlagsmistir.
Igde’nin yetistirilmesi ile ilgili ilk referanslar Bati’da §
New Mexico, Nevada ve Arizona’da 1903, 1906 ve 1909 & o L3S

SNES

yillarinda olusmustur. 1940’1 yillarda Bati’daki pek ¢ok schirde siis bitkisi olarak
yayginlagmistir. 1939’larin basinda riizgar kiran, erozyon 6nleyici ve uzun omiirlii
olmasi nedeniyle miikemmel bir tiir olarak tamitimi yapilmistir. Tuzlu topraklara,
sicaga, kurakliga ve riizgara ara sira gerceklesen yiiksek 1siya, gecici su fazlasina,
otlara, budanmaya son derece dayaniklidir [19]. I§de agac1 genelikle su kenarlarinda

kendiliginden yetisir.

Genis bir alana yayilmis olan igde agaci iilkemizde Canakkale, Balikesir, Istanbul,
Bilecik, Cankir1, Sinop, Samsun, Giimiishane, Erzurum, Eskisehir, Ankara, Kayseri,
Sivas, Malatya, Siirt, Batman, Bitlis, Kars, Denizli, Konya, Mersin, Adana, Maras,
Urfa, Hakkari, Semdinli ve daha pek ¢ok yerde dogal olarak yetisir [5]. Suriye, Iran,
Afganistan ve Pakistan’da da yetisir. Orta Asya’dan geldigi diistiniilmektedir.
Tiirkiye’nin yerel bir bitkisidir. Daha ¢ok su kaynaklarma yakin yerlerde ekilir.
Olgun, genis yaprakl tiirleri E. Orientalis L. ya da E. Angustifolia var.orientalis (L.)

Kuntze olarak tanimlanir.

[gde agact hem c¢ali hem de aga¢ olarak smiflandinlabilir. Biiyiimesi
tamamlandiginda yogun bir ¢alilik veya agag¢lik meydana getirir. Tek basina biiyiiyen
1gde bitkisi ise, agac¢ seklinde gelisir ve 50 m yiikseklige ulasabilir. Glimiisi renkte
yapraklar1 ve kiigiik meyveleri olan bu bitki genellikle kentsel kisimlarda yesil

yaprakli bitkilere kontrast olusturmak amaci ile yaygin olarak kullanilir.



Bitki genellikle tohumundan yetisir, ancak bunun yan1 sira kalem asi, celikle tireme
veya kok parcalarindan da iiretilebilir. Iyi drene olan topraklarda iyi gelisirler.
Genellikle kendiliginden yetismesinin sebebi, olgunlasan meyvelerin dogal siireg
iginde zamani dolduktan sonra dokiilmesiyle topraga karisan tohumunun filizlenerek

yetismesiyle gergeklesir.

Igde bitkisinin cicegi oldukca hos kokulu ve ayni zamanda hos bir gériiniimdedir.
Genellikle yaz sonunda c¢iceklenen igde agaclari, giizel goriiniimlerinden dolay1 pek
¢ok yerde peyzaj materyali olarak tercih edilir. Cigekli rengi beyaz-saridir.
Ciceklenme zamani yazsonu, sonbahar basi veya sonbahar ortasi, sonbahar sonu kis

ortasi olabilir.

Ciceklenmenin ardindan doéllenen ¢igekler zamanla meyveye doniisiir. Meyveleri
once yesil renkte gelisir. Olgunlagan meyvelerin rengi zamanla kirmiziya doner. Bu

haliyle igdenin meyvesi oldukca lezzetli bir besin kaynagidir.

Fenolik asit ve tlirevleri bitkilerde genis bir dagilima sahiptir [6]. Cimlenme, kuruma,
olgunlagma, saklama ve ilerleme, meyve gelisimi agsamalarinda fenolik asit dereceleri
degisebilir. Bu bilesikler koyu renge, aci tada, bazi yapraklarin, meyvelerin,
cekirdegin nahos tadina sebep olabilir. Bu bilesiklerin gidalarin toksikolojik,
duyusal, besinsel ve antioksidan 6zelliklerinde olas1 ajanlar oldugu vurgulanir. Nahos
tadindan dolayr taze toplandiginda halkin tiiketimi i¢in uygun degildir. Birkag

haftadan sonra tath tada ulasir ulasmaz piyasada satisa sunulur.

2.1.1 igdenin tibbi yararlan

Igde bitkisinin ¢icegi ve yapraklarmin halk arasinda
idrar sokiicii ve ates diisiiriicli olarak kullanildig: bilinir
[6]. Tirkiye’de kis mevsiminde meyveleri istah acici

olarak yenilir.

Bu bitkinin ¢igekleri kanamayir durdurucu ve ayrica
kalp rahatsizliklarinda kullanilir [1]. Meyvesi kanamay1
durdurucudur. Bu tiirlin birgok iiyesinin meyvesi

vitamin ve mineraller bakimindan zengindir. Ozellikle

A, C, E vitaminleri, flavanoidler ve diger bioaktif

bilesiklerce zengindir. Meyvede pek rastlanmayan temel fatty asitler bakimindan



zengindir. Bu bitki meyvesinin kanserin tekrarlama olasiligin1 azaltma, kanseri

durdurma ve hatta bazen kanser gelisimini ters yonde etkileme 6zelligi vardir.

E.A.’nin meyvesi Iran’da halk arasinda agr1 kesici ve eklem agrilarin1 tedavi etmek
icin anti-inflamatuvar olarak kullanilir [7,8]. Ayrica bu bitkinin meyvesi ve
yapraklarmin ates diisiiriicii etkisi oldugu ileri siiriiliir. Fareler iizerinde yapilan
calismalar gostermistir ki i§denin meyvesinin ¢esitli boliimlerinin sulu ekstraktlar
akut inflamasyonda anti-inflamatuvar etkiye sahiptir. Igdenin  ¢ekirdek
ekstraksiyonlarinin kronik inflamasyona karsi etkili oldugu gézlenmistir. E.A.’nin
flavonoid igerdigi bilinir. Bu etkinin bazi flavonoid bilesiklerden kaynaklandigi
diistinilmiistir. Buna ek olarak, bu bitkinin meyvelerinde linoleik, palmitik ve
oleanolik asit gibi fatty asitleri mevcuttur. Ayrica bu maddelerde anti-inflamatuvar
etkisi oldugu iddia edilir. Fakat sulu ekstrakta bu maddelerin diisiik miktarda olmasi

nedeniyle anti-inflamatuvar etkiye sahip olamayacagini diisiindiirmiistiir.

Agn kesici ilag olarak kullanilmak {iizere yapilan arastirmalarin konusu bitkilerdir
[8]. igdenin gribe, sariliga, astima, tetanoza ve romatizmal hastaliklara iyi geldigi
diisiiniiliir. Bulgar bitkilerinden izole edilen bilesiklerin anti-tiimor etkisi
arastirilmistir [20]. Bilinmeyen bilesigin yagli karisimini iceren E.A.’nin kabugu
yapraklar1 ve meyvelerinden yogunlastirilmis ekstraksiyonun kiiciik miktarda anti-

16semik aktiviteye sahip oldugu gozlenmistir.

2.1.2.igdenin bilesenleri

E.A.’nin komponentleri ile ilgili bircok c¢alisma yapilmistir. Ik olarak yapilan
calismada meyve etinin ¢ekirdege oran1 ve meyvenin seker igerigi arastirilmistir [9].
Meyve etinin ¢ekirdege oran1 % 48’den % 80’e kadar degisen oranlarda ve meyvenin

seker iceriginin % 43’ten % 59’a kadar degisen oranlarda oldugu tespit edilmistir.

E.A.’’nin kabugunun iki alkoloid igerdigi bulunmustur [10,11]. Eleagnine olarak
adlandirilan alkaloidlerden biri kristal formda ele gegirilmistir. Bu madde Et20,
CHCIs ve EtOH da ¢oziilebilir, suda az ¢oziiliir. Optikge inaktiftir. Siiblimlestirme ile
arindirtlir. 180-1.5 °C arasinda erir. C12H14N2 yapisindadir ve bir gift baga sahiptir
(KMnOg4 oksidasyonu) HCI tuzunun erime noktasi 253.6-254.6 °C (etanol-CHCl53-n),
H2SO4 ve oksalik asit tuzlar1 suda az ¢oziiniir. Baska bir alkoloid ele gegirilmistir

[11]. Fakat vizkoz yag gibi saf olmayan bir yapida ele gegirilmistir. Eleagnine



alkaloid’inin tetrahidroharman’in rasemik formunda oldugu belirlenmistir [12]. 2 ¢
alkoloidin 1.5 g AcOH, 10 ml su ve 12 g Ag>COzs ile dehidrogenasyonu 8 saat 180 °C
bir kapal1 tiipte harmani1 vermektedir. Erime noktasi 233-4 °C arasindadir. Ve EtOH
icinde Na ile tekrar eleagnine yapisina doner. Erime noktasi 179-80 °C arasindadir.
E.A’nin dis boliimlerinde de harman alkaloidi arastirilmistir [14]. E.A.’nin ugucu
boliimleri metanol ile ekstrakte edilmistir. Metanol ekstraksiyonu buharlastiriimistir.
Kalan madde % 1’lik HCI ¢ozeltisinde ¢oziliip asit ¢ozeltisi Et2O ile ekstarkte
edilmistir. Et2O fazi ayrilip geriye kalan sulu tabaka % 10 luk NH4OH c¢ozeltisi
eklenerek alkoloid yapilmistir. (Ph=10) ve CHCIlz ile ekstrakte edilmistir. Solvent
ucurulduktan sonra kalan madde metanol iginde ¢oziillip ince tabaka kromotografisi
(TLC) yapilmistir. Bunun igin slikajel tabakalart kullanilmistir. 3 farkli ¢ozeltide
TLC denenmistir. BuOH, metil etil keton, CHCl:-MeOH(4:1) E.A.’da
tetrahidroharman ve harman tanimlanmgtir. igdede alkoloidlerle yapilan bir baska
caligmada dihidroharman ve 2-metil-1,2,3,4-tetrahidro-B-karbolin E.A.’dan izole
edilmistir [15]. Diger bir ¢alismada E.A.’nin ¢igeginde dort tane, yaprak ve
meyvelerinde sekiz tane olmak iizere, kagit kromotografisi kullanilarak flavonoidler
tespit edilmistir [16]. Ayrica E.A.’da fenolik bilesikler tespit edilmistir [17]. Bu
fenolik bilesikler; kafeik, klorojenik ve neoklorojenik asitleri, E. A. yapraklarindan
izole edilmistir. Aga¢ kabugundan (+)-kateksin, (-)-epikatesin ve iki diger katesin
tiirevleri ele gecirilmistir. Bir diger calismada ¢ig bitki maddelerinde harman alkaloid
tiirevlerinin kromotografik analizi yapilmistir [18]. E.A.’nin harman alkoloidlerinin
eldesi igin TLC uygulanmistir. Alkoloidler ig¢in (harman, harmine, harmol,

harmaline, harmalol) uygun karigim:

a) CHCI3.MeOH-10% s1vi NH3 (80:20:1.5)

b) CHCl:-MeOH(4:1)

c) CHCI3-MeOH(3:1)

sonuglar gostermistir ki elacagnaceae i¢in en uygun harman alkoloid kaynagi

koklerin kabugu ve.E.A.’nin aereal kismidir. Ayrica arastirmalar gostermistir Ki

E.A. nin temel kisimlarinda harmol bulunmaktadir.

E.A’nin da i¢inde bulundugu cesitli bitkilerden 60 alkaloid ele gegirilmistir [21]. Bu
alkoloidlerden bazilari; kinolin, isokinolin, pirolizidin, indol, aporfin gibi maddelerin
tirevleridir. Ayrica E.A.’nin meyvesinde isorharmnetin, isorharmnetin-3-O-p-D-

galaktopiranosid ve kafeik asit bulundugu tespit edilmistir [22].



E.A.’nin meyve suyundaki hafif metal elementler Air-asetilen atomik absorbsiyon
yontemi kullanilarak belirlenmistir [23]. Igdenin meyve suyu 107.11 K, 23.05 Na,
42.01 Mg, 8.14 Ca, 2.56 Fe, 0.04 Cu, 0.16 Zn, ve 0.05 mg Mn/100g icermektedir.
Belirlemek icin air-atomik spektroskopi kullanilmistir. Ornek spektrometrik
analizden 6nce HNOs3-HCIO4 (5:1) de hazirlanmistir. Diizelme orami % 101-108
olarak tespit edilmistir. Yapilan bir bagska calismada E.A.’da karboksilik asit
belirlemek i¢in bir mikrobondabak Cis kolon ile zit fazli HPLC kullanilmistir. Eluent
¢ozilicti % 2.5 NHsH2POj4 igerir (pH=2.5"te). Oksalik asit, tartarik asit, malik asit,
laktik asit, asetik asit, sitrik asit, ve suksinik asidi belirlemek igin 200 nm’de UV

dedektor kullanilmagtir.

E. Angustifolia’nin ¢ekirdeginde ve meyve etinde lipidler arastirilmistir [25].
Linoleik asit tohum yagindaki temel fatty asittir. Meyvesindeki temel fatty asitler;
palmitik, oleik ve linoleik asitlerdir. B-Sitosterol temel steroldiir. Tohumlarda ve
meyvede nonacosane temel alkandir. E.A.’nin taze ¢igeginin baslica yaglari buhar
distilasyonu-¢oziicii ekstraksiyonu ile ekstrakte edilmistir [26]. Taze ¢igegin % 0.1’
yag lriiniidiir. Kapiler gaz kromotografi-mass spektrometri kullanilarak 85 bilesik
ayrilmisgtir. Yagm % 96.51’ini olusturan 47 bilesik tanimlanmistir. Yagin % 78.88’ini
olusturan temel bilesik trans-etil cinnamet dir. E.A.’nin ¢ekirdeginde 9 glikolipid ve
7 fosfolipid bilesigi, etli kisminda 8 glikolipid ve 3 fosfolipid bilesigi bulunmustur
[29]. Preparatif TLC kullanilarak ¢ekirdekte 9, etli meyvesinde 8 olmak {izere
glikolipidler saf fraksiyonlar halinde elde edilmistir. Bu maddeler Rf degerleri
standart maddelerle  karsilastirilarak  tanimlanmustir.  fosfatidilkolinler,
fosfatidilinositoller, mono ve digalactosil digliseridler E.A. meyvesinden elde edilen
lipidler arasindadir [30]. igde’nin ¢ekirdek yagindaki epoksi ve hidroksi fatty asitler
gas kromotografi-mass spektrometriyle belirlenmislerdir.  12-hidroksi-8,10-
oktadekadienoik asidde bunlardan biridir [31].

E.A.’da TLC ile oleanolik asit belirlenmistir [27]. E. angustifolia orientalis’in agag
kabugu meyve ve g¢igeklenme asamasinda % 0.214 ve % 0.098 oleanolik asit
icermektedir. Yaprak, ¢igek ve meyvelerinde az miktarda oleanolik asit bulunmustur.
Silika jel G TLC kullanmilmistir. Yiriitiicii ¢ozelti olarak toluen, dietil eter ve
methanol (10:2:1) kullanilmistir. Bu bitkinin tozundan okzalik asit elde edilmistir
[28]. V205-M003-FeSO4-KNO3 katalizorleri varliginda HNO3s ve H2SOq4 ile E.A.’nin
oksidasyonu ile okzalik asit hazirlanmistir. Uygun reaksiyon kosullari; E.A. 80.0g,



HNOs3 (60 %) 276 ml, H2SO4 (98 %) 60.0 ml, katalizor 0.10 g, reaksiyon zamani 8
saat ve sicaklik 55 °C’dir.

Igde meyvesinin seker ve fenolik bilesikleri arastirlmistir [6]. Sebze ve
meyvelerinde en 6nemli yapilar serbest sekerlerdir. Bircok meyvede serbest sekerleri
bulmak i¢in ¢alismalar yapilmistir. Fruktoz ve glikoz gibi mono ve disakkaritlerin
meyveye lezzet veren temel sekerler oldugu diisliniiliir. Birgok meyve, ornegin
seftali, mango ve bazi kavunlar sukroz ya da hegzos icerirken, turunsgiller yiiksek

oranda sukroz igerir.

Igde meyvesinde temel olarak fruktoz ve glukoz bulunmaktadir. igdenin meyvesinin
i¢ formunda meyvenin etli kisminda palmitoleik asit (16:1), ¢ekirdeginde linoleik
asit (18:0) ve palmitik asit (16:0)’i baskin fosfolipit ve glikolipit olarak
tanimlanmaktadir. E.Umbellata meyvesinin buhar distilasyonundan GC-MS ile
cicekli ugcucusunda 84 pik izole edilmistir. Temel bilesenler palmitik asit (16.9 %),
eugenol (11.1 %) ve metil palmitat (10.5 %)’dir. Seker ve lipit analizinin yani sira

igdenin olgun meyvesinde glikozidik asitler ve kafeik asit tespit edilmistir.

6 tiir arasinda olgun meyvelerde ¢oziinebilir seker bilesigi analiz edilmistir. Trabzon,
Glimiishane ve Erzurum’daki yerel marketlerden igde meyvesini temsilen ii¢ 6rnek
toplanmistir. Bu igdelerde seker, petrol eteri-kKloroform ekastraksiyonu, daha sonra
etanol ektraksiyonu yapilarak TMS ile tiirevlendirilip gaz kromotografisi ile tespit
edilmistir. Fenolik bilesiklerde etil asetat ekstraksiyonundan sonra HPLC
kullanilarak tespit edilmistir. Farkli marketlerden alinan igdeler arasinda ¢ok fazla bir
fark ¢cikmamistir. Bu igdelerdeki fruktoz ve glikoz orant kuru maddede 27.1 ve 22.3
% olarak bulunmustur. Igdede baskin sekerin fruktoz oldugu bulunmustur. Olgun

meyvede sukroz bulunamamustir.

HPLC ile fenolik asit olarak benzoik gurubun dort asidi tespit edilmistir. Bunlar
benzoik asit, 4-hidroksi benzoik asit, vanilik asit, protokatehik asittir. Sinamik asit
gurubu i¢inde 4-hidroksi sinamik asit, ferulik asit ve kafeik asittir. Bu asitler arasinda
kuru maddede 45.8 mg/100 g 4-hidroksi benzoik asit en baskin guruptur. Kuru
maddede 32 mg/100 g kafeik asit ikinci baskin asittir. Protokatehik, 4-hidroksi
sinamik asit ve vanilik asitte oldukca yiiksek miktarlarda bulunmustur (Kuru
maddede 14,7-28.1 mg7100 g). E.A. ekstarktindaki C vitaminin indirgenmis formu

2,6-dikloropfenolindifenol ile titrasyona sokularak belirlenmistir ve doniim



noktasiin pembe renk oldugu gozlenmistir [32]. Ekstarktaki toplam vitamin C orant
indirgenmis formdaki C vitamininin Brom kullanarak 2,3-diketogluonik asite

oksidasyonu sonucu belirlenmistir.

2.2. B-Karbolinler

Igde bitkisinde bulunan B-karbolinler, harman (2.1), harmalin (2.2), harmin (2.3),
harmalol (2.4), tetrahidroharman, tetrahidroharmol, N-metil tetrahidroharmandir
[14]. Harmalin C13H1sON formiiliine sahiptir [33]. Renksiz veya agik sar1 kristaller
halindedir. Optikge inaktiftir. Bu bilesik su alkol ve eterde az, sicak suda ve seyreltik
asitlerde iyi ¢oziiniir. Hidrokloriir dihidrati sar1 igneler seklinde kristallere sahiptir,
su ve alkolde kismen ¢Oziiniir. Harmalin harminden iki kat daha toksiktir. Kas
sistemi tlizerinde etkilidir. Kalp kaslarinin zayiflamasina bagl olarak kan basincini
diistiriir. Harmin, C13H120Nz2 kapali formiiliine sahiptir. Bu alkaloid optik¢e inaktiftir
ve metanolden renksiz kristaller halinde elde edilir. Su, eter ve alkolde az ¢oziiniir.
Tuzunun ¢ozeltisi, koyu mavi floresans etkiye sahiptir. Farmakolojik olarak harmalin
ile ayni etkileri gosterir. Fakat daha az toksik etkiye sahiptir. Hidrokloriiriiniin
mikobacteriyum tuberkilosis’e karst ¢ok aktif oldugu gozlenmistir. Harmalol,
C12H120N2 formiiliine sahiptir. Trihidrat1 suda kristallenerek elde edilir. Sicak su,
aseton ve kloroformda tamamen, benzende az ¢oziiniir. Bu alkaloid kararsizdir ve
havada bozunur. Metil eteri harmalindir. Harman, C12H100N> formiiliine sahiptir. Bu
alkaloid bir ¢ok organik solventte renksiz kristaller olarak elde edilir. Metanol,
aseton, kloroform veya eterde iyi ¢Oziiniir, sicak suda kismen c¢oziiniir. Mineral

asitlerde ¢oziiniir ve mavi-menekse floresans etki gosterir.

(2.1) (2.2)
o |
N N
N = H,CO N =
H CHs; H CHs
Harman Harmalin
O |
N N
H,CO N = HO N =
H CHg H CHg
Harmin Harmalol
(2.3) (2.4)



B-karbolinler pisirilmis yemeklerde de olusabilmektedir. Yemeklere 1s1 uygulamak
yeni maddelerin olusumuna sebep olur. Bu yeni maddelerin ¢ogu, karbonhidratlarin
proteinlerle reaksiyonundan olusur. Olusan bu maddelerden bazilar1 kansere ve beyin
hastaliklarina sebep olabilir. Maddelerin ¢ogu heterosiklik aminlerdir. Triptofan ve
asetaldehitin reaksiyonu 1-metil-1,2,3,4-tetrahidro-B—karbolini vermektedir [34]. Bu
bilesikte pro-mutajeniktir. Triptofanin glikoaldehitle reaksiyonu 1-hidroksimetil-
tetrahidro-p-karbolini vermektedir [35]. Serotoninin formaldehit ile reaksiyonu 6-
hidroksi-tetrahidro- B-karbolinin vermektedir [36]. Aldehit siklik aminoasitler ve
aminlerle (6rnegin; triptofan, triptamin, serotonin, fenilanilin) reaksiyona girdiginde
genellikle B-karbolinler ve izoqinolinler olusmaktadir. Pisirilmis ve hazir gidalarin
hemen hemen hepsinde harman ve norharman mevcuttur [37]. Triptophan yada
triptaminin aldehit ile reaksiyonundan olusur. Bu maddeler beyindeki benzodiazepin
reseptorlerini ve norotransmiterleri etkiler [38]. Eger bu maddeler anilin gibi
aminlerle ileri reaksiyonlara giderlerse, mutajenik etki gosterirler [39]. Diger
maddeler; 6rnegin, 3-hidroksi-metil- B-karbolin yatistirict bir etkiye sahiptir [40].
Fakat uykuyu olumsuz etkiler [41]. Tetrahidro- B-karbolin kalp atisin1 ve kan
basincini arttirir  [42].  5-metoksi-tetrahidro- 3-karbolin ve 5-hidroksi-tetrahidro-
B—karbolin prolaktin miktarni arttirir ve serotonin reseptdrlerini etkiler [43]. Bu
maddelerin bazilar1 beyin i¢in toksik etkiye sahiptir. Beyindeki reseptorlerin yikimi

alzheimer, parkinson ve sizofreni gibi hastaliklara sebep olur [44].

2.2.1 B-Karbolinlerin biyolojik etkileri

B-Karbolinlerden harman, ilag sanayiinda anti-malarial, anti-parkinsonyan,

antiseptik, CNS simulant, anti-kanser olarak kullanilir.

Insan beyni tarafindan da salgilanan harmanin faydalarmnin yanisira fazlasininda bir
takim zararlar1 bulunmaktadir. Fazladan alinan harman kana karistifinda sinir
sistemini olumsuz etkiler. Baglangigta uyusturucu etkisi sdylense de miktari
fazlalaginca biling kaybi, denge bozuklugu ve hatta zamanla haliisinasyonlara bile
yol ac¢maktadir. Harman ve onun analogu norharmanin memeli hiicrelerde
komutajenik aktiviteye sahip olduklar1 belirlenmistir [45]. Bu bilesikler pridoindole
tiirevleridir [46]. Triptofan ve triptfatofanca zengin proteinlerin 1sitilmasi ile

sekillenir ve pismis yemeklerde olusan bilesiklerdir. Sigaradada bu bilesiklerin var
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oldugu HPLC kullanilarak tespit edilmistir [47]. Calisilan 6 sigarada 2.1-3 ng
harman tespit edilmistir. Pismis yemeklerde ise graminda 0.00062-0.377 pg harman
tespit edilmistir. Bugday, piring, misir, soyafasulyesi, iiziim, mantar, sirke gibi
bitkilerde harman, harmin, harmaline gibi tremorojenik [-karbolin alkaloidleri
bulunmustur [48]. Ayrica bu dogal bitkilerden iiretilen sarap, bira, viski, brendi ve
sigarada da bu maddelere rastlanmistir. Bu maddeler ayrica hayvan dokusuna
endogenezdir. Biftekten izole edilmistir. Bu kimyasallara maruz birakilan laboratuar
hayvanlarinda akute tremor gozlenmistir. Bu B-karbolinler, monoamin oksidazi ve
benzodiazepin reseptdr baglarini inhibe eder [49]. Ayrica mutajenik olmayan bu
maddeler ko-mutajenik aktiviteye sahiptir. Anilin ve o-toluidin gibi kanserojenler 3-
karbolin varliginda mutajenik aktiviteye sahiptirler. Bu maddelerin pismis gidalar,
mantarlar ve sigarada oldugu tespit edilmistir. Alkoliklerde pankreas ve karaciger
kanseri yaygin olmasina ragmen, bunun alkolden mi yoksa alkoliin icerdigi
kanserojenik aktiviteye sahip maddelerden mi kaynaklandigi c¢ok kesin degildir.
Yapilan ¢aligmalarda alkol igerigi ile B-karbolin konsantrasyonu arasinda bir iligki
bulunmamustir. Fakat, fazla alkol tiiketimi aym1 zamanda daha fazla B-karbolin
tiketimi anlamina geldigi icin kanserde [-karbolin’in de etkisi olabilecegi

distintiilmiistiir.

2.2.2. B-Karbolinlerin tespiti

B-Karbolinler, high performans likit kromotografi (HPLC) ve likit kromotografi-
mass spektrometri (LC-MS) metoduyla tespit edilebilecek 6zellige sahiptirler [49].
Bu maddelerin tespiti icin c¢esitli HPLC metodlar1 denenmistir. Paslanmaz celik
kolon “(150x4.6 mm 1.D) cosmosil C18-P(5um)” dolgu maddeli kolon kullanilarak
0.6 ml/dak. akis hiziyla 300-433 nm dalga boyunda floresans dedektdr kullanilarak
calismalar yapilmistir. Mobil faz olarak metanol-pH’1 H3POs ile 3’e ayarlanmig 0.1
M potayum fosfat buffer (32:68, v/v) kullanilmistir. Miktar tespiti iginse c¢esitli
konsantrasyonlarda standart ¢ozeltiler hazirlanarak kalibrasyon grafigi c¢izilmistir.
Konsantrasyon ve pik yiiksekligi oraninin kullanildigi bu kalibrasyon grafigiyle

bilinmeyen maddede harman ve norharman konsantrasyonu belirlenmistir.
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Sekil 2.1. (A) HPLC’de Standart karigimi: 1: norharman, 2: harman, 3: 1-etil- B-karbolin
(B) HPLC’de Brendi 6rnegi : 1: norharman, 2: harman, 3: 1-etil- B-karbolin

LC-MS’de analizér olarak quadrapol kullanilarak metanol-(0.1 M amonyum
format+0.1 M formik asit) (pH=3.4) (23:77, v/v) mobil faz1 ile bu maddelerin varligi
tespit edilmistir. Cosmosil 5 C18-P kolon ile 10 dakikada iyi bir ayirim gézlenmistir.
thermosprey (TSP) iyonizasyon mass spektrasinda MH" harman ve norharman igin
temel pik olarak tespit edilmistir. Norharman i¢in MH" m/z 169°da 5.8 dakikalik
retensiyon zamaninda ve harman i¢in MH" m/z 183’te 8.5 dakikalik alikonma

zamaninda ortaya ¢ikmustir.

Amino grup igeren B-Karbolinler, ugucu degildir. Bu yiizden GC-MS ile direk analizi

zordur. Amidasyon gibi bir tiirevlendirme reaksiyonuna ihtiyag duyulur.

Bu maddelerin gida halkasindaki dogal varligindan dolay1 insanlarda gida tiiketimi,
sigara ve alkol tliketimini ile ortaya ¢ikabilir [48]. Toksik etkisinden dolay1 aragtirma
konusudur. Insan kaninda B-karbolin tespiti i¢in caligmalar yapilmistir. Asamali bir
ekstraksiyon isleminin ardindan HPLC ile insan ve fare kaninda tremorojenik
B—karbolin alkaloidlerinin varlig: tespit edilmistir. Toksik etkisinden dolay1 kandaki
miktarinin tespiti 6nemlidir. Bunun i¢cin HPLC kullanilarak harman ve harmin kanda
tespit edilmistir. Bu metodda mobil faz olarak 17.5 mM potasyum fosfat buffer
(monobazik ve dibazik potasyum tuzlari esit konsantrasyonlarda kullanilarak fosforik
asitle pH=6.5"e ayarlanmistir.) —metanol (30:70) 1 ml/dk akis hiziyla 300-435 nm
dalga boyunda 6l¢iim yapilmistir. Harman i¢in 7-8 dk retensiyon zamani harmin igin

10-11 dk. Retensiyon zamani olarak tespit edilmistir.
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Sekil 2.2. (A) Metanolde harman,ve harman standartlarinin HPLC’si; 1:harman, 2:harmin
(B) Igine harman standardi katilmis insan kaninda HPLC;1:harman, 2: harmin
(C) Hastadan alinmig kan 6rneginin HPLC’si;1:harman, 2:harmin

2.3. Harmanin Sentezlenmesi

Harman hem canlilarda biyolojik olarak, hem de sentetik olarak sentezlenir.
Insanlarda beyin tarafindan da sentezlenir. Bu nedenle ¢alismamizda standart olarak
harman kullanilmasina karar verildi. Harmanin laboratuarda sentezlenme sebebi,
kullanim alan1 genis olan bu maddenin dogal bitkilerden izolasyonunun zorlugu
nedeni ile ucuz ve pratik bir yolla elde edilmesi ihtiyacindandir. Asagida verilen

harmaninin elde edilme yontemleri goriilmektedir.

2.3.1 Harmamn Biyosentezi

Indol halkasi iceren harman triptofandan biyosentez yontemiyle elde edilir. Bu

biyosentezde Pictet-Spengler reaksiyonu meydana gelir (2.5) [50].

COOH
©\_’(\( dekarboksilasyon W
NH, - = NH,
N/ N
I
H

I
H

l @9)
\
, dehidrojenasyon
-
NH
VoY N
H CH3 IlI CH3
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2.3.2. Harmanin Sentetik Olarak Sentezlenmesi

Harman sentetik olarak birkag yolla tiretilmistir.

2.3.2.1. Triptofan ve priivik asit reaksiyonuyla elde edilmesi

a) 1,2,3,4-tetrahidroharman-1,3-dikarboksilik asit sentezi: Priivik asit ile triptofanin
reaksiyonundan elde edilir (2.6) [51]. 1 g triptofan 80 ml distile suya eklenir,
¢ozlinmesi i¢in 1sitilir. Cozelti, oda sicakligina kadar soguduktan sonra 3 ml priivik
asit eklenir. Bir gece bekletildiginde ¢ozeltideki beyaz kristallerin varlig1 goriiliir.

Cozelti filtre edilir. Kagitta kalan kristaller suyla yikanur.

COOH COOH
+ (lj—o
NHZ | o
N CH;

|
o l (2.6)
COOH
NH
N
& CH; COOH

b) 1,2,3,4-tetrahidroharman-3-dikarboksilik asit sentezi: 0.3 g triptofan sicak suda
¢oziiliir ve sogutulur. 0.1 ml asetaldehit ve 0.1 m1 asetik asit ile muamele edilir. Bir
gece beklenir. Renksiz kristaller sekillenir, ¢ozelti siiziiliir, kagitta kalan kristaller

distile suyla yikanir.

Elde edilen 1,2,3,4-tetrahidroharman-3-dikarboksilik asitten 0.28 g 72 ml kaynayan
suda ¢oziiliir. 14 ml % 10 potasyum dikromat ¢ozeltisi eklenir. Cozletide bulaniklik
ortaya ciktiginda 1.4 ml asetik asit eklenir. Cozelti 1 saat 1sitildiktan sonra oda
sicakliginda sogutulur. Reaksiyona girmeyen fazla maddeleri indirgemek i¢in 14 ml
% 5 sodyum siilfit ile reaksiyona sokulur. Karisim sodyum karbonat ile alkilin
yapildiktan sonra, eter ile ekstrakte edilir. 1,2,3,4-tetrahidroharman-1,3-dikarboksilik

asidin oksidasyonuyla ayn1 yol izlenerek harman elde edilir (2.7).
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2.3.2.2 Triptofan ve asetaldehit reaksiyonuyla elde edilmesi

Triptofanin asetaldehitle kondenzasyonu ve alaninle oksidasyonu {iriin olarak

harmani verir (2.8) [52].

COOH COOH
H+
NH E—
N 2 NH

}ll CH;—CHO 1'4 chiy H
« Ao (28)
N
N 74
}|I CH;

2.3.2.3 Liserjik asitten elde edilmesi

3-metil-3,4,5,6-tetrahidro-4-karbolin-5 karboksilik asidin (liserjik asit) 18 ml’lik
kaynayan sudaki 70 mg’ma 3.5 ml % 10’luk potasyum kromat ¢ozeltisi ile 0.7 ml
AcOH cozeltisi eklenir [53]. Bir dakikalik kaynamadan sonra karisim sogutulur ve

sodyum karbonat ile alkali yapilir. Bu ¢6zeltinin eter ile ekstraksiyonu harmani verir
(2.9).
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sicak su K,Cr, O, Na,CO; N
AcOH Et,0 N
AN N 74
Pll CH;
(2.9)

2.3.2.4 B-Aminoetil indol’den elde edilmesi

3-(B-Aminoetil)indole (I)’iin oda sicakliginda Ac20 ile muamelesi sonucu | Ac
tiirevlerine dontisiir [54]. Bu tiirevlerin rengi acik saridir, kaynama noktas1 180-200
°C ve erime noktast 77 °C dir. Bu tiirevlerin siilfirik asit igerisinde potasyum
permanganat ile kaynatilmasi sonucunda % 55 harman ve 200 °C’deki paladyum ile

reaksiyonundan % 89 harman elde edilir.
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BOLUM-3 DENEYSEL KISIM

3.1. Kullanilan Maddeler

Igde yapraklar
Kloroform
Magnezyum siilfat
Sodyum Siilfat
Metanol
Amonyumhidroksit
Eter

Hidroklorik asit
Kalsiyum okzalat
Nitrik Asit

: Bursa ve Nigde bolgelerinden temin edilmigtir
: Merck (HPLC grade)

: Merck

: Merck

. J.T. Baker (HPLC grade)

: Merck

: Merck

: Merck

: Fluka

: Merck

3.2. Kullanilan Cihazlar Ve Analiz Sartlar:

3.2.1. GC-MS Cihaz1

GC-MS spektrumlari

Thermofinnagen MS Plus model cihazda Restec 5 MS

(0.25x30m, 0.25 film kalinligi) kolonda gerceklestirilmistir. Tasiyic1 gaz olarak

helyum kullanilmistir.

Iyonlastirma iinitesi olarak elektron impuct (EI, 70 eV) ve

dedektdr olarak single quadrapole kullanilmistir.

3.2.1.1. GC-MS Sart1

Enjektor sicaklig
Iyon force sicakligt

Sicaklik programi

280°C

280 °C

100°C 5 dakika izotermal
5°C/dk 280°C

280°C 7 dakika izotermal
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Akis hizi 1 ml/dk

Enjeksiyon tipi oto enjeksiyon

3.2.2. HPLC Cihaz1

HPLC kromotogramlari Thermofinnagen cihazinda Cig kolonda gergeklestirilmistir.

Dedektor olarak floresans dedektor kullanilmastir.

3.2.2.1. HPLC Sart1

Mobil faz metanol-0.1 M potasyum fosfat buffer (HCI
kullanilarak pH=3 yapild1) (32:68,v/v)

Akis iz 1 ml/dk

Dedektor dalga boyu 300 nm-433 nm

Enjeksiyon tipi oto enjeksiyon

3.2.3. LC-MS Cihazn
3.3.4.5’te LC-MS(I) Sartlarinda Themofinnagen LSQ cihazinda hipersil Cig (2um x
150mm)(5u)kolonda ve iyon trap dedektor kullanilarak gerceklestirilmistir.

3.3.4.6’da LC-MS(Il) Sartlarinda Themofinnagen LSQ cihazinda Inersel ODS (2um
x 150mm)(5p)kolonda ve iyon trap dedektor kullanilarak gerceklestirilmistir.

3.2.3.1. LC-MS() Sartlan

Mobil Faz metanol-(0.1 M amonyum format+0.1 M formik
asit)(pH:3.4)(23:77,vIv)

Akis hiz1 0.2 ml/dk

Enjeksiyon tipi oto enjeksiyon

3.2.3.2. LC-MS(II) Sartlar:

Mobil Faz asetonitril-% 0.1 formik asit (20:80,v/v)
Akis hizi 0.2 ml/dk
Enjeksiyon tipi oto enjeksiyon
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3.2.4. ICP-MS Cihazi

Agilent 7500a ICP-MS cihazinda quadrapole dedektor kullanilarak analizler

yapilmuistir. Tsiyic1 gaz olarak argon kullanilmistir.

3.3. igde Meyvesinden Harman Bilesenlerinin Elde Edilmesi

3.3.1. Su ile kaynatarak elde edilmesi

kriostat

Sekil 3.1. Su ile kaynatma yonteminin diizenegi

500 g igde meyvesi Sekil 3.1°deki balona yerlestirildi. Uzerini kapatacak sekilde bir
miktar su eklendi. Fraksiyon bashigi ve diiz sogutucu takildiktan sonra ugucularin ele
gecmesi i¢in tuzak kuruldu. Daha ugucu olanlar1 da yakalamak i¢in ikinci bir tuzak
kurulup i¢ine kloroform konuldu. Karisim 12 saat boyunca kaynatildi. Ele gegen igde
¢ozeltisinin suyu ucuruldu ve pH’1 3.70 olan igde ¢ozeltisi iki kisma ayrilarak

herbirine agagidaki islemler yapildi.

A) Asit ortamda olgunlastirma (A):

Igde ¢ozeltisinin ilk kismina, % 10’luk 40 ml asetik asit ¢ozeltisi katilarak pH’1 3.10
yapildi. Madde geri sogutuculu balona kondu. 3 saat kaynatildiktan sonra %5’lik
Na;COs ile notrallestirildi. Eter ile ekstrakte edildi. Eter ¢ozeltisi NaxSOs ile

kurutulduktan sonra eter rotary evaparatorde ucuruldu.
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B) Bazik ortamda olgunlastirma (B):

Igde ¢ozeltisinin ikinci kismma, % 25°lik amonyum hidroksit katildi (pH=10). Geri
sogutuculu balona konup 3 saat kaynatildi. Noétrallestirilmeden onceki pH degerinin
5.25 oldugu goézlendi. %25’lik amonyum hidroksit katilarak ndtrallestirildi. Eter

¢ozeltisi NapSOq ile kurutulduktan sonra eter rotary evaparatérde uguruldu.

A ve B olarak adlandirilan iki kisimdan ele gegen eter ekstraktlarinin bilesenleri

TLC, GC-MS ve HPLC-MS kullanilarak aydinlatilmaya ¢alisildi.

3.3.2. Metanol ektraksiyonu ile elde edilmesi

3.3.2.1. Kesikli ekstraksiyon ile oda sicakhginda elde edilmesi

500 g igde meyvesi bir balona tartildi. Uzerine 1 It metanol eklendi. Mekanik
karistiric1 ile 4 giin metanol iginde 1s1 verilmeden, karistirildi. Nuge erleninde
stiziiliip posasindan arindirildi. Metanollii ¢ozeltiyi kalan ince posa kalintilarindan
ayirmak icin tekrar siizge¢ kagidi kullanilarak siizme islemi uygulanarak ilk kisim
elde edildi. Geriye kalan posaya tekrar 1 It metanol eklendi. 3 giin boyunca magnetik
karistirici ile metanol igerisinde bekletildi. Bir dnceki islemler uygulanarak siiziildii

(ikinci kisim) ve kalan posa tigiincii kez 1 It metanol igerisine kondu ve ayni islemler

uygulandi (ligiincii kisim).

Metanole yatirilmis igdenin ilk kismi1 Rotaryde uguruldu. Ele gecen bal kivamindaki
madde kalan metanoliinde giderilmesi i¢in bir giin vakum etiliviinde bekletildi %1’lik
HCl’de ¢oziildi. Eter ile ekstrakte edildi. Eter fazi kurutuldu ve eter uguruldu. pH’1
0.90 olan sulu faza %?25’lik amonyum hidroksit eklendi ve pH= 10’a ayarlandi. Bu
¢oOzelti kloroform ile ekstrakte edildi. Kloroform fazi alindi. Kloroform uzaklastirildi.
Dipte eser miktarda keskin kokusu olan sari-kahverengi bir madde ele gegti. Bu
madde metanolde c¢oziildii. TLC, GC-MS ve HPLC-MS kullanilarak bilesenleri
analiz edildi. Metanole yatirilmis igdenin ikinci ve tglincii kismi igin de birinci
kisma uygulanan islemler yapildi ve TLC, GC-MS, HPLC-MS kullanilarak

bilesenleri analiz edildi.
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3.3.2.2. Siirekli ekstraksiyon ile reflaks sicakhiginda elde edilmesi

Sekil 3.2. (a) Soksilet siirekli ekstraksiyon diizenegi, (b) Clevenger siirekli ekstraksiyon
diizenegi

Sekil 3.2a.’da goriilen soksilet diizenegine siizge¢ kagidindan yapilan kartuj i¢indeki
igde meyvesi (M) [veya igde yaprag: ()] yerlestirildi. iki giin boyunca metanol ile
refluks edildi. Metanol rotary evaparatorde kuruluga kadar uguruldu. Kivamli madde
%1°lik HCl ile ¢oziildi ve eter ile ekstrakte edildi. Su fazinin pH’1 %10’luk NH4OH
ile 10 yapildi. pH’1 10 olan ¢ozelti kloroform ile ekstrakte edildi. Kloroform fazi
MgSOs ile kurutuldu, ¢oziicii uzaklastirildi ve geriye kalan kivamli madde karigimi
metanolde ¢oziildi. Elde edilen madde TLC, HPLC-MS ve GC-MS kullanilarak

analiz edildi.

Metanole yatirilmis igde meyvesinin (veya igde yapragiin) ekstraksiyon islemleri,
ayrica Clevenger siirekli ekstraksiyon diizenegi ile de yapildi (Sekil 3.2b.), islemler
uygulandi ve TLC,GC-MS, HPLC-MS kullanilarak bilesenleri analiz edildi.

3.4. TLC Analizleri

3.4.1. TLC (I) Sartlar

Tabaka 20 cm x 20 cm Silika Gel 60
Yirttiiciu Kloroform % 80
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Metanol % 20

3.4.2. TLC (I) Sartlar

Tabaka Silika Gel 60 HF 254

Tabaka boyutlari 20 cm x 20 cm

Tabaka kalinlig1 1000 p

Tabakanin hazirlamasi 60 g adsorban 120 ml suyla c¢alkalandi. Cekilen

tabakalar 60 dakika havada, 17 saat 100 °C etiivde kurutuldu. Kullanmadan once

sogumasi i¢in i¢inde kurutucu olan vakum etiiviinde bekletildi.

Yurutuct Kloroform % 80
Metanol % 20
Tank Doygunluk siiresi 1.5 saat

3.5. ICP-MS Kkullanarak harman bilesiginin suda ¢oziinme organik tuzu ¢ézme

giiciiniin tayini

Harman bilesiginin suda ¢éziinmeyen organik tuzlari ¢6zme kapasitesini tespit etmek
i¢in kalsiyum okzalat (CaC204) ile reaksiyona sokuldu. Ug behere 0.05 gr harman
maddesi tartildi. 50’ser ml deiyonize su eklendi. Beherlerden birine HCI katilarak
ortam asidik yapildi. Diger beherede NH4OH katilarak ortam bazik yapildi.50°C’lik
su banyosunda bir silire ¢oziinmesi icin 1sitildi. Sadece asidik ortamda harmanin
¢Ozilindiigli gozlendi. Beher su banyosundan alinarak oda sicakligima kadar
sogutuldu. Uzerine 0.05 gr CaC.04 eklendi.Blank olarak 0.05 gr CaC.04 asidik
yapilmis 50 ml su igeren bir bagka behere eklendi. iki ¢ozeltide 100ml’ye deiyonize

su ile tamamlandi. Siiziildii ve siizlintli Ca tespiti i¢in ICP-MS’de analiz edildi.

ICP-MS’de Ca tespiti i¢in 2, 5, 10, 20, 40, 80 mg/lt (ppm)’lik kalibrasyon
standartlar1 hazirlandi. Bu standartlar kullanilarak kalibrasyon grafigi ¢izildi ve bu

grafik yardimi ile ¢ozeltilerde Ca tespiti yapildi.
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BOLUM 4. SONUCLAR VE TARTISMA

Literatiir ¢alismalari, igde suyunda suda ¢éziinmeyen organik tuzlarin ¢éziinmesinin,
igde meyvesinde ve igde yapraklarinda bulunan (-karbolin bilesiklerinden
kaynaklanabilecegini, diisiindiirmiistiir. Bu sebeple Bursa ve Nigde bdlgelerinden
saglanan igde meyveleri ve yapraklarina yapilan deneylerde ¢cogunlukla bu bilesenler
tizerinde durulmustur. Bu bilesenlerin elde edilmesi icin, denemeler sonunda
olusturulan su veya metanol ¢oziiciilii, kesikli veya siirekli iki yontem uygulanmistir.
Bu ¢aligsmalarin, suda ¢éziinmeyen organik asitleri igde suyunun nasil veya hangi

bileseni ile ¢ozdiigii ile ilgili ¢aligmalar ile birlestirilmesi hedeflenmistir.

4.1. Bilesenlerin suyla kaynatilarak elde edilmesi

Organik Kimya Anabilim Dalinda yapilan c¢alismalarda igde meyvesinin su ile
kaynatilmas1 sonunda ele gecen ¢ozeltinin, dogal ortami i¢inde suda ¢oziinmeyen

organik tuzlari ¢6zdiigl belirlenmistir.

Igde + Su
151|
TLC, GC analizleri <«— Su ekstrakt1 Ugucular
- H20|
Asit ile olgunlastirma Baz ile olgunlastirma
Eter ekstraksiyonu Eter ekstraksiyonu
- eter¢ - eter¢
A B
NG _®

TLC, GC-MS, HPLC-MS analizleri
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Igde suyundan, B-karbolin bilesiklerini az veya ¢ok ¢dzen coziiciilerle ekstraksiyon
sonunda seker bilesikleri, ¢esitli alkoloid karisimlart alinmistir. Bu ¢ozeltiler i¢inden
B-karbolin bilesiklerini belirlemek miimkiin olmamistir. Asidik igde suyundan -
karbolin bilesiklerini alabilmek i¢in, igdenin su ekstrakti iki kisma boliinmiistiir.
Birinin ortam asitligi 3 digerinin ortam asitligi 10 yapilarak, asidik ve bazik hizli
olgunlastirma da diyebilecegimiz kaynatma islemi yapilmistir. Yapilan islem sematik

olarak yukarida verilmistir.

Once ele gecen ¢ozeltilerde harman ve harman tiirevlerinin olup olmadigini anlamak
icin 20 cm x 20 cm Silika Gel 60 plakalar1 ve CHCIl3-MeOH(4:1) yiiriitiiciisii
¢oziictisii kullanildi (TLC I, Tablo 4.1.). TLC | analizi, asit (A) ile olgunlastirma
sonunda elde edilen madde karigiminin, yiiriimeyen maddeler disinda bes ayri madde
oldugunu gosterdi. Baz (B) ile olgunlastirma sonunda elde edilen maddeler de ise

yiirlimeyen maddeler yaninda altt madde gozlendi.

Tablo 4.1 igde meyvesinin asit (A) ile ve baz (B) ile olgunlastirimasi sonunda ele gecen
karisima ait TLC (I) kosulundaki Rf degerleri

Madde l.zon | 2.zon | 3.zon | 4.zon | 5.zon | 6.z0n 7.zon | 8.zo0n
kodu

A 001 |0.23 0.4 - 0.63 - 0.83 0.86
B 0.01 - 0.4 0.58 |0.63 0.69 0.83 0.86
Harman | - - - - 0.63 - - -

Olusan maddeleri ayr1 ayr elde etmek i¢in TLC (II) kosullunda preparatif ¢alismalar
yapildi. Bu amagcla Silika Gel 60 HF254 kullanilarak 6nce 1000 p’luk plakalar
hazirlandi. Yiriitiicii ¢6ziicii olarak CHCl3-MeOH (4:1) kullanildi. B bilesiginde Rf
degeri 0.0-0.02 (16) olan zonun biri sari, digeri mor renk birbirine karigmis iki
maddenin, Rf degeri 0.4 (15) olan zonun mor-agik mavi, 0.6-0.7 (14) Rf degerine
sahip zonun agik buz mavisi, 0.8-0.9 (13) Rf degerine sahip zonunda mor-mavi
floresans verdigi gozlendi. Birbirinden tam ayrilamadigi igin alt1 bolge yerine, dort
bolge preparatif tabakadan spatiil yardimi ile kazindi. Baz (B) ile olgunlastirma
sonunda elde edilen maddelerin bilesenlerini ve B karisimindan preparatif TLC ile
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ele gecen 13, 14, 15, 16 nolu maddeleri tanimlamak i¢in GC-MS ve HPLC-MS
analizleri yapildi. Sekil 4.1.’deki GC kromatograminda B maddesinin 8 bilesene
sahip oldugu ve bu bilesenlerden 14.85 ve 15.23 alikonma zamanlarina sahip iki
pikin yogunlukta oldugu goriilmektedir. Kiigiik bilesenlerin B karisimindaki miktari

en fazla % 1-2 arasinda degistigi belirlenmistir.

1323
— 14.85
aming
Fing
=
E:lIllIl]-
g'c|:|:||:|:|:|_
hluliuE L
20
1830004 L
5 *.0 *E £0 EE =1 e 1 f5
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Sekil 4.1 Baz (B) ile olgunlastirma sonunda elde edilen karigima ait GC kromatogramu.
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Sekil 4.2.(a) B maddesinde 14.85 alikonma zamanina sahip pikin MS’i
(b) B maddesinde 15,23 alikonma zamanina sahip pikin MS’i

Sekil 4.2a.’da B maddesinin %54.5’unu olusturan 14.85 alkonma zamanina sahip
pikin, MS’teki parcalanma patronlarinda molekiiler pikinin 168 oldugu
goriilmektedir. Norharmaninda molekiil agirlig1 168°dir. Ayn1 zamanda norharmanin
168, 140, 114 ve 70’deki parcalanma patronlar1 14.85’teki pikin MS’1 ile
eslestiginden B maddesinde 14.85°teki piki norharman oldugu goériilmektedir (Sekil
4.3).
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Sekil 4.3. Norharman (9H-Prido[3,4-b]indol) bilesiginin muhtemel MS pargalanmalari.

Sekil 4.2b.’de B maddesinin %45’unu olusturan 15.23 alkonma zamanina sahip pikin
MS’inde norharmandan farkli olarak, 182 ve 210°da ekstra parcalanma patronlari
bulunmaktadir. 1-asetil-B-karbolin’in molekiiler piki 210’dur. Bu maddede
parcalanarak harmanin molekiil agirligma sahip 182’de pik vermektedir. 15.23’ait
MS 1-asetil-B-karbolin’in MS pikleri ile bire bir ortiismesi bu maddenin 1-asetil-f3-
karbolin oldugunu gostermektedir (Sekil 4.4).
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Sekil 4.4. 1-asetil-B-karbolin bilesiginin muhtemel MS pargalanmalari.

B maddesinin preparatif TLC sonucunda biribirinden ayrilip kazinan 13, 14, 15, 16
maddelerinde de GC-MS kullanilarak tanimlama yapilmistir. Bu maddelerin GC

kromotogramlar1 Sekil 4.5’te goriilmektedir.
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Sekil 4.5. 13, 14, 15, 16 no’lu maddelere ait GC kromotograma.

B karisiminin GC kromotograminin aksine, karisima preparatif TLC uygulanmasi ile
ele gecen 4 madde de 19.70 alikonma zamaninda tek pik vermistir. Alikonma zamani
19.70 olan maddenin MS spektrumu Sekil 4.6.’da goriilmektedir. Sekil 4.6’da
gorildiigli gibi MS pargalanma patronlar1 olan 167, 149, 113, 83, 71, ve 57, 19.70
alikonma zamanindaki pikin 1,2-benzendikarboksilik asit, bis(2-etilhekzil) esterin
parcalanma patronlar1 ile bire bir ortiismektedir (Sekil 4.7). B maddesinin preparatif
TLC sonucunda biribirinden ayrilip kazinmasi ile ele gegen 13, 14, 15 ve 16
maddelerinde olmasi beklenen harman ve norharman gibi maddeler yerine i1gde ile
ilgisi olmayan bir madde ele gegmistir. Ele gecen 1,2-benzendikarboksilik asit, bis(2-
etilhekzil) ester veya DOP olarak da adlandirilan madde, bilindigi gibi bir ¢ok

endiistriyel iiriinde plastifiyan olarak kullanilmaktadir. Bu maddenin numunelerin
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koyuldugu kaplara ait kapaklarin, metanol ¢oziiciisii ile temasindan gelmis

olabilecegi diisliniilmiistiir.
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Sekil 4.6. 13, 14, 15, 16 no’lu maddelerine ait 19.70’de ¢ikan pikin MS’i
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Sekil 4.7. 1,2-benzendikarboksilik asit, bis(2-etilhekzil) esterin par¢alanma patronlart
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Ayrrarak analiz etmek istedigimiz maddelere ne oldugunu anlamak iizere, plakalarda
tekrar preparatif ¢calisma yapildi. Zonlar kazinip metanole alindi. Geriye kalan silika
ve kagitta kalint1 kalip kalmadigr UV lambasi ile kontrol edildiginde, maddelerin
silika gel ve siizge¢ kagidinda kaldigi tespit edildi. Bu sonug, preparatif TLC
caligmalarinda kullanilan HF katkili silika gel tarafindan B-karbolin bilesiklerinin
tutuldugunu distindiirdi.

Asit (A) ile olgunlastirma sonunda elde edilen maddedeki bilesenleri tanimlamak

icin de GC-MS analizi yapilmistir. Bu madde i¢in GC kromotogrami Sekil 4.8’de

goriilmektedir.
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Sekil 4.8. A maddesine ait GC kromotogrami1

A maddesine ait GC kromotograminda bu maddeye ait TLC’yi destekleyici li¢ pik
gorilmektedir. Bu {i¢ pikin alikonma zamanlar1 11.12, 14.85 ve 15.23’tiir ve bu {i¢
pik karisimim % 95’ini teskil etmektedir. Alikonma zamani 14.85 ve 15.23 olan
piklerin MS sonuglar1 Sekil 4.9.’da goriilmektedir.
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Sekil 4.9. (a) 14.84 A.Z.’na ait pikin MS sonucu
................ (b)15.22. A.Z.’na ait pikin MS sonucu
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14.85 ve 15.23’te gelen piklerin MS’i, B maddesinde belirlenen ayni alikonma
zamanina sahip bilesenlerin MS’i ile aynidir. 14.85 alikonma zamanli pikin 168,140
ve 114 temel parcalanma patronlar ile Sekil 4.4’teki norharman’in pargalanma
patronlar: birebir 6rtiismektedir. Dolayisiyla bu maddenin norharman oldugu tespit
edilmistir. 15.23’teki pikte 210’da molekiiler iyon piki gériilmektedir. Bu maddenin
de Sekil 4.5’teki 1-asetil-p-karbolin’in MS pargalanma pikleri olan 210, 182, 168,
140, 114 pikleri ile ortistiigii goriillmektedir. Dolayisiyla bu maddenin 1-asetil-p-
karbolin oldugu tespit edilmistir. Asitle kaynatma ve bazla kaynatma sonucunda ele

gegen maddelerin ikisinde de B-karbolin tiirevlerinin oldugu goriilmiistiir.
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Sekil 4.10. A maddesinin 11,12 alikonma zamanina ait MS’i
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Sekil 4.11. cis-bisiklo[4.4.0]dekan-1-0l-3-on bilesiginin MS par¢alanma patronlart
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A karisiminin ~ % 25-7’sini olusturan GC kromotograminda 11.12 alikonma
zamanina sahip ekstra bir pik goriilmektedir (Sekil 4.8.). Bu maddeye ait MS sonucu
Sekil 4.10°da goriilmektedir. Spektrumlardan da goriildigii gibi 11.12 alikonma
zamanina sahip pikte molekiiler iyon piki 168’dir. Cis-bisiklo[4.4.0]decan-1-ol-3-one
bilesiginin molekiiler iyon pikide 168’dir. Ayn1 zamanda iki bilesiginde 168, 125,
111 pargalanma patronlar1 da Ortiigmektedir (Sekil 4.11). Dolayis1 ile A
maddesindeki 11.12 alikonma zamanina sahip pikin cis-bisiklo[4.4.0]dekan-1-o0l-3-

on oldugu diistiniilmiistiir.

A karisimi, B karisimi ve B karisiminin preparatif ¢alismasiyla ele gecen 13, 14, 15,
16 no’lu maddelerin TLC ¢alismalarinda varoldugu goriilen harman bilesigi, GC-MS
calismalarinda belirlenememistir. Harman bilesiginin GC-MS c¢alismalarinda
belirlenememesinin sebebi arastirilmistir. Bunun i¢in harman standardi GC-MS’de
analiz edilmistir. Onlarca deneme sonunda harmanin bir kere kiiclik bir pik verdigi
gorlilmiigtiir. Diger B-karbolin bilesiklerinin GC-MS’te belirgin pikler verirken,

harman bilesiginin vermemesinin sebebi tam olarak anlagilamamastir.

Ayrica harman standardi, A karistmi, B karisimi ve B karisimimin preparatif
calismasiyla ele gecen 13, 14, 15, 16 no’lu maddelerin hepsine, Boliim 3.2.2.°de
belirtilen kosullar kullanilarak HPLC analizi, Bolim 3.2.3.’de belirtilen kosullar
kullanilarak LC-MS analizleri yapilmistir. Harman standardinin LC-MS analizleri
sonunda 1.7, HPLC analizleri sonunda 1.5 alikonma zamaninda diizgiin bir pik
verdigi goriilmiistiir. Oysa diger tiim numunelerin, ayn1 merkezli birbirine karigmis
yaygin pikler verdigi belirlenmistir. GC-MS sonuclarinda da goriildiigii gibi igde
meyvesinden ele gecen madde karisimlarinda diger [-karbolin tiirevlerinden
bilesikler mevcuttur. Bu tiirevleriny, HPLC ve LC-MS’de yaklasik ayni yerlerde pik
vermesinin bu yayilmaya sebep oldugu veya bu maddelerin birbirinden ayrilmasinda
kolonun yetersiz kaldigi, diisliniilebilir. Sonucta bu maddelerin hepsine uygulanan

LC-MS ve HPLC-MS analizleri de bize tam ayirim sonuglar1 verememistir.

Ozetle baz ile olgunlastirilan igde meyvesinin sulu ¢dzeltisinin ~ % 99’unu
norharman ve 1-asetil-B-karbolin bilesiklerinin; asit ile olgunlastirilan igde
meyvesinin sulu ¢ozeltisinin ~ % 95’ini norharman, 1-asetil-B-karbolin ve cis-
bisiklo[4.4.0]dekan-1-0l-3-on bilesiklerinin olusturdugu tespit edildi. Preparatif TLC
calismalar1 B-karbolin bilesiklerinin HF katkili silika gel tarafindan tutuldugunu
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diistindiirdii. LC-MS ve HPLC-MS analizleri de bize tam sonuglar vermedi. Harman
bilesigi sadece TLC’de belirlenebildi.

4.2. Bilesenlerin metanol ekstraksiyonu ile elde edilmesi

Coziicii olarak metanol kullanilan deneylerde kesikli ekstraksiyon ve siirekli
ekstraksiyon yontemi kullanilmistir. Metanol ¢oziiciili ortamda deneylerin
yapilmasinin sebebi igde meyvesi ve yapraginda bulunan B-karbolin bilesenlerini
tam olarak ¢ekebilmek ve boylece hangilerinin suya gectigini belirleyebilmekdi. Bu
amagla, 6nce asagidaki ana hatlar1 gosterilen kesikli ekstraksiyon yontemi, kullanildi.
Ucg kez ard arda metanol ekstraksiyonu yapildi. Bu ii¢ asamada izlenen adimlar ve ele
gecen madde kodlar1 asagidaki semada gosterilmistir. Metanol icerisinde bir kag
ginlik 1s1 uygulamadan yatirmanin sebebi 1s1 ile kaybedecegimiz [-karbolin

bilesenlerini de ele gegmesini saglamaktir.

metanole 4 giin metanole 3 giin metanole 3 giin
yatirilmig igde meyvesi  yatirilmusl. kismmn posast  yatirilmig 2. kismin posasi
(1. Kisim) (2. Kisim) (3. Kisim)

sﬁzmel

metanol ¢ozeltisi
+ %]1'lik HCi

eter ekstraksiyonu

' i

su faz1 eter fazi
+ NH4OH
(pH=10)
kloroform ekstraksiyonu

- CH3Cl l+ CH30H

M1) (M2) (M3)
TLC, GC-MS, HPLC-MS analizleri
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Once ele gegen ¢ozeltilerde harman ve harman tiirevlerinin olup olmadigini anlamak
icin 20 cm x 20 cm Silika Gel 60 plakalar1 ve CHCl3-MeOH(4:1) yiiriitiiclisii
¢Oziiciisii kullanild1 (TLC I, Tablo 4.2.). TLC I analizi, metanolde bekletilen birinci
kismin (M1) sonunda elde edilen madde karisimda, yiiriimeyen maddeler yaninda
alti, metanolde bekletilen ikinci kismin (M2) sonunda elde edilen karisimda,
yirimeyen maddeler yaninda yedi, metanolde bekletilen birinci kismin (M3)
sonunda elde edilen madde karisiminda ise yiirimeyen maddeler yaninda alti madde

oldugunu gosterdi.

Tablo 4.2 M1, M2 ve M3 maddelerine ait Rf degerleri

Madde | 1.zon | 2.zon | 3.zon | 4.zon | 5.zon | 6.zon | 7.zon | 8. zon
kodu

M1 0,01 - 0.6 0.63 0.69 0.71 0.74 0.9
M2 0,01 0.25 0.6 0.63 0.69 0.71 0.74 0.9
M3 0,01 - 0.6 0.63 0.69 0.71 0.74 0.9
Harman | - - - 0,63 - - - -

M1 ve M3 maddesinde alt1 zon goriilmiistiir. M2 maddesinde bu zonlarin yanisira
0.25 Rf degerine sahip ekstra bir zon goriilmektedir. Bu ii¢c maddeyi temsilen M1
maddesi i¢in 20 cm x 20 cm biiyiikliigiinde Silika Gel 60 HF254 plakalar ve yiiriitiicii
solvent CHCI3-MeOH (4:1) kullanilarak preparatif TLC yapilmigtir. Bunun
sonucunda 0,0-0,02 (1) Rf degerinde sar1 ince ve mavi , 0,6-0,69 (2) Rf degerinde
mavi kalin, 0,7-0,75 (3) Rf degerinde mavi-yesil, 0,9 (4) Rf degerinde ince sar1 ve
0,97 (5) Rf degerinde gene ince sar1 floresans veren zonlar gézlenmistir. Birbirinden
tam ayrilamadigi i¢in yedi bolge yerine bes bolge kazinmistir. Bu maddeler spatiil
yardimi ile erlenlere aktarilip, metanolde ¢doziilerek siiziiliip numune siselerine

konmustur. 1, 2, 3, 4, 5 no’lu maddeler GC-MS ve HPLC-MS ile analiz edilmistir.

M1 maddesinden preparatif TLC ile kazinarak alinan 5 zon i¢in de GC-MS c¢alismasi
yapilmistir. Kazinan zonlardan 0,0-0,02 (1) hari¢ diger tiim zonlarin GC analizleri,

19.70 alikonma zamaninda tek pik vermistir. Alikonma zaman1 19.70 olan maddenin
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MS pargalanma patronlar1 Sekil 4.7°de goriilen parcalanma patronlart ile bire bir
ortiismesi pikin, 1,2-benzendikarboksilik asit, bis(2-etilhekzil) ester veya DOP
oldugunu, dolayisiyla silika gel tarafindan B-karbolin bilesiklerinin tutuldugunu
gostermistir. Rf degeri 0,0-0,02 arasinda olan zonun kazinmasi ile ele gecen

maddeye ait GC kromotogrami Sekil 4.12’te goziikkmektedir.

vit kaeklik
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Sekil 4.12. M1 maddesinden preparatif TLC ile ele gegen 1 no’lu madde karisimina ait GC
kromotogrami

vilkacklik
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Sekil 4.13. M1 maddesinden preparatif TLC ile ele gecen 1 no’lu 18.77 alikonma zamanli
maddeye ait MS

Kromotogramda DOP disinda 18.77°de goriilen ekstra pike ait MS spektrumu (Sekil
4.13), bu maddenin molekiiler iyon pikinin 340 ve diger par¢alanma patronlar1 284,
177, 161, 149, 127 ve tipik benzilik pargalanmas1 olan 91 piki ile 2,2'-metilenbis[6-

(1,1-dimetiletil)-4-metil-fenol parcalanma patronlari ile bire bir ortiismektedir (Sekil
4.14).
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Sekil 4.14. 2,2'-metilenbis[6-(1,1-dimetiletil)-4-metil-fenol’in MS pargalanma patronlari

2,2'—metilenbis[6-(1,1-dimetiletil)-4-metil-fenol bilesigi bu ¢alismanin diger ilging
bir maddesidir. Literatiir arastirmalarinda 2,2'-metilenbis[6-(1,1-dimetiletil)-4-metil-

fenol bilesiginin igde bitkisinde bulunduguna dair hi¢bir veriye raslanmamustir.

Preparatif ¢alisma disinda M1, M2 ve M3 ile gosterilen ¢ozeltilerde de B-karbolin
tiirevleri arastirilmistir. Metanolde bekletilen birinci kismin sonunda elde edilen M1
madde karisimmin GC kromotogramin’da, M1 maddesinin 3 bilesene sahip oldugu
ve bu bilesenlerden 14.85 ve 15.23 alikonma zamanlarina sahip iki pikin yogunlukta
oldugu goriilmektedir (Sekil 4.15). Kiigiikk bilesenin M1 karigimindaki miktar1 en
fazla % 2,5-3,5 arasinda degistigi belirlenmistir.
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Sekil 4.15. M1 madde karigimina ait GC kromotogrami
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% 13.5’ini olusturan 14.85 alkonma zamanina sahip pikin MS’teki pargalanma
patronlarindan, molekiiler pikinin 168 oldugu ve parcalanmalarmin Sekil 4.3’te
norharman ile ortiistiigii belirlenmistir. Dolayisiyla bu maddenin norharman oldugu
tespit edilmistir. M1 maddesinin % 84’{inii olusturan 15.23 alkonma zamanina sahip
pikin, MS’deki parcalanma patronlarinda molekiiler pikinin 210 oldugu ve
parcalanmalarinin  Sekil 4.4’te verilmis olan 1-asetil-B-karbolin ile oOrtiistiigi,

dolayisiyla bu maddenin 1-asetil-B-karbolin oldugu tespit edilmistir.

M2 ve M3 maddeleri i¢cin de GC-MS analizi yapilmistir. Bu maddelerin GC
kromotogrami Sekil 4.16°da goriilmektedir.
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Sekil 4.16. (a) M2 madde karisiminin GC kromotogrami
(b) M3 madde karistminin GC kromotogrami

Metanole yatirilmis ikinci kisimda ele gecen M2 madde karisiminin % 90’11 15.07,
15.23 ve 16.99 alikonma zamaninda ti¢ maddenin, metanole yatirilmis tgiincii
kisimda ele gegen M3 madde karisiminin % 98’ini 14.85, 15.23 ve 16.99 alikonma
zamaninda ti¢ maddenin olusturdugu goriilmektedir. M2 ve M3’te 15.23 alikonma
zamanina sahip pikin MS pargalanma patronlarinin Sekil 4.4’te goriilen 1-asetil-f-

karbolin’in parcalanma patronlari ile ayni1 oldugu tespit edilmistir. M3 maddesinde
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14.85 alikonma zamanli pikin MS’i norharman ile Ortlistigli belirlenmistir
Parcalanma patronlarindan bu maddenin norharman oldugu tespit edilmistir (Sekil

4.3).

Sekil 4.17. M2 ve M3 maddesinin 16.99 alikonma zamanli piklerinin MS’1

M2 madde karistminin % 15’ini ve M3 madde karisiminin % 63’{inii teskil eden
16.99 alikonma zamanli piklerin MS’leri aymidir (Sekil 4.17). Bu maddenin
molekiiler iyon piki 226’dir. 166, 140, 114 pargalanma patronlart bu maddenin
norharmanin bir tiirevi oldugunu gostermektedir (Sekil 4.3). 226 ve 194’teki
parcalanmalar bu maddenin 9H-Prido[3,4-b]indole-1-karboksilik asit, metil ester

parcalanmasi ile birebir ortlistiiglinti gostermistir (Sekil 4.18.)

/ \ CH.OH .t co -t
IL SCHOH. 1o 1HeN20] 0 5 [C11HEND]
N IT] ~ mle 194 mle 166
‘4
H =0
| -HCN
0
| .
—+ CH; [C10H5N]
M 226

m/e 139

Sekil 4.18. 9H-Prido [3,4-b]indole-1-karboksilik asit, metil ester’in pargalanma patronlari

Ele gecen O9H-Prido[3,4-b]indole-1-karboksilik asit, metil ester bilesigi, bu
calismanin bir diger ilging bir maddesidir. Literatiir arastirmalarinda 9H-Prido[3,4-
b]indole-1-karboksilik asit, metil ester (veya norharman-1-karboksilik asit, metil

ester) bilesiginin igde bitkisinde bulunduguna dair higbir veriye raslanmamistir.
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Sekil 4.19. M2 madde karigiminin 15.07 alikonma zamanl pikinin MS’i

M2 madde karistmimin % 59’unu teskil eden 15.07 alikonma zamanlh pikin MS
spektrogrami Sekil 4.19.°da goriilmektedir. Bu maddenin molekiiler iyon piki
182°dir. 168, 140, 114 parcalanma patronlart bu maddenin norharmanin bir tiirevi
oldugunu gostermektedir (Sekil 4.3.). 182 pikin bu maddeye bir metil gurubunun
bagli oldugunu gostermektedir (Sekil 4.20.). Dolayisiyla bu maddenin 1-metil-9H-
Prido[3,4-b]indole (harman) oldugu tespit edilmistir.

Z

-CH ‘+  -HCNH |
IL —— 2% [C11H§N2] ———  » [CjoHgN]
N I\|I ~ (norharman) m/e 140
e CH=CH
-+ -
M 182
+
[CgH4N]
me 114

Sekil 4.20. 1-metil-9H-Prido[3,4-bJindole (harman) parcalanma patronlari

Bu tespit; TLC ¢alismalarinda varoldugu goriilen, onlarca standart ile GC-MS
calismalarindan sadece bir GC-MS enjeksiyonunda belirlenen, harman bilesiginin

belirlenebildigi diger bir ¢aligmadir.

Son olarak hem igde meyvesi hemde igde yapraginda siirekli ekstraksiyon ile reflaks
sicakliginda B-karbolin bilesiklerini elde edilmesine ¢alisildi. Sicaklik vermeden
yapilan islemlerden farkli olarak soksilet diizenegi kullanilarak metanol
ekstraksiyonu yapilmistir (Sekil 3.2a). Ayrica kloroform ile ekstraksiyon clevenger

stirekli ekstraksiyon sistemi ile de yapilmistir (Sekil 3.2b).
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Igde meyvesinde metanolle yapilan ekstraksiyon sonunda ele gecen madde

karisiminda (M4) harman ve harman tiirevlerinin olup olmadigini anlamak igin 20

cm x 20 cm Silika Gel 60 plakalar1 ve CHCI3-MeOH(4:1) vyiiriitiiciisii ¢oziiciisii
kullanild1 (TLC I, Tablo 4.3.). M4’te yiirimeyen maddeler disinda 5 madde oldugu

goriildii.

Tablo 4.3 Izde meyvesinden elde edilen M4 madde karisimina ait Rf degerleri

Madde kodu | 1.zon 2.z0n 3.zon 4. zon 5.zon 6. zon
M4 0,01 0.6 0.63 0.69 0.71 0.9
Harman - - 0,63 - - -

vilkacklik

M4 madde karisiminin GC kromotogrami Sekil 4.21.°de goriilmektedir. Sekil

4.21.°deki GC kromatograminda M4 maddesinin 6 bilesene sahip oldugu ve bu

bilesenlerden 14.85 ve 15.23 alikonma zamanlarina sahip iki pikin yogunlukta

oldugu goriilmektedir. Kiigiik bilesenlerin M4 karisimindaki miktari en fazla % 1-2

[

arasinda degistigi belirlenmistir.
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Sekil 4.21. M4 maddesine ait GC kromotogrami

al>

M4 maddesinin % 66’sin1 olusturan 14.85 alikonma zamanh pikin MS par¢alanma

patronlarindan bu maddenin norharman oldugu tespit edilmistir (Sekil 4.3.). M4

maddesinin % 32’sini olusturan 15.23 alikonma zamanli pikin MS pargalanma

patronlarindan bu maddenin 1-asetil-B-karbolin oldugu tespit edilmistir (Sekil 4.4.).

Igde yapraginda metanol ile siirekli ekstraksiyon sonunda ele gecen madde

karistminda da (Y1) TLC I kosullar1 kullanilarak kag bilesen igerdiginin tespiti
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yapilmaya calisilmistir. Fakat yapraktaki klorofilin kirmizi floresansinin zonlari

kapatmast sebebiyle 0.63’teki mavi floresans hari¢ diger zonlar se¢ilememistir.

Y1 madde karisimina ait GC kromotogrami sekil 4.22°de gosterilmistir. Y1 madde
karisiminda 14.85, 15.23, 15.90, 16.02, 16.97, 18.46 ve 19.70 alikonma zamanlarina
sahip 7 pik karisimdaki maddelerin % 90’11 teskil etmektedir. Y1 madde karisiminin
~ % 27’sini teskil eden 14.85 ve ~ % 1’ini teskil eden 15.23 piklerininin MS’leri ve
piklerin par¢alanma patronlarindan norharman (Sekil 4.3) ve 1-asetil-p-karbolin’in
(Sekil 4.4) oldugu tespit edilmistir. Y1 madde karistminda 19.70 alikonma zamanina
sahip pikin MS’i Sekil 4.6 ile aynidir. MS pargalanma patronlart olan 167, 149, 113,
83, 71, ve 57, 19.70 alikonma zamanindaki pikin, sise kapaklarindan gelmis
olabilecek 1,2-benzendikarboksilik asit, bis(2-etilhekzil) ester (Sekil 4.7) veya DOP

oldugunu gostermektedir.

vitkueklik
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Sekil 4.22. i3de yapragindan ele gecen madde karisiminin (Y1) GC kromotogrami

Y1 madde karigimmin ~ % 12,5’ini teskil eden 15.90 alikonma zamanl pikin 135,
121, 108, 93, 79 parcalanma patronlar1 9,12,15-Oktadekatrienoik asit, metilester
(Z,Z,Z)’in pargalanma patronlari ile bire bir ortiismektedir (Sekil 4.23. ve 4.24).
Dolayisiyla bu maddenin omega 3 metil esteri olarak da bilinen 9,12,15-

Oktadekatrienoik asit, metilester (Z,Z,7) oldugu tespit edilmistir.
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Sekil 4.23. Y1 madde karisiminda 15.90 alikonma zamanina sahip pikin MS’i
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Sekil 4.24. 9,12,15-Oktadekatrienoik asit, metilester (Z,Z,Z)’in par¢alanma patronlari

Y1 madde karistminin ~ % 10’unu teskil eden 16.01 alikonma zamanl pikin 123,
81,71 ana parcalanma patronlar1 Fitol’in parcalanma patronlar1 ile bire bir

ortiismektedir (Sekil 4.25 ve 4.26). Dolayisiyla bu maddenin fitol oldugu tespit

edilmistir.

wilkaeklik

m'z
Sekil.4.25. Y1 madde karisiminda 16.01 alikonma zamanina sahip pikin MS’i
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Sekil 4.26. Fitol

Y1 madde karisiminin ~ % 0.5’ini teskil eden 18.46 alikonma zamanl pikin 259,
147, 129 ana parcalanma patronlar1 hekzandioik asit bis(2-etilhekzil) ester’in
parcalanma patronlart ile birebir ortiismektedir (Sekil 4.27. ve 4.28.). Dolayisiyla bu
maddenin Hekzandioik asit bis(2-etilhekzil) ester oldugu tespit edilmistir.
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Sekil 4.27. Y1 madde karisiminda 18.46 alikonma zamanina sahip pikin MS’i

-CgHy6 +  -CgHyg -+ -H,0 *+
—> [C14H2604] —> [CgH1004] —> [CeHRO3]
m/e 259 m/e 147 m/e 129

Sekil 4.28. Hekzandioik asit bis(2-etilhekzil) ester
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Igdede 1s1 uygulamadan metanole yatirilmus ilk kistm (M1), ikinci kisim (M2),
tictincii ksim (M3), soksilet diizenegi kullanilarak 1s1 ile metanol ekstraksiyonu ile ele
gecmis madde karisimi (M4) ve ayni sekilde yaprakta soksilet ile ele gegmis madde
karisimi (Y1)’de HPLC analizi yapilmistir. Ayrica bu maddelere belirtilen kosullar
kullanilarak LC-MS analizleri yapilmistir. Ist verilmeden elde edilen madde
karigimlarinda oldugu gibi, ayni merkezli birbirine karismis yaygin pikler elde
edilmistir. Bunun sebebi daha 6nce belirtildigi gibi, B-karbolin tiirevlerinin igde
icinde birarada bulunmasi kolonlarin bu karisimlart ayirmak igin yetersiz

kalmasindan dolay1 ayni yerde genis pik vermesindendir.

Ozetle igde meyvesinin metanol ¢oziiciisii kullanilarak oda sicakliginda 11 giinliik
kesikli ekstraksiyonu sonunda norharman, harman, 1-asetil-f-karbolin ve gene bir B-
karbolin bilesigi olan 9H-prido[3,4-b]indole-1-karboksilik asit, metil ester bilesikleri
elde edilirken, metanol ¢oziiciisii kullanilarak reflaks sicakliginda 2 giinliik siirekli
ekstraksiyon sonunda sulu ortamda baz ile olgunlastirma sonunda oldugu gibi sadece
norharman ve 1-asetil-B-karbolin elde edilebilmistir. igde yapraklarinda ise -

karbolin bilesiklerinin disinda lipid bilesenleri belirlenmistir.

4.3. Harman’nin Organik Tuzlar1 Cozme Giicii

Igde meyvesinin kaynatilmis suyunda suda ¢dziinmeyen organik tuzlarin ¢ziindiigii
daha once yapilan caligmalarda gozlenmistir. Bu calismanin amaci bu ¢6ziinmeyi
saglayan muhtemel bilesigin arastirilmasidir. Igde igerisinde yogun olarak bulunan
B-karbolin tiirevlerinin ¢6ziinmeyi sagladigi diistiniilmiistiir. Hem canlilarda 6rnegin;
insanlarda beyin tarafindan biyolojik olarak ve sentetik olarak sentezlenmesi, ayrica
digerlerine gore daha ucuz olmasi nedeniyle ¢alismamizda standart olarak harman

kullanilmasina karar verildi.

Deneysel kisimda Boliim 3.4.°te anlatildig1 gibi harman bilesiginin suda ¢éziinmeyen
organik tuzlart ¢ozme kapasitesini tespit etmek igin kalsiyum okzalat (CaC20a) ile
reaksiyona sokulmustur. Harman standardinin sadece asidik ortamda ¢6ziindiigii
goriilmiistiir. idenin su ile kaynatilmasinda igdeye gegmesinin sebebi igde suyunun
asidik olmasindandir (pH=3.70). Deneysel kisimdada anlatildigi gibi 0.05 gr igde
suda asidik ortamda ¢oziiliip lizerine 0.05 gr kalsiyum okzalat eklenmistir. Blank
olarak 0.05 gr kalsiyum okzalat suda asidik ortamda ¢6ziilmiistiir. Bu iki madde 100
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ml’ye tamamlanip, siiziilip Ca tespiti i¢in ICP-MS’te analiz edilmistir. Ayrica
stizge¢ kagidinda kalan ¢Oziinmemis kalsiyum okzalat tartilarak ICP-MS’teki

sonucla karsilastirilmistir.

Stizgec kagidinda tartim sonuclarina gore blank ¢ozeltisinde kalsiyum okzalatin %
53.6’smnin  ¢ozlindiigii ve harman c¢ozeltisinde kalsiyum okzalatin %54 {iniin
¢Oziindiigli goriilmistiir. ICP-MS ile yapilan ¢alismada ele gegen Ca miktarindan
blank ¢ozeltisinde 0.05gr/100ml kalsiyum okzalatin ( ¢6ziinen Ca miktar1 6.7 mg/100
ml) % 43 ¢oziindiigi, 0.05 gr/100ml harman ¢6zeltisinde 0.05 gr/100ml kalsiyum
okzalatin (¢oziinen Ca 6.3 mg/100 ml) % 40 ¢oziindiigi tespit edilmistir. Burdanda
harman igeren ¢ozeltinin kalsiyum okzalatin ¢oziinmesinde bir katkisinin olmadigt
anlasilmistir. Igdenin 20gr/100 ml sulu ¢dzeltisinde kalsiyum okzalatin % 32’sinin
¢ozlindligii belirlenmistir. Sonug olarak harman ve diger B-karbolinlerin saf olarak
degil, fenolik bilesikler ve enzimler de dahil asidik olan kendi ortamlari i¢inde (pH=

3,7), gerceklestirmis olabilecegi sonucuna varildi.
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SONUCLAR

1. Bursa ve Nigde’den alinan igde meyveleri ve yapraklarina uygulanan ekstraksiyon
neticeleri Tablo 4.4 ve Tablo 4.5’te 6zetlenmistir. Tablo 4.4’te, ekstraksiyon
sonucunda % 90-99 oraninda -karbolin bilesiklerinin elde edildigi goriilmektedir.
Tablo 4.4. igde meyvesinde ve yapraginda B-karbolin bilesiklerini belirlemek iizere

yapilan islemlerde sonunda ele gegen karisim daki bilesiklere ait ait GC-MS’teki Rt
degerleri ve bilesiklerin cozeltideki miktarlar

Ele gecen karisimdaki bilesiklere ait GC-MS’deki Rt degerleri

Deney Kodu 7715 [ 14.85 | 15.07 | 15.23 | 15.90 | 16.02 | 16.99 | 18.46 | 18.77

ve bilesiklerin ¢ozeltideki miktarlari (%)

B(meyve) - 54.5 - 45 - - - - -
Suda refluks
sicakliginda

12 saat

A (meyve) 25 56 - 14 - - - - -
Suda asit ile
refluks
sicakliginda
12 saat

M1(meyve) - 135 - 84 - - - - Vx
Metanolde oda
sicakliginda 4

giin

M2(meyve) - - 59 27 - - 15 - -
Metanolde oda
sicakliginda
4+3 giin

M3(meyve) - 10 - 25 - - 63 - -
Metanolde oda
sicakliginda
4+3+3 giin

M(meyve) - ~8 | ~20 | ~46 - - ~26 - *
(M1+2+3iin
ortalamasi)

M4(meyve) - 66 - 32 - - - - -
Metanolde
refluks
sicakliginda 2

gun

Y 1(yaprak) - 27 - 1 12,5 10 23 0.5 -
Metanolde
refluks
sicakliginda 2

glin

* TLC kazimalarinda elde edildi.

45




Tablo 4.5. GC-MS’deki Rt degerlerinde gelen bilesiklerin adlari ve formiilleri
H H

3 L S
4 K/’/}\‘}; X

1 - o
H | H CH;
H H H
Indol 14.85 : 9H-Prido[3,4-b]indol 15.07 : 1-metil-9H-Prido[3,4-b]indole

norharman harman

/( \
]
)
/

N N
l/Y KH,«-/A“ )
H C=0 _|
ll'_lfl H |:|::D
I

16.99 : 9H-Prido [3,4-b]indole-1-karboksilik asit, metil ester 15.23 : 1-asetil-B- karbolin

OH OH

OH

11.12 : cis-bisiklo[4.4.0]dekan-1-0l-3-0n 18.77 : 2,2'—metilenbis[6-(1,1-dimetiletil)-4-
metil-fenol
HO
15.90 : 9,12,15-Oktadekatrienoik asit, metilester (Z,Z,2) 16.02 : fitol

2. Literatiir arastirmalarinda igde meyvesinde bulunduguna dair hicbir veriye
raslanmayan, 2,2'-metilenbis[6-(1,1-dimetiletil)-4-metil-fenol ve 9H-Prido[3,4-
blindole-1-karboksilik asit, metil ester (veya norharman-1-karboksilik asit, metil

ester) olarak adlandirilan iki yeni bilesik ele gecmistir.
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3. Standart harman ¢o6zeltisinde ¢oziinen kalsiyum ile suda ¢oziinen kalsiyum
oranlarinin karsilastirilmasi, harmanin suda ¢ozlinmeyen organik tuzlari ¢ozmede
herhangi bir katkisinin olmadigi gosterdi. Sonug¢ olarak harman ve diger B-
karbolinlerin saf olarak degil, fenolik bilesikler ve enzimler de dahil asidik olan

kendi ortamlari i¢inde (pH= 3,7), gerceklestirmis olabilecegi sonucuna varildi.

4. Suda ¢oziinmeyen organik tuzlart ¢6zmede, harman ve diger B-karbolinlerin saf
olarak degil, fenolik bilesikler ve enzimler de dahil asidik olan kendi ortamlar1 iginde

(pH= 3,7) herhangi bir katkisinin olup olmadiginin arastirilmasi gerekir.
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