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Gzer

Bu geligmada, Tlrkiye'de yetigen Aesculus Hippocastanum
L. bitkisinin tohumlarinin kimyesal bilegimi aragtairaldi. To-
humlarin ana bhilegenleri olan yadl, nisasta, serbest sakkarit

ve gescin miktarlari belirlendi.

Tohumlarin olgunlasma d@ineminde, onbeger gin ara ile Og
grup 8rnek toplandi. S5tabilizasyon Bncesi toplam nem, sonra
kalan nem tayinleri yapildi. Taze tohumdaki toplam nem % 4&,54
-50,8%9 plarak bulundu. Yag miktari gravimetrik olarak belir-
lendi. Yafdin kimyasal karekteristikleri tayin edildi. Trigli-
serit bilegimi TLC-spektrofotometrik ve GC ile sragtirilda.
Nisasta miktari, spesifik gevirme agisi tayininden sonra pola-
rimetrik metodla bulundu. Serbest mono ve oligosakkaritlerin
kalitetif analizi TLC ile, kantitatif analizi ise Shaffer-
Somogy mikro metoduna giire volimetrik olarak yapildi. Aescin
miktari, spektrofotometrik olarak Schlemmer metoduna giire tayin
edildi. Tohum unundan aescin analizi igin daha hizli ve yiksek
prezisyonlu bir metod geligtirildi. Tirev spektrofotometrisine
dayanan bu metod ile paralel tayinler yapildi., Bulunan sonug-
lar, istatistik olarask degerlendirildi. Rescin izole edilerek,
standart ile (Fluka A.G) karsilastirildi. KOl mikteri, kuru to-
huma giire % 1,99-2,02 olarak bulundu. Kilde buluman sodyum, po-

tasyum, kalsiyum ve magnezyum miktarlari alev fotometresi ile

2
belirlendi. ; h"*-{"\
'
\ e "%a
¥
gyt _!.: _.‘



Kuru tohuma glre aescin, nigasta, serbest mono oligosakka-
rit ve yag miktarlari siresiyla % 6,20-7,75, % 35,B82-L4L 43,

% 7,94-10-27 ve % 4,87-6,07 olarak bulundu. S&zi edilen ana

bilegen miktarlarinin toplanma zamanina gBre defigimi belirlendi.

Rescin miktarinain, en son toplanan tohumlarda daha  yilksek

oldufu girdldd.
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SUMMARY

In the present work, chemicel composition of the Aesculus
Hippocastanum L. plant seeds were investigated. Levels of oil,
starch, free saccaride and aescin which are the major compo-

nents of the seeds were determined.

In the maturation period of seeds, three groups of sample
were picked every 15 days. Before stabilization total humidity,
and after the remaining humidity levels were determined. The
humidity level for the fresh seeds was found as L6,54 % -
50,89 %. The amount of oil was found gravimetrically and the
chemical characteristics of the pils were determined. The
triglyceride content was investigated by TLC-spectrophotometry
and GC. Starch level was determined polarimetrically. Qualitas-
tive analysis of mono- and oligosaccharides were performed by
TLE and guantitative analysis by Shaffer-Somogy micro method.
Aescin level was determined according to Schlemmer spectrophoto-
metric method. A guick and high precision method was improved
for sescin analysis from ground seeds. Using derivative spectro-
photometric method, perallel determinations were done. Obtained
results were investigsted statistically. Isolated aescin was
compared to the standard aescin (Fluka A.G.). Ash level of dry
seed was found as 2,0 %. Sodium, potassium, celcium and magnes-

sium contents of the ash were determined by flame photometry.

Aescin, starch, free mono-oligosaccaride and oil levels
of the dry seed were found @s respectively; G,Zﬂ-?t?Bﬁﬁbzis? -
44,49 %, 7,94-10,27 % and 4,87-6,07 %. Variations of ppﬁrggg&iq
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ma jor components were determined according to their picking
time. It wss observed that, the last picked seeds contain

more aescin as compared to the previously picked ones.
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1. Girigs *

Aesculus Hippocastanum L., Tlrkiye'de "at kestanesi" adi
ile taninan bir agagtir. Park, bahge ve yol kenarlarinda yaygin
olarak gfirdliir. Tohum, kabuk, gigek ve yapraklarinda farmako-
lojik ve kozmetik Bnemi olan maddeler wvardir. Tohumlar, bulun-
durdufu saponinler agisindan, bitkinin dier kisimlarina giire

daha tnemlidir.,

Tohumlarda ana bilesen olarak saponinlerin yanisira yag,
nigasta ve serbest mono-oligosakkaritler bulunur. Tohumlar
dzerindeki galigmalar gok eskiiare dayanir. 1700'lerin basin-
dan beri, gesitli Ulkelerde halk arasinda ilag olarak kullanil-
digia bilinmektedir (1). Ilk bilimsel yayin; 1835'de Fremy'nin
saponinlerin bulundufunu ispatlayan makalesidir (2). Tedavi
amaci ile kullamilisi Rastschouw ve arkadaslarinin galigmalari
ile baslamistir (3). Bulundurdugu saponinlerin yapi asydinlatms
galismalari, 1970'lerin baglarinda tamamlanmistir. Tohum Uzerin-

deki gaeligmalar glnimizde de siUrmektedir.

Tohumdeki aktif maddelerin genel farmakolojik etkileri
siyle siralanabilir : antilidem (&), kapiler permabilite lizerin-
deki etkisi (15), antienflamatuar (6), antifungal(7) ve sito-
toksik (8) etkiler. Bu etkiler dolayisiyla flebit, tromboflebit,
farenjit, tonsillit, rinitis, vgnﬁz bozukluklari, wvaris, trom-

boz, kapiler koruyucu, ven iltihaplari, tidem, kafatasi trauvma-

lanilmaktadar (11).
¢ Aimbiam  Valrh? [hhemsitesi Arestimm Fou Tarsfimren Desteclamiatie




58z konusu tohumun Bati Almanya'daski tiketimi 1800 ton/
yil olarak bildirilmigtir (12). Yine ayni illkede damar hasta-
liklarina kargi kullanilan ilaglarin % 32'sinde, bitkisel
ekstre tagiyan ilaglarin ise % 75'inde yer alhaktadlr (12).
Farmakolojik ve kozmetik kullanimi dolayisiyla, ticari Bneme
sahiptir. Ozellikle saponinlerin izolasyonu ve kullanimiyla

ilgili pek gok patent alinmigtair.

Tlrkiye'de bu bitkiden faydalanilmemektadir. Konu, "VI.
Bitkisel Ilag Hammaddeleri Toplantisi" (1987) ve "Ormen Tali
Urtinleri Sempozyumu" (1988) gibi gesitli toplantilarda dile
getirilmekle bersber, henliz bir geligme yoktur. Tlrkiye de
yetisen Aesculus Hippocantanum L. bitkisinin kimyasal bilegi-

mine ait bir geligma da kayitli dedildir.

Bu geligmada, Tirkiye'de yetisen sBz konusu bitkinin to-
humlarinin, kimyasal bilegimi aragtirildi. Ana bilegenlerin
miktarlari ve yapilarinin yani sira, bu miktarlaran toplanma
zamanina gire dedisimi belirlendi. Tohumdan saponinlerin tayini
igin bir metod geligtirildi. Biylece, Tilrkiye'de yaygin olarak
bulunan bu bitkiden faydalanilabilmesi igin gerekli veriler

elde edilmeye galigildi.
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2. GENEL BiLiIM

2.1. Aesculus Hippocastanum L.'nin Botanik Ozellikleri

ve Yayilaisi.

Resculus Hippocastanum L. a@aci, "Hippocastanaceae"
familyasindandir. Bu familyanin Uyelerinden biri olan Aesculu-
sun, Kuzey VYaraim kirenin 1limen bBlgelerinde yetigsen onlg
tirl vardar. Tlrkiye'de bunlardan {gilne rastlanir. Bunlardan
Resculus Pavia L., vatani Kuzey Amerika olasn kirmizi-pembe
gigekli bir agaggiktir. Digderi ise Aesculus Carnea Hayne'dir.
Pembe gigekli olan bu agag A.Pavia L. ile A.Hippocastanum
L.'nin melezidir. Vatani Kuzey Amerikadir. Aesculus Hippocas-
tanum L.'nin vatani Balkanlar'dir. Diger bir kaynaga pgiire
vatani Hindistan. olup, Avrupa'ya (Fransa) ilk defa 17.ylzyal
baglarinda Istanbul'dan gitidrdlmigtir. Aesculus Hippocastanum
L., digderlerine giire Tﬂrkivé ve Avrupa'da en yaygin olarak
bulunan tdrddr. Bitki, Kafkasya, Balkanlar ve Avrupa'min bazi

biliimlerinde yetigir (13, 14, 15, 16).

ResculusHippocastanum L.tlrd, 25 m'ye kadar yikselebilen,
sik dalli, sik yaprakli ve yapraklarini diken afaglardar.
GBvde kalin silindir geklinde ve gri-kashverengi bir kabukls
irtiliddr. Yapreklar pargali (palmat), 5-9 yaprakgikli (foli-
ollii) ve ters ovat sekillidir. Gigekler piramit seklinde dik
salkim, petaller beyaz, tsbanda saridan pembeye kadar lekeli-
dir. Tohum (meyva), 3-6 cm gapinda, dikenli, 1-3 tohumiu 1nku;

lusit kapsil halindedir. Tohumlar kiiremsi gekilli, pa:%g;utpn-

U e
verengi bir tasta ile kaplidir (17, 18). & ;tﬂ=4!%\\R
7 -'!.!.: f:; :‘l'-‘- * 1
(& ;;h%!
o AN DS Tl
&



Sl

Yetigtirilmesi kolay ve nispeten hizli biyiliyen bir afag
ulduﬁunﬁan bir gok {lkede kiiltiird yapilmaktadir. Uretilmeleri

tohum veya aei yoluyladar (13, 19).

Bitkinin, kabuk (Cortex Hippocastani), yaprek (Folia Hip-
pocastani) ve gigeklerinden (Flores Hippocastani) de faydala-
nilmaktadir. Tohumlar, eylil-ekim aylarinda olgunlagir. Olgun-

lagmanin tamamlanmasindan sonra dokidlidr (19).

2.2. Tohumlarain Kimyasal Yapisi

Tohumlarin ana bilesenleri yaf, serbest mono- ve oligo-
sakkaritler, nigesta ve saponinlerdir. Taze tohumdaki nem mik-

tari, yaklagik olarak afirliginin yarisi kadardir.

Tohumda bulunan yaglar, lipidlerin Amerikan literatirin-
deki siniflandirilmasina glire, basit lipidlerin nétrel yagler
(trigliseritler) sainifina girer. Bunlar, gliserinin yag asit-

leri ile vermig olduklari esterlerdir.

Difer bir ana bilesen olan sakkaritler, mono- ve oligosak-
karitler olarak serbest halde bulunurlar. Bir polisakkarit

olan nisasta ise, tohumda en fazla bulunan bilesendir.

Aesculus Hippocastanum L. tohumlari lzerinde yapilan ga-
ligmalarin biyldk bir kismi, bulundurdufu saponinlerle ilgilidir.
Bunun sebebi, tohumdaki saponinlerin, farmakolojik ve kozmetik
ineminin yani sira, oldukga ilging bir yapiya sahip ul@gﬁxgi?.
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Saponinler, gok sayida bitki familyasinda bulunan gli-
kozit yapisinda maeddelerdir. "Saponin" adi su ile kdplrme
Bzellifinden gelir. Tschesche ve Wulff; saponinleri, agliko-

nunun yapisina gdre lg gruba ayirmistir (20):

1° Spirostanol Glikozitleri (=Steroid Glikozitleri)
2% Steroidalkoloid Glikozitleri

3° Triterpen Glikozitleri

I1k iki gruptaki saponinler, hidrojene haldeki fensntren-
siklopentan'dan tilrerler. Triterpenik saponinlerin yapilari

ise farkli olup, Ug grupts incelenir (Sekil 1).

a-) o =Amirin'ler
b=) B - ABmirin'ler

c-) Lupeol'ler

x-amirin p-amirin lupeol« 1 e,
- k- '\-, L g [
—_— - ‘_‘_}
. '.'- = h' “::, »
. ) NS
$ekil 1. Triterpenik Saponinlerin Yapilara. N .-?':?.
- x&‘('- 3 t_p



58z konusu tohumlarde bulunan saponinler, triterpenik
grupta bulunan p-amirin yaspisaindadir. Tohumda, ana halka-
lara bagli -0OH gruplari esterlegmig olarask bulunan ve hetero-

gen bir yapi gdsteren bu saponine "Aescin" adi verilir.

Aesculus Hippocastanum L. tohumlarindski saponinlerin
varligi, 1835'de Fremy tarafindan ortaya konmustur (2). 1862'de
bu saponinlerin glikozit karekterinde oldufiu belirlenmigtir(21).
Ancak, besgli sekerlerin neler oldugu ve nasil baglandigi uzun
slire anlagilamamigtir. Saponin aglikonunun pentasiklik bir tri-
terpen oldudu, 1942'de Ruzicka tarafindan gisterilmigtir (22).
1926 'da yayinlanan bir galigmada bu saponinin, heterogen yapi=-
sina igaret edilmigtir (23). Fakat 1960'l1 yillarin sonlarine
kadar, heterogen yapiya saﬁip oldudunu gdsteren galigmalarin
(24, 25) yani saira, tek.bir madde oldufunu bildiren galigmalar
da yayinlanmistir (26, 27, 28, 29, 30). Bunun sebebi; triterpen
halkesina bagli bulunan asit gruplari ve gekerlerin, hem yer-

lerinin, hem de cinslerinin tam olarak snlasilamamasidir.

Hoppe, Gieren, Brodherr, Tschesche ve Wulff 1968'de,
aescin'in x-1gin1 analizi ile ilgili galigmalarini yayinlamig-
lardir (31). Ardindan, Tschesche ve Wulff'un 1969'da yayinlanan
galismalarinda aescin'in iki farkli triterpenden meydana gel-
difi gbsterilmigtir (32). NMR spektrumlari yardimiyle ester
gruplari ile aglikonlara baila gekerlerin yerleri ve cinsleri

belirlenmigtir. Wagner ve arkadaslarinin 1970 ve 71'de yayinla-

i=-

nan galismalari da, agil grup gBigleri ve farkli hemolitik

sty

- l'ﬁ
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vite konularina agiklik getirmigtir (33, 34). ‘ ¢‘“§¢;
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Aescin'de bulunan iki farkli triterpen, Protoaescigenol”
ve “Barringtogenol-C*” dir. "Protoaescigenol™3,16,21,22,24,28-
hekza hidroksi- &12—uleanen; "Barringtogenol-C" ige 3,16,21,

22,28-penta hidrnksb—ﬁg?—nlaanen dir (Sekil 2).

Protoaescigenol: R= OH

Barringtogenol-C: R= H

Sekil €. ARescin'de Bulunan iki Triterpenik Yapi.

Her iki triterpenik yapida; 21.konumda bulunan -0OH grubu
tiglik veya anjelik asitlerle, 22.konumda buluman -0H grubu
goGunlukla asetik asit, daha az orandas da o-metil bitirik
veya izobiltirik asitle esterlegmigtir. 3.Konumdaki -0H gru-
buna 1ise bir triholozit baflidir. Bunun birinci iiyesi D-glu-
kuronik asit, ikinci Uyesi D-glukozdur. Uglincl Gyesi B'-:g}m' .

il &

D-ksilpz veya D-galaktoz'dur. Buna gire iki Bglikon,f-b&gﬁr\ 2 ‘
-

g
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3
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asitle esterlegip, (g ayri triholozit ile baflanarak, 30 tip

saponozit meydana getirebilir. HKarisimin gogunlufunu, proto-

aescigenin'inbizellikle anjelik ve asetik asit esterlerinin,
D-glukuronik asit-D-glukuz-D-glﬁkuz ile olan saponoziti

olusturur. Aescin kompleksinde bulunan saponpozitlerin dagilaima
igin Tschesche ve Wulf (32) tablo-1'de; Wagner, Schlemmer ve
Hoffmann (33) tablo-2'de gBisterilen deferleri vermiglerdir.

Her 1iki tabloda da, az miktardes belirlenen a-metil bitirik

ve izpbiltirik asit esterleri bulunduran bilesenler verilmemig-

Teblo 1. Teschesche's BBre Rescin Kompleksinin Bilesimi (32).

Aglikon Seker Asit Azscin'de ¥
Protosescigenin | D-Blur;D-6luk;D-Bluk|RAnjelik, Asetik 23
Protoeescigenin | D=-Glyr;D-Gluk;D-Gluk|Tiglik, Asetik 15
Protoeescligenin | D-Blur;D-Bluk;D-Ksil|fnjelik, Asetik 9
Prntnn!lcig!nlﬁ ‘' D=Glur;D-Gluk;D-Ksil|Tiglik,Asetik )
Protosescigenin | D-6Blur;D-Gluk;D-Gel |Bmjelik,fsetik 7
Protosescigenin | D-Blur;D-Bluk;D-Gal |Tiglik, Asetik 5
Berringtogenol-C| D-GBlur;D-Gluk;D-Eluk |Anjelik,Asetik 5
Berringtogenol-C b—EJut:D—Eluk;D-Gluk_1!Q1:k,nset1k 3
D-Glur: D-Blukuronik esit;D-0Gluk:0=-Gluxoz ;D-Meil:D-+ellng;0-Gal: D-Galmin:

Teblo 2. Wagner'e bBre Aescin Kompleksinin Bilegimi (33).

Aglikon SEKET Asit Rescin'de %
Protosescigenin | D-6lur;D-Gluk;D-Gluk | Anjelik Asetik 19
Protogescigenin | D=Blur;D-CGluk;D-Gluk.| Tiglik,Asetik 22
Protosescigenin | D-Blur;D-Gluk;D-Ksil | Anjelik, Reetik -
Protosescigenin | D-Blur;D-Gluk;D-Ksil.| Tiglik, Asetik ]
Protosescigenin | D-Blur;D-Gluk;D-Gal. | Anjelik,Asetik 1
Protosescigenin | D-Blur;D-Gluk;D-Gal. | Tiglik, Rsetik 1
Berringtogenol-C| D-Blur;D-Gluk,;D-Gluk | Anjelik,Rsetik <1
Berringtogenol-C| D-Blur;D-Gluk;D-Gluk. | Tiglik,Asetik <1
Barringtogenpl-C| D=Blur;D-Gluk;D-Gal. | Anjelik,Bsetik 3 __.:ZE;“;::*!
Barringtogenol-C| D-Blur;D-Gluk;D-Gal. | Tiglik,Asetik L L &

‘ S
D~Glur.: D-Glukuronik mt;o—smn-mm:;n—mun—r-um;o-&ummg' 7 a i \\
= 1%
L £
LR
o
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Bu karigimi olugturan heterozitlerden ikisi, diferlerine
gire daha @nemlidir. Bunlardan biri "B-aescin", digeri ise
"kriptoaescin A" olarak adlandirilir. Her ikisinin aglikonu
da protoaescigenol'diir Her ikisinin de 3.konumunda 1 glukuronik
asit ve 2 glukozdan olugan oz zinciri baglidir. 21.Konumda ise
tiglik veya anjelik asit vardir. Aralarindski tek fark; asetik
asitin P-aescin'de 22.konumda, kriptoasescin-A'da ise 28.konum-
da esterlegmesidir. Bu fark her iki maddenin hemolitik
indeksini biyilk Blglde etkiler. iznmerizasynn sartlarinda,
asetil grubu 22. ve 2B.konumlar arasinda giig eder. " o-ARescin"
olarak adlandirilan difer bir izomer, Wagner'e glre g-aescin
ve kriptoaescin-A'nin karigimindan meydana gelir (33). Bu izo-
merler; kristallenme kabiliyetleri, optik gevirmeleri, sudski
gOzinlrlikleri ve hemolitik aktiviteleri yb&niinden birbirlerin-
den farklidir. @« ve pP-Rescin'in baz: ﬁzeliikleri tablo-3'de

gsterilmigtir (35, 10).

Teblo 3. &- ve P-Aescin'in Ozellikleri.

Form Kristal B.N. (155 Hal. Sudaki LDsD(Dralm@fkg}
Hali (C=5,Me0H) [[zUnlrlik| Fare Sigan
o amorf toz | 225-7 °c| -13,5° [1:200000| «+ 320 720
3 ince yep- | 222-3 °C -23,7° | 1:40.0000 - 134 400
raksi .
(EtOH)

Rescin'i meydana getiren baglica glikozitlerden birinin

tam formili sekil 3'de gBsterilmigtir. W_E;qhﬁﬂ
T ““(:\'
' ‘|"'.- W
Lotz §E AN
T‘;\-—S{‘z, 4 :_ et E,I-_ ‘tl =
X+ .‘I:I 5 ‘;‘.\1“1’ . :b-
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Sekil 3. Aescin'de Bulunan Baglica Glikozit :

3-[2'-(p-D-glukopiranozido)-4'-(p-D-glukopiranozido)-B-D-glu-

kuronopiranozido] -21 P#tiglnil‘-ZZ x-asetil-protoaescigenin.

S
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-
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2.3. Bugiine Kadar Yapilan Caligmalar
2.3.1. Yaglar

Tohum ununda yad miktarainin belirlenmesi, gravimetrik
olarak yapilmigtir. Yag, uygun bir solventle ekstrakte edil-
dikten sonra, solvent uzaklagtirilmig ve kurutulduktan sonra
tartilmigtir. HKullanilan soclventler eter, ligroin, petrol
eteri, kloroform ve n-hekzan'dir. Tohum ununds belirlenen
yag ylizdeleri ve galigmanin yepildigy Ulkeler styledir:

% 8.8, Italya (36); % 5.6, Hindistan (37); % 5.5, Belgika (38);
% 7.4-8.1, Romanya (39); % 8, Rusya (4LO) ve 1986'da Yugoslavya-

da yapilan bir galigmada % 6.1-7.73 (41) dir.

Yagdin kimyasal karekteristiklerinin belirlenmesinden
elde edilen sonuglar-da farkliliklar giistermektedir (40,41,42).
Yagin triglise}it bilegimi, metil esterlerinin hazirlanmasindan
sonra GBC. ile aragtirilmigtir. Yugoslavya'de yapilan bir galis-
mada, belirlenen yag ssitlerinin % 55.41-60.04 opleik, % 23.6-
26.18 linoleik, % 4.90-6.66 eikpsenoik ve % 1.29-1.58 erusik asit

olduu bildirilmistir (41).

2.3.2. Karbonhidratlar |

2.3.2.1. Serbest Mono- ve Oligosakkaritler

Bu bilesen {zerindeki geligmalar kromatografik metodlar
kullanilarak yapilmistir. Miktar tayinlerinde ise volimetrik ‘

metodlar kullanilmigtir. GQok kiiglk miktarlardaki sakkgritlerin

-

Rl
tayini igin ise GC ve kitle spektrometresi metodlara ilg chi 5133\*

o -

e <

mistir. L'ﬁ.{;“*ﬁ :
)
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Hindistanda yapilan bir galigmada, tohum ununda % 10'-
dan fazla glukoz ve sakkaroz oldugu bildirilmigtir (37). Ser-
best olarak buliunan mono-oligosakkaritler lzerinde detayli
iki galigma Polonya'ds yapilmigtir (43,44). Bu galigmada,
etanol-su. sistemi ile sgekerler ekstrakte edilmisg ve ka1t
kromatografisi ile oniig serbest geker belirlendigi bildiril-
migtir. Toplam serbest geker miktari tayini, Somogy'e giire
volimetrik olarak yapilarak % 11 bulunmustur. Sekerlerin
ayrilmasi Carbosorbid-N ve Celite-535 kolonlarindan yapilmig,
saflagtirmada dializ kullanilmistir. Fruktoz, glukoz, galak-
toz, sakkaroz, maltoz, stakioz gibi sakkaritlerin belirlendigi

ifade edilmigtir.

Bu konudaki galigmalar arasinda, birer mindir komponent
plan 6-kestoz (45) ve nistoz (46)'un belirlendigi literatirde

kayitlidar.

2.3.2.2. Nigasta

Resculus Hippocastanum L.'nin tohumlarinda en fazla bulu-
nan bilegen, bir polisakkarit olan nigastedir. Tohumdaki
nigasta ylUzdeleri % 59.1 (36), % 50 (37), % 37,8 (39) ve % 51
(40) olarek gegitli galigmalarda belirtilmigtir. Bu konudaki
ilk galismalarda, nigastanin fermante edilmesi, hidrolizi ve
besin olarak kullanilmaesi lizerinde durulmustur (47,48,36,37,
42,49,50,51,39,52). Bazi fTizikokimyasal Bzelliklerinin belir-

- lenmesi ile ilgili bir galigma 1977'de Kanada'da yayinlanmig-
e _.;{.‘—."‘!"’\r.

tar (53). 0 A Rl
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Nigsasta miktarinin tayini igin gravimetrik, volimetrik
ve polarimetrik metodlar kullanilmigtir. Sodyum sidlfit gzel-
tisi ile izolesyonunun anlatildigi bir galismada, 1 N NaOH

deki (c=0,668) gevirme B§151|+151u olarak verilmigtir (54).

1979'da Romanya'da, bu komponentle ilgilibir patent alain-
migtir. S8z konusu galigmada 1s1 ve basing altinda nigastanin
hidrolizi anlatilmaktadir: Gazolin ekstraksiyonu ile yaglar,
metanol-etanol-sukarigimi ile saponinler uzaklagtirildiktan
sonra, tohum nigastasi izole edilmig ve 130°C sicaklik,
3 kg/m?2 basing agltinda ‘hidroliz edilmigtir. % 15 geker bulun-
duran hidrozilatelde edildigi bildirilmigtir. Bunun % 14,25'inin

indirgenmis geker oldufu belirtilmigtir (52).

. 2.3.3. Aestcin

Rescin; diger bilesenlere glire daha Bnemli oldugundan,
gerek keantitatif tayin metodlarina ait ve gerekse izolasyon
metodlarina ait galismalar daha fazladir. ARescinin hetero-
gen bir yapiya sahip olmasi, kantitatif analizinde giliglikler
yaratmaktadir.Bu konuda pek ¢ok galigma yayinlanmig olmasina
ragmen, daha sonra refere edilen tek galigma Schlemmer'e
aittir (55,56). ARescin'in kantitatif analizi ve izolasyon

metodlarina ait galigmalar asagida Bzetlenmigtir.

i ¥
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2.3.3.1. Kantitatif Analiz Metodlara

Rescin'in kantitatif analizi i¢in yapilan ilk galismalar-
da; yﬁzey_gerilﬁihi:ﬁlgﬂlmesi. asit sayisinin tayini,kdpik
testlerive hemolitik aktivite tayini gibi metodlar teklif edil-
migtir. Bu konuda bir derleme yayinlayan Bichsel, adi gegen
metodlari tartigmistir (57). Metodlarin, aescin igin spesifik
olmamasinin yani sira,uygun hassasiyette olmadifi belirtil-
mektedir.Hemolitik aktiviteye dayanan metodlar daha sonra mo-
difiye edilmiglerse de (57,58), izomerlerin farkli hemolitik
aktiviteler gistermeleri dolayisiyla gegerlilik kazanamamig-

gir.

Rimisch'in 1958'de yayinlanan galigmasinda , gravimetrik-
titrimetrik aescin tayini metodu anlatilmaktadir (59). Bu
metodda; aescin, aescinol'e donigtirilerek gioktlridldr ve sonra
titre edilir. Ancak gtkmenin tam olmadigi ve biiyilkk haetalar mey-

dana geldigi gtisterilmigtir (56).

Aescin'in ve sodyum tuzunun polarcgrafik anslizini anla-
tan bir metod 1562'de yayinlanmigtir. Bu metodla 0.005-0.015 mg

aescin'in tayini edilebildigi belirtilmektedir (60).

Literatiirde kayitli diger galigmalarda; aescin'in bnce
beraberindeki maddelerden ayirildin ., sonra miktarinin belir-
lendigi gorilmektedir. Ayairma isi bu metodlardan birinde sol-

vent ekstraksiyonu ile, diderlerinde kromatografik metodlarla

yapilmaktadir. Miktar tayininde ise fotometrik, flunrimgjxikﬂie.
= l,f' 5 N
7 & _
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densitometrik metodlar kullanilmaktadir.

Schlemmer tarafindan 1963'de (55) ve modifiye edilerek
1966'da (56) yayinlanan galigmada, spektrofotometrik bir
metod teklif edilmigtir. HKullanilan renk reaktifi FeCls-ncﬂH—
HZSD“ karigsimidir. Bu reaktif, 1958'de Crawford tarafindan
bagka maddeler igin gelistirilmistir (61). Benzer yapadaki
triterpenik veya steroidal maddeler analizi etkilediginden,
gnce aescin solvent ekstraksiyonu ile ayrilmaktadir. 1lk
yayinda bu syirmanin, dokuz defa metanolli karisimlarla yepil-
ﬂlﬁ{ belirtilmigtir. Ikineci yayinda ise {gll bir solvent sis-
temi geligtirilerek, metodun ayirma kismi modifiye edilmig-
tir. Renk reaktifi ile olan reaksiyonun mekanizmasi tam olarak
bilinmemekle beraber, aescin'in biitin izomerleri igin gegerli
oldugu bildirilmigtir. Dlugan rengin siddéti;sﬁre, ElBBkllK
ve reaktif konsantrasyonu ile standardizq edilmeye galigil-
mistir. Daha sonra DAB-8'e de gegen bu metod, bir gok yayinda

kullanilmaktadir(62,63).

Kartnig'in1969'da yayinlanan metodunda, aescin TLC ile
ayrilmis ve sonra CnElzreMireﬂdifiile fotometrik olarak

tayin edildigi bildirilmistir (64).

1970'de yayinlanan Genius'un calismasinda ise Winkler'in

(65) ayirma metodununun tartigmasi yapilmig ve TLC ile ayir-

diktan sonre Schlemmer'e gbre tayin yapildifa bildirilmigtir(e6).
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Bogs ve Bremmer'in 1971'de yayinladiklari galismalarin-
da; Schlemmer'in metodunda, yad uzaklastirilmasi iglemi igin

eter yerine kloroform kullanilmasa Gnerilmigtir (1).

Hammerstein ve Kaiser, sescin'in kantitatif tayini igin
yeni bir metod vermiglerdir. 1972'de yayinlanan bu galigmads,
benzer yapidaki bazi bitki ekstrelerine uygulanan metodun
gescin tayinininde kullanilabilecedi bildirilmistir. Metod

TLC ile ayirma ve fluorimetrik tayine dayanmaktadir (67).

Schlemmer 1972'de yayinladigi galismasinda, kendi meto-

" dunu kullanarask bir oto anelizBr gelistirdigini bildirmistir.

Ozellikle rutin analizlerde faydali oldudu belirtilmektedir(68).

. |
1973'de yayinlanan iki analiz .metodundan birinde TLC-fluori-

metri ile(69), diferinde TLC-kolorimetri ile (70) tayin yapil-

digi bildirilmistir.

18975'de yayinlanan diger bir metodda, sescin TLC ile ay-
rildiktan sonra, nil mavisi reaktifi ile fluorimetrik olarak

belirlenmigtir (71).

Boguslavskaya ve Zykova tarafindan 1977'de yayinlanan
zaligmada, gypsoside igin geligtirilen bir metod asescin'e uy-
gulanmigtir. Tohumdan_  yapilan analizde relatif standart sapma-

nin % 6.8 pldugu bildirilmigtir (72).

1953'de, Tibbi bitki ekstraktlarinda, biyolojik aktif
konstitlentlerin kantitatif tayini igin yapilan bir GQl*%EFng
4 b

TLC-densitometrik bir metod verilmigtir. Renk stabilizesyonu-"*
L N
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nun 10 dk. olduliu bildirilmektedir (73).
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1984 'de yayinlanan bagka bir galigmada, iglerinde aescin'in
de bulundufu gegitli triterpenik ssponinlerin kantitatif anali-

zi igin HPTLC-densitometrik bir metod Bnerilmigtir (74).

Son yillarda yayinlanan g ayri galigmada, HPLC ile tayin
yapilmaktadir. Bunlarin ilki 1984'de Steinigen tarafindan ya-
yinlanmigtir (75). Ikincisi 1985'de yayinlanmis ve tohum unundan
galigma metodu da verilmigtir. Hibar Li Chrospher 100 CH-18/2,
125x4mm kolon ve % 35 asetonitril (litrede 10 ml. 0.1 N H3Pﬂh
bulunduran) solventi kullanilmigtir (76). 1987'de yayinlanan
metodda ise BTB kolon TFA bulundursn asetonitril gradienti

uygulandiga bildirilmektedir (77).

Alman kodeksine gore,kurutulmus tohumlarda % 3.5-5.5 aescin
bulunmaktadar (78). Belgika farmakopesinde ise % 10 olarak
bildirilmektedir (38). 1970'de Almanya'da yayinlanan bir galig-
mada, Aesculus Hippocastanum L.'nin iki tdrinde aescin degdi-
gimi incelenmis ve % 3.74 ile 7.99 arasinda degisen sonuglar
alindigy bildirilmigtir (79). Bu galigmadaki analizler Schlem-
mer'e gdre yapilmigtair.Yine Almanya'da yapilan bir galigmada,
Bzellikle degisik bolgelerden alinan Grnekler'in analizinde
% 4.25-10.77 dederleri verilmigtir (1). Analizler Schlemmer'e
glire yapilmigtir.1987'de yayinlanan digerbir galigmada; italya-
da yetisen Aesculus Hippocastanum L. tohumlarinda, yal i;eri-.
sinde aescin miktari defjigimi incelenmigtir. % 3.43 ile 7.13
arasinda defisen deferler elde.edildifi bildirilmigtir (63).

Analizler yine Schlemmer'egtire (56) yapilmistair. . g



-18-

2.3.3.2. Tohumdan Elde Etme Metodlara

Aesculus Hippocastanum L. tohumlarindan gerek saf
aescin'in izolasyonu, gerekse aescince zengin ekstarktlarain
hazirlanmasina ait galigmalarin tamamina yakin kismi patent olarak
kayitladar.Qdzinlrlik ve hemolitik aktivite farki sebebiyle,
preparatlardaki kullanmimi agisindan Bnemli olan (X-P ddnlglmine

iligkin galigmalar da patent halindedir.

Bu konuda yapilan ilk galigmalar da; alkolli ekstreler-
den kursun tuzlari ile giktirme, eter ile giktlirme, dializ ve
asidik hidroliz gibi metodlar kullanilmigtir (34). Tohum unun-
dan aescin izolasyonuna iligkin ilk patent, Merkel tarafindan
1956'da alinmigtir (80). Merkelin metodunda, alkolll ekstreden

gasidik hidrolizle aescin elde edilmektedir. Verim % 2 dir.

1911'de Yagi (81) ve 1925'de (B82) Kofler, kollestrol ile
Aesculus saponinlerinin verdigi komplekslerle ilgili galigma-
lar yayinlamiglardir. Wagner ve arkadaslari, bu bilgilerden
faydalanarak bir metod geligtirmiglerdir. 1962'de patentini
gldiklari bu metodda aescin, etanolll ekstreden kollestrol
ile giktilrilmektedir (B3). Kollesterol daha sonra eterle uzak-

lagtairailar.

Aescin'in izolasyonuna iligkin yayinlanan dider galig-
malarda, solvent ekstraksiyonu ve aescin'in gBzinmedigi sol-
ventlerle giktirme esasina dayanan metodlar verilmigtir. Tohum

unundan ekstraksiyon igin MeOH, EtOH, PrOH gibi alkoller-yEya,

s L




-19-

bunlarin gegitli oranlardaki karigimlari kullanilmistir. Eks-
tredeki sescin, daha sonra eter, aseton gibi solventlerle

gBktirilerek alinmaktadir (B4,85,86,87,88,89,90,91,92).

Bu konuda alinan dijer patentlerde; . izolasyonun ikinci
kademesinde giktiirme yerinme, belirli pH'larda idgld veya ikili
solvent karisimlari kullanilmaktadir. 1975'de alinan bir
patentte metanolli tohum ekstresi, esitlendirilmis EHEIJ-HEDH-
Hzﬂ karigimi ile ekstrakte edilmektedir (93). Benzer bir
patent'de 1577'de slainmistir (94). Yugoslavya'da 1978'de alinan
bir patentde ise n-EuDH-HZU karigimi ile ekstraksiyon yapil-
maktadir. Daha sonra aescin, pH 5-5.5'da bikorbonat gdzeltisi
ile organik fazdan alinarak saflastirilmaktadir (95). Temelde
ayni prensibe dayanan ve ayni solventlerin kullanildiga bir kag
patent daha alinmigtir (96,97). 1981'de Yugoslavya'da alinan
bir patentde; n-BuDH—HZD karigsimi ekstraksiyonu, tohum ununun

metanolll ekstresine uygulanmaktadir. Tohum unundan aescin

eldesi igin bir pilot tesis de anlatilmigtar (98).

1987'de Japonya'da alinan bir patentde; sescin eldesi
igin, "Dia-ion HP 20" adli sentetik bir polimer adsorban gelisg-
tirildigi bildiriimiﬁtir. Metanollii tohum ekstresi, bu adsor-
bandan gegirildifinde sadece aescin tutulmaktadir. MEQH-HZU

ile eliie edilerek aescin alinmaktadair (S9).

2.3.4. Diger Maddeler
.*“"'"‘u-,H
Aesculus Hippocastanum L. tohumlarinda; ana kumpqﬁgn{: N

ry
ler yaninda, gok sayida minSr komponentin varliga gea;}dt o\ ’g%
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galigmalarla gfsterilmigtir. Bunlarin basinda flavonoidler
gelir. Tohumdaki miktarlari % 0.17 ile 0.29 arasinda dedi-
gir (1). Baslica flavonoidler, glikozitleri haelinde querse-

tin ve kamferoldir (100,101).

B viteminleri (102), askorbik asit (103), E vitamini
(104) ve diger wvitaminlerin (105,106) yani sira, aminopurin

(107), adenin, adenozin, guanin, {rik asit (106), triterpenik

alkoller (108), bazi steroller (109,110), proantesiyanidin (111)

gibi maddelerin varligi da gisterilmistir.

KUl miktarinin, kuru tohuma gire % 2 oldufu bildirilmig-

tir. KUlln analizinde K,Na,Mg,Ca ve gok 8z miktarlarda P,Cu,Mn

bulunmustur. Anyon analizinde Cl1°, SDE' ve Pﬁi' tespit edilmig-

tir. Killn HCl'de tamamen gdzindligl belirtilmektedir (1).
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3. DENEYSEL BOLUM

3.1. Tohumlarin Toplanmasi ve Analizlere Hazirlanmasi

Bitkinin z;igek agma zamani olan mayis ayinda, Yildiz
semtinde (Istanbul) bulunan Aesculus Hippocastanum L. afag-
larindan gigek ve yaprak #rnekleri slindi. Bunlar, I.0.Ecza-
ci1lik Fakiiltesi, Farmasotik Botanik Anabilim Dali'nda teghis
ettirildi*. Ayni asfaglardan eyliil V® ekim aylarinda, 15'er
giinlik ara ile dg ayri tohum Brnegi toplandi. Analizler, (g

grnek grubuna da wuygulandi.

Bogs ve Bremmer'in muhafaza deneyleri (1) dikkate alina-
rak, tohumlar stabilize edildi. Buna gidre tohumlar, sabit
agdirliga kadar G&Gnce gblgede, sonra 4031°C de kurutuldu. Cene-
l1i tipte bir kairici kullanilarak kilgik pargalar haline geti;
rilidi. Ddner bigakli bir defirmende, kaba un boyutuna kadar
Bguitlldl. Igik nem ve i1sidan korunarak analizler igin kulla-

nildi.

Stabilizesyon iglemleri dncesi taze tohumda, ve analizlere
hazirlanan tohum unundaki nem tayinleri gravimetrik olarsk ya-

pildi.

3.2. Kullanilan Metodlar
3.2.1. Yaflar

Tohum unundaki yag miktari tayini, sokslet aparatlﬂd%‘m
¥ “"?s VIEN

gravimetrik olarak yapildi. Fiziksel ve kimyasal karektenis-_.

tikleri tayin edildi. Trigliserit bilesimi ise, knﬂmatpgrafik -
* f.U.Eczac1iik Fakultesi Herbaryumu, ISTE 59280. E'Q;‘_” v
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ve spektrostopik metodlarla belirlendi.

3.2.1.1. Kantitatif Analizi

Tartilan tohum unu, vyaklagsik kendi afirlifi kadar susuz
NEZSUu ile kartusa kondu. 20-22 Saat, (Na lzerinden freksiyon-
lu destilasyonla saflagtirilmis) petrol eteri (40-60°C) ile
ekstrakte edildi. Vakumda evapore edildi. Desikatirde P2U5

zerinden kurutuldu ve tartildi. Her Birnek grubu igin lger para-

lel tayin yapilda.

3.2.1.2. Fiziksel ve Kimyasal Ozelliklerinin Belirlenmesi

Bu tayinlerin yapilacafdir yad trnekleri, meserasyonla ha-
zirlandi. QOzlcl olarak n-hekzan kullanildi. GOzlcl, 24 saatte
bir defigtirilerek, 5-6 giin igerisinde yafin tamami alinda.
Birlegtirilen maseralar, vakumda evapore (40-45°C) edildi.

RP,0

oUe izerinden kurutuldu.

Her Brnek grubundan izole edilen yad @rneklerinin yodun-

luk ve refraktif indeksi belirlendi.

Asit indeksi (ndtrallesme sayisi), genel metoda gdre tayin
edildi (112). 5-10 gr. yag Grnedi hassas tartildi. 25-50 ml
alkol-eter karigiminda gBzlldiikten sonra, fenolftalein indika-

téird ve 0.7 N KOH kullanilarak titre edildi. Sonuglar asafidaki

gibi hesaplandi: "fﬁrﬂzﬁw
. a‘ : ' J c
Asit indeksi (mg KOW/gr)= 22al:R=Be oo S\
'i ,:- “;-Y - 1 b ¥ o - ]
_-Li:"(‘- ",: 1
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Asit derecesi, asitindeksinde bulunan deferlerden hesap-

landi:

100.A.N

Asit Derecesi (ml. 1 N KDH/100 gr)= m

Burada;

R : ml. cinsinden WKOH g8zeltisi sarfiyata
N : KOH gbzeltisinin tam normalitesi

W : Yag Srneginin gr. miktara'dar.

Sabunlagma indeksi (Koettstorfer indeksi) genel metoda
gire tayin edildi (112). Hassas tartilan 5 gr.'lik yaQ Brnedi,
50 ml. alkolde hazirlanmis 0,5 N HCl ile titre edildi. Aynma

gekilde, birde bos deney yapildi. Sonuglar sdyle hessplanda.

Sabunlagma Indeksi (mg KOH/gr.)= 5541(:-DJ.N

Burada;

a : bos deney sarfiyata

b : Brnek sarfiyati'dar.

Esterlegme indeksi, sabunlagma indeksi ve asit indeksi

sonuglari arasindeki fark seklinde, her bir &Grnek igin hesap-

landa.

iyot indeksi, Hanus metoduna gdre tayin edildi (113).

0,1-1 gr. arasi hassas tartilmis yad @irnedi, cam kapakli er-

lende 15 ml. CHCl,'de gBz0ldi. 25 ml. IBr gbzeltfsisekye
A Ty

3
di. Iki #rnek ve bir bos eyni anda geligildi. Aﬁzlf#gpqtiihn

3. 1 A
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erlenler, arasira galkalanarak 1 saat karanlikta bekletil-

di. 20 ger ml. % 10'1luk KI ve 50 ml HZU eklendi. 0,1 N tiyo-

slilfat ile titre edildi. Sonuglar asaiidaki gibi heseplandi.

12,69(a-b) .N
U

1.1.{gr.1/100 gr.) =

Burada;

8 : frnek sarfiyata
b : bogun sarfiyata
N : tiyosllfat gidzeltisinin tam normalitesi

W : gr. Brnek agirlifadar.

Yadin n-hekzandeki gizeltisi, niitral MZD3 (MN 114, akti-
vite 1) kolondan gegirilerek, trigliseritler ayraldi. Yukarida
anlatilan metodlar kullanzlarak, Elmyasal karekteristikleri
tayin edildi. Ham yali ve trigliseritlerden elde edilen sonuglar

kargilastiralda.

3.2.1.3. Trigliserit Bilegiminin Analizi

Maserasyonla elde edilen yeglar, niitral Alzﬂ3 kolondan
gegirilerek trigliseritler elde edildi. ﬂgND3'la hazirlanan
TLC ile, freksiyonlarina ayrilesrak miktarlari belirlendi. Gaz

kromatografisi ile de yag asitleri bilegimi tayin edildi.

- x_t{‘!
.. - 'r‘. \
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B
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3.2.1.3.1. TLC-Spektrofotometrik Analiz

Trigliseritler, ﬂgNDJ ile hazarlanmig silikajel plaka-
larda fraksiyonlarina ayrildi (114). Daha sonra herbir frak-

siyonun miktari spektrofotometrik olarsk belirlendi (115).

Tabakalarin Hazairlanmasi : 7 gr. ﬂgﬂﬂj, 140msuda gtzllerek, 60 gr
silikajel 60 H (Merck 7736) ile homo-
jenbir karigim hazirlandi. 10x40 cm.
boyutlarindaki cam plakalara 0,5 mm.
kalinliginda kagplandi. Oda sicakligin-
da bir slre bekletildikten sonra,

105°C de 2 sast aktive edildi.

Orneklerin Uygulanmasiy : Orneklerin n-hekzandaki % 10'luk gbzel-

tileri bant seklinde tatbik edildi.

Yirdticl Codzlicd : Yapilan On deneyler sonucu, en uygun
ayirmanin, p.eteri (40%60°)/benzen/
dietileter (70/20/10) karigiminda iki

kere yiirdtme ile oldugu belirlendi.

Renklendirme Reaktifi : 2',7'-diklorofluoressein’'in % 0,1'lik
MeOH'daki gdzeltisi plUskirtildikten
sonra, UV 1gik altinda (254 nm) frak-

siyonlar belirlendi.

Her bir fraksiyun kazinarak, iginde dietileter bulunan tip-

lere alindi. Silikajel 60(70-230, Merck 7734) ile au;d’}ad“hgm
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Balonjojelere alinan ghzeltiler, gizgilerine kadar dietileter

ile tamamlandi.

Her bir fraksiyondaki trigliserit yilzdesi, gliserinin
spektrofotom2trik tayini yoluyla belirlendi. Bunun igin, be-
lirli hacimlerde alinan fraksiyonlardan dietileter uguruldu.
Alkolik KOH ile sabunlagtirildiktan sonra, olugan gliserin
NaIDh ile formaldehite dinigtiriildi. Kromotrop asidi ile olusan
kirmizi-mor rengin absorbansi 570 nm.'de BGlgilildi. Absorbans
deferleri kullanilarak, fraksiyonlarin relatif yilzdeleri hesap-

landi. Ulgiimler, Shimadzu Double Beam-UV-150-02 ile yap1ildi.

3.2.1.3.2. GC ile Yag Asitlerinin Analizi

Trigliserit bilegsiminde bulunan yad sasitlerinin esterleg-
tirilmek suretiyle ugucu tirevleri hazirlandi. Bunun igin;
Metcelfe ve arkadaglarinain geligtirdigi (116) ve daha sonra
Amerikan Yag KimysgerleriDernegi'nin resmi metodu olarak kabul

edilen BF ,metodu kullamildi (117). Elde edilen, vyad asiti

3
metil esterleri gaz kromatografisi ile analiz edildi.

GC fgin Orneklerin Hazairlanmasi : 0,15-0,20 gr. yal Brnegdi kigik
bir gilifli balona alindi.

0,5 N metanolik NaOH gbzeltisinden 5 ml. ilave edildi.Geri sofu-
tucu sltinde, su banyosu kullanilarak 10 dk. kadar sasbunlagti-
rilda. EF3-metanul (% 20, Merck 801663) gbzeltisinden 5 ml. ek-

lenerek 2 dk. ksynatildi. 5 ml. n-heptan ilave edildi yeﬂ?fﬁ}fm,

)
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daha kaynatildi. Odas sicekligina sofutulduktan sonra 25 ml.lik
jojeye alindi. Balon doymug NaCl gBzeltisi ile yikanarak
jojeye eklendi. Joje gizgisine kadar doymus NaCl gizeltisi
ile tamamlandi. Kapa@i kapatilarak birkag kere galkalandi ve
fazlarin ayrilmasi igin bekletildi. Ustteki heptan fazindan
1-2 ml. alinarak, kigik bir kapakli cam giseye kondu. Birkag
kristal susuz NBESDh konularak kurutuldu. Esterlerin n-heptan-

daki bu gdzeltisi, dogrudan GC.'ye enjekte edildi.

GC'de falisma Sartlari ;

Cihaz : Philips, Pye Unicam-PU 4500 )
Dedektdr s FID
Kolon : Carbowax 20 M (kapiler kolon, 25 m)

Tasiyici Gaz ve Hizi:He, 2 ml/dk.

Sicakliklar

Dedektidr ¢ 258%
Kolon : 200°C
Enjeksiyon Bloku : 225°¢C

Enjeksiyon Hacmi T 1l
Kagit hiza : 0,5 em/dk

Entegratir : Spectra

3.2.2. Karbonhidratlar

Serbest mono- ve oligosekkaritlerin kalitatif analizi

TLC, kantitatif analizi ise volumetrik olarak yapailda.

ta miktari ise polarimetrik metodles tayin edildi.



3.2.2.1. Serbest Mono- ve Oligosakkaritlerin Kalitatif

Analizi

Serbest mono- ve oligosakkaritlerin tohum unundan eks- -
traksiyonu igin AOAC'de belirtilen nitral Po(CH,C00), meto-
du kullanildil (118). Ekstraksiyon, Eal.".l:l3 dzerinden tekrar
destillenerek niitrallegtirilmis etanol (% B80) ile yspilda.
Elde edilen ekstrelerden alkol uzaklagtirildiktan sonra, ka-
lan kisim su ile alandi. [@zilnmig haldeki diijer maddeleri
uzaklagtirmak igin, doymus niitral PD(EH3EDD)2 gzeltisi ile
muamele edildi. Olusan gdkelti siizilerek atildi. Sidzintide

2+

bulunan Pb fazlasi, kata CZDhNa ile giderildi. Bu gekilde

2
hazirlanan firneklerde, serbest mono- ve oligosakkaritler TLC

ile arastairildl (114).

Tabakalarin Hazirlanmasi a-) 30 gr. Silikajel 63 G (Merck 7731),

60 ml 0,02 M CH,COONa ile homogen

3
bir gekilde karigtairildi. 20x20

cm boyutlarindaki cam plakalara 0.25 mm. kalinliginda kaplandi.

Unce oda sicakliganda kurutuldu. Sonra 110°C de 30 dk. aktive

edildi.

b-) Silikajel 60 FzSh(Mer:k 5554) hazair
plakalar, 0,02 M EHsCﬂﬂHa gizeltisi ile, kromatografi tankla-

rinda emprenye edildi.

YUrdticy GBzich Kerisimlari

(a) Tabakalari ile 1l-)etil asetat/izopropanod/
o ’
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2-) n-butanol/asetikasit/su (L4O/10/22)

3-) n-butanpol/asetik asit/su (80/12,5/7,5)

L-) etilasetat/n-propsnol/su (60/25/15)

5-) n-butanol/pridin/su (4D/32/28)

6-) etilesetat/n-propancl/su/asetik asit(60/25/12/3)
7-) n-propanol/asetikasit/su (70/5/25)

8-) n-propanol/asetik asit/su(B0/5/15)
(b) Tabakalari ile 9-)n-butanol/asetik asit/su (55/13/32).

Renk Reaktifi ¢ 0,5 ml. Anisaldehit, 9 ml. % 95 etanol'de gi-
zildli. 0,5 ml.der. HZSG“ B sl gl CH3CDDH
ilave edildi. Reaktif piiskiirtiildiikten sonra

90-100°C de 5-10 dk. tutuldu.

Standart ve Ornekler yanyana tatbik edildi. Lekeler glri-
nir hale getirildikten sonra, olusan renk ve hesaplanan Rf

dederlerinden tayinler yapildi.

3.2.2.2. Serbest Mono- ve Oligosakkaritlerin Kantitatif

Analizi

Her iy gruba ait Brnekler, 3.2.2.1.de anlatilan metodla,
serbest gekerlerin kantitatif asnalizi igin hazairlandi (118).
Bu 8rneklerden belirli hacimler alinarak, gBzeltinin 5 ml.sinde
0,5-5 mg. glukoz (ya da ekivalenti) olacak gekilde su ile sey-

reltildi. Analizler Shaffer-5omogy Mikro Metodu'na giire

di (119,120).



e T

Reaktifler :

..ID

Shaffer-Somogy Karbonat Reektifi : 25 gr. susuz H32C03

ve 25 gr. KNa-tartarat ﬁHEU. yaklagsik 500 ml. suda gdziil-
did. 100 gr. CuSDh.EHZDIIt. konsantrasyonundaki qﬁzeltinin
75 ml.'si, bu gBzeltinin yilizeyinin altindan ilave edildi.
20 gr. NaHED3 katilarak gBzildikten sonra, 5 gr. KI ek-
lendi. 0,1 N HIEI3 gizeltisinin 250 ml.'si ilave edildi.
FBzelti, suile litreye tamamlandi. Sinterlenmis cam huni-

den sizildl ve kullenilmadan Bince bir gece bekletildi.

iyot-Okzalat [Bzeltisi : 2.5 gr. KI ve 2,5 gr. Hzﬂzﬂh suda

gzilerek 100 ml.'ye tamamlandi.

Standart Tiyosiilfat CbBzeltisi : 0.1 N N3252D3 gzeltisi
hazirlanarak ayarlandi. Bu stok gdzeltiden 0,005 N gdzelti

hazirlanarak kullanildai.

Nisasta Indikstéirli : D,5 gr. suda gHzlinebilir nigasta ve

2 mg.Hgl., suda ¢&Ziildi.

2

% 98'lik H,50, 'den seyreltilmek suretiyle

hazirlandi.

Galigma Sekli : 5 ml.'sinde 0,5-2,5 mg. glukpz ya da ekiva-

lent seker bulunduran g@zeltiden 5 ml., 25x200
mm.lik $ilifli tiplere alindi. 5 ml. (1) gizel-
tisinden eklendi. 5 ml. su ve 5 m h
bir bos deney hazirlandi. Tlpler

lerle kapatilarask, kaynayan su b
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15 dk. tutuldu. Akan su altinda, sarsmadan

4 dk. sogutuldu. Kapaklar gikarilarak, tiipiin
kenarindan 2 ml.(2) ve 3 ml. (5) gHzeltisi
ilave edildi. Meydana gElmis olan Cuzﬂ'in
gzilinmesi saglanarak, soguk su banyosunda

5 dk. tutuldu. Bu sirada bir-iki kez karig-
tirildi. Nigastas indikastéirliginde, 0.005 N
tiyasiilfat iletitre edildi. Sonuglar mg.

glukoz cinsinden agafidaki gibi hesaplandi

mg. glukoz = 0,1099.(a-b)+ 0,048

Burada a : Bos deneydeki tiyoslUlfat sarfiyati(ml.

b : frnek igcin harcanan tiyosilfat (ml).

Bu gekilde yapilan tayinlerde inqirgen seker miktarlara
bulundu. Ornekler % 25'l1ik HC1l gbzeltisi ile kaynar su banyosun-
da 15 dk. tutularsk, indirgen olmayan gekerlerin inversiyonu
saglandi. Ayni yolla analiz edilerek toplam geker miktarlari

bulundu.

3.2.2.3. Nisastanin Kantitatif Anmalizi

Tohum ununﬁaki nigasta miktari, Hadorn-Doevelaar'in pola-

rimetrik metodu (121) kullanilarak tayin edildi.

Reaktifler :
1% 0,31 N HC1 f,ﬂ’:’ ¥ Wy

,‘;«-' P “a

2% Carrez-I Gbzeltisi : 15 gr. K, [ Fe(CN).].3H D{aﬂﬂ;ﬁlt‘? 1

& E 2 el '_:.i 5 %

LY ._ », ’ (3N

¥
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3° Cerrez II Gozeltisi : 30 gr. ZnSO .7H20/1DD ml.

4
4° % 25 HECl

faligma Sekli : 2,5000 gr. fOrnek, 50'1ik jojede 25 ml. 0,31 N
HCl 1ile karaigtirildi. Kaynar su banyosunda 15 dk. galka-
lanarak tutuldu. Oda sicakligina sogutuldu. 0,5'er ml.
Carrez-I ve 11 gBzeltisi ilave edildi. isaretine kadar
su ile tamamlandi. Mavi bant siizgeg kadidindan siizdldd.

Berrask slzintinin gevirme agisi Blgildl (cx1).

5,0000 gr. Urnek,50'1ik jojede 40 ml.su ile magnetik
karigtirici kullanilarak 15 dk. karigtirildi. Magnet gika-
rildiktan sonra, Carrez-l ve Il'den 0,5'er ml. eklendi.
Suyla gizgisine kadar tamamlandi. Siizilerek, 25 ml. sizintd
ayri birS50'lik jojeye slanda. 1 ml. % 25'1lik HCl ilave
edildi. Kaynar su banyosunda , 15 dk. galkalanarak tutuldu.
Ode sicekligina sodutulduktan sonra, su ile gizgisine kadar

teamamlandi. Gevirme agisi Blglldlu {0@).
Sonuglar asagidaki gibi hesaplandi :
% nigasta = (O, -0‘2).1"

Buradaki "f", nigasta cinsine giire degigen bir faktdrdir.
Stiz konusu nigesta igin bu deder bilinmediginden, deney gart-
larinda ayrica tayin edildi. Bunun igin asafidaki egitlikler

kullanilda.

100. &X
s ~—hr—
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[odz : Spesifik gevirme agisa
D

X : Olgiilen gevirme agisi

1 : polarimetre tiplnin boyu (dm)

c : konsantrasyon (gr/100 ml).

100. QX
R S e
1002%.1
s ¢ 100 ml.'deki 8rnegin gr.miktara

c.100/s : HBrnekteki nigasts ylzdesi

100 100

% nisasta = (0(1-32). ———_ =
0120.1

, _._10.000

= (1 = 1,901 dm)
Hﬂgﬂ.l.s

Tohumda bulunan nisasta, silfit metodu (54) kullanilarak
izole edildi. Saflastirildiktan sonra sabit afarliga kadar ku-
rutuldu. Nem tayini yapildi. 0,31 N HCl deki spesifik gevirme

ag1s1 belirlendi. Bu deder kullanilarak "f" fakt@rid hesaplandi.

'

Polarimetrik #lgimlerde Carl Zeiss polarimetresi kullanil-

di. Her bir Srnek grubu igin lUger paralel tayin yapildi.
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3.2.3. Rescin

3.2.3.1. Schlemmer'e Gire Kantitatif Analizi (56,62).

Renk Reaktifinin Hazirlanmasi

100 ml. reaktif igin;75 mg. FeCl,..6H,0, 50 ml. gl. AcOH

5 g

da gbziildli. Der. HZSU ile 100 ml'ye tamamlandi. Bu sirada

(A
@8s1r1 1sinmadan kaginmak amaciyla akan su altinda sogutuldu.

Reaktif, kullanilacagi zaman taze olarak hazirlandi.
Galigma Edrisinin Hazirlanmasi :

Fluka AG aescin standart olarak kullamildi. Uygun tartim-
lar alinarsk, seyreltmek suretiyle 200,300,400,500 wve 600
pugr/ml.'lik standart gzeltiler hazarlandi. G8zicl olarak gl.
AcOH kullanildi. 25'lik balonjojelere, standart gbzeltilerden
5'er ml. kondu. Renk resktifi ile hacmi gizgisine kadar tamam-
landi. Birkag kereters gevirmek suretiyle resktifin iyice
karismasi saflandi. 60 + 1%C'1ik su banyosunda, arada bir
tekrar galkalsmak suretiyle 25 dk. tutuldu. Akan su altinda
oda sicaekligina sofutuldu. Ayni sekilde bir de bos deney vya-
pildi. Olugan koyu mor rengin absorbansi kmax 540 nm'de, bosgsa
karsi Hlgildi. Ayni konsantrasyonlarda gidzeltiler hezirlanarak
5 seri tlgium alindi. Ulgl edrisinin denkleminin hesabinda, or-

talama absorbanslar kullanildil (Sekil &).

Orneklerin Analize Hazirlanmasi :

1 gr. hassas tartllmls tohum unu, % 65 MeOH ile }Dﬂ'igﬁxy.

tamamlandi. Tartildiktan sonra, su banyosu kullanllqrak‘ggri

03,- Ehey c ‘,,‘.‘.'7

gL ! %
sojutucu altinda 30 dk. kaynatildi. Oda s1cak11ﬁ1nag?g§hthlﬂu ;ﬁ
Ty,
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ve % 65 lik MeOH ile ilk tartima getirildi. Mavi bantli siizgeg
kagjidaindan siizlildi. 30 ml. filtrat alinmip, kurulufes kadar va-
kumda evapore edildi. Kalinti 20 ml. 0,1 N HCl ile galkalandi.
Ayirma hunisinde birlegtirilen g@zelti Ozerine 20 ml. n-propa-
nol ve 50 ml. EHC13 ilave edildi. 2 dk. kuvvetlice galkalandi.
Rlt faz ayrildi. Bagka bir ayirma hunisinde 30 ml. 0,1 N HC1,

20 ml. n-propanol ve 50 ml. CHCl, karigimi 2 dk. galkalandi.

3
Bunun alt fazi, Brnekten gelen iist fazla yeniden 2 dk. galka-
landi. Birlegtirilen alt fazlar, kuruluga kadar vakumda eva-
pore edildi. Kalinti, iki defe 10'ar ml. dietileter ile (perok-
siti giderilmis) yikandi. Eterli kisim, mavi bant kirmali siiz-
ge; kagidindan siiziildil. Silizgeg kagidi 10 ml. eterle yikandi.
Filtrat atilda. Balon ve slizgeg kafidindaki eter ugurulduk-
tan sonra, balondaki kalinti 3 defa 10'ar ml. gl. AcOH ile

alinarak ayni slizgeg kafidindan gegirildi. Filtrat gl. AcOH

ile 50 ml.'ye tamamlandi.

Hazirlanan gdzeltiden 5 ml. alindi. Renk reaktifi ile
25 ml,.'ye tamamlandi. (aligma efrisinde oldufu gibi absorbansi
Blglildd. Her Ug @irnmnek grubundan, lger ekstre hazirlanarak para-
lel tayinler yapildi. Olgiimler, Philips PU 8700 UV-visible

spektrofotometre ile yapildi.
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{ 1:40; 2:60; 3:80 ; L:100,;5:120pgr/ml )

Sekil 4. Schlemmer'e Gbre 5t. Aescin Spektrumlari.

3.2.3.2. Yeni Bir Metodla Kentitatif Anaslizi

Tohum unu ekstresinden dofrudan analize imkan veren
bir metodun, ayirma iglemleri kullanan dijer metodlars gire
daha iyi sonuglar verebilecegi diUsinildli. Bu amagla yola gi-
karak yapilan éal1§malar sonucu; Hzellikle karigsimlarin ana-
lizinde iyi sonuglar verdigi bilinen, tlrev spektrofotomet-

risinin kullanildig: yeni bir metod geligtirildi.

7y 2
/s it i
/ L
‘: > o |- { -
Qe e
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Standart aescin ve tohum wununun gesitli solvent ve sol-
vent karigimlarindaki spektrumlari incelendi. Metanolll ekstre-
lere standart katma metodu denendi ve yliksek sonuglar elde
edildi ($ekil 5). Aescin, tohum unu ekstresinden kantitatif
olarak ayrildi. Izole edilen sescin ve kalan kisimlardan olu-
gan matriksin; metanol, etanol ve bunlarin sulu karisimlarin-
daki spektrumlari incelendi. Aescin, matriks ve tohum unu
ekstresinin birbirine gok benzeyen spektrumlar verdigi gbiridldl
(Sekil 6). 1-4. Tirev spektrumlarinda da aescin'in analizine
imkan saflayan bir ayrilma gdzlenmedi (Sekil 7,8,9,10). Kul-
lanilan solvent sistemi defistirilmek suretiyle, aescin ve
matriksin spektrumlarinin ayrilmasina galigildi. Gl.AcOH-0,1 N
HC1 (1:9, v/v) solvent karigimi kullanilarak alinan 2. ve 4.
tiirev spéktrumlar1n1n uygun'sanuglar verdigi belirlendi (Sekil
11,12,1}). 2.Tdrev spektrumu, herbir konsantrasyona karsilik
gelen pik yiksekliklerinin daha fazla olmasi sebebiyle tercih
edildi. Standart aescin wve @rnedin 220-2%90 nm.ler arasi 2.ti-
rev spektrumlari alanda. S5i1far gizgisinin dstinde 234.5 nm'de
ve altinda 240.3 nm'de yan yana bulunan pik-pik toplamlarindan
kalibrasyon yapildi. 0-250 pgr/ml. Konsantrasyon araligindaki
degigimin lineer oldufu belirlendi. Absorbans ve tiirev deder-
leri 2 saat boyunca izlenerek, sabit kaldig: tespit edildi.
Metod ig standart kullanilarak test edildi. Yapilan 5 deney
sonucu geri kazanma oprani, ortalama % 99,20 olarak bulundu
(s=0,0641). Ayni #Brneklerden, Schlemmer metodu kullanilarak

paralel anslizler yapildi. Sonuglar istatistik olarak dejer-

.
lendirildi (b#ldm 3.3.4.3). o *T.Q.

(O 1

i
%
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Olgimler Philips PU 8700 UV-Visible tiirev spektrofotomet-

resi ile yapildzi.
Caligma E@risinin Hazairlanmasi :

0,1250 gr. standart aescin (Fluka AG), gl. AcOH'da gizi-
lerek 25 ml'ye tamamlandi. 0.1, 0.2,0.3, 0.4 ve 0.5 ml.'lik
hacimler alinarak 10'ml.lik Jjojelere kondu. 9'ar ml. 0.1 N
HC1 ilave edildi. Gl. AcOH ile gizgilerine tamamlandi. 220-
290 nm arasi 2.tlrev spektrumlari alindi. 234.5 ve 240.3 nm.
lerdeki pik-pik toplamlari kaydedildi. Bitin islemler tekrar-
lanarak 5 seri Hlgim alindi. Herbir konsantrasyona ait tirev
dederlerinin ortalamalarindan galigma efrisi denklemi hesap-

landi.
Orneklerin Analize Hazirlanmasi:

1 gr. hassas tartilmas tnhﬁm unu % 65'lik MeOH ile 10D
ml'ye teamamlandi ve tartildi. Su banyosunda, geri sofutucu
altinda 30 dk. kaynatildi. Oda sicakligina sofutuldu. % 65'lik
MeOH ile ilk tartima getirildi. Mavi bant siizgeg kagidindan
slizildi. 30 ml. filtret 100 ml.'lik armudi balona alindi. Ku-
rulufa kadar vakumda evapore edildi. Balona 10 ml. gl.AcOH
eklenerek kallnt}nln tamami giiziilldl. Bu gdzeltinin 1 ml.si,

10 ml.'lik balonjojeye alindi. (dzgisine kadar 0,1 N HC1

ilaue edildi. Galigma egrisinde oldudu gibi, 2.tilrev spektrumu

miktarlar hesaplandi.
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3.2.3.3. Tohumdan Eldesi ve Standartla Kargilastirilmasa

Rescin'in izolasyonu igin, bir Yugoslav ilag firmasinin

patentinde verilen metod kullanildi (95,96).

Kuru Bgutllmils tohum unu, n-butanol ile doyurulmus su
ve su ile doyurulmus n-butanol kullanilarak ekstrakte edildi.
Ekstraksiyon, HC1l ile asitlendirilmek suretiyle pH 3-4'de ya-
pildi. Organik faz ayrildiktan sonrs, kalan sulu silspansiyon
su ile doyurulmus n-butanol ile tekrar ekstrakte edildi. Orga-
nik fazlar birlegtirildi ve su ile yikandi. Etil asetat ilave
edildi. pH 5-5,5 arasinda tutularak, sul; alkali hidrojen kar-
bonat giizeltisi ile ekstrakte edildi. Aescin'in alkali tuzunu
bulunduran sulu ekstrakt, aktif karbon ile renksizlegtirildi.
Vakumda kurulufas kadar evapore edildi. Kalinti metanol ile
alindi. Asidik tipte katyon defistiriciden gegirildi (amberlite-
120). Metanol, vakumda ‘evaporasyonla uzaklagtirilarak aescin

elde edildi.

Izole edilen aescin ve standardin UV , IR spektrumlari,

TLC, elementel analiz sonuglari karsilagtiralda.

UV spektrumlari Philps UV 8700, IR spektrumlari Philips
9700 spektrofotometrede, elementel anslizler Hawlett Packard

cihazainda yapildai.

TLC'de silikajel FESh(Merck 5554) hazir plakalar ve

EHE13

solvent karigimlari kullanildi.

"-‘ s
-MeOH-H,0(59:33:8), PrOH-EtOAC-H,0(40:30:30) ylruthcy"
2 2 ] ol ~E

-
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3.2.4. Kil Analizi

Duyarli olarask tartilan drnekler, Pt kriéizelerde 600°C de
temamen kil edildi. Sabit tartima getirildikten sonra tartil-
di. Her Brnekteki kil ylUzdesi igin, Uger paralel tayin yapildi.
Killdn, der HCl'de tamamen gHzlndlgl gBrildl. Bu sekilde giizel-
tiye alinan kilde sodyum, potasyum, kalsiyum ve magnezyum ana-
lizi yapildi. Analizlerde Eppendorf slev fotometresi kullanil-

di. Her Brnek igin lger paralel tayin yspildi.

3.3. Bulgular

15'er glin ara ile toplanan g OGrnek grubu agsafidaki gibi
numaralandi. Elde edilen bulgular, bu numaralar kullanilarak

giisterildi.

S5 Eylilde toplanan Srnekler : I
20 Eylilde toplanan drnekler : 11

5 Ekimde toplanan idrnekler : III

3.3.1. Nem Miktarlara

Taze tohumdaki nem miktari, her gruptan 5'er tayin yapila-

rak belirlendi. Sonuglar tablo &4.'de gisterildi.

Tablo 4. Taze Tohumdaki Nem Yiizdeleri

frnek % New
no: 1 2 3 L 5
1 48.1% | 49.66 | 50.53 [1B.96 |47.90
11 45.37 | 46.48 | 47.33 |ut.u2 [46.29
111 48.00 | 49.06 | 50.51]50.71 |49.13




Stabilizesyon iglemlerinden sonra, Bfltiilerek analizlere

LHE.

hazirlanan tohumlardaki nem miktari ayni gekilde belirlendi.

Sonuglar tablo 5.'de gisterildi.

Tablo 5. Tohum Unundaki Nem Yizdeleri
% Nem
Urnek
no. 1 2 3 & 5 art.
I 10.61 | 10.74 10.84 | 10.72 | 10.81 10.74
11 10.62 | 10.44 10.57 | 10.54 | 10.61 10.55
I11 10.42 | 10.56 10.51 | 10.38 | 10.35 10.44

edildi. Elde edilen degerlerden;

yiizdeleri,

3.3.2. Yaglar

Yag miktarlara, b#lim 3.2.1.1.de

taze

3.3.2.1. Yag Miktarlar:

lari kullsnilarak hesaplandi.

Tablo 6. Yaf Yiizdeleri.

taze

% Yajd
frnek -% 10 Nemli Tohum Ununds

Kuru Teze
_ no. 1 2 3 ort. Tohumds | Tohumda

1 Lol | 4,26 | 6,37 | 4,35 L .87 2,48

11 5,601 5,471 5.6 | 5,43 6,07 3,281

/
I11 LGB 4,731 4,71 | &:70 8,24 2, Pr]

ve kuru Brnekteki yad

tohum ve tohum unundaki ortalama nem miktar-

de anlatilan yolla tayin



-

3.3.2.2. Fiziksel ve Kimyasal Ozellikleri

Maserasyonla izole edilen yaglarin yoBunluk ve refraktif

indeksi belirlendi. Degerler tablo 7.de verildi.

Tablo 7. Yafin Fiziksel Ozellikleri.

Ornek Yogunluk Refraktif
no. gr/ml;20°C indeks 40°C
I 0.%09 1.4670
I1 0.911 1.L668
ITI 0.9087 " 1.4653

Bulunan asit indeksi, asit derecesi, serbest yag asitleri
yizdesi (oleik asit cinsinden), sabunlagma indeksi, esterlegme
indeksi ve iyot indeksi (Hanus metoduna gdre) sonuglari; yaf
ve trigliseritler igin tablo B8'de gfisterildi. Verilen rakamlar,

tiger paralel tayinin ortalamasindan hesaplandi.

Tablo 8. Yadin Kimyasal Karekteristikleri

Urnek A.I. A.Der. % 5.1. gl ) %

no. |(mg.KkOH/gr)|(ml.1 N al-|Ser.Yad.As. (mg.KOH/gr) [mg.KOH/gr) [gr./100 gr.
kali/10 gr) [(oleik asit)

A

Yaf |Trig. | Ye§ [Trig.| Ya§ | Trig.| Ya§ |Trig.| Yad |[Trig.|Yad. |Trig.

1 8.3 | 1.5 11.8] 3.7 | 4.19 | 1.06 | 173.3|165.7 1&5:0 168.1| 77.06] 70.6¢

11 8.7 | 1.6 15.5| 2.9 | 4.38 | 0.84 | 178.5|166.6] 169.8 |164.9]85.13| 74, 3¢

111 6.5 | 1.2 | 11.7| 2.1 | 3.31|0.62 | 176.6]165.5| 170. 1 73.2




3.3.2.3. TLC-Spektrofotometrik Bulgular

L8~

Yadin trigliserit bilegiminin, ince tabeka kromatogram-

lar:i sekil 14,15 ve 16'da

gisterildi. I @rnedinde 8, II ve

II1 Brneklerinde 9 trigliserit fraksiyonu tespit edildi.

Sekil 14.

I.6rnegi.

=

Sekil 15.

=

II.6rnegi.

Sekil 16. III.o6rn

Her bir fraksiyondan yapilan gliserin tayinlerinden hesap-

lanan relatif trigliserit ylzdeleri tablo 9'da verild -~ Deger-

ler, Uger parslel tayin ortdlamasindan

o £y

s N

hesaplandiy/st " r g



by G

Tablo 9. Relatif Trigliserit Ylzdeleri.
Relatif Trigliserit Yizdeleri
Fraksiyon
No: I 11 111
1 49.67 48.50 36.34
2 38.17 20.85 10.72
3 10.32 17.20 19.71
4 1.10 9.83 17.10
5 0.09 122 11.53
6 0.13 0.12 .95
7 0.09 0.80 193
8 0.37 .50 1.56
9 - 0.89 0.88

yag a

edilen bes vad asidinin; palmitik (16:0), stearik (18:0),

oleik (18:1), linoleik (18:2) ve erusik (22:1) asit oldugu

3.3.2.4. Yag Asitleri Bile$imi

GC ile yapilen anaeliz sonucu,

sitlerinin

farkli miktarlarda oldufu giridldd.

iig firnek grubunda da ayni

belirlendi. Her g gruba ait yag ssiti miktarlari tablo 10'ds,

kromatogramlar sekil 17,

18 ve

18'da g

Tablo 10. Yad Asitleri Bilegimi

isterildi.

Relatif VYiizde
rnek | Palmitik Asit | Stemrik Asit | (leik Asit | Linoleik Asit | Ensik Asit
o (16:0) (18:0) (18:1) (18:2) (;z:gl._?‘*;
I B.55 2.16 60.42 20.10 "8, 11
11 7.95 2.32 59.55 23.38
111 7.82 2.21 56.68 26.64

o -
3 —_
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3.3.3. Karbonhidratlar

3.3.3.1. Serbest Mono- ve Oligosakkaritlerin Bilegimi

0.02 M BHscGDNa ile hazirlanan silikajel G(Merck 7731)
plakalar (20x20) ve asafida belirtilen ylrUtilcl solvent kara-

gimlarindan, digerlerine gire daha iyi sonuglar alindi:

(2) n-butanol/asetik asit/su (40/10/22)
(3) n=-butanol/asetik asit/su (80/12.5/7.5)

(4) etilasetat/n-propancl/su (60/25/15);(iki defa).

Kromatogramlar incelenerek (sekil 20,21,22); drneklerin
Rf degerleri ve reaktifle verdikleri renkler (tablo 11), stan-
dartlarinkilerle (tablo 12) karsilastirildi. Yedisi mono-,
ikisi disakkarit olan dokuz serbest sakkarit; glukoz, fruktoz,
ksiloz, galaktoz, sorboz, ramnoz, arabinoz ve sakkaroz, malto:z
olarak teshis edildi. Serbest sskkarit bilegiminin g Brnek

grubunda da ayni oldugu glrdldi.

[a ]
o= e ol
=]
=3 e o ob o o ©
o g | % o o = o
a = o e ofb o
= a oL a © o 9
s ° e © o} a o
= [=]
>
- I LS
o 1

- .
o » - ] ®

{2 3485678 900M 1 0m

Sekil 20. Yiruticd Solvent:(2)

-
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Sekil 22. Yuriitlcl Solvent: (%)

Tablo 11. Orneklerdeki Sakkaritlerin Rf Defierleri ve Renkleri
Yirdticl ORNEK ND
Solvent 1 2 3 4 5 6 7
2 Rf |0,06 0.10 0.25 0.32 O0.44 0.53 0.61
Renk |ag.mavi{agik mor mor mar mavi-gri | gri yesil
Rf 10.10 0.13 0.29 0.30 0.64 0.50 -
3
Renk |ag.gri |ag.gri.ma.| mor mor mor mor -
Rf |0.09 0.7 0.19 0.39 0.64 - -
4
Renk | mar gri-yesil |mavi-gri | sari-ye.| yegil - -
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Tablo 12. Standartlarin Rf Deferleri ve Renkleri

5t. Ada Renk RF

No. (a) (b) (c)
1 laktoz yesilimtrak B 25 B.23 0.04
2 maltoz mor 0.30 0.29 0.06
3 sakkaroz mor 0.32 0.30 0.08
L glukoz mavi-gri O.44 0.42 g.19
5 galaktoz gri-yesil 0.33 0.39 0.18
b mannoz yesil 0.u48 D.46 0.36
7 fruktoz mor 0.45 O.4L4 0.29
8 sorboz mor 0.50 0.50 D.44
9 arebinoz sari-yesil 0.42 0.45 0.39
10 ksiloz gri 0.54 0.53 0.53
13 ramnoz yegil 0.61 0.59 0.65

masindan, mg. glukoz cinsinden serbest mono- ve oligosakkarit-

lerin miktarlari hesaplandi. Bu degerler,

3.3.3.2. Serbest Mono- ve Oligosakkaritlerin Miktarlara

Her @rnek grubundan yapilan iger paralel tayinin ortala-

kurutulmus ve taze

Grneklerde yizde sakkarit olarak tablo 13'de verildi.

Teblo 13. Serbest Mono- ve Oligosakkaritlerin Qﬁzdeleri

Ornek Kuru Tohumda % Taze Tohumda %
No. ind n | indirgen - inds
o nderge Dlmaygn ¥t indirgen En%é:gﬁn | Toplam
.,“’ﬂ! e
A
I. 1-75 6-19 7.9& U-ag 3.1?:‘. _...—‘Qo’b‘.
11 1.50 7.54 9.04 0.81 u.qﬁ.f;‘{f'dﬁhaﬁk
111 1.72 8.55 10.27 0.86 4.32% %} 5.18 J
*‘2}.- s :



-56=

3.3.3.3. Nigasta Miktarlari

Tohumdan izole edilen nisastanan

spesifik gevirme agisi

lo&ﬁ” s 190,56 (0.34 N MC1l) olarak balirlendl. Bu deSer kul-

lanilarak Hadorn Doevelaar metodundaki "f" faktérd 5.52" olarak
hesaplandi. Polarimetrik Glgilmlerde, gsahit giizeltilerin gevirme

agilarinin "O" oldugu gbrdldd. Her 8rnek igin lger paralel tayin

yapildi. Ortalama dederlerden hesaplanan nigasta ylzdeleri,
ve taze tohuma gire tablo 14'de verildi.
Tablo 14. Tohumdaki Nisastas Ylzdeleri
{rnek % Nisasta
No: Kuru Tohumdsa Taze Tohumdsa
1 £1.99 21.39
11 Li .49 24.03
111 35.82 18.09
L
il
TN
';'i’f.'».- A 1
(Bt - R
el Tlwl®
l\.?ﬂ_%‘-\‘:‘.ﬁ}_.;—.*! : 2
n.'_‘a:, {'.Iﬁ,"‘i" - e
Saeys-

kuru



3.3.4. Aescin

3.3.“‘1.

5w

Schlemmer Metoduna Gire Bulunan Miktarlar

Her Ornek grubundan lger paralel tayin yapildi. Sonuglar

tablo 15'de gisterildi.

Tablo 15. Schlemmer'e Gre Aescin Yizdeleri
% Aescin
rnek | Analiz Kuru Tohumda Taze Tohumda
No: No: ort.% ort. ort.% ort.
i 5.5 2.94
I 2 6.42 6.10 & % 3.10
3 6.09 3.10
1 6.42 3.46
I1 e 5.81 6.1 2+13 3.30
3 6.18 3.33
1 8.13 4.10
111 2 7.41 7:79 3.74 3.93
3 7.83 3.95

lar teblo 16'da giisterildi.

3.3.4.2. Yeni Metod Ile Bulunan Miktarlar

Her

irnek grubundan Uger paralel tayin yapildi ve sonug-

2 N
¢ & i - B
/o -
é‘:‘ v Yia ":\\ L~
p o | "
G4

3 ;J ._-
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Tablo 16. Tiirev Metoduna Gire Aescin Yiizdeleri
% Aescin
Ornek Analiz Kuru Tohumda Taze Tohumda

No. No. ort.% ort. ort.% ort.
1 Bel 3.16

I 2 6.28 6.20 3.20 3.16
3 6.13 3. 12
1 6.28 339

I1 2 6.29 6.23 Jed9 5.38
3 6.23 3.36
1 Tadd 3.92

II1 2 7.86 7,75 2% 3.89
2 7.64 3.85

Degerlendirmesi

Schlemmer metoduna gire yapilan analizler igin,

3.3.4.3. Aescin Analizi Metodlarinin Istatistik

40-120

pugr/ml. arasi bes standart kullanilarak, bes ayir Hlglm alinda

(tablo 17).

Ortalesma absorbans

denklemi hesaplandi.

A = 8,k.10"

3

+ 5,955.10°

3

(r= 0.9399)
A
S k.
y &
{40
i'?;- -

s |
it |
o
%
¥’
F

dederlerinden galigma egrisi




Tablo 17. Schlemmer Metodu

-59.

Olgli Efrisi Deferleri

ucg:r/’ml A, A, Ay A, As R s %—wu
40 0.241 | D.254 | 0.253 | 0.251 |0.260)0.247[6,76.1073| 2.73
60 p0.360 | 0.374 | 0.375 | 0.363 |0.355(0.365[8.79.107° 2.u0
80 0.476 | 0.501 | 0.497 | 0.480 |o.448|0.484 [1.40.107% 2.90
100 0.597 | 0.626 | 0.612 | 0.602 |0.59u)0.606]1.30.107% 2.74
120 0.7%6 | 0.739 | 0.727| 0.7 |0.716|0.722|1,09.107% 1.51

Tirev metoduna gire yapilan anslizler igin,

arasi bes standart kullanilarak,

18).

denklemi hesaplandi.

50-250 pgr/ml

bes ayri dlglm alinda (tablo

Tirev degerleri (pik-pik) ortalamalarindan galisma ef@risi

-3

P = 7.,18.710 + 0,19361% C (r=0,9999)
Tablo 18. Tlrev Metodu Olgl Efrisi Degerleri
C &
fp9vml| P4 0, D, D, D, b 5 5100
50 | 9.688 | 9.689 | 9.685 | 9.691| 9.687 | 9.688 |2,23.107°| 2,30.107°
100 |19.359 | 19.360 |19.359 [19.361 | 19.355 | 19.358{2,28.10 | 1,17.107%
150 | 29.070 | 29.071 |29.067 |29.070 | 25.070 | 29.069 1.51.15_3 5.19.1U-3
200 | 38.720 | 38.723 | 3B.720 |38.722 | 38.721 | 38.721 1.3D.1U-3 3,35.10-3'
250 |ue,s10 [ue.u08 |w8.u10 [4B.4%6 | 4B.408 | 48.410]3.31.107 | 6.80.107°
p—
Metodlari kargilastirmak amaciyla, aynl drnek gnﬁguﬂdghf‘ %n
(111) beser paralel aneliz yapildi. "t" ve "F" te : uygulah. ii
narak metodlar kargilastirildi. % 95 gilven duzeyizgi, guven F

araliklari hesaplandi. Sonuglar tablo 19'ds verildis f;f

=



"t" testi sonucunda,
ylzdesil degerlerinin ayni

tinde ise tiirev metodunun

girildd.

-60=-

popiilasyona ait olduklari;

|!F|l

Tablo 19. Metodlarin Istatistik Kargilastirmasa

Tidrev Met. Schlemmer Met.
ﬂ1 6.77 6.41
n, 7.11 7.22
ns 6.95 &.h6
n, 7.05 7.21
ns 6.89 6.74
% 6.95 6.81
5 0.1337 0.3922
5
—~—. 100 1.92 5.75
5% 0.0178 0.1538
L.8_ : 0.16 $0.48
I
giiven araligi| 6.79-7.11 b.33-7.29
fgnt 2.776
tbulunan #4939
Feanlo 6.3
Pt bR 8.6k
(6 = 0.05 ; n=5) :
jfpﬂ";ulfh
S RN
o =
{3l
%{fhi"
S

her iki metodla elde edilen aescin

tes-

prezisyonunun daha ylUksek oldugu
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3.3.4.4. Tohumdan Elde Edilen Aescin'in Standart ile

Kargilagtirilmasa

Ayni gartlarda gekilen UV (sekil 23) ve IR (gekil 24)
ince tabaka kromatogramlari (gekil 25) ve ele-

spektrumlara,
mentel analiz (tablo 20) sonuglarindan; izole edilen aescin

ile standardin ayni yapida oldudu gbrildd.

5 I
= —_—
ey (==
: - L 2 * -
1zole sl. izole st.
(a) (b)
a: CHCIBIMeGH/HZU(SQKBSIB)
- b: n-PrOH/EtOAc/H,0(4/3/3)
Sekil 25. 5T. ve izole aescin'in TLC'leri.
Tablo 20. Elementel Apaliz Sonuglar:
Element fzole Aescin Standart
. 54.618 54.247
% H 8.065 7 A ek
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Sekil 23. St ve Iizole Aescin'in UV Spektrumlar:
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3.3.5. Kill Analizi Bulgulari

Tohum unundaki kiil miktarlari, bélim 3.2.4.'de anlatilan
gekilde belirlendi. Her Brnek grubundan lger paralel tayin
yapilarak, kuru ve taze tohumdaki k{1l yiizdeleri hesaplandi

(tablo 21).

Tablo 21. KUl Yizdeleri

Ornek % Kl
No. Kuru Tohumda |Teze Tohumda
3 1.99 1.01
11 1.92 1.03
I1I 2,02 1.02

Kilde bulunan Na, K, Ca ve Mg miktarlari ise tablo

22'de gBsterildi.

Tablo 22. Kil'de Na, K, Ca, Mg Yilizdeleri

Ornek No % Na % K % Ca % Mg
I 0.16 B Tab2 0.23
I1 0.16 16.26 1.82 0.24

I11 0.13 14.62 1.59 D.24
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L. TARTISMA

Tirkiye'de yetigen Aesculus Hippocastanum L. bitkisinin
tohumlarinin kimyasal hile$iminin‘ara§t1r11m551 amaciyla yapi-
lan bu galigmada, tohumun ana komponentlerinin miktar ve bi-
legimleri belirlenmigtir. Tohumun Bnemli komponenti olan sescin-

in kantitatif analizi igin de yeni bir metod gelistirilmisgtir.

Tohumlar eylil baglarinda olgunlasir ve ekim ortelarinda
diklilmeye baslar. Bu dinem igerisinde tohum bilegsiminde defisg-
meler oldufu, vyapilan analizlerden anlasilmaktadir. Aescin
ve serbest sakkarit miktarinda artma, nigasta miktarinda ise
azalme girilmektedir. VYsg miktarinds ise, dbnem ortasinda
bir maksiﬁum griilmekle beraber, aradaki fark fazla degildir.
"I", 5 eylilde; "II", 20 eylilde ve "III", 5 ekimde toplanan
ﬁrnék grubunu gistermektedir. Her komponetin miktari en az
iiz paralel tayinle belirlenmistir. Bu psralel tayinler arasin-
daki farklar gok kigik oldugundan, ortalamalari kullanilmistir.
Belirlenen komponentlere ait toplu sonuglar, tablo 23'de gis-

terilmistir.

Teblo 23. Tohumun Ana Komponent Yiizdeleri

Ornek Aescin % |Nisasta % | Top.Serbest |Yad % | KUl %| Su
Sakkarit %
kuru tohumda 6.20 41.99° 7.94 4.87 1.99 -
I [teze » 3.16 21.39 4 .04 2.48 | 1.01 | 49.06
kuru " 6.23 44 .49 9.04 6.07 | 1.92 »
I [taze 3.38 24,03 4.88 3.28 | M 598
kuru n 7.75 35.82 10.27 Bk " ‘Z‘ﬁf—- :‘!Li_
11 [aze o 3.89 18.09 5.18 2.64 | 2.0z | uo.ke
U
W oy



Nisasta tohumdan izole edilerek, spesifik gevirme agis:
20
lOﬂD = 190.56° (0.31 N HC1) olarak bulunmustur. Bu deger,
ayni sartlarda misir nisastasi icin 1?7.&6°. patates nisas-

tasinda 181.78%°'dir (121).

Tohumda dokuz serbest sakkarit belirlenmistir. Kromatog-
ramlarin ikisinde (gekil 20,21), Rf degerleri mevcut stan-
dartlardan kiigiik iki leke gorilmiistiir, Bunlar, diger lekeler-
den daha belirsiz ve g¢ok agik renktedir. Sakkaroz ve maltozu
Rf deferleri ile renkleri birbirine ¢ok yakin olmakla beraber,
ikisinin yanyana bulunmasi, kolayca teshis edilmelerini sag-
1am1$t1r.'G1ukoz, fruktoz, ksiloz, galaktoz, sarboz, ramnoz
ve arabinoz standartlarla karsilastirilarak teshis edilmis-
lerdir. Her ii¢ 6rnek grubunun da, ayni serbest sakkaritlerin
bulundugu goriilmektedir. S6zi edilen iki belirsiz leke saf-
s1zlik olarak diigiiniildiigiinde, indirgen olmayan tek'sakkaritin
sakkaroz oldugu anlasilmaktadir. Dolayisiyla indirgen olmayan
sakkarit miktari, tohumdaki sakkaroz miktarini gostermektedir

(table 13).

Tohum yaginda, GC ile yapilan analizler sonucu palmitik,
stearik, oleik, linoleik ve erusik asit olmak iizere bes yag
asidi belirlenmistir, Bu yag asitlerinin miktarlari, toplanma
zamanina gore biraz degismektedir (tablo 10). TLC'de I no'lu
drnek 8, II ve III nolu 6rnekler ise 9 trigliserit fraksiyonu
gostermistir (sekil 14,15,16). Buna goére; tespit edilen bes
vag asidi, gliserinle cesitli kombinasyonlarda esterlesmis

olarak I'nolu érnekte 8, II ve III'nolu 6rnekte Qr{;}%{%;?%gt
B e R
. i



meydana getirmektedir. Bunlarin miktarlari da tayin edilmis-
tir (tablo 9). Her ii¢ yag Grnegi icin tayin edilen kimyasal
karekteristikler ve yaj asiti analizi sonu¢lari uyum igeri-
sindedir (tablo 8). Belirlenen yag asitlerinin; cins ve
miktar ag¢isindan, literatiirde bildirilmis olanlarla farkli-
li1k gosterdigi anlasilmaktadir. Yugoslavya'da yapilan bir
gsalisma (41) ile karsilastarildiginda; oleik ve linoleik
asit miktarlarinin benzedigi, difer yag asitlerinin ise cins

ve miktarlarinin farkli oldufu goriilmektedir.

Tohum unundan aescin'in kantitatif tayini® i¢in literatiir-
de verilen metodlar, ayirma ve belirleme islemleri olarak
iki asamalidar (bolim 2.3.3.1). Ayarma, TLC veya solvent
ekstraksiyonu ile yapilmaktadir. Aescin'in, Rf'leri farkla
olabilen otuz kadar izomerden meydana gelmesi, TLC ile ayar-
mada giglik yaratir. Solvent ekstraksiyonu ile yapilan ayir-

malarda ise madde kaybi olmaktadir.

Literatiirde en ¢ok kullanildigi goriilen Schlemmer meto-
dunda, aescin solvent ekstraksiyonu ile ayrilmaktadar. Ugli
solvent karisima ile iki kere ekstraksiyon ve ardindan eterle
yikama yapilmaktadir. Bu asamada madde kaybi oldugu, Bogs ve
Bremer tarafindan da bildirilmistir (1). Aescin'in gesitli
solventlerdeki ¢oziiniirlugu iéip verdikleri rakamlar tablo

24'de verilmistir.




Tablo 24. Bogs-Bremmer'e Gdre Aescin'in COziintirliigi

Solvent S-Renein
literatiir bulunan
eter ¢coziinmez 0.0076
kloroform| ¢6ziinmez 0.0077
su 0.007;0.01 0.025
etanol kolay ¢oziiniir|] 21.7
metanol kolay ¢déziinir| 25.88

Metodun spektrofotometrik tayin kisminda, renk reaktifi ile
olusan iiriin rsifa karsi duyarlaidair. Renkli iiriiniin absorban-
sinin, 1sikta 1/2 saat sabit oldugu belirtilmekle beraber,

bu siirenin daha az oldugu gozlenmistir. Her iki husus, meto-

dun prezisyonunun azalmasina sebep olmaktadar.

Boliim 3,2,3,2,de anlatalan ve yeni bir metod ular;k veri-
len tiirev spektrofotometrisi ile aescin analizinde, ayirma
islemi yoktur. Tohum ununun Z 65 MeOH ile hazairlanan ekstre-
sinden direkt tayin yapilmaktadir. Bu durumda, yapilan islem--
ler basitlesmekte ve analiz siiresi kisalmaktadir. Metod, geri
kazanma ve Schlemmer metodu ile karsilastirmak suretiyle test
edilmistir. Geri kazanma orani, ortalama % 99.20'dir (n=5;
s= 0.0641). Istatistik hesaplamalar, Schlemmer ve tiirev meto-
du ile bulunan degerlerin ayni popﬁiasyona ait oldugunu gis-

termistir. Ancak tiirev metodunun prezisyonu daha yiiksektir.



Aescin, tohum unundan izole edilerek, standart (Fluka
AG) ile karsilastarailmistir. UV ve IR spektrumlarindan (122)
ayni fonksiyonel gruplari bulundurduguy, elementel analizin-
den ise ayni formiilde oldufu goriilmektedir. TLC'den bulunan
Rf'ler de aynidir. Bulundurabilecefi otuz komponentin mik-
tarlarl i¢in birsey sdylenememekle birlikte (tablo 1,2),

aynl1 yapida olduklari anlasilmaktadar.

Ana komponentlerin miktarlarinin karsilastirilmasi agi-
sindan ; bu galismada elde edilen sonuglarla, ¢esitli Avrupa
iilkelerinde yapilan galismalarda elde edilen sonuglarin bazi-
lar:1 tablo 25'de verilmistir. Cok biiyiik olmamakla birlikte,

iilkeden lilkeye bazi farkliliklar goriilmektedir.

Tablo 25. Komponent Miktarlarinin Karsilastairilmasa

Komponent | Tirkiye'de*| Ulke % Lit.] Ulke Z Lit.

Aescin 6.20-7.75 ftalya B.43-7.13| 63 |Almanya [4.25-10.77 | 1

Nisasta [35.82-44.49 |Italya | 9.1 36 |Romanya| 37-38 39

Ser.Sakk.| 7.94-10.27 |Polonya 11 [ 43,44 - - -

Yad 4.87-6.07 |italya| 8.8 | 36 | Yugoslavya 6.1-7.7 | 41

Kil 1.99-2.02 Belgik1__l.3 38 Almanya 2 |

* Bu ¢alismadaki degerler, elde edilen en yiiksek ve en Qkifk
degerler olarak verilmistir. #,#ﬂzrfw'h\%
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