YILDIZ TEKNiK UNIiVERSITESI
FEN BIiLIMLERI ENSTITUSU

DEGISIK YORELERDEN TOPLANAN Tanacetum
parthenium L. TURUNDE PARTHENOLIDE’ IN KISMI EN
KUCUK KARELER SPEKTROSKOPIK KALIBRASYON
(PLS) YONTEMIYLE MIKTAR TAYINI VE INCE
TABAKA KROMATOGRAFISI YONTEMIYLE
KARSILASTIRILMASI

Biyolog Mehtap AYDEMIR

F.B.E. Biyoloji Anabilim Dalinda
Hazirlanan

YUKSEK LiSANS TEZIi

Tez Damismani: Prof. Dr. Nezhun GOREN (Y.T.U.) )
ikinci Tez Damsmam: Prof. Dr. Abdiirezzak Bozdogan (Y.T.U.)

ISTANBUL, 2005



YILDIZ TEKNiK UNIiVERSITESI
FEN BIiLIMLERI ENSTITUSU

DEGISIK YORELERDEN TOPLANAN Tanacetum
parthenium L. TURUNDE PARTHENOLIDE’ IN KISMI EN
KUCUK KARELER SPEKTROSKOPIK KALIBRASYON
(PLS) YONTEMIYLE MIKTAR TAYINI VE INCE
TABAKA KROMATOGRAFISI YONTEMIYLE
KARSILASTIRILMASI

Biyolog Mehtap AYDEMIR

F.B.E. Biyoloji Anabilim Dalinda
Hazirlanan

YUKSEK LiSANS TEZIi

Tez Damismani: Prof. Dr. Nezhun GOREN (Y.T.U.) )
ikinci Tez Damsmam: Prof. Dr. Abdiirezzak Bozdogan (Y.T.U.)

ISTANBUL, 2005



ICINDEKILER

Sayfa
SIMGE LISTEST ...ttt vi
KISALTMA LISTEST ...ttt sssene vii
SEKIL LISTEST ...ttt viii
CIZELGE LISTEST ..o ix
ONSOZ ..ot X
OZET ..ottt ettt sttt xi
ABSTRACT ..ttt ettt ettt et e st e st enae e st e s st enbeeneesaeenseeneenseensesneenes xii
1 GIRIS .ottt 1
2. GENEL BILGILER ......cooiiiiiieieeeeeceeeeeeeeeeee e 2
2.1 Botanik DIl@iST.....ueeeiiieeiiieeiiecie et 2
2.2 Parthenolide'in Yapisi, izolasyonu ve Biyolojik AKtiVitesi ............cocovevveevevevnennen. 3
2.2.1 Parthenolide'In YapiSi......oocueiiciiieiiie ettt 3
222 Parthenolide'in izolasyonu ve Tanimlanmas: ile ilgili Calismalar......................... 3
223 Parthenolide'in Biyolojik Aktivitesi Ile Tlgili Arastirmalar. ..............ccocovvvevrvevennnne. 5
23 Kromatografi ve EKStraksiyon.........ceceeiciiiiiiiiiiiiiiciieieeiee e 7
2.3.1 KIromatografl .....eeeeiiieciie et 7
2.3.1.1 Kolon KromatografiSi.........cccueerieeiiieniieiiieiie ettt ettt e ese e ens 9
2.3.1.2 Ince Tabaka Kromatografisi..........ccocovveviveeieiiieeeieeeeeeeeeeeeeeeeeeeese e 9
232 EKSEraKSIYOMN ...oeiiiiiiiiiiieiiecie ettt ettt et st enseas 10
2.3.2.1 Kat1 Karisimlarin EKStrakSiyonu ..........c.coecviieiiiiiiiiiciieeieeeeeee e 11
2322 Cozeltiden EKStrakSiyOm .......eeeiiiiiieiiieiiesie ettt ettt 11
2.4 Coklu Kalibrasyon YOntemleri..........cceeceuveeiiieeiiieeiieeeiiee et esvee e e 11
2.4.1 Coklu Lineer Regresyon (MLR) .....ccocciiiiiiiiiiiiiiieceee et 12
2.4.2 Ana Bilesen Regresyonu (PCR) ......ococuiiiiiiiiiiieee e 13
243 Kismi En Kii¢iik Kareler Kalibrasyonu (PLS) .......cccoooiiiiiiiiiiiiieeeieeeeeee, 14
3. DENEYSEL CALISMA VE KEMOMETRIK ANALIZ .......c.cccoooovviiieea, 19
3.1 Kullanilan Bitkisel Materyal ..........ccooouieiiieiiiiiieiiieieee e 19
3.2 Yapilan ekstraksiyon islemleri ve Ince Tabaka Kromatografileri sirasinda
kullanilan ¢OZUCTICT ...........coouiiiiiiieeiie e e e 20
33 Kullanilan ALCHIET ......cooeiiiiiiiieee e 20
34 Deneysel CaliSma .......cccuieiiiiiiiiiieiieeie ettt et 21
34.1 Bitki Materyalinin Hazirlanmast ..........cc.cooovveeiiieeiiieeciie e 21
342 Ekstrelerin Hazirlanmast ..........ocoeeiieniiiiiienieeiieceee e 22
343 Parthenolide Tayini .......cccueeeiiieiiiiecieceee e e e 23

343.1 Ince Tabaka Kromatografisi Sirasinda Kullanilan Céziicii Sistemleri.................. 24



3432 Parthenolide’in izole Edilmesi ve Saflastirtlmast .............cooeoveveeeueueoeeeeeeeeeeene. 24

3.4.4 Ekstrelerdeki Parthenolide Miktarmnin OIGHIMESI ..........covoveveveveeeeeeeeeeeeeeeeeeenee. 26
3441 Ekstrelerin BOTUNMEST .......oorueiiiiiiiiiiieie et 26
3442 Orneklerin UV Spektrofotometresine Hazirlanmast ...............cccooveveveveceenevevennnee. 27
3443 Orneklerin UV Spektrumlarimin AINMAST ..........c.oooveveveveveeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeseeeeeeenen. 28
3444 UV’si Alinmas1 Ekstrelerdeki Parthenolide Miktarmi Olgiilmesi....................... 54
3.5 Kismi En Kiicilik Kareler Kalibrasyonu...........c.ccoccveeviiieiiieeniieeciie e 55
3.5.1 Bilgisayar Program1 Hakkinda Bilgi .........cccoecieiiiiiiiniiiiiiieeceeee e, 55
3.5.2 Verilerin Bilgisayara AKtarilmasi..........ccccvieiciiieriiieeniieeeiee e 55
3.53 Kalibrasyon'un OlUusturulmast .........ccceecueriereriiniinieicneeeeeseeieete et 56
4. SONUC ve TARTISMA . ..o e 61
KAYNAKLAR . e e 71

OZGECMIS e 75



SIMGE LiSTESI

AU
bar
°C
cm
gr
m
mg
ml
mm
nm
%
A

Absorbans
Basing
Celsius Derece
Santimetre
Gram
Metre
Miligram
Mililitre
Milimetre
Nanometre
Yiizde
Dalga Boyu

v



KISALTMA LISTESI

C

GC

EA

HPLC
ISTE

ITK
MeOH
MLR
NMR
PCA

PCR

PLS
T.parthenium
T.larvatum

Derisim

Gaz Kromatografisi

Etil Asetat

Yiiksek Performansli S1vi Kromatografisi
Istanbul Universitesi Eczacilik Fakiiltesi Herbaryumu
Ince Tabaka Kromatografisi

Metanol

Coklu lineer regresyon

Niikleer Manyetik Rezonans

Temel Bilesen Analizi

Ana Bilesen Regresyonu

Kismi En Kiiciik Kareler Kalibrasyonu
Tanacetum parthenium

Tanacetum larvatum



SEKIL LISTESI

Sekil 2.1 T.parthenium e 3
Sekil 2.2 Parthenolide'in yapiS1 oo 4
Sekil 2.3 Ince tabaka kromatografisi dZENESi. ..........oveveveveveveeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee e 10
Sekil 2.4 Spektral veri matrisinin PCA ile skor ve faktorlere pargalanmasi.............cccceeneeee. 13
Sekil 2.5 Spektral veri matrisinin ve konsantrasyon matrisinin skor ve faktorlere.................. 15
par¢alanmasi
Sekil 2.6 PLS yonteminin sematik gOSteTliSi.......uerevrieriieeriieceiee et 16
Sekil 3.1 04-1 Grubunun ¢icek etil asetat ve metanol ekstrelerine ait ITK kromatogramlari..23
Sekil 3.2 04-4 Grubunun etil asetat ve metanol ekstrelerine ait ITK kromatogramlari ........... 24
Sekil 3.3 Parthenolide maddesinin H' -NMR SpeKtrumu..............ococoeveveeeeeeveeeeeeseeeeeeneneenen. 25
Sekil 3.4 Parthenolide’e ait ITK kromatograrami ............cccceeveeeiieniieniieniieiienie e 26
Sekil 3.5 Ornek 1. 1. A'nin UV SPeKIIUMU  .....oooveveveeeieeeieeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee e 29
Sekil 3.6 Ornek 1. 1. B'nin UV SPEKtIUMU  ......ovovuievieieiceceeiceeieecee e 30
Sekil 3.7 Ornek 1. 2. A'nin UV SPeKIIUMU  .....ovovevieeiieeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee e 31
Sekil 3.8 Ornek 1. 2. B'nin UV SPeKtIUMU  ......ovveiviieieicecieieceeieece e 32
Sekil 3.9 Ornek 1. 2. C'nin UV SPEKIIUMU  ....o.vvviiiieeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee e 33
Sekil 3.10 Ornek 1. 2. D'nin UV SPEKIIUMU ......cvveveivreieeeieceeseeeeesecee e 34
Sekil 3.11 Ornek 1. 2. EMin UV SPeKIUMU .......cocvoveveveieieieieeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee e, 35
Sekil 3.12 Ornek 1. 2. F'nin UV SPEKLIUMU ......c.ovvervreieeieieceeseiesee e 36
Sekil 3.13 Ornek 1. 2. G'nin UV SPEKIIUMU .......coovoveveveieeieeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee e, 37
Sekil 3.14 Ornek 1. 2. H'Nin UV SPEKIIUMU ......cvovuvervreieeeieceereeeseeseceeseseceesessae s 38
Sekil 3.15 Ornek 1. 2. J'nin UV SPEKIUMU  ......oovvieieeieeeieeeeeeeeeeeeeeeeeee e 39
Sekil 3.16 Ornek 1. 2. K'nin UV SPEKIIUMU ......cvovuvvrvreieeiieceeseceeieseceeseeeeeseeeeeese s 40
Sekil 3.17 Ornek 4. 1. A'nin UV SPEKIIUMU .......ovovevvvieieieeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee e 41
Sekil 3.18 Ornek 4. 1. B'nin UV SPEKtIUMU ......c.cvveivveieeeieieereeeeeesece e 42
Sekil 3.19 Ornek 4. 1. C'nin UV SPEKLIUMU .......ovovevveveeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee e, 43
Sekil 3.20 Ornek 4. 1. D'nin UV SPEKIIUMU ......cvoveveivreieeiieceeseeeeeesecee e 44
Sekil 3.21 Ornek 4. 1. EMin UV SPeKIUMU .......coovoveveveveieieieeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeseeeeeeeee e, 45
Sekil 3.22 Ornek 4. 1. F'nin UV SPEKLIUMU ......c.ovveivrieeeieceeseeeee e 46
Sekil 3.23 Ornek 4. 1. G'nin UV SPEKIIUMU .......ooovoveveveieiieeieeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee e, 47
Sekil 3.24 Ornek 4. 2. AN UV SPEKIIUMU ......cvovevervreieeiieceeseeeeeeseceeseeesse e 48
Sekil 3.25 Ornek 4. 2. B'nin UV SPEKtIUMU .......coovovveveveiieeieeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee e, 49
Sekil 3.26 Ornek 4. 2. C'nin UV SPEKLIUMU ......c.cvvervreieceieceeseeeeeseceeiescee e 50
Sekil 3.27 Ornek 4. 2. D'nin UV SPEKIIUMU .......coovoveveveeeieeieeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee e, 51
Sekil 3.28 Ornek 4. 2. EMin UV SPEKIIUMU ......c.ovveivreieeiieceeseeesiesecee e 52
Sekil 3.29 Parthenolide maddesinin UV Spektrumu...........cceervieviieniieniieniieiieeie e 53

vi



CIZELGE LISTESI

Cizelge 3.1 Calisilan bitkisel materyal ile ilgili bilgiler...........ccccovveviiieriiiiiieee e, 19
Cizelge 3.2 Bitki gruplari, kodlar1 ve miktarlari ile ilgili bilgiler ..........coccoveeviniiniininenennn 21
Cizelge 3.3 Bitki gruplari, hazirlanan ekstreler ve miktarlar1 hakkinda bilgi .......................... 22
Cizelge 3.4 Parthenolide igeren ekstreler, kodlari, miktarlar1 ve bdliinen ekstreler ile............ 27
ilgili bilgiler
CiIZel@E 3. 4N AEVAIMI ..euviiiiiiieiiiie ettt ettt st sb et e sae e 28
Cizelge 3.5 Ekstrelerdeki parthenolide miktarlari...........ccoeevvveerciiieeiieeciie e 54
CiZel@e 3.5'TN VAL ...cuviiiiiiiiieie ettt et ettt e 55
Cizelge 3.6 Bilgisayar'a kaydedilen 6rnek gruplarinin S1rasi ..........cccceeeeeeereenenieneenieerieneenn 56
Cizelge 3.7 Model olarak kullanilan 6rneklerin derisimleri ve absorbans degerleri................ 57
Cizel@e 3.7MIN AEVAIMNI ...ueiiiiiiiiiieie ettt ettt ettt e bt et sb et e e sae e 58
Cizelge 3.7MIN AEVAIMI ....eiiiiiiiieiieie ettt ettt et e st e b e st e e bt e seaeebeesaaeens 59
Cizel@e 3.7MIN AEVAIMNI ..ueiiiiiiiiiiiie ettt ettt ettt e et et e e e be e saeenee 60
Cizelge 4.1 B KatSay1lari........coouieiiiiiiiieceeee et 62
Cizelge 4.2 Madde miktar1 PLS ile tahmin edilen 10 6rnege ait absorbans ve derisim ......... 63
degerleri
Cizel@e 4.2 NN AEVAIMNI ....eiiiiiiiiieie ettt ettt ettt et e et e bt et e bt e beeneesaeenee 64
Cizelge 4.2'MIN AEVAIMI .....eeiiiiiiieiieie ettt ettt et et e b e sabe e bt e seaeebeesaaeens 65
Cizel@e 4.2 NN AEVAIMNI ....eiiiiiiiiieie ettt sttt ettt et sbe e b et e bt e bt eneesaeenee 66
Cizelge 4.3 Kromatografi ve PLS ile bulunan madde miktarlarinin karsilastirilmasi.............. 67
Cizelge 4.4 PLS yonteminin kromatografik yontemlere gore avantajlart............cccccevveeveennnnn. 69

viil



ONSOZ
Bu tezin gerceklestirilmesi sirasinda, degerli fikirleri ve Ogretileriyle bana her zaman yol

gosteren danisman hocam Prof. Dr. Nezhun Goéren’e dncelikle tesekkiir eder ve saygilarimi
sunarim.

Kemometrik analiz konusundaki bilgi ve tecriibelerini benimle paylasan ve yogun ders
programi sirasinda bana her zaman vakit ayiran danisman hocam Prof. Dr. Abdiilrezzak
Bozdogan’a sonsuz tesekkiir ve saygilarimi sunarim.

Yildiz Teknik Universitesi, Kimya Boliimii Arastirma Gorevlisi Dr. Ozlem Aksu’ya, UV
spektrumlarinin alinmasi sirasindaki yardimlari i¢in ¢ok tesekkiir ederim.

Topladigim bitki materyalinin tanimlanmas1 ve tez calismam sirasindaki Ogiitleriyle her
zaman destegini hissettigim hocam Prof. Dr. Abdiilkerim Alpinar’a ¢ok tesekkiir ederim.

Bitki materyali toplama sirasindaki yardimlarindan 6tiirii Erdenay Vural’a ve ablam Zeynep
Aydemir’e, ayrica topladigim bitki materyalinin oZiitiilmesi islemini gerceklestiren Istanbul
Universitesi’nden Recep Karaca’ya ¢ok tesekkiir ederim.

Tezimi yazarken karsilagtigim giicliikleri, bilgisayar konusundaki bilgi birikimiyle asmama
yardimci olan Cigdem Metin’e tesekkiirii bir borg bilirim.

Tezimin her asamasindaki yardimlart ve sonsuz dostluklart i¢in arkadaglarim Ezgi Kilig ve
Lale Ozcan’a ve beni her zaman destekleyen ve hep yanimda olacaklarini bildigim tiim aileme
sonsuz tesekkiir eder ve minnettarliklarimi sunarim.

viil



OZET

Tiirkiyede bircok bolgede genis yayilis gosteren T. parthenium tiirii, dort farkli lokaliteden
toplanilmis ve igerisindeki parthenolide madde miktar1 tayini yapilmistir. Bu ¢alisma hem
kromatografik yontemlerle hem de kismi en kiigiik kareler kalibrasyonu ile yapilarak, iki
yontem karsilastinnlmistir. Bitkilerin ¢icek metanol ve etilasetat ekstrelerinde parthenolide
varlig1 tespit edilmistir. Bu ekstreler 24 gruba ayrilarak, gruplardaki parthenolide miktari
Kismi Kiiclik Kareler Kalibrasyonu ve Kromatografik yontemlerle tayin edilmistir. Her iki
yontemle bulunan miktarlarin birbirine yakin oldugu goriilmiistiir. Sonu¢ olarak, Kismi
Kiiclik Kareler Kalibrasyonu hizli ve ucuz bir yontem oldugu i¢in madde miktar1 tayininde
kullaniligh bir yontemdir.

Anahtar Kelimeler: T. parthenium, Parthenolide, Madde Miktar Tayini, Kismi En Kii¢iik
Kareler Kalibrasyonu.

X



ABSTRACT

Parthenolide quantity in which T.parthenium collected from four different localities in Turkey
was determined. Parthenolide mass quantitiy was determined and compared Partial Least
Square Calibration and Chromatographic methods. Parthenolide was obtained by the
extraction of flowers with methanol and ethylacetate. These extractions were separeted
twenty four groups. Parthenolide quantities were determined both of these methods were close
each other. As a result, Partial Least Square Calibration is useful due to rapid and cheap
method for mass quantity determination.

Keywords: T. parthenium, Parthenolide, Mass Quantitiy Determination, Partial Least Square
Calibration



1. GIRIS

Compositae familyasina ait olan, Tanacetum cinsi tilkemizde 18’i endemik olmak {izere 60
takson, 44 tiir ile dogal olarak yayilis gostermektedir. Tanacetum, icerdigi sekonder
metabolitlerin bir¢ok alanda ticari olarak kullanilmasindan dolay1 iizerinde ¢ok fazla arastirma

yapilan bir cinsdir. Tanacetum vulgare, Tanacetum parthenium, Tanacetum cinerariifolium

bu cinse ait dnemli tiirlerden birkagidir (Grierson, 1975).

Bu tezde calisilan Tanacetum parthenium L., igerdigi parthenolide maddesinden dolay,
diinyada c¢ok fazla arastirmaya konu olan bir tiirdiir. Parthenolide’in ozellikle migren
tedavisinde (Palevitch, 1997) etkili olmasindan dolayi, T. parthenium’un yapraklari veya
parthenolide tabletleri yurt disinda ¢ok yaygin olarak kullanilmaktadir [1, 2, 3]. Ayrica son
yillarda yapilan bazi arastirmalarda parthenolide’in kanser tedavisinde de etkili oldugu

goriilmiistiir (Zhang, 2004a, Ross, 1999).

Diinyanin birgok bolgesinde yayilis gosteren T. parthenium’un igerdigi parthenolide miktari
bolgeden bolgeye degisebilmekte ve dolayisiyla toplanan bitkilerdeki parthenolide miktari
bliylik Onem kazanmaktadir. Parthenolide miktarinin hizli ve giivenilir bir sekilde

hesaplanabilmesi i¢in degisik metotlar gelistirilmekte ve kullanilmaktadir.

Bu tezde, Tirkiyede ¢ok genis yayilis gosteren T.parthenium L. tiirtiniin dort farkli bolgeden
toplanan Orneklerinin, igerdigi madde miktarlari, kromatografik yontemlerle ve kismi en
kiigiik kareler kalibrasyonu ile tayin edilerek karsilagtirllmasi ve hangi yontemin daha
avantajli oldugunun saptanmasi amaclanmistir. Laboratuarda kromatografik ydntemlerle
madde miktarlart tespit edilen 14 Ornegin, UV absorbans degerlerinden ve madde
miktarlarindan yararlanilarak bir kalibrasyon modeli olusturulmustur. Kismi kiigiik kareler
kalibrasyonu (PLS) adi verilen bu yontem ile, 10 6rnegin madde miktarlari, bilgisayarda
Martens ve Neas’in algoritmasi kullanilarak tahmin edilmis ve daha 6nceden, kromatografik

yontemlerle bulunan madde miktarlariyla karsilastirilmistir.



2. GENEL BIiLGILER

2.1 Botanik bilgisi

Asteraceae (Compositae), en ¢ok ¢igekli bitki tiirii olan ve yeryiiziiniin her yerinde yayilis
gosteren familyalardan biridir. Familyanin Tiirkiye’de dogal olarak yetisen 130 cins ve 1130

tiirli bulunmaktadir (Davis, 1975).

Bu tezde bitkisel materyal olarak secilen Tanacetum parthenium L., Compositae
familyasindan, Tanacetum cinsine ait bir tiirdiir. Tanacetum cinsinin yeryliziinde 18’1

endemik, 70 kadar tiirii olup, bunlarin 45’1 iilkemizde de yetismektedir (Grierson, 1975).

T. parthenium’u diger Tanacetum tiirlerinden ayiran en belirgin 6zellik, 20-60 cm ye kadar
varan boyuna karsin, ¢igeklerinin ¢ok kii¢iik olusudur. T. parthenium diinyada ve Tiirkiye’de
cok genis bir yayilis gdstermektedir. T. parthenium’un Tiirkiye’de, Istanbul, Bolu, Giresun,
Rize, Ankara, Kirklareli, Izmir, Erzincan gibi bir¢ok ilde yetistigi bilinmektedir. T.
parthenium tiirtine daha ¢ok kale i¢i, duvar dipleri, harabe ve yikintilar, akarsu kenarlari,
bazen golgelik orman ve kayalar, gibi bolgelerde rastlanmaktadir (5-2400m.) (Grierson, 1975;
Celik, 1980). Sekil 2.1°de T. parthenium’un fotografi yer almaktadir

Photo Henriette ke
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Sekil 2.1 T. Parthenium L.



2.2 Parthenolide’in Yapisi, izolasyonu ve Biyolojik Aktivitesi
2.2.1 Parthenolide’in Yapisi

T. pathenium uzun yillardan beri halk arasinda tedavi amagli kullanilan bir bitkidir.Bu sebeple
bilim adamlar1 T. parthenium ile ilgili bir¢ok arastirma yapmuslardir. Bu arastirmalarda T.
parthenium’ un igerdigi maddelerin yapis1 aydinlatilmis ve T. parthenium’un igerigindeki
baslica maddenin parthenolide oldugu gosterilmistir (Bohlmann & Zdero, 1982). Parthenolide
seskiterpen lakton grubuna ait bir germacranolide olup Sekil 2.2 de parthenolide’in yapisi

gosterilmektedir.

Sekil 2.2 Parthenolide’ in yapisi

Tanacetum cinsi iginde, parthenolide igeren tek tiir T. parthenium degildir. Yapilan
aragtirmalarda, T. larvatum, T. densum subsp amani ve T. argentum subsp amani tiirlerinde de
parthenolide saptanmustir (Aljancic, 2001; Ulubelen, 1993; Goéren, 1997). Fakat miktar
bakimindan T. parthenium daha fazla parthenolide igerdiginden, arastirmalarin ¢ogu T.

parthenium tiirii izerine yogunlasmaktadir.
2.2.2 Parthenolide’in izolasyonu ve Tanimlanmasi le Tigili Cahsmalar

Parthenolide izolasyonu sirasinda, birgok c¢oziicii sistemiyle birlikte farkli izolasyon ve



tanimlama yontemleri kullanilmistir. Bu yontemlerin tek amaci kisa slirede ve fazla miktarda

parthenolide elde edilmesini saglamaktir.

Bu amagcla yapilan caligmalardan birinde, bircok c¢oziicii sistemi ile birlikte devaml
ekstraksiyon (Soxhlet) yontemi uygulanmistir. Bu ¢oziicii sistemleri arasinda %10 su igeren
asetonitril sistemi, sise karistirma yontemi ile ekstraksiyon sonucu T. parthenium’dan en
yiiksek miktarda parthenolide (930 mg/100 gr ham materyal) eldesini saglayan sistem
olmustur. Ayrica bu calisma polar olmayan petrol eteri gibi bazi sistemlerin, parthenolide
izolasyonu i¢in dogru bir se¢im olmadigini da gostermistir. Yine bu ¢alismada parthenolide’in
tanimlanabilmesi ve miktar tayini i¢in kullanilan HPLC yontemi, en iyi sonucu verecek

sekilde gelistirilmistir (Zhou, 1999).

Bu yapilan g¢aligmalarda karsimiza c¢ikan 6nemli bir kriter ise, yapilan calismanin ayni
zamanda ¢ok pahali olmayan ¢oziicii sistemleri ile yiiriitiilebilmesidir. Ciinkii tip alaninda ¢ok
yaygin olarak kullanilan parthenolide’in, ticari olarak kullanilish hale getirilebilmesi igin,
izolasyon siirecinin ucuza mal edilmesi gerekmektedir. Bu amagla yapilan bir ¢alismada
asetonitril, dietileter ve aseton gibi pahali ¢oziicliler yerine hekzan ve dioksan kullanilmis ve
gelistirilen farkli bir HPLC yontemiyle parthenolide miktar1 hizli ve pahali olmayan bir
sekilde saptanmistir (Rey, 1992).

Parthenolide izolasyonu i¢in kullanilan diger bir yontem ise siiper kritik siv1 ekstraksiyonudur
(SFE). Bu yontemin kullanildig1 bir ¢alismada, en fazla miktarda parthenolide izolasyonu i¢in
en uygun kosullarin 250 bar, 40 °C oldugu gosterilmistir. Bu kosullarda 100 gr ham
materyalden, 70 mg parthenolide elde edilmistir. Ayrica ekstraksiyon sirasinda %4’liikk
metanol veya asetonitril ilavesi, elde edilen parthenolide miktarin1 2 katina ¢ikarmaktadir
(100 gr ham materyalde 140 mg). Yine bu c¢alismada parthenolide’in tanimlanmasi
(determination) i¢in Gaz Kromatografisi (GC) yontemi kullanilmistir (Smith & Burford,
1992). Siiper kritik karbondioksit kullanilarak yapilan diger bir ¢alismada ise bu yontem,
geleneksel ekstraksiyon yontemleriyle karsilastirilmis ve stiper kritik sivi ekstraksiyonu

yonteminin, daha avantajli oldugu ileri siiriilmiistiir (Cretnik, 2005).

T. parthenium’un parthenolide igeriginin saptanabilmesi i¢in kullanilan yontemlerin basinda
HPLC ve 'H-NMR spektroskopisi yontemleri gelmektedir (Awang, 1991; Heptinstall,
1992).Yapilan galismalardan birinde T. parthenium’un hangi kisminda ne kadar parthenolide
bulundugu hesaplanmistir. Buna gore en fazla miktarda parthenolide igeren bitki kisminin,

cigek (1380 mg / 100 gr ham materyal) oldugu bulunmus, onu sirasiyla yaprak (950 mg / 100



gr ham materyal), sap (80mg /100 gr ham materyal) ve kok (10 mg / 100 gr ham materyal)
kisimlari izlemektedir (Heptinstall, 1992).

Son yillarda yapilan bir calismada ise parthenolide ‘in miktar tayini saptamasi i¢in HPLC ve 'H-NMR
yontemleri ile birlikte kemometrik analiz yontemi kullanilmistir. Bu ¢alismada, parthenolide iceren
tabletler kullanilarak elde edilen 14 o6rnege ait NMR ve Temel Komponent Analiz (Principal
component Analaysis) sonuglar1 karsilastirilarak aralarindaki farklar tayin edilmistir. Sonug¢ olarak
gelistirilen bu yeni yontemle T. parthenium igerisindeki parthenolide miktar1, hizli ve etkin bir sekilde

hesaplanmistir (Bailey, 2002).

Ayrica, parthenolide’in, mikrobiyal doniistimii ile, yeni tiirevleri elde edilmistir (Galal,

1999).
2.2.3 Parthenolide’in Biyolojik Aktivitesi ile Ilgili Arastirmalar

Parthenolide’in basta migren (Palevitch, 1997) olmak iizere, kanser (Ross, 1999; Zhang,
2004a) ve MS (Multiple sclerosis) (Fiebich, 2002) gibi hastaliklarin tedavisinde kullanilan bir

seskiterpen lakton olusu, parthenolide iizerindeki arastirmalarin ¢ogalmasina sebep olmustur.

Yapilan ¢alismalarin ¢ogunlugu, parthenolide’in anti-enflammatuar etkisinin mekanizmasini

aciklamaya yonelik olup, diger alanlardaki ¢alismalara daha az yer verilmektedir.

Nukleer faktor (NF)-kB yolunun parthenolide tarafindan inhibe edilmesi, parthenolide’in anti-
enflammatuar etkisini agiklamaya yonelik mekanizmalarin basinda gelmektedir. NF-«xB,
bakteriyel enfeksiyonlarin tetiklemesi sonucu, enflamasyon sirasinda aktive edilen bir
transkripsiyon faktoriidiir (Sheehan, 2002). NF-xB, bakteriyel lipopolisakkaritler ve
interlokin-6, Tiimor nekrosis faktor gibi sitokinler tarafindan aktive edilmektedir (Karin &
Delhase, 2000). Yani NF-kB’nin inhibisyonu, enflammatuar cevabin da engellenmesi
anlamma gelmektedir. NF-«kB’nin inhibisyonuyla birlikte IxB-kinaz’ 1 aktivasyonunun

inhibisyonu da bu mekanizmay1 aciklamaya yonelik One siiriilen hipotezlerden biridir

(Hehner, 1999; Riingeler, 1999; Kwok, 2001; Garcia-Pineres, 2004).

Enflammatuar yanitin olusmasi sirasinda tetikleyici olarak goérev alan sitokinlerin
inhibisyonuda, yine parthenolide’in anti-enflammatuar etkisini agiklayan mekanizmalardir.
Bunlar arasinda TNF-a, IL-6 (Sobota 2000; Smolinski & Pestka, 2003), IL-8 (Mazor, 2000),

IL-12 (Kang, 2001) gibi sitokinlerin inhibisyonuna dayanan mekanizmalar yer almaktadir.

Enflammatuar durumundaki hiicrelerdeki, Inducible Nitric Oxide Synthase (INOS) tarafindan



sentezlenen, Nitrik Oksit (NO)’in asir1 miktardaki tiretimi, hiicrenin bilesenlerine zarar
vererek iltihabi hastaliklarin ciddiyetini artirmaktadir. Parthenolide ise INOS geninin
promotor aktivitesini inhibe ettigi i¢in, NO {retimini engelleyerek bu etkiyi ortadan
kaldirmaktadir (Fukuda, 2000; Aldieri, 2003). NO iiretiminin parthenolide tarafindan inhibe
edilmesi, ayn1 zamanda Multiple Sclerosis (MS) hastaliginin tedavisi amaciyla kullanilan bir

mekanizma olarak da arastirilmaktadir (Fiebich, 2002).

Parthenolide’in anti-enflammatuar etkisini agiklamaya calisan mekanizmalardan bir digeri,
enflammatuar cevabin olusmasi sirasinda 6nemli bir rol oynayan, bir g¢esit hiicre yiizeyi
glikoproteini olan ICAM-1 (Intercellular adhesion molecule-1)’in ekspreksiyonunun,
parthenolide tarafindan baskilanmasidir (Dietrich, 1999; Piela-Smith & Liu, 2001). Ayrica bir
diger aragtirmada parthenolide’in, enflammatuar cevabin yani sira asir1 agri (hyperalgesic)

cevabini da inhibe ettigi bulunmustur (Feltenstein, 2004).

Parthenolide’in, anti-enflammatuar etkisi {izerine diinya ¢apinda bir¢cok ¢alisma yapilirken,
kanser tlizerine etkisi ile ilgili calismalarin sayist1 ¢ok fazla degildir. Oysa yapilan
arastirmalarda parthenolide’in, kanserli hiicrelerin biiylimesini durdurdugu gosterilmistir

(Ross, 1999).

Son zamanlarda yapilan ¢alismalarda parthenolide’in insan kanser hiicrelerindeki apoptatik
hiicre 6limiinti tesvik ettigi bulunmustur (Wen, 2002; Zhang, 2004a). Ayrica hiicre igi
(intracellular) kiikiirt (Thiol) ve kalsiyum’un parthenolide’in apoptasisi tesvik etmesi iizerinde
kritik rol oynadigi gosterilmistir. Parthenolide’in hiicre i¢i kiikiirtii tiiketmesi, hiicre igi
kalsiyum miktarinin artisina sebep olmaktadir. Kalsiyum miktarinin artistyla devam eden bir
seri olay sonucunda kanserli hiicrelerde apoptasis olayinin gergeklestigi bulunmustur (Zhang,
2004b). Parthenolide’in apoptosis olayimni tesvik etmesinde; hiicrei¢i kiikiirt’iin tiiketilmesi,
oksidatif stres, endoplazmik retikulum stresi, mitokondrinin gdrevini yerine getirememesi ve
de apoptasis Onciisii (proapoptatic) sinyali olusturan bir protein olan Bcl-2 ailesi gibi birgok

farkl1 makanizmanin rol oynadigi diisiiniilmektedir (Wen, 2002; Zhang, 2004c ).

Parthenolide’in kanserli hiicreler iizerindeki etkisini agiklamaya yonelik yapilan bir calismada
da kanserli meme hiicreleri kullanilmis ve parthenolide’in tubulin/mikrotubule iliskisi lizerine
aktivitesi incelenmistir. Bu ¢alismada parthenolide’in anti-mikrotubular ve anti-iiretken etkisi
sonucu kanserli hiicrelerin biiylimesinin belirgin olarak inhibe edildigi goriilmiistiir (Miglietta,

2004).

Parthenolide’in kanserli hiicreler {izerindeki etkisini agiklamaya c¢alisan bir mekanizmada ise



niikleer transkripsiyon faktorii (NF-kB) baskilanirken, c-Jun N-terminal kinas (JNK)’in
desteklenmesi ile parthenolide’in, Timor nekrosis faktor (TNF)-o’y1 tesvik ettigi
bulunmustur. (TNF)-o’nin tesvik edilmesi sonucu hiicrede apoptasis olayr meydana
gelmektedir (Zhang, 2004). Ayrica parthenolide’in tiiysiiz farelerdeki UVB’nin tetikledigi
deri kanserini de 6nledigi bulunmustur (Won, 2004).

Parthenolide’in anti-enflammatuar ve anti-timor oOzelliklerinin disinda, ayrica anti-iilser

ozelligi gosterdigi de bulunmustur (Tournier, 1999).

Parthenolide’in tibbi alandaki kullanimlarinin yani sira yapilan bir calisma da, tarimsal
alandaki kullanimina yonelik olup, parthenolide’in Orobanche cumana bitkisinin

germinasyonunu belirgin bir sekilde arttirdigi gosterilmistir (Luque, 2000).
2.3 Kromatografi ve Ekstraksiyon
2.3.1 Kromatografi

Saflagtirma iglemlerinde olduk¢ca yaygin olarak kullanilan ydntemlerden biridir.
Kromatografi, az miktardaki ve 6zellikleri birbirine yakin maddeleri ayirmak i¢in rahatlikla

uygulanabilen bir yontemdir.

Kromatografide genellikle ayrilacak maddelerin iizerinde tutundugu kati ya da siv1 sabit faz
(ylriitiicii) bulunmaktadir. Kromatografi sirasinda ayrilma islemi, ayrilacak maddelerin sabit
fazda adsorplanmasi ya da sabit faz ile yiiriitiicii arasinda dagilmasina dayanir. Maddelerin
sabit faz lizerinde adsorblanma derecelerinin ve hareketli fazdaki ¢oziiniirliiklerinin farkl

olmas1 ayrilmay1 saglar.

Cesitli kromatografi tiirleri vardir:
A. Faz tiplerine gore:

1. Sivi kromatografi

o Sivi-kati

e  Sivi-sivi

e Adsorbsiyon kromatografisi

e Partisyon kromatografisi



e lIyon degistirme kromatografisi
e Jel gecirgenlik kromatografisi
e Affinite kromatografisi

e Iyon ¢ifti kromatografisi

2. Gaz kromatografi

1. Gaz-kat1

2. Gaz-sivi

B. Uygulama bi¢imine gore:

1. Siitun kromatografisi

2. Diizlemsel kromatografi

e Kagit kromatografisi

e Ince tabaka kromatografisi

e Preparatif kromatografi

3. Gaz kromatografisi

4. Yiksek performansli sivi kromatografi (HPLC)
C. Ayirma mekanizmalarina gore:
1. Adsorbsiyon kromatografisi

2. Partisyon kromatografisi

3. lyon degistirme kromatografisi
4. lyon ¢ifti kromatografisi

5. Jel gecirgenlik kromatografisi
6. Affinite kromatografisi

Bu kromatografi tiirleri arasinda en ¢ok kolon kromatografisi ve ince tabaka kromatografisi

kullanilmaktadir.



2.3.1.1 Kolon Kromatografisi

Genellikle alti musluklu, ¢esitli uzunluk ve kalinliktaki cam borularin sabit fazi olusturacak
adsorban ile doldurulmasi, ayrilacak karisimin bu adsorbanin {izerine yerlestirilmesi ve
hareketli fazin adsorban kolonunun iizerinden verilerek ayrilan bilesenlerin alttan
toplanmasiyla gergeklestirilen bir kromatografi yontemidir. Ayrilmasi istenen karisimdaki
bilesenler kolonun iist kisminda adsorban tarafindan adsorblanir. Yiriitiicii ¢6ziicliniin
kolondan siirekli olarak asagiya dogru akisi sirasinda, tutulan maddeler yavas yavas
adsorbandan ayrilarak siiriiklenir; bu sirada ylriitiici ¢6ziicii, ayrilan madde ve adsorban
arasinda sabit bir denge kurulur. Bu denge nedeniyle farkli maddeler, adsorban ve ¢oziiciliye
olan ilgilerine bagli olarak kolondan asagiya dogru farkli hizlarda siiriiklenerek birbirlerinden
ayrilirlar. Karisimdaki bilesenlerin ayrilmasi sirasinda, her bir madde hareketli bantlar ya da
bolgeler olusturur. Kolon yeterince uzunsa ve diger parametreler dogru olarak secilmigse bu
bantlar birbirinden gittik¢e uzaklasir ve aralarinda bosluklar olusur. Her bir bant kolondan

cikarken ayr1 fraksiyonlar halinde toplanabilir.
2.3.1.2 Ince Tabaka Kromatografisi

Ince tabaka kromatografisinin teorik temeli, kolon kromatografisi ile aymdir. Ince tabaka
kromatografisi basit, ucuz, hizli, hassas, verimli ve miligram diizeyinde madde gerektirmesi

acisindan oldukca yaygin bir sekilde kullanilmaktadir.

Ince tabaka kromatografisinde sabit faz olan adsorban cam, aliiminyum ya da plastik plaklara
ince bir tabaka halinde (genellikle 0.1-5 mm kalinliginda) kaplanmis olarak kullanilir.
Adsorban ve yiiriitiicii se¢imi, kolon kromatografisinde oldugu gibidir. Ince tabaka
kromatografisinin uygulamasinda az miktardaki madde karisimi adsorban tabakanin bir ucuna
damlatilir, plaka kapali bir gelistirme tankina daldirilir, kapiler etkisiyle yiiriitiicli ¢dziicliniin
tabakanin yukarisina kadar ilerlemesi beklenir, uygun bir sekilde goriiniir hale getirilen

spotlar degerlendirilir. Sekil 2.3 de ince tabaka kromatografisi diizenegi yer almaktadir.
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Sekil 2.3 Ince Tabaka Kromatografisi diizenegi

A:Kapak, B:Kromatografi kabi, C:Adsorban tabaka kapli cam plak, D:Ornek uygulama yeri,
E: hareketli faz

Ince tabaka kromatografi plaklari, firmalar tarafindan cam, plastik ya da aliminyum plakalara
hazir kaplanmig olarak satilabildikleri gibi laboratuarda da kaplanabilmektedirler. Hazir
kaplanmig plakalar genellikle 0.1 mm kalinliginda adsorban igerirler. Plastik ve aliiminyum
plakalar makasla istenen boyutlara rahatlikla kesilebilmektedirler. Aliiminyum plakalar,
spotlarin goriiniir hale getirilmesi sirasinda 1sidan etkilenmezler. Daha kalin kaplanmis ve
biiylik olan plakalar preperatif ince tabaka kromatografisinde 50-1000 mg madde

karisimlarinin birbirinden ayrilmasi i¢in kullanilir.
2.3.2 Ekstraksiyon

Karigsmayan bir ¢6ziicli yardimi ile bir maddeyi karisimdan ayirma islemine ekstraksiyon, bu
yolla elde edilen ¢ozeltiye o maddenin ekstresi denir. Birbiri ile karigsmayan c¢oziiciiler

arasindaki dagilma dengelerine dayanan ii¢ tip ayirma islemi vardir:
1. Basit ekstraksiyon

2. Tam ekstraksiyon

3. Ters akim ekstraksiyonu

Ekstraksiyonu iki gruba ayirmak miimkiindiir.
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2.3.2.1 Kati Karisimlarin Ekstraksiyonu

Kati karigimi, bunu olusturan maddelerden birini ¢ozen, digerlerini ¢6zmeyen bir ¢oziicii ile
muamele ederek ¢oziinen maddeyi digerlerinden ayirmak miimkiindiir. Kat1 karigimlarin

ekstraksiyonu ii¢ sekilde yapilabilir.

1. Maserasyon: Toz edilmis bir miktar drog, uygun bir ¢oziicii ile islatilip arada sirada
hareket ettirmek sureti ile 12 veya 24 saat bekletilir. Daha sonra {istteki berrak ¢ozeltinin

belli bir miktar1 alinarak miktar tayini i¢in lizumlu diger islemlere tabi tutulur.

2. Perkolasyon: Toz edilmis bir miktar drog, uygun bir kapta istenilen ¢oziicii ile tamamiyla
doyurulur. Gerektigi kadar bekletilerek masere edildikten sonra, perkolatér denilen kaba

yerlestirilerek ekstre edilir. Perkolasyonun sakincasi ¢ok fazla ¢6ziicii kullanilmasidir.

3. Devaml ekstraksiyon (Soxhlet): Soxhlet cihaziyla yapilan bu ekstraksiyon teknigiyle, az
¢oziicii ile bir ¢cok defa ekstraksiyon yapilir. Fakat, islem sirasinda sicaklik arttigindan,

1sitma ile bozulabilecek maddelerin ekstraksiyonunda tercih edilmez.

2.3.2.2 Cozeltiden Ekstraksiyon

Cozeltisi halinde bulunan bir maddeyi, bu ¢ozeltiyle karismayan fakat maddeyi ¢ézen, bir
baska c¢oziicli ile calkalayarak maddenin bir kismini ikinci ¢oziicliye gecirme islemine

cozeltiden ekstraksiyon, bu yolla elde edilen yeni ¢ozeltiye ise 0 maddenin ekstresi denir.

Iki veya daha fazla madde karisimimi da yine aym esasa gore ayirmak miimkiindiir. Genellikle
coziicillerden biri; bu maddelerden birini, digerine nazaran daha fazla ¢ozer. Ayrilmasi
istenilen karigimi, birbiriyle karigmayan bu iki sivida, birgok kere muamele etmek yolu ile
maddeleri birbirinden ayirmak miimkiin olur. Buna fraksiyonlu ekstraksiyon denir.

Fraksiyonlu ekstraksiyon iki sekilde yapilir.

e Devamli ekstraksiyon

e (Craig usulii ekstraksiyon (Kars1 akimla ekstraksiyon)
2.4 Coklu Kalibrasyon Yontemleri

Coklu kalibrasyon, biyokimyada uygulama alani olan baglica kemometrik tekniklerdendir.
Bilesenlerin miktar1 ve diger 6zelliklerinin tayininde siklikla kullanilir. Genis uygulama

alanina sahiptir. Coklu kalibrasyon yontemleriyle;
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1. Kimyasal, fiziksel ve baska tiir girisimlerin etkili oldugu durumlarda, optimum dalga boyu
secimi zordur ve girisim ile degisebilir. Bdyle durumlarda, tek dalga boyunda
konsantrasyon tayinine dayanan basit kalibrasyon yerine birden fazla dalga boyu

kullanilarak kalibrasyon modeli olusturulabilir.

2. lyi tasarlanmis bir kalibrasyon modeli kurularak, cok karmasik 6rneklerin bilesen analizi,
uygulamasi yavag ve pahali kromatografik teknikler yerine wucuz ve hizhi

spektrofotometrik tekniklerle yapilabilir.

3. Ozellikle tayin edilecek madde miktar1 kesin olarak bilinmeyen ve birgok safsizlik iceren
dogal orneklerde, uygun kalibrasyon modelleri kullanilarak analizler yapilabilir (Martens

ve Naes, 1989).

Kismi en kiiglik kareler kalibrasyonu (PLS), ¢oklu lineer regresyon (MLR) ve ana bilesen
regresyonuna (PCR) dayali ¢oklu kalibrasyon yontemidir.

2.4.1 Coklu Lineer Regresyon (MLR)

Coklu lineer regresyon, ozellikle kompleks Orneklerin analizinde siklikla kullanilan bir
tekniktir. Temelde MLR, X, absorbans matrisini, Y, konsantrasyon matrisini ifade etmek

tizere X ve Y arasindaki regresyona dayanir.

Y =XB 2.1
B kalibrasyon sabitleri matrisidir.Denklemin ¢oziimii asagidaki gibidir.

X'Y=XX'B (2.2)

X'X)1 XY = (X" X) (X X)B (2.3)

Y XY,

B=(XX)1X'Y =i:'I— I = Ornek sayis1 (2.4)

>x:
i=1

Bilesenler lineer bagimli ise, X'X matrisinin ¢6ziimii zorlasir. Dolayisiyla, bu yontemde dalga

boyu sayis1 bilesen sayisiyla smirlidir. Bu yontemde, dalga boyu se¢imi lineer bagimliligi
ortadan kaldiracak ve diger safsizliklarin absorbansa etkisini giderecek sekilde olmalidir.
MLR deki bu tiir kisitlamalar 6zellikle iist iiste ¢akisan piklerde analizi ¢ok zorlastirir hatta

imkansiz hale getirir.
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2.4.2 Ana Bilesen Regresyonu (PCR)
Ana bilesen regresyonu, Coklu lineer regresyonuna benzer. Ancak, burada, ana bilesen analizi

(PCA) skor matrisiyle konsantrasyon matrisinin regresyonunu esas alir. (MLR) metodunda,
tayin edilecek orneklerdeki bilesenlerin bilinmesi gerekir. (PCA) da 6nce karisimdaki
maddeler i¢in ana bilesen analizi yapilir. Daha sonra kalibrasyon yapilir. Bu avantajindan
dolay1 ozellikle igerigi belli olmayan dogal iirlinlerdeki etken madde tayinlerinde siklikla

kullanilir.

Ana bilesen analizi (PCA) X spektral veri matrisininin, skor (T) ve ylikleme (P) matrislerine

parcalanmasi islemini esas alir (Sekil 2.4).

X = TP (2.5)

X T P

Sekil 2.4 Spektral veri matrisinin PCA ile skor ve faktorlere pargalanmasi

e Skor matrisinin satirlart orijinal veri matrisinin satir sayisma esittir. (Ornek ya da
spektrum say1si)

e Skor matrisinin silitunlar1 veri matrisindeki esas faktorleri sayisini belirtir. Normalde
faktor sayis1 bilesen sayisiyla ayni olmalidir. Ancak giiriiltii ve spektral girisimler bu

say1y1 degistirebilir. Her bir siitun ana bilesene baglidir.

e Yiikleme matrisinin siitunlar1 orijinal veri matrisinin siitun sayisiyla esittir (Dalga
boylar1).

e Yiikleme matrisinin satirlar esas faktor sayisina esittir.Her bir satir ana bilesene baghdir.

Her bir ana bilesen a ile gosterilecek olursa, T nin a. siitunundaki a skor vektorii t,, P’nin a.
satirindaki a yiikleme vektorii p,’y1 gostermek tiizere, O0zvektor g, asagidaki denklemle

hesaplanir.
g.= ) ta’ (2.6)

Esas bilesenlere ait tiim 6z vektorlerin toplami, orijinal verilerin karelerinin toplamina esit

olmalidir.
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PCR da daha 6nce soz edildigi gibi PCA ¢oziimlenmesinden elde edilen T skor matrisiyle Y
konsantrasyon matrisinin regresyonu soz konusudur. Buradaki B katsayis1 ise asagidaki

denklemlerle ifade edilir (Brereton, 2000).
B=(T'T)'T'Y (2.7)
2.4.3 Kismi En Kiiciik Kareler Kalibrasyonu (PLS)

Herman World tarafindan teklif edilen, Svanta Wold, Martens ve arkadaslar1 tarafindan
gelistirilen kismi en kiiciik kareler (PLS), en fazla kullamilan c¢oklu kalibrasyon
tekniklerindendir (Geladi ve Kowalski, 1986a; 1986b; Geladi, 1988). Bu yontemde PCA dan
farkli olarak bilesenlerin konsantrasyon matrisinde, 6rnek hazirlamadaki seyreltme ve tartma
hatalar1 ya da ¢evre ve biyolojik kosullardan dolay1 degisimler dikkate alinarak konsantrasyon
matrisi de (Y) faktdr analizine tabi tutulur ve spektral matrisle ayn1 anda parcalanir (Sekil

2.5). Yontem iki matrisin izdiistimleri arasindaki regresyonu igerir.
X= Spektral absorbans matrisi

Y= Konsantrasyon matrisi

T= Spektral skor matrisi

U= Konsantrasyon skor matrisi

P= Spektral ylikleme matrisi

Q= Konsantrasyon yiikleme matrisi

E ve F= Hata matrisleri

n= Ornek say1si(spektrumlar)

m= Dalga boyu sayis1

p= Bilinen bilesenler

n = n a +Enxm
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X T P
p a p
n = n a + anp
Y U Q

Sekil 2.5 Spektral veri matrisinin ve konsantrasyon matrisinin skor ve faktorlere

parcalanmast

Kismi en kiiciik kareler X ve Y matrisleri i¢in ayr1 ayr1 ana bilesen analizlerini yapmay1 ve
her iki matrisi birbirine baglayan i¢ bagmntilar1 bulma islemlerini igerir. Dis baglantilar

asagidaki denklemlerle gosterilebilir
X=TP' +E (2.8)
Y=UQ' +F (2.9)

Burada E ve F deneysel belirsizlikten oldugu kadar modelin uygunsuzlugundan ortaya ¢ikan

hata matrisleridir. I¢ bagint1 ise asagidaki sekilde ifade edilir.
U=TW (2.10)

Hesaplamada IX-TP'| ve |Y-UQ'| farklari minimum oluncaya kadar hesaplamaya devam

edilir. Uygulamada bu hesaplama, sirastyla wy, t;, q;, u; ve p;’in bulunmasi ile olur. Bu
islemde bir w; degerinden baslanir ve uygunluk saglanincaya kadar islem tekrarlanir (Sekil

2.6).

X NN

|~
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Sekil 2.6 PLS yonteminin sematik gosterilisi

Daha sonra, bilesen vektorlerinin dis ¢arpimlart X ve Y matrislerinden ¢ikarilir ve artik
matrisler elde edilir. Tkinci ana bilesenleri bulmak icin (w2, t2, q2, uz ve p2), X ve Y matrisleri
artik matrisleri ile yer degistirildikten sonra iglem tekrarlanir ve artik kareler toplam yeterli

minimuma ulasincaya kadar {igiincii, dordiincii ve diger 6z vektorler benzer sekilde ¢ikarilir.
PLS-1 modeline ait algoritma asagida verilmistir (Martens ve Naes,1989).

Xo=X-1X" ve yo=Y-1¥y

Xp1=u,w, +E (2.11)
W, =¢Xa1 U, (2.12)
c= W, nin son boyutunu 1’e esitlemek i¢in kullanilan skala faktorti.

¢ = (0 Xg1 X0, )" (2.13)
Xaa=t,w,+E (2.14)
w! W, =1 oldugundan,

ta=Xa1Wa (2.15)

Burada w ,w ,= 1 olmasi gerekir.

Xa1=tapat+E (2.16)
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P, =X ta/ tat, (2.17)
Yo1=taq.+F (2.18)
q,= Y, td/ tat, (2.19)
Yoi=u.gq +F (2.20)
i, =Ya14,(4.4,)" 2.21)

Faktor ¢arpimlarinin X ve Y matrislerinden ¢ikarilmasiyla yeni X ve Y artik matrisleri elde

edilir.
E =Xui—tap/ (2.22)
F = Yar—1,4, (2.23)

Daha sonra E ve F, X ve Y matrislerinin yerine geger.

X,= E
Y, =F
a=at+l

Kalibrasyon modelinde yeterli sayida PLS faktorii elde edilene kadar islemlere devam edilir.

Elde edilen B katsayisi,

B=WP'W)'Q (2.24)
b, =y-XB (2.25)
y.=b, +xb (2.26)

Kismi en kiigiik karelerin ¢oklu regresyondan en onemli farki ortagonal vektorleri ¢ikarma
yetenegidir. Boylece ¢oklu regresyon analizinde en 6nemli problem olan lineer bagimliliktan
kagmilmis olur. (2.4) esitliginde gorildiigii gibi XX matrisinin tersi alinmaktadir. Bu ise
X’in stitunlarinin lineer olarak bagimsiz olmasini gerektirir. Kismi en kiiciik kareler yontemi
ortagonal vektorlerin ¢ikarilmasinda ana bilesen regresyonuna benzer. Fakat PLS de ana

bilesenler X matrisinden hesaplanir ve Y matrisi ile birlestirilir oysa PCR da bilesenler sadece
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X matrisinden hesaplanir. Bundan dolay1 PLS, kalibrasyon verilerinin sistemin biitlin

bilesenlerini icermedigi durumlarda daha iyi tahmin giiciine sahip olur.



19

3. DENEYSEL CALISMA VE KEMOMETRIK ANALIiZ

3.1 Kullanilan Bitkisel Materyal

Bu c¢alismada 4 farkli bolgeden toplanan T. parthenium tiirii ile ¢alisildi. Cizelge 3.1 de
calisilan bitki gruplarinin, toplanma yerleri, zamanlari, ISTE numaralar1 ve kullanilan
kisimlar1 yer almaktadir. Deney sirasinda kullanilan bitkisel materyal Prof. Dr. Abdiilkerim

Alpinar tarafindan teshis edildi.

Cizelge 3.1 Calisilan bitkisel materyal ile ilgili bilgiler

BiTKi GRUBU | TOPLANMA YERi | TOPLANMA ZAMANI| ISTE | KULLANILAN KISIM

Kok

I. GRUP Istanbul-Beyazit 02.06.2004 81461 Govde

Yaprak

Cicek

Kok

II.GRUP Istanbul-Besiktas 12.06.2004 81466 Govde

Yaprak

Cigek

Kok

III.GRUP Bolu-Akyazi 11.07.2004 81711 Govde

Yaprak

Cigek

Kok

IV.GRUP Bolu-Cubuk yaylasi 11.07.2004 81712 Govde

Yaprak

Cicek
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3.2 Kullamlan Kimyasal Madde ve Coziiciiler

Yapilan ekstraksiyon islemleri ve Ince Tabaka Kromatografileri sirasinda kullanilan
¢oOziiciiler:

e Hekzan (Teknik)

e Etil asetat (Teknik)

e Metanol (Teknik, Merck)
e Kloroform (Merck)

e Diklorometan (Merck)

e Eter (Merck)

e Toluen (Teknik)

e Distile su

o Serik stilfat (Belirtec)

e Ince Tabaka Kromatografisi sirasinda; 25 TLC aluminium sheets 20x20 Silica gel 60

F2s4 (MERCK) plaklari kullanildi.

e Cam plaklara, Silica gel 60 HF»54 (MERCK) uygulandi.

3.3 Kullamlan Aletler
e Niikleer Manyetik Rezonans Spektrometresi (NMR)

e Ultraviyole Spektrofotometresi

e Ultraviyole Lambas1 (UV)

e Vakum Distilasyonu (Evaporator)

e Basit Distilasyon

e Plak Dokme Aleti

e Kaba ve Hassas Terazi (0.01 mg duyarlikta)

e Etiv



3.4 Deneysel Calisma

3.4.1 Bitki Materyalinin Hazirlanmasi
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Farkli bolgelerden toplanan T. parthenium tiiriiniin kok, govde, yaprak ve ¢igek kisimlari ayri

ayrt kurutularak ogiitiildi. Cizelge 3.2 de bitki gruplarinin kodlart ve kullanilan bitki

kisimlarinin miktarlar1 yer almaktadir.

Cizelge 3.2 Bitki gruplar1 kodlar1 ve miktarlari ile ilgili bilgiler

GRUP ADI KODU BITKI KISMI MIiKTARI
Kok 134 gr
[.GRUP 04-1
Govde 542 gr
Yaprak 240 gr
Cicek 325 gr
Kok 60 gr
II.GRUP 04-2
Govde 542 gr
Yaprak 240 gr
Cigek 325 gr
Kok 60 gr
II.GRUP 04-3
Govde 542 gr
Yaprak 240 gr
Cigek 325 gr
Kok 55 gr
IV.GRUP 04-4
Govde 542
Yaprak 105 gr
Cigek 325 gr




3.4.2 Ekstrelerin Hazirlanmasi
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Ekstrelerin hazirlanmasi sirasinda tiim bitki gruplarinin kok, govde, yaprak ve ¢icek kisimlari

ayr1 ayri sirasiyla, hekzan, etil asetat ve metanol ¢oziiciilerinde 2’ser gece bekletildikten sonra

coziiciileri ugurularak ekstre edildi. Cizelge 3.3 de bitki gruplari, kodlar1 ve yapilan ekstrelerin

miktarlar1 yer almaktadir.

Cizelge 3.3 Bitki gruplari, hazirlanan ekstreler ve miktarlar1 hakkinda bilgi

GRUP HEKZAN ETIL METANOL
ADI | KODU | EKSTRESI [MIKTARI | ASETAT |MIKTARI | EKSTRESI | MIKTARI
EKSTRESI
Kok 345mg Kok 438mg Kok 2.9457gr
I.GRUP | 04-1
Govde 2.1055gr Govde 3.3748gr Govde 24.6567gr
Yaprak 4.9953gr Yaprak 11.9384gr Yaprak 25.6994¢gr
Cicek 3.6253¢gr Cicek 6.0561gr Cicek 30.3857gr
Kok 2gr Kok 321mg Kok 1.7230gr
ILGRUP | 04-2
Govde 2.6821gr Govde 3.5471gr Govde 20.2855gr
Yaprak 9.16gr Yaprak 10.9889gr Yaprak 22.5992gr
Cicek 5.4402gr Cicek 26.4959gr Cicek 18.3260gr
Kok 115mg Kok 335mg Kok 690mg
III.GRUP | 04-3
Govde 2.0293gr Govde 2.0475gr Govde 9.9gr
Yaprak 4.7139¢gr Yaprak 14.5485gr Yaprak 15.8225gr
Cigek 3.7721gr Cicek 26.0355gr Cigek 19.0242gr
Kok 145mg Kok 196mg Kok 773mg
IV.GRUP | 04-4
Govde 1.9064 Govde 2.0475gr Govde 7.4541gr
Yaprak 2.9607gr Yaprak 5.9068gr Yaprak 8.3431gr
Cicek 3.9297¢gr Cicek 21.3561gr Cicek 17.3gr
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3.4.3 Parthenolide Tayini

Yapilan ekstrelerdeki parthenolide varligi, ince tabaka kromatorafisi ile tespit edildi. Buna
gore 04-1 ve 04-4 gruplarinin, gigek etil asetat ve metanol ekstrelerinde, parthenolide varligi
tespit edilirken, 04-2 ve 04-3 gruplarinin ekstrelerinde parthenolide olmadigi gorildii. 04-1
grubunun ¢icek etil asetat ve metanol ekstrelerine ait ITK kromatogramlar: Sekil 3.1°de, 04-4
grubunun ¢igek etil asetat ve metanol ekstrelerine ait ITK kromatogramlar1 Sekil 3.2°de yer

almaktadir.

Sekil 3.1 04-1 Grubunun cicek etil asetat ve metanol ekstrelerine ait ITK kromatogramlari
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Sekil 3.2 04-4 Grubunun etil asetat ve metanol ekstrelerine ait ITK kromatogramlari

3.4.3.1 Ince Tabaka Kromatografisi Sirasinda Kullanilan Céziicii Sistemleri
Diklorometan : Eter (8 : 2)

Toluen : Etil asetat (7 : 3)

Kloroform

3.4.3.2 Parthenolide’in izole Edilmesi ve Saflastirilmasi

04-1 cigek metanol ekstresinden cam plakalar araciligi ile bir miktar parthenolide izole edildi
ve saflig1 ITK ile kontrol edildikten sonra NMR’a gdonderildi. Spektrum sonuglarindan, ITK
ile saflastirilan maddenin, parthenolide oldugu dogrulandi. Sekil 3.3’de parthenolide’e ait H-
NMR spektrumu, Sekil 3.4’de ise Parthenolide ait ITK kromatogrami yer almaktadir.
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Sekil 3.4 Parthenolide’e ait ITK kromatograrami

3.4.4 Ekstrelerdeki Parthenolide Miktarimin Ol¢iilmesi

3.4.4.1 Ekstrelerin Boliinmesi
Parthenolide varligi tespit edilen ekstreler, 3’er gramlik ekstreler halinde boliindii ve miktar
tayini i¢in toplam 24 adet 6rnek elde edildi. Cizelge 3.4 de hangi ekstrenin kaga boliindigil ve

bu 6rneklere verilen kodlar yer almaktadir.
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Cizelge 3.4 Parthenolide iceren ekstreler, kodlari, miktarlar1 ve boliinen ekstreler ile ilgili

bilgiler
EKSTRE ADI KODU MIKTARI BOLUNEN EKSTRELER
04-1 CICEK ETIL LI 6.0561 gr LLA
ASETAT EKTRESI

LLB

LILA

LILB

LIL.C

LILD

04-1 CICEK LI 30.3857 gr LILE
METANOL LILF

EKSTRESI

LILG

LILH

LILJ

LILK
IV.LA

04-4 CICEK ETIL IV.ILB

ASETAT
. IV.I 21.3561 gr IV.IL.C
EKSTRESI

IV.LD

IV.LE

IV.LF

IVIG
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Cizelge 3.4’iin devami

EKSTRE ADI KODU MIiKTARI BOLUNEN EKSTRELER
IV2.A
04-4 CICEK V.11 17.3 gr IV.2.B
METANOL
. IV2.C
EKSTRESI
V2D
IV2.E

3.4.4.2 Orneklerin UV Spektrofotometresine Hazirlanmasi
Ekstrelerin boliinmesiyle elde edilen 24 6rnek, UV spektrumu ¢ekilmeden once seyreltildi.

Seyreltme islemi agagidaki siraya gore yapildi.

e  Orneklerin her birinden 1.4 mg madde alinarak tartild1.

e Bir miktar metanol (MERCK) ile ¢oziilerek 10ml’ye tamamlandi.
e 10ml’lik ¢ozeltiden 1ml alinarak, tekrar 10ml’ye tamamlandi.
3.4.4.3 Orneklerin UV Spektrumlarinin Alinmasi

Seyreltilen ekstrelerin UV spektrumlari, 190-400 nm araliginda ¢ekildi ve absorbans degerleri
5 nm araliklarla kaydedildi. Sekil 3.5’den 3.28’e kadar UV spektrumu c¢ekilen 6rneklerin
spektrumlar sirasiyla verilmistir. Ayrica saf parthenolide’e ait UV spektrumu Sekil 3.29’da

yer almaktadir.
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3.4.4.4 UV’si Cekilen Ekstrelerdeki Parthenolide Miktarimin Olciilmesi
UV’si ¢ekilen 1.4 mg’lik ekstre icinde kag miligram parthenolide oldugunu hesaplamak igin,
Ince Tabaka Kromatografisinden yararlamldi. Cizelge 3.5°de her bir 6rnekten alinan

1.4mg’lik ekstre i¢inde, kacar miligram parthenolide oldugu gosterilmektedir.

Cizelge 3.5 Ekstrelerdeki parthenolide miktarlari

BOLUNEN EKSTRELER PARTHENOLIDE MIKTARI(mg)
LILA 1.35 mg
LLB 1.31 mg
LILA 1.19 mg
LILB 1.28 mg
LIL.C 1.23 mg
LIL.LD 1.17 mg
LILE 1.21 mg
LILF 1.13 mg
LIL.G 1.05 mg
LILH 1.24 mg
LILY 1.15 mg
LILK 1.21 mg
IV.LA 1.16 mg
IV.ILB 1.14 mg
IV.ILC 1.11 mg
IV.LD 1.26 mg
IV.LE 1.12 mg
IV.LF 1.30 mg
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Cizelge 3.5’in devami

BOLUNEN EKSTRELER PARTHENOLIDE MIKTARI(mg)
IV.I.G 1.14 mg
IV.ILA 1.30 mg
IV.ILB 1.25 mg
IV.IL.C 1.32 mg
IV.IL.D 1.27 mg
IV.ILE 1.24 mg

3.5 Kismi Kiiciik Kareler Kalibrasyonu

3.5.1 Bilgisayar Program Hakkinda Bilgi
Veriler, Martens ve Naes’in (1989) algoritmasina gore yazilmis PLS-1 programinda

degerlendirildi.

3.5.2 Verilerin Bilgisayar’a Aktarilmasi

Parthenolide miktarlar1 saptanan 24 6rnekten 14°li model olarak kullanilirken, kalan 10 tanesi
laboratuvarda elde edilen sonuglarla karsilastirma yapmak icin kullanildi. Ornekler rastgele
se¢ildi ve absorbans degerleri, bilgisayar’a madde miktar1 az olandan ¢ok olana dogru
kaydedildi. Cizelge 3.6’da model olarak ve karsilastirma yapmak i¢in kullanilan ornekler,

kaydedilme sirasina gore yer almaktadir.
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Cizelge 3.6 Bilgisayar’a kaydedilen 6rnek gruplarinin sirasi

MODEL OLARAK KULLANILAN

KARSILASTIRMA YAPMAK ICIN

ORNEKLER KULLANILAN ORNEKLER
LII.G IV.LE
IV.I.C LILF
IV.LA IV.ILG
LIL.D IV.I.B
LILA LILJ
LII.C LILE
IV.ILE LILK
IV.IL.B LIILH
IV.IL.D IV.IL.D
[.IL.B IV.IL.C
IV.LF
IV.ILA
LLB
LLA

3.5.3 Kalibrasyon’un Olusturulmasi

Rasgele secilen 14 ornek, kalibrasyonun olusturulmasi i¢in kullanildi. Cizelge 3.7’de model

olarak kullanilan 6rneklerin derigimleri ve absorbans degerleri yer almaktadir.
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Cizelge 3.7 Model olarak kullanilan 6rneklerin derisimleri ve absorbans degerleri
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Cizelge 3.7’ nin Devami
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Cizelge 3.7’ nin Devami
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Cizelge 3.7 nin Devami
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4. SONUC VE TARTISMA

Bu ¢alismada, farkli bolgelerden toplanan T. parthenium tiiriindeki parthenolide varligi ve
madde miktar1, kromatografik yontemlerle ve kismi en kiigiik kareler kalibrasyonu yontemiyle
tayin edilmis ve iki yontem karsilagtirilmigtir. T. parthenium tiirii, igerdigi parthenolide
maddesinin migren, kanser, MS gibi hastaliklarin tedavisinde kullanildig1 i¢in, ekonomik
degeri yiiksek tiirlerden biridir. Bu nedenle, igerdigi parthenolide maddesinin miktarinin

fazlalig1 ve kolay hesaplanabilmesi biiyiik 6nem tagimaktadir.

Bu tez calismasinda, farkli 4 bolgeden toplanan bitki 6rneklerinden, sadece iki bolgeden
toplanan orneklerde parthenolide oldugu gériilmiistiir. Bu bélgeler, “Istanbul-Beyazit” ve
“Bolu-Cubuk yaylas1” bolgeleridir. “Istanbul-Besiktas” ve “Bolu-Goyniik” den toplanan
bitkilerde ise parthenolide varligina rastlanilmamistir. Parthenolide maddesi, bitkilerin sadece

cicek kisimlarinin etil asetat ve metanol ekstrelerinde goriilmiistiir.

Parthenolide varlig1 tespit edilen ekstreler, 3’er gramlik 6rnekler seklinde bdliinerek toplam
24 adet Ornek elde edilmistir. Bu Orneklerden 14’ kalibrasyon modeli olusturmak ig¢in
kullanilirken, diger 10 6rnek, madde miktarlar1 her iki yolla da tayin edilerek, kontrol

amaciyla kullanilmstir.

Segilen 14 6rnegin absorbans degerleri ve kromatografik yollarla saptanan madde miktarlari,
kalibrasyon olusturulmasi i¢in PLS-1 programinda degerlendirilmis ve diger 10 Ornegin

absorbans degerleri kaydedilerek madde miktarlar1 yine PLS-1 programi ile tahmin edilmistir.

Tabloda 3.7°de derisimleri ve absorbanslar1 verilen Ornekler i¢in, PLS ile bulunan b

katsayilar1 Cizelge 4.1°de verilmektedir.
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Cizelge 4.1 b katsayilar1

b katsayilari

by 2.937448E-02 bis 1.700546E-02 b2o 3.003437E-02
b, 7.266260E-02 b6 1.052339E-02 b3o 1.997601E-02
b3 3.8728E-04 bi7 1.710182E-02 b3y 1.552270E-02
by 2.459309E-02 bis 1.004761E-02 b3, 8.10580E-03
bs 8.705974E-02 bio 1.227309E-02 b33 4.0566E-04
be 1.891753E-02 b2o 1.56028E-03 b34 -7.66350E-03
b7 2.07315E-03 b2y 1.823514E-02 bss -1.670702E-02
bs -6.54804E-03 b2, -9.202386E-02 b3e -5.921236E-02
bo 4.417729E-02 b2;3 -2.141841E-02 bs7 -3.685842E-02
b1o -5.583410E-02 b4 8.88907E-03 bss -3.944706E-02
b1 -7.039759E-02 b2s 1.0533280E-01 b3o -4.296506E-02
b1z -6.436820E-02 b26 6.933357E-02 b4o -4.025801E-02
bis -4.419798E-02 b7 9.62614E-03 b4 -3.780313E-02
b14 -2.403648E-02 b2s 1.269833E-02 b4, -4.073294E-02
bo 0.101229400

Absorbans degerleri bilinen 10 6rnek i¢in, b katsayilar1 ve absorbans degerleri asagidaki

formiilde yerine konularak, her bir 6rnek i¢cin C (mg/ml) derisimleri hesaplanmistir

C (mg/ ml):b0+b1A1+b2A2+b3A3+b4A4+ .............................. +b42A42 (4 1)

Cizelge 4.2°de madde miktarlar1 kalibrasyon yoluyla bulunan, 10 Ornege ait absorbans

degerleri ve madde miktarlar1 yer almaktadir.
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Cizelge 4.2 Madde miktar1 PLS ile tahmin edilen 10 6rnege ait absorbans ve derisim degerleri
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Cizelge 4.2 nin Devami
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Cizelge 4.2 nin Devami
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Cizelge 4.2 nin Devami

60L1°0 | €6¥1°0 | 6SCI'0| 8€OI'0| 8I800 | CE90°0 | €LYO0 | T9€00 | 0LZO0 | 80COO | 08100 0Ty 0€1°0=""D
8881°0 | 99910 | TI¥L'O| 09110 | 00600 | CL90°0 | 08Y0°0 | €¥€00 | CECO0 | 09100 | LTIOO 6y SZI'0=°D
POZI'0 | 6901°0 | $160°0 | 19L0°0 | £090°0 | €9v0°0 | SyE0'0 | 9520°0 | 1810°0 | 8TI00 | 01000 | sy T1'0=50
9TIT'0 | S00T'0 | 0980°0 | 61L0°0 | 9950°0 | €6v0°0 | 81€0°0 | SET00 | 29100 | TITO0O | 16000 | ty 121'0=5
Celro | 90010 | 6¥80°0 | 96900 | €CS0°0 | LLEOO | €5SCO0 | L9TOO | 68000 | 9¢000 | L1000 Y r0=D
Pocro | €¢Cro| €v0r'o | L9800 | 79900 | €8v0°0 | 1€€00 | 8ICO0 | LZCIOO | 9000 | $€00°0 Sy 611°0=SD
6080°0 | 6VLO0 | 99900 | S8SO'0 | 8LYOO | T8EO0 | €6C0°0 | 9¢C00 | S9I10°0 | €CI0O0 | 80100 vy SIT0="D
G9¢0°0 | €£€€0°0 | 06C00 | ISCO0 | 66100 | 0SIO0 | COIOO | <9000 | 8COO'0O | SO000 | OI000O- ey 0Z1°0=5D
9CLO0 | S¥90°0 | 8YSO0 | SSYO0 | €5€00 | S9C0°0 | 16100 | OFIOO | €6000 | 09000 | 8+00°0 y €T1°0=)
¥6€0°0 | 09€00 | 0I€00 | S9C00 | #0200 | ISI0O0 | L6000 | 09000 | 0ZO0°0 | 90000~ | 10000~ Iy SIT°0="D
She 0sE SSE 09¢ 9t 0LE SLE 08¢ S8¢ 06¢ S6¢
(av)
Jw/Sw
wu(nfog edreq)y SUBQIOSqV| (wispq) D




67

Her iki yontemle de bulunan madde miktarlarinin birbirine ¢ok yakin oldugu goriilmiistiir.
Cizelge 4.3’de 10 6rnege ait, PLS ve Kromatografi yontemleri ile bulunan madde miktarlar

ayr1 ayr1 verilmistir.

Cizelge 4.3 Kromatografi ve PLS ile bulunan madde miktarlarinin karsilagtirilmasi

Ornek Kromatografi yoluyla PLS ile bulunan madde | Madde miktarlari
bulunan madde miktarlar1 | miktarlar: (C,) zflrasmdaki mutlak
ark d, =|C, -C,|
()
IV.LE 0.112 0.118 0.006
LILF 0.113 0.123 0.01
IVI.G 0.114 0.120 0.006
IV.IL.B 0.114 0.113 0.001
LILJ 0.115 0.119 0.004
LILE 0.121 0.122 0.001
LILK 0.121 0.121 0.0
LILH 0.124 0.124 0.0
IV.ILD 0.127 0.125 0.002
IV.IL.C 0.132 0.130 0.002

Iki yéntem ile bulunan madde miktarlar1 arasindaki mutlak farklarin toplami;

> =0.0032

Buradan mutlak farklarin ortalamasi;

d zz_z 0032 _ 0032 4.2)
n 10
bulunur.

n = Ornek sayis1
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Bu sonuca gore eslesmis T testi uygulands ;

Standart sapma asagidaki esitlikten hesaplandiktan sonra t degeri denklem (4.4) den

hesaplanir.
—-\2
s, = M =0.003259 4.3)
n-1
_d \/— 0.0032
3.105 4.4

0.003259 000325910 = “4-4)

t=3.105

Hipotez testlert,

Hy:uy =0
H, :u, #0

% 99 anlam seviyesinde, n-1 = 9 serbestlik derecesinde, t-tablosundan t = 3.25 bulunur. Buna

gore hesaplanan t degeri kritik tablo degerinden kii¢iik oldugundan H, hipotezi kabul edilir.
Yani sonuglar arasinda 6nemli bir fark yoktur.
Ayrica, dogal bitkilerdeki madde miktar1 hesaplamalarinda PLS yonteminin, kromatografik

yontemlere gore bazi avantajlari vardir. Cizelge 4.2’de PLS yonteminin kromatografik

yontemlere gore avantaj sayilabilecek 6zellikleri verilmistir
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Cizelge 4.2 PLS yonteminin kromatografik yontemlere gore avantajlari

PLS YONTEMI

KROMATOGRAFIK YONTEMLER

Ekstre elde edildikten sonra laboratuarda
bagka c¢aligma gerektirmediginden zaman

kazandiran hizli bir yOntemdir.

Miktarini tayin edecegimiz maddeyi saflastirip, tartma

yoluyla miktar tayini yaptigimiz i¢in zaman kaybi olan

yavas bir yontemdir.

Ekstreden direkt UV spekturumu

almabildiginden kullanilan malzeme ve

cOziicuden tasarruf saglar.

Saflagtirma sirasinda c¢ok miktarda ITK plagi ve

¢Ozlicii  kullanomi  oldugundan daha pahali bir

yontemdir.

Saflastirma islemi yapilmadigindan, islem

sirasinda olabilecek madde kaybini dnler.

Saflastirma islemleri sirasinda madde kaybi olabilir.

Arastirmacinin daha az emek harcayarak

sonuca ulagmasi saglayan kullanilish bir

yontemdir.

Aragtirmacinin  sonuca ulasabilmek i¢in daha c¢ok

emek harcamasi gereken bir yontemdir.

Kalibrasyon modeli olusturuldugundan, ayni
bitki tiiriinden ayni1 maddenin, miktar tayini

saptamasinda diger arastirmacilar tarafindan

Her arastirmaci aymi calismayi - ayni tiir ve ayni
maddenin miktar tayini i¢in bile olsa - tekrarlamak

zorundadir.

tekrar kalibrasyon modeli olusturulmadan

kullanilabilinir.
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Cizelge 4.2’de de agiklandigr gibi PLS yontemi kromatografik yontemlere gore madde
miktar1 hesaplamalarinda kullanilabilecek c¢ok daha avantajli bir yontemdir. Fakat PLS
yontemiyle madde miktar1 hesaplamasi yapilabilmesi i¢in, Oncelikle olusturulacak PLS
modelinde kullanilacak madde miktarlarinin, kromatografi yontemi ile hesaplanmasi
gerekmektedir. Model olusturulduktan sonra, yeni Orneklerin madde miktarlari PLS ile

kolayca hesaplanabilir.

Sonu¢ olarak, PLS yOnteminin bitki materyallerinde, madde miktar1 hesaplamalarinda

kullanilabilecek basit, hizl1 ve ekonomik bir yontem oldugu goériilmiistiir.
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