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OZET

Anahtar kelimeler: Gol Sogani, Leucojum Aestivum L., Galantamin, G6l Sogani
Ekstraksiyon, Alzheimer

Bu calismada, dogal ortaminda yetistirilen g6l sogani (Leucojum Aestivum L.)
yapraklar1 toplanarak iyice kurutulduktan sonra toz halinde dgiitiilmiistiir. Ogiitiilen
yapraklarin HPLC cihazinda analizi yapilarak igeriginde bulunan galantamin miktar1
belirlenmis ve daha sonra ekstrakte edilmis galantaminin verim hesab1 yapilmistir. Gol
sogani yapraklarindaki galantamin miktar1 HPLC cihaziyla yapilan analizler
sonucunda yaklasik olarak %0,6 - %0,25 araliginda ortalama %0,425 galantamin
icerdigi tespit edilmistir.

Kurutma stirecinde yaprakta bulunan galantamin miktarinin degiskenlik gdsterip
gostermedigini gozlemlemek adina nemli gol sogani yapraklar1 65° C ve 80° C
sicakliklarda kurutulmus ve yapilan HPLC analizleri sonucunda da bitki bilinyesinde
bulunan galantamin miktarinda azalma veya bir degisiklik olmadigir goriilmiistiir.
Ayrica gol soganinin KOk ve yaprak bolgelerindeki galantamin miktarini tespit etmek
amaciyla HPLC analizleri yapilmis ve bitkinin yaprak bdlgesindeki galantamin
miktarinin kok bolgesindeki galantamin miktarina gore yiiksek oldugu belirlenmistir.
Biitin bu ¢alismalar 1s18mnda ekstraksiyon ¢alismalari, gol sogani bitkisinin
kurutulmus yapraklar ile yapilmasi uygun goriilmiistiir. Ekstraksiyon agamalarinda
kullanilacak en uygun kimyasallar belirlenmis ve proses bu aragtirmalar sonucunda
sekil almistir.

Arastirmada elde edilen verilere gore yapilan tez ¢alismasi ile galantamin maddesinin
ulkemiz ekonomisine kazandirilmasi hedeflenmektedir.



GALANTAMINE ISOLATION BY BASIC EXTRACTION
METHOD FROM THE SUMMER SNOWFLAKE (LEUCOJUM
AESTIVUM L.) PLANT

SUMMARY

Keywords: Summer Snowflake, Leucojum Aestivum L., Galantamine, Summer
Snowflake Extraction, Alzheimer’s Disease

In this study, the leaves of the summer snowflake (Leucojum Aestivum L.) which are
grown in its natural environments, are collected and it is ground in dust after drying.
The content of galantamine was determined by analyzing the ground leaves on the
HPLC device, and then the yield of the extracted galantamine was calculated. Summer
snowflake (Leucojum aestivum L.), galantamine in the leaves of the HPLC device as a
result of the analysis approximately 0,6% to 0,25% contained on average of 0,425%
galantamine detected.

In order to observe whether the amount of galantamine in the leaf varies during the
drying process, moist lake bulb leaves were dried at 65°C and 80°C temperatures, and
HPLC analysis showed that there was no decrease or change in the amount of
galantamine in the plant. In addition, HPLC analyzes were carried out to determine the
amount of galantamine in the root and leaf regions of the lake onion and it was
determined that the amount of galantamine in the leaf region of the plant was higher
than the amount of galantamine in the root region. In the light of all these studies, it
was deemed appropriate to perform extraction studies with dried leaves of the summer
snowflake plant. The most suitable chemicals to be used in the extraction stages were
determined and the process took shape as a result of these researches.

According to the data obtained in this research, the study aims to bring the galantamine
substance to the economy of our country.

Xi



BOLUM 1. GIRIS

Gegmisten giinlimiize demans ve Alzheimer hastaliklarindan muzdarip insan sayisi

giin gegtikce artmaktadir.

Galantamin 1998 yilindan bu yana bir Alzheimer hastaligi tedavi etken maddesi olarak
ABD Guda ve Ilag Idaresi (FDA), ingiltere Ilag ve Saglik Uriinleri Diizenleme Kurumu
(MHRA) ve Avrupa Ilag Ajans1 (EMA) tarafindan onaylanmistir. Galantamin esas
olarak bitkilerden Uretilir ve her ne kadar kimyasal sentezi mimkun olsa da, sentetik

olarak Uretmek zahmetli ve pahali bir yoldur (Fraser, 2017).

Tiirkiye’de endiistriyel anlamda galantamin eldesi calismasi yapilmamis olmakla
birlikte Tarim ve Orman Bakanligi’nin vermis oldugu izinle yilda 550 ton gdl sogani

yapragi, galantamin elde edilmesi amaciyla ihrag¢ edilmektedir.

Ulkemizin endemik bitki tiirlerinden olan ve Sakarya ilimizde Acarlar Longozu'nda
yetisen gol sogan1 yesil aksam hasati, Bakanlikca, arastirmaci ve bilim adamlarindan
olusturulan komisyon ve teknik komite kontroliinde popilasyon degerlendirmeleri

sonucu izinle yapilmaktadir.

Sakarya’nin Kaynarca ilcesinde Kirsal Alanda Sosyal Destek Projesi (KASDEP)
kapsaminda Biiyiikyanik Koyt Tarimsal Kalkinma Kooperatifi ve Turnali Koyt

Tarimsal Kalkinma Kooperatifi tarafindan g6l soganmin sadece yapraklari



toplatilmaktadir. Bakanlik¢a olusturulan komisyon ve komite, 01 Mart 2018 tarihinde
Sakarya ilimizde bulunan Acarlar Longozunu gezerek yapmis oldugu saha popiilasyon
incelemeleri sonucu, Kaynarca ilgesinde, Biiylikyanik Koyii Tarimsal Kalkinma
Kooperatifine 250 ton, Turnali Koyii Tarimsal Kalkinma Kooperatifine de 50 ton

olmak tizere toplamda 300 ton gol sogan1 yapragi hasadina izin verilmistir.

Amaryllidaceae familyasinin iilkemizde bulunan tek tiiri olan Leucojum aestivum L.
yillar i¢inde yetistigi alanlardaki popiilasyonun azalmasi nedeniyle 19/07/2012 tarihli
28358 sayili Resmi Gazetede yayimlanan yonetmelikle soganlarin sokiimii ve satisi
yasaklanarak koruma altina alinmistir. G61 soganinin yapraklarindan gocuk felci agist
ve Alzheimer hastalig1 tedavisinde kullanilan galantamin maddesi elde edilmektedir
(sakarya.tarimorman.gov.tr/Haber/117/Gol-Sogani-Hasati, Erisim Tarihi:
02.02.2020).


https://sakarya.tarimorman.gov.tr/Haber/117/Gol-Sogani-Hasati

BOLUM 2. KAYNAK ARASTIRMASI

2.1. Alkaloidler
2.1.1. Genel 6zellikleri

Alkaloidler azot atomlar1 igeren organik bilesiklerdir. Bu gruptaki bazi bilesikler ayni
zamanda notr veya zayif asit Ozelliginde olabilir (Manske, 1965). Alkaloidler
heterohalkal1 azot igerir. Bunlara en iyi 6rnek morfin ve galantamindir (Plemenkov,
2001). Alkaloidlerin 6nemli bir kismi izokinolin (Sekil 2.1.) bilesigine uymamasina

ragmen aporfinler (Sekil 2.2.) ve galantamin (Sekil 2.3.) bu grubun bilesiklerine
atfedilir (Hesse, 2002).

N
~N

Sekil 2.1. izokinolin molekiiler yapisi.

Sekil 2.2. Aporfin molekiiler yapist.



Sekil 2.3. Galantamin molekiiler yapisi.

Alkaloidler bakteriler, mantarlar, bitkiler ve hayvanlar gibi ¢esitli organizmalar
tarafindan ftretilebilir (Roberts, 1998). Bu organizmalarin Oziitlerinden asit-baz
ekstraksiyonu, ¢ozilicl ekstraksiyonu ve silika-jel kolon kromatografisi ile bu yapilar

elde edilebilir (Gongalves Paterson Fox ve ark., 2013).

Alkaloidlerin hastaliklara karsi analjezik, antimalarial, antifungal, antikanser,

antiastim, kolinomimetik gibi ¢ok ¢esitli tedavi edici 6zellikleri vardir (Russo ve ark.,
2013; Kittakoop ve ark., 2014).

Cogu alkaloid molekiiler yapisinda oksijen igerir ve bu bilesikler ortam kosullarinda
genelde renksiz olsalar da bazi alkaloidler renklidir. Bazi alkaloidler zayif bazik
Ozellik gosterirler ve alkaloidlerin birgogu suda ¢ok az ¢oziiniirken, alkol ¢ozeltileri ve

organik solventlerde gayet iyi ¢coziinmektedirler (Grinkevich ve Safronich, 1983).

2.1.2. Alkaloidlerin dogada dagilimi

Alkaloidler cesitli organizmalar tarafindan ve 6zellikle damarl bitkiler tarafindan
iretilir. Dogada bulunan bitkilerin %25°1 alkaloid igerir (Orekhov, 1955; Aniszewski,
2007).

Alkaloidler bitkilerde bulunan dokularda homojen olmayan bir sekilde belirli
ylizdelerde bulunur. Bitkilerin tilirline bagli olarak alkaloidler maksimum
konsantrasyonda bitkinin yapraklarinda, meyvelerinde, tohumlarinda, kok veya
kabuklarinda bulunabilirler (Grinkevich ve Safronich, 1983). Ornek olarak; Leucojum

aestivum L. bitkisinin yaprak ve soganlarindan yapilan analizler sonucunda yaprak



bolgesinde sogana gore yiiksek miktarda galantamin maddesinin bulundugu
goriilmiistiir. Bitkiler birden fazla alkaloid icermektedir. Bu ytlizdendir ki ayn1 bitkinin

farkli bolgeleri farkli alkaloidler igerebilir (Orekhov, 1955).

Alkaloidler dogada sadece bitkilerde bulunmaz. Ayni zamanda cesitli mantarlar,
hayvanlar, bocekler ve belirgin karincalarda da bulunabilir (Hesse, 2002; Touchard ve
ark., 2016). ilaveten denizde bulunan bircok organizma da alkaloid igermektedir

(Fattorusso ve Taglialatela-Scafati, 2008).

2.1.3. Alkaloidlerin bitkilerdeki varhgi

Alkaloidler bitkinin her béliimiinde olugsa da miktar olarak en fazla bulundugu belirli
bolgeler vardir. Ciinkii bu bolgelerde alkaloidleri olusturacak spesifik doku veya
hiicreler, bitkinin diger bolgelerine gore olduk¢a fazladir. Alkaloidler bitkinin bir
bolgesinde iiretilirken, diger bdlgesinde ise depolanir. Ornegin nikotin alkaloidi,
tiitliniin koklerinde iiretilmis olsa da yapraklarina tasinir ve yapraklarinda depolanir.
Alkaloid tireten bitkilerde birgok alkaloid vardir. Fakat bu bitkilerde bir veya birkag
adet ana alkaloid bulunmaktadir. Diger alkaloidler ise ana alkaloidlerin baskalagima

ugramis halleridir (Mammadov, 2014).

2.1.4. Alkaloidlerin bitkideki roli

Bitkiler de diger canlilar gibi tiirlerinin ve soylarimin devam etmesi i¢in yasarlar.
Tiirlerinin devami i¢in kendilerini korumak ve hayatta kalmak zorundadirlar. Bunun

icin ¢esitli savunma yontemleri kullanirlar.

Alkaloidler azot kaynagi olmasi sebebiyle aminoasitlerin ve buradan da proteinlerin
olusumuna 6nemli katki saglarlar. {laveten alkaloidler bitkinin koruma sisteminin
onemli bir parcasidir. Toksik etkilerinden dolay1 alkaloid igeren bitkinin tadi acidir ve
bu 6zellikleriyle de otgul hayvanlari kendisinden uzak tutarak korunma mekanizmasini

aktif bir sekilde kullanir (Mammadov, 2014).



Alkaloidlerin bitkideki roliinii agiklamaya c¢alisan baska hipotezler de wvardir.
Bunlardan biri bitki biinyesinde zehir {ireten mikroorganizmalarin iirettigi zehri
arindirmak i¢in sentezlendikleri, bir diger hipotez ise bitkinin azot depolamasini

saglayan maddeler oldugudur (Herbert, 1995, 1996, 1997, 2001).

2.1.5. Alkaloidlerin kullanimi

Alkaloidler, farmakolojik etkiye sahip olmakla birlikte canlilar lizerinde hastaliklari
iyilestirici ve durdurucu etki gostermektedir. Ornek vermek gerekirse, galantamin,
cocuk felci ve Alzheimer hastaliginin tedavisinde kullanilirken, morfin ise bir agr

kesici olarak kullanilmaktadir.

Alkaloidler ayni zamanda canlilar i¢in yeni ilag {iiretimlerinde farmakolojik ve

biyolojik dneme sahiptir (Cordell ve ark., 2001; Karuncula, 2013).

2.2. Tiirkiye’de Alkaloid

Tiirkiye’de endiistriyel anlamda alkaloid (afyon alkaloidleri) tretilen yer, Toprak
Mahsulleri Ofisi’ne bagli, diinyanin 6nde gelen alkaloid kuruluslar1 arasinda yer alan

Afyon Alkaloidleri Fabrikast’dur.

2.2.1. Afyon alkaloidleri ile ilgili bilgiler

Opium (Afyon) alkaloidleri hashas bitkisinden (Papaver Somniferum) elde
edilmektedir. Biinyesinde bir¢ok alkaloidi bulundurmasinin yaninda temel olarak 6
alkaloid farmakopik olarak kullanilmaktadir. Bunlar; mortfin, kodein, oripavin, tebain,

papaverin ve noskapindir.

Papaverin (Sekil 2.4.), izokinolin grubu olan spazm onleyici bir alkaloiddir. Visseral
spazm ve vazospazm tedavilerinde oncelikle kullanilir. Gastrointestinal sistem, safra
kanallar1 ve {iireterdeki spazmlar1 tedavi etmek amaciyla kullanilmaktadir (Liu ve

Couldwell, 2005).
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Sekil 2.4. Papaverin bilesiginin molekiiler yapisi.

Morfin (Sekil 2.5.), giiglii bir agr kesicidir ve bu alkaloid izokinolin yapis1 igermese
de, izokinolin grubuna dahil edilmistir. Merkezi sinir sistemine direk etki eder (The
American Society of Health-System Pharmacists, 2015). Bagimlilik yapict etkiye
sahip bu alkaloid, haghas bitkisinde en ¢ok bulunan alkaloiddir.

HO

H

HO""

Sekil 2.5. Morfin bilesiginin molekiiler yapisi.

Kodein (Sekil 2.6.), hafif ve orta derecede agr1 kesici olmasiyla birlikte daha ¢ok
oksiiriik ve ishal kesici tedavilerde kullanilan bir alkaloiddir (Prommer, 2010;

McEvoy, 2003).

Sekil 2.6. Kodein bilesiginin molekiiler yapisi.



Afyon (Papaver Somniferum) alkaloidlerinin etkileri uzun vadede degisebilir. Bunlara
ornek olarak diisiik libido, hafiza kayb1 ve ilgisizligi gosterebiliriz. Kodein ise bazi
insanlarda alerjik tepkiler gosterebilir ve deride sisme, dokiilme veya kasinma

goriilebilir (McEvoy, 2003).

Noskapin (Sekil 2.7.) haghas bitkisindeki bir baska izokinolin grubuna iiye alkaloiddir.
Noskapin ve papaverin bagimlilik etkisi olmamakla birlikte ila¢ sektdriinde Sksiiriik

kesici (antitiissif) olarak kullanilir (Altinoz ve ark., 2019).
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Sekil 2.7. Noskapin bilesiginin molekiiler yapisi.

Tebain (Sekil 2.8.) kimyasal olarak yapisi kodein ve morfine benzerlik gosterir. Toksik
(zehir) etkisi oldukca yiiksektir. Bu yiizden ilag olarak kullanilmaktan ziyade morfin

ve bir¢ok alkaloidin tlirevlendirme sentezinde kullanilmaktadir (Novak ve ark., 2000).

Sekil 2.8. Tebain bilesiginin molekiiler yapisi.



Oripavin (Sekil 2.9.) bir afyon ve tebain major ara iiriiniidiir. Oripavinin analjezik
etkisi morfin ile karsilastirilabilir olmasina ragmen, oripavinin ciddi toksisite ve diigiik

tyilestirici indeksi nedeniyle klinik olarak kullanilmaz. (Yeh, Aralik 1981).

Sekil 2.9. Oripavin bilesiginin molekiiler yapisi.

2.3. Amaryllidaceae Ailesi ile Tlgili Bilgiler

2.3.1. Ozellikleri

Amaryllidaceae, dort tiir hari¢ olmak iizere ¢ok yillik otsu veya etli jeofitler veya

epifitler olan karasal bitkilerdir. Cogu cinsi soganlarindan biiyiir (Dimitri, 1987).

Yapraklar1 basit, oldukga etli, paralel damarl ve iki siralidir. Yaprak sekli dogrusal,
kayisa benzer, mizrak seklinde veya ipliksi olabilir. Yapraklar1 sapli veya sapsiz
olabilir. Bitki karakteristik kokular tiretir. Allil siilfit bilesiklerinden koku iireten
Allioideae buna 6rnektir (Rossi, 1990; McGary, 2001).

2.3.2. Leucojum L. tiiriiniin 6zellikleri

Leucojum aestivum (Sekil 2.10.), genellikle ortalama 50 cm boyunda ¢ok yillik bir
bitkidir ancak bazi formlarinin 90 cm’ye ulastigi da bilinmektedir. Ciceklenme
doneminde gelismis yapraklari en az 5 mm genisligindedir ve kayis seklindedir.
Cicekleri sarkmis haldedir ve ilkbaharin sonlarinda agar. Cigek sayis1 3 ile 7 adet

arasinda degiskenlik gosterir. Cigek saplar1 2,5 ile 7 cm uzunlugunda olabilir. Cigekler
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ortalama 3,5 cm ¢apindadir ve ¢igeklerin her bir ucunun altinda yesilimsi bir noktaya

ve alt1 beyaz bir tepeye sahiptir (Grey-Wilson ve ark., 1981; Mathew, 1987).

Sekil 2.10. Leucojum aestivum L. (Orman Genel Miidiirliigii)

2.4. Amaryllidaceae Alkaloidleri

Amaryllidaceae, nergisgiller ailesine mensup bir bitki ailesidir ve biinyesinde bu bitki
ailesine 0zgl alkaloidler bulunmaktadir. Amaryllidaceae alkaloidlerinden olan
galantamin, bitki i¢inde en ¢ok miktara sahip olan alkaloiddir. Galantamin miktari
yiiksek bitki tiirii olan yabani nergis, galantamin eldesinde en ¢ok kullanilan bitkidir.
G061 sogani igermis oldugu galantamin, likorin, tazettin alkaloidleri ile ila¢ sektoriinde
Alzheimer ve ¢ocuk felci gibi sinir sistemine etki eden ilaglarin hammaddesi olarak

kullanilmaktadir (Karuncula, 2013).

Galantamin (Sekil 2.11.) [(4aS, 6R, 8aS)-5, 6, 9, 10, 11, 12-hekzahidro3-metoksi-11-
metil-4aH- [1]benzofuro[3a, 3, 2-ef]benzozepin-6-ol], hafif ila orta siddette vaskiiler
demans ve Alzheimer tedavisinde etkilidir (Birks, 2006).

Diger kolinesteraz inhibitorlerinde oldugu gibi, galantamin hafif kognitif bozuklugun

tedavisinde etkili olmayabilir (Tricco ve arkadaslari, 2006).
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Sekil 2.11. Galantamin bilesiginin molekiiler yapisi.

Sekil 2.12. Tazettin bilesiginin molekiiler yapisi.

Likorin (Sekil 2.13.), ekili ¢ali zambag1 (Clivia miniata), siirpriz zambaklar (Lycoris)
ve nergisler (Narcissus) gibi ¢esitli amaryllidaceae tiirlerinde bulunan zehirli kristalin

alkaloiddir (Wang ve arkadagslari, 2007).

Sekil 2.13. Likorin bilesiginin molekiiler yapisi.
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Likorin maddesinin antibakteriyel, antiviral veya anti-inflamatuar etkileri tespit
edilmis ve bu anlamda biyolojik ve farmakolojik faaliyetlere sahip oldugu
goriilmiistiir. Ayrica kanser tedavilerinde etkili 6zellikleri olabilecegi 6ngdriilmektedir
(Jahn ve ark., 2012). Yapilan aragtirmalar sonucunda bir¢ok kanser hiicre ¢esidi olan
lenfoma, karsinom, multipl miyelom, melanom, l6semi, insan A549 kii¢iik hiicreli dist
akciger kanseri, insan OE21 6zofagus kanseri ve daha fazlasinda inhibitér 6zellik

gosterdigi tespit edilmistir (Wang ve ark., 21 Subat 2014).

Likorinin yeni bir anti-ovaryen kanseri ajani olan likorin hidrokloriir (LH) gibi anti-
kanser aragtirmalart i¢in kullanilan birgok tiirevi vardir ve veriler LH'nin ¢ok diisiik
toksisite ile HeylB hiicrelerinin mitotik proliferasyonlarin1 etkili bir sekilde
engelledigini gostermistir. Bu ilag gelecekte etkili bir sekilde anti-ovaryen kanseri

tedavisi i¢in kullanilabilir (Cao, Zhifei ve ark., 2013).

2.4.1. Biyolojik etki

Cagimizin en yaygin hastaliklarindan bir tanesi Alzheimer’dir. Bu hastalikta meydana
gelen hafiza kaybinin sebebi beynin hem korteks hem de hippokampiis bolgesinde
yeralan sinir hiicrelerinde bulunan asetilkoline duyarli reseptorlerde iletimin
bozulmasindan kaynaklanmaktadir (Karuncula, 2013). Giiniimiize kadar, molekiiler
olarak cesitli 500°den fazla alkaloid, birbirlerinden farkli biyolojik aktiviteye sahip
farkli amaryllidaceae bitkilerinden ekstrakte edilmistir (He ve ark., 2015; Habartovaa
ve ark., 2016). Bu alkaloidler likorin, homolikorin, krinin, haemantamin, tazettin,
montanin, nergislazin, galantamin ve norbelladin gibi dokuz alkaloid iskelet yapis1

tipinde siniflandirilir (Bastida ve ark., 2011; Habartovaa ve ark., 2016).

Galantamin uzun etkili, secici, geri doniisiimlii ve rekabetci bir asetilkolinesteraz

inhibitoriidiir. (Bastida ve ark., 2011; He ve ark., 2015; Habartovaa ve ark., 2016).

Kolinesteraz enzimleri, hafif ve orta dereceli Alzheimer hastalig1 olanlarin tedavisi i¢in
kulanilan yegane ilactir (Lopez ve ark., 2002; Habartovaa ve ark., 2016). Bu tedaviler

icinde amaryllidaceae alkaloidleri kullanilmaktadir.
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2.4.2. Ekstraksiyon teknikleri

Giliniimiizde ilag endiistrisinde sentetik hammadde iiretiminin pahali olmasi ve bu
hammaddelerin temininin giin gectikce zorlagsmasi dogal farmasoétik iirlinlere olan
ilgiyi her gecen giin artirmaktadir. Dogal {iriinleri elde edebilmek icinse ¢esitli
yontemler vardir. Bu yontemleri belirlerken bitkinin ¢esidi, maddenin molekiil yapisi,
izolasyonu ve maddenin aktif kullanimi uygun ekstraksiyon yontemini belirlemede
onemli bir adimdir. Tiim bunlara bagh olarak elde edilecek aktif maddeye gore farkli

ekstraksiyon yontemleri vardir (Ignat ve ark., 2011).

Kimyada ekstraksiyon, bir maddenin ¢6zelti ve ¢oziicii yardimiyla bir karigimdan veya
maddeden ayrilmasi iglemidir. Tiim bu calismalar i¢in de pH uygulamalarin1 da 1yi
bilmek gerekir. Tiim bitkisel hammaddelerin elde edilmesi i¢in birden farkli proses
vardir. Ekstraksiyon yontemleri olarak; kati-sivi ekstraksiyonu, sivi-sivi ekstraksiyonu

ve stiper kritik s1v1 ekstraksiyonu seklinde siralanabilir (Garcia-Salas ve ark., 2010).

2.4.3. Calismada uygulanacak ekstraksiyon ve izolasyon yontemi

Bu asamada yapilacak islem bitkiden ekstrakte edecegimiz maddeyi bitkide bulunan
diger maddelerden veya safsizliklardan ayirip saf bir sekilde elde etmektir. Ayirma
islemlerinde amag¢ molekiil gruplarinin genellikle ¢oziiniirliiklerine, yogunluguna,
fiziksel Ozelliklerine ve diger maddelerle etkilesimlerine bakarak ayirmaktir

(Karuncula, 2013). Bu ¢alismada izlenecek yolu 6zetleyecek olursak:

- Bitkinin ¢iceklenme déneminde toplanarak, teshisi.

- Bitkinin uygun sartlarda kurutulmasi ve toz haline getirilmesi.

- Bitkinin uygun ¢oziiciilerle ekstraksiyonu.

- Ekstraksiyon isleminin her bir asamasinda HPLC (Yiiksek Performansli Stvi
Kromatografisi) yontemiyle galantamin varliginin ve miktarinin tespiti ve
caligmanin seyri.

- Ekstrakt i¢in uygun ¢oktiirme yontemi uygulanarak galantamin iirliniiniin elde

edilmesi olacaktir.
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2.4.4. Alkaloidlerin izolasyonu

Alkaloidler birbirinden farkli yapisal cesitlilige sahip oldugu i¢in birden farkli
ekstraksiyon yontemi vardir (Hesse, 2002). Endiistriyel olarak en ¢ok kullanilan
yontemler ise ¢oziniirliik farkiyla maddelerin ekstraksiyonudur (Gongalves Paterson
Fox ve ark., 2013). Alkaloidler, belirli solventler kullanilarak ¢oziintirliik farkiyla ve
kaynama noktas1 farkindan yararlanilarak destileme ile ayrilarak veya belli basl

reaktiflerle karigimlardan ayrilir (Grinkevich ve Safronich, 1983).

Ekstraksiyon isleminde kullanilabilen bir¢ok organik solvent vardir. Kullanilacak

solventi, izole edilecek alkaloidin polaritesi belirler.

Endiistriyel anlamda ekstraksiyon yapildiginda alkaloidler bazik ve tuzlu halleriyle
coktiiriilebilirler. Coktlirme isleminin istenen sartlara uygun bir sekilde gergeklestigini
teyit etmek i¢cin de uygun analiz yontemleri belirlenmelidir. Bu analiz yontemlerini
kagit kromatografisi, ince tabaka kromatografisi, kolon kromatografisi, yiiksek
performansli sivi kromatografisi olarak siralayabiliriz (Cordell ve ark., 2001;
Karuncula, 2013). Ayrica, ¢oktiiriilen alkaloidin rengi, {iriiniin saflig1 hakkinda ciddi
bilgiler vermektedir. Uriin rengi istenen sartlara uygun degilse, analiz islemine
gegmeden Once alkaloidi ¢6zmeyen ama ayni zamanda istenmeyen renk safsizligini

alan kimyasallar ile yikama islemi yapilarak iiriin istenen renk safligina getirilir.



BOLUM 3. MATERYAL VE YONTEM

3.1. Materyal

Arastirmada, Sakarya Universitesi’nden ¢alismalar i¢in Toprak Mabhsiilleri Ofisi’ne
bagli Afyon Akaloidleri Fabrikasi Ar-Ge Sube Midiirliigii’'ne kurutulmus halde

gonderilen gol sogani (Leucojum aestivum L.) kullanilmigtir.

3.2. Yontem

3.2.1. Kullanilan arac-gerecler

Calismada kullanilan baglica ekipmanlar, Memmert marka fanl etiiv,1 adet Mettler
Toledo pH metre, 1 adet Mettler Toledo hassas terazi, 1 adet Buchi rotary evaparator,
2 adet Heidolph 1siticili manyetik karigtirici, 2 adet mekanik karistirici, 1 adet
Shimadzu marka HPLC ve HPLC ig¢in Silicycle marka (5 um, 100 A", 4.6 mm x 250

mm) kolon, Retsch marka 6giitiicii ve Elma marka ultrasonik banyodur.

3.2.2. Kullamlan ¢ozeltiler

Calismada kullanilan kimyasal maddeler analitik saflikta olup amonyum format
Honeywell’den, galantamin standardi European Pharmacopoeia’dan, kire¢ Afyon
Alkaloidleri Fabrikasi’ndan, kloroform, toluen, biitanol, bromik asit (%48’lik), formik
asit (%98’lik), sodyum hidroksit, aseton, asetik asit Merck’ten satin alinmistir.
Calismada kullanilan ¢ozeltiler; %10’ luk asetik asit ¢ozeltisi, %35°1ik NaOH ¢0zeltisi,
%S5’1lik HBr ¢ozeltisi, (80:20) toluen-bitanol karisimidir.
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3.3. Ekstraksiyon Uygulamalari

3.3.1. Gol sogam (Leucojum aestivum L.) icerigindeki galantamin miktar: tayini

icin numune hazirlama

Fanli etiivde 80°C’de kurutulan g6l sogani yapraklari etiivden alindiktan sonra
ogiitiictide toz haline getirildi. Toz haline getirilen g6l sogan1 yapraklarindan 0,5 gram
tartilarak 50 ml %10’luk asetik asit ¢ozeltisine ilave edildi. Bu karisimdan 2 adet
hazirlanarak karigtiricida 1500 devirde 1 saat boyunca karistirildi. Daha sonra
karisimlardan numuneler alinarak HPLC cihazinda analizleri yapildi. Faz alma
safhalarinda su fazlarindan 1 ml numune alinip destile su ile 100 ml’ye seyreltildi ve

numune analiz edilmek tizere HPLC cihazina verildi.

3.3.2. Gol soganindan (Leucojum aestivum L.) galantamin eldesi

3.3.2.1. Kati-Siv1 ekstraksiyonu

750 gram ogiitiilmiis gol sogani tozu 10 litrelik behere alindi ve {izerine 7500 ml su
ilave edildi. Mekanik karistirict ile karistirma islemine baslandi. Ayn1 zamanda
karigima sicaklik verildi. Karisimin pH o6lgiimii yapildi ve baslangic pH degeri 5,7
olarak olctildii. Karisima %15°lik kire¢ ¢ozeltisi ilavesiyle pH degeri 11.98 seviyesine
getirildi. pH degerini bu seviyede kontrol altinda tutmak i¢in belirli araliklarla %15°lik
kire¢ ¢ozeltisi ilavesi yapildi. Karigim sicakligi 45°C’ye getirildi ve sicaklik 45°C’ye
geldigi andan itibaren 4 saat karistirildi. 4 saat sonunda pH degeri 11.92 olan karigim
filtrasyon islemine alindi. Ekstrakt, kati kisimdan filtre edildi. Filtrasyon islemi
sonunda 6210 ml ekstrakt elde edildi. Yapilan islem sonunda ekstrakttan numune
alinarak galantamin miktarini tespit etmek amaciyla HPLC cihazinda analizi yapildi.
Ayrilan kati kisimdan 10 gram alindi ve kati kissm 105°C’de 2 saat fanli etiivde
kurutuldu. Kurutulan kati kisimin biinyesinde kalan galantamin miktarini tespit etmek

amaciyla HPLC cihazinda analizi yapildu.
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Kullanilan kurutulmus gol sogani, ekstrakt ve islem sonrasi kalan kat1 kisimdan elde
edilen analiz sonuglar1 (Sekil 3.1., Sekil 3.2., Sekil 3.3. ve Tablo 3.1., Tablo 3.2. ve
Tablo 3.3.)’te belirtilmistir.
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Sekil 3.1. Kurutulmug g6l sogan1 kromatogrami.
Sira No Numune Adi Ret. Time Alan Konsantrasyon Birim
1 Galantamin 15,830 204577 0,433 %

Tablo 3.1. Kurutulmus g6l sogan1 analiz sonucu.
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Sekil 3.2. 1. ekstraksiyon sonrasi elde edilen ekstrakt kromatogrami.
Sira No Numune Ad1 Ret. Time Alan Konsantrasyon  Birim
1 Galantamin 15,744 30365 0,300 (g/L)
Tablo 3.2. 1. ekstraksiyon sonunda elde edilen ekstrakttaki galantamin miktar1.

18
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Sekil 3.3. 1. ekstraksiyon sonrasi kalan kati kisim kromatogrami.

Sira No Numune Adi Ret. Time Alan Konsantrasyon Birim

1 Galantamin 15,764 77953 0,160 %

Tablo 3.3. 1. ekstraksiyon sonunda kati kisimda kalan galantamin miktari.

Nemli kat1 kisimda kalan galantamini almak i¢in kat1 kisim 10 litrelik behere tekrar
aktarild1 ve tlizerine bir 6nceki ¢alismada elde edilen ektrakt hacmi olan 6210 ml su
ilave edildi. Mekanik karisrici ile karistirma islemi baslatildi. Karigima sicaklik verildi.
Karigimi pH degeri 6lgiildii ve pH degerinin 1,8 oldugu goriildii. Karigim sicakligi
45°C’ye geldikten sonra karigim 4 saat daha karistirildi. pH degerini bu seviyede
kontrol altinda tutmak amaciyla belirli araliklarla %15°lik kireg¢ ¢ozeltisi ilave edildi.
Karistirma islemi tamamlandiktan sonra filtrasyon islemi yapildi. Filtrasyon islemi
sonunda ekstrakt, kat1 kisimdan ayrildi. Filtrasyon islemi sonunda 6320 ml ekstrakt
elde edildi. Yapilan islem sonunda ekstrakttan numune alinarak galantamin miktarini
tespit etmek amaciyla HPLC cihazinda analizi yapildi. Ayrilan kat1 kisimdan 10 gram

alind1 ve kat1 kisim 105°C’de 2 saat fanli etiivde kurutuldu. Kurutulan kati kismin
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biinyesinde kalan galantamin miktarin1 tespit etmek amaciyla HPLC cihazinda analizi
yapild.

Filtrasyon islemi sonunda ekstraktin pH degeri 12,3 olarak él¢tldi. Kurutulan kati

kismin ve ekstraktin HPLC analiz sonuglari (Sekil 3.4., Sekil 3.5., Tablo 3.4. ve Tablo
3.5.)’te gosterilmistir.
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Sekil 3.4. 2. ekstraksiyon sonrasi elde edilen ekstrakt kromatograma.
SiraNo  Numune adi Ret. Time Alan Konsantrasyon Birim
1 Galantamin 15,817 11290 0,095 (g/L)

Tablo 3.4. 2. ekstraksiyon sonunda elde edilen ekstrakttaki galantamin miktari.
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Sekil 3.5. 2. ekstraksiyon sonrasi kalan kat1 kisim kromatogramu.

Sira No Numune Adi Ret. Time Alan Konsantrasyon  Birim

1 Galantamin 15,870 43043 0,086 %

Tablo 3.5. 2. ekstraksiyon sonunda kati kisimda kalan galantamin miktari.

Ekstraksiyon isleminde, elde edilen ekstraktin biinyesinde bulunan galantamin
miktarinin zenginlestirilmesi hedeflendi. Bu amagla ekstrakt ve ham {iriin etkilestirildi.
Onceki asamalarda elde edilen 12530 ml ekstrakt iki ayr1 10’ar litrelik esit hacimdeki
behere esit miktarda konuldu. Beherlere 400’er gram 6giitlilmiis gol sogani tozu ilave
edildi. GOl sogani tozu ilave edldikten sonra mekanik karistiricilar ile karistirma
islemine baslandi. Aynm1 zamanda karigima sicaklik verildi. Karigtirma islemine
baslandiktan bir siire sonra karisimlarin pH degerleri 6lgiildii. 1. beherdeki karigimin
pH degererinin 8,17, 2. beherdeki karisimin pH degerinin 8,7 degerlerinde oldugu
gorulda. Sistemlerin sicaklik degeri 60°C’ye ayarlandi. Ekstraksiyon islemi boyunca
pH degeri 12 +0,3 seviyesinde tutuldu. Karisgimlara %25°lik kire¢ ¢ozeltisi ilave

edilerek pH degeri istenen seviyede tutuldu. Karisimlarin pH degerlerini ayarlarken
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sarf edilen Kkireg ¢ozeltisi sarfiyati1 bir 6nceki ¢alismada fazla oldugu i¢in, bu asamada
kireg ¢ozeltisinde bulunan kire¢ miktart artirilarak %25°lik kireg ¢ozeltisi kullanildu.
Karisimlar 60°C’ye geldigi andan itibaren 4 saat boyunca karistirildi. Karistirma
islemleri tamamlandi ve filtrasyon islemine geg¢ildi. Beherlerdeki karigimlar filtrasyon
islemi sonunda kat1 kisimdan ayrildi. 1. beherde bulunan ekstraktin pH degeri 11,72
olarak, 2. beherde bulunan ekstraktin pH degeri 11,73 olarak olgiildii. Filtre edilen
ekstraktlardan numune alindi ve galantamin miktarin1 tespit etmek i¢in HPLC
cihazinda analizleri yapildi. Ayrilan kat1 kisimlardan ayr1 ayr1 10’ar gram alindi ve kati
kisimlar 105°C’de 2 saat fanli etiivde kurutuldu. Kurutulan kat1 kisimlarin biinyesinde

kalan galantamin miktarini tespit etmek amactyla HPLC cihazinda analizleri yapildi.

1. beherde yapilan islemler sonunda filtre edilen ekstraktin ve kalan kat1 kismin HPLC
analiz sonuglar1 (Sekil 3.6., Sekil 3.7., Tablo 3.6. ve Tablo 3.7.)’de belirtilmistir.
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Sekil 3.6. 1. beherden elde edilen ekstrakt kromatogrami.
Sira No Numune Adi Ret. Time Alan Konsantrasyon Birim
1 Galantamin 15,652 42590 0,864 (g/L)

Tablo 3.6. 1. beherden elde edilen ekstrakttaki galantamin miktari.
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Sekil 3.7. 1. beherde ekstrakttan ayrilan kat1 kisim kromatograma.
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Sira No Numune Adi Ret. Time Alan Konsantrasyon  Birim

1 Galantamin 15,641 74577 0,153 %

Tablo 3.7. 1. beherde ekstrakttan ayrilan kat1 kisimdaki galantamin miktari.

2. beherde yapilan islemler sonunda filtre edilen ekstraktin ve kalan kat1 kismin

HPLC analiz sonuglar1 (Sekil 3.8., Sekil 3.9., Tablo 3.8. ve Tablo 3.9.)’da

belirtilmistir.
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Sekil 3.8. 2. beherden elde edilen ekstrakt kromatogrami.

Sira No Numune Ad1 Ret. Time Alan Konsantrasyon Birim

1 Galantamin 15,657 25485 0,495 (g/L)

Tablo 3.8. 2. beherden elde edilen ekstrakttaki galantamin miktari.

25



26

Absorbans
10.0- % %|
1.5 O
5.07 | %
o | M e '

0-0_/’-“ '\'_’ﬂ‘j\_v

0 10 20 30 40

1/287nm 4nm

Sekil 3.9. 2. beherde ekstrakttan ayrilan kati kisim kromatogrami.

Sira No Numune Adi Ret. Time Alan Konsantrasyon Birim

1 Galantamin 15,634 70379 0,143 %

Tablo 3.9. 2. beherde ekstrakttan ayrilan kat1 kisimdaki galantamin miktart.

3.3.2.2. Elde edilen zenginlestirilmis ekstraktin toluen-bitanol ile etkilestirilmesi

Kati-S1v1 ekstraksiyonunda elde edilen ekstraktlar birbirine karistirildi. Elde edilen

11200 mI’lik karigim iki ayr1 behere esit olarak ayrildi.
3.3.2.2.1. 1. beherde yapilan faz ayirma islemleri
Zenginlestirme isleminden elde edilen ekstrakttan 5600 ml alindi. pH degeri, %35°lik

NaOH ¢ozeltisi ile 12,48’e getirildi. Ekstrakta 500 ml (80:20) toluen-biitanol karigim1

ilave edildi. Karisim 45°C’ye kadar 1sitilarak karistirildi. Karigim, karistirma islemi
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tamamlandiktan sonra ayirma hunisine alindi. Karigim, ayirma hunisinde 30 dakika
dinlendirildikten sonra su fazi, organik fazdan ayrildi. Su fazindan numune alindi ve

HPLC cihazinda, su fazinda kalan kalan galantamin miktar1 ol¢tildi.

Ayirma hunisinden alinan sulu faz, toluen-biitanol karigimiyla ayni sartlarda ve
miktarlarda olmak tizere iki defa daha etkilestirildi. Ekstrakta uygulanan toplam fi¢
ayirma islemi sonunda 1360 ml toluen-biitanol faz1 elde edildi. Su fazlarindan numune

alind1 ve HPLC cihazinda, su fazlarinda kalan galantamin miktarlar1 analiz edildi.

Su fazlarindan alinan numunelerin analiz sonuglar1 (Sekil 3.10., Sekil 3.11., Sekil,
3.12. ve Tablo 3.10., Tablo 3.11. ve Tablo 3.12.)’de gosterilmistir.
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Sekil 3.10. 1. beherde yapilan 1. ekstraksiyon sonunda su fazinda kalan galantamin kromatogrami.

Sira No Numune Adi Ret. Time Alan Konsantrasyon  Birim

1 Galantamin 15,693 24581 0,238 (g/L)

Tablo 3.10. 1. beherde yapilan 1. ekstraksiyon sonunda su fazinda kalan galantamin miktari.
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Sekil 3.11. 1. beherde yapilan 2. ekstraksiyon sonunda su fazinda kalan galantamin kromatogrami.

Sira No Numune Ad1 Ret. Time Alan Konsantrasyon  Birim
1 Galantamin 15,643 10668 0,088 (o/L)
Tablo 3.11. 1. beherde yapilan 2. ekstraksiyon sonunda su fazinda kalan galantamin miktari.
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Sekil 3.12. 1. beherde yapilan 3. ekstraksiyon sonunda su fazinda kalan galantamin kromatograma.

Sira No Numune Adi Ret. Time Alan Konsantrasyon  Birim
1 Galantamin 15,604 9447 0,075 (g/L)
Tablo 3.12. 1. beherde yapilan 3. ekstraksiyon sonunda su fazinda kalan galantamin miktari.

Son ayirma isleminde galantamin miktarinin tamaminin alinmasi hedeflendi. Ancak

alinan galantamin miktarinin 0,088 g/L.’den 0,075 g/L’ye diistiigii goriildii.

3.3.2.2.4. 2. beherde yapilan faz ayirma islemleri

Zenginlestirme isleminden elde edilen ekstrakttan 5600 ml alindi. pH degeri, %35’°lik
NaOH c¢ozeltisi ile 12,5’e getirildi. Ekstrakta 500 ml (80:20) toluen-biitanol karisimi
ilave edildi. Karisim 45°C’ye kadar 1sitilarak karistirildi. Karigim, karistirma islemi

tamamlandiktan sonra ayirma hunisine alindi. Karigim, ayirma hunisinde 30 dakika
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dinlendirildikten sonra su fazi, organik fazdan ayrildi. Su fazindan numune alind1 ve

HPLC cihazinda, su fazinda kalan kalan galantamin miktar1 6l¢tildi.

Ayirma hunisinden alinan sulu faz, toluen-biitanol karisimiyla aymi sartlarda ve
miktarlarda olmak tizere iki defa daha etkilestirildi. Ekstrakta uygulanan toplam fi¢
ayirma iglemi sonunda 1330 ml toluen-biitanol fazi elde edildi. Su fazlarindan numune

alind1 ve HPLC cihazinda, su fazlarinda kalan galantamin miktarlar1 analiz edildi.

Su fazlarindan alinan numunelerin analiz sonuglar1 (Sekil 3.13., Sekil 3.14., Sekil 3.15
ve Tablo 3.13., Tablo 3.14., Tablo 3.15)’te gosterilmistir.
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Sekil 3.13. 2. beherde yapilan 1. ekstraksiyon sonunda su fazinda kalan galantamin kromatogrami

Sira No Numune Adi Ret. Time Alan Konsantrasyon Birim

1 Galantamin 15,663 20619 0,195 (g/L)

Tablo 3.13. 2. beherde yapilan 1. ekstraksiyon sonunda su fazinda kalan galantamin miktari.




Absorbans

alantamine

" M\,/‘JJ v |

|- W«.ﬁu\&w‘m |l

-

&

| T
0 10

40
min
1/287nm 4nm

Sekil 3.14. 2. beherde yapilan 2. ekstraksiyon sonunda su fazinda kalan galantamin kromatogrami

Sira No Numune Adi Ret. Time Alan Konsantrasyon  Birim
1 Galantamin 15,660 9744 0,078 (g/L)
Tablo 3.14. 2. beherde yapilan 2. ekstraksiyon sonunda su fazinda kalan galantamin miktari.
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Sekil 3.15. 2. beherde yapilan 3. ekstraksiyon sonunda su fazinda kalan galantamin kromatogrami.

Sira No

Numune Adi Ret. Time Alan Konsantrasyon  Birim
1 Galantamin 15,557 8900 0,069 (o/L)
Tablo 3.15. 2. beherde yapilan 3. ekstraksiyon sonunda su fazinda kalan galantamin miktari.

Son ayirma isleminde galantamin miktarinin tamaminin alinmasi hedeflendi. Ancak

alinan galantamin miktarmin 0,078 g/L’den 0,069 g/L’ye diistiigti goriildii.

3.3.2.3. Organik fazin (Toluen-Biitanol) bromik asit ¢ozeltisi ile etkilestirilmesi

3.3.2.3.1. 1. Faz asamasi

%48’1ik HBr (Bromik asit) ¢ozeltisinden 1 litre %5°lik bromik asit ¢ozeltisi hazirlandi.

Bir 6nceki asamada elde edilen toplam 2690 ml toluen — biitanol karisimina 250 ml
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%35’lik HBr ¢ozeltisi ilave edildi ve karistirilma islemine baslandi. 10 dakika siiren
karigtirma islemi sonunda karigim, ayirma hunisine alindi. Faz olusumu i¢in karigim,
ayirma hunisinde 10 dakika dinlendirildi. Dinlendirme islemini takiben bromik asit
faz1, organik fazdan ayrildi. Islem sonunda 350 ml bromik asit faz1 elde edildi. Bromik
asit fazindan alinan numunenin igerigindeki galantamin miktarini tayin etmek i¢in
HPLC cihazinda analizi yapildi. Bromik asit fazindan alinan numunenin analizi (Sekil

3.16. ve Tablo 3.16.)’da belirtilmistir.
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Sekil 3.16. 1. ekstraksiyon islemi sonunda bromik asit fazina gecen galantamin kromatogramu.

Sira No Numune Adi Ret. Time Alan Konsantrasyon  Birim

1 Galantamin 15,636 580719 6,229 (g/L)

Tablo 3.16. 1. ekstraksiyon sonunda bromik asit fazina gegen galantamin miktari.
3.3.2.3.2. 2. Faz asamasi

Ayirma hunisinden alinan organik faz, bu asamada ayni sartlarda 150 ml %5’lik
bromik asit c¢ozeltisi ile etkilestirildi ve karisim 10 dakika boyunca karistirildi. 10

dakika stiren karistirma islemi sonunda karisim, ayirma hunisine alindi. Faz olusumu
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icin karigim, ayirma hunisinde 10 dakika dinlendirildi. Dinlendirme islemini takiben
bromik asit fazi, organik fazdan ayrildi. islem sonunda 200 ml bromik asit faz1 elde
edildi. Bromik asit fazindan alinan numunenin i¢erigindeki galantamin miktarini tayin
etmek i¢in HPLC cihazinda analizi yapildi. Bromik asit fazindan alinan numunenin
analizi (Sekil 3.17. ve Tablo 3.17.)’de belirtilmistir.
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Sekil 3.17. 2. ekstraksiyon islemi sonunda bromik asit fazina gegen galantamin kromatogramu.

Sira No Numune Adi Ret. Time Alan Konsantrasyon  Birim

1 Galantamin 15,684 34417 0,344 (g/L)

Tablo 3.17. 2. ekstraksiyon sonunda bromik asit fazina gegen galantamin miktari.

3.3.2.3.3. 3. Faz asamasi

Ayirma hunisinden alinan organik faz, bu asamada ayni sartlarda 50 ml %5’1ik bromik
asit ¢ozeltisi ile etkilestirildi ve karisim 10 dakika boyunca karistirildi. 10 dakika stiren
karigtirma islemi sonunda karisim, ayirma hunisine alindi. Faz olusumu i¢in karigim,

ayirma hunisinde 10 dakika dinlendirildi. Dinlendirme islemini takiben bromik asit
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faz1, organik fazdan ayrildi. islem sonunda 60 ml bromik asit faz1 elde edildi. Bromik
asit fazindan alinan numunenin igerigindeki galantamin miktarini tayin etmek i¢in

HPLC cihazinda analizi yapildi. Bromik asit fazindan alinan numunenin analizi (Sekil
3.18. ve Tablo 3.18.)’de belirtilmistir.
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Sekil 3.18. 3. ekstraksiyon islemi sonunda bromik asit fazina gegen galantamin kromatogrami

Sira No Numune Ad1 Ret. Time Alan Konsantrasyon  Birim
1 Galantamin 15,664 6604 0,044 (g/L)
Tablo 3.18. 3. ekstraksiyon sonunda bromik asit fazina gegen galantamin miktari.

3.3.2.4. Elde edilen bromik asit ¢ozeltisinin kloroform ile etkilestirilmesi

Elde edilen bromik asit ¢ozeltisi 40°C’ye kadar 1sitildi ve ¢ozeltiye 5 gram aktif karbon
ilave edildi. Karisim 15 dakika boyunca karistirildi. Mevcut karisima seliilozik elyaf
kullanilarak filtrasyon islemi uygulandi ve aktif karbon ¢ozeltiden ayrildi. pH degeri
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0,98 olan HBr ¢ozeltisine %35°lik NaOH ¢0zeltisi ilave edilerek pH degeri 12’ye
getirildi.

3.3.2.4.1. 1. Faz asamasi

pH degeri 12’ye getirilen ¢ozeltiye 100 ml kloroform ilave edildi ve karistirma islemi
baslatildi. Sistem sicakligi 40°C’ye ayarlandi. 40°C’de karistirilan karisim ayirma
hunisine alindi ve faz olusumu i¢in 10 dakika boyunca ayirma hunisinde dinlendirildi.
10 dakikalik dinlendirme islemi sonunda kloroform fazi, baz fazindan ayrildi. Baz
fazindan numune alindi. HPLC cihazinda baz fazinin blnyesinde kalan galantamin

miktar1 analiz edildi. Alinan numunenin analiz sonuglar1 (Sekil 3.19. ve Tablo
3.19.)’da gosterilmistir.
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Sekil 3.19. 1. ekstraksiyon sonunda baz fazinda kalan galantamin kromatogrami.

Sira No Numune Ad1 Ret. Time Alan Konsantrasyon  Birim
1 Galantamin 15,712 10040 0,081 (g/L)
Tablo 3.19. 1. ekstraksiyon sonunda baz fazinda kalan galantamin miktari.
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3.3.2.4.2. 2. Faz asamasi

Ayirma hunisinden alinan bazik ¢ozeltiye bu asamada ayni sartlarda 100 ml kloroform
ilave edildi ve karistirma islemi baslatildi. Sistem sicakligi 40°C’ye ayarlandi. 40°C’de
karistirilan karigim ayirma hunisine alindi ve faz olusumu i¢in 10 dakika boyunca
ayirma hunisinde dinlendirildi. 10 dakikalik dinlendirme islemi sonunda Kloroform
fazi, baz fazindan ayrildi. Baz fazindan numune alindi. HPLC cihazinda baz fazinin

binyesinde kalan galantamin miktar1 analiz edildi. Alinan numunenin analiz sonuglari
(Sekil 3.20. ve Tablo 3.20.)’de gosterilmistir.
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Sekil 3.20. 2. ekstraksiyon sonunda baz fazinda kalan galantamin kromatogrami.

Sira No Numune Adi Ret. Time Alan Konsantrasyon Birim
1 Galantamin 15,690 615 0,002 (g/L)
Tablo 3.20. 2. ekstraksiyon sonunda baz fazinda kalan galantamin miktari.



38

3.3.2.4.3. 3. Faz asamasi

Ayirma hunisinden alinan bazik ¢ozeltiye bu asamada ayni sartlarda 50 ml kloroform
ilave edildi ve karistirma islemi baslatildi. Sistem sicakligi 40°C’ye ayarlandi. 40°C’de
karistirilan karigim ayirma hunisine alindi ve faz olusumu i¢in 10 dakika boyunca
ayirma hunisinde dinlendirildi. 10 dakikalik dinlendirme islemi sonunda Kloroform
fazi, baz fazindan ayrildi. Baz fazindan numune alindi. HPLC cihazinda baz fazinin

biinyesinde kalan galantamin miktar1 analiz edildi. Alinan numunenin analiz sonuglari
(Sekil 3.21. ve Tablo 3.21.)’de gosterilmistir.
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Sekil 3.21. 3. ekstraksiyon sonunda baz fazinda kalan galantamin kromatogrami.

Sira No Numune Adi Ret. Time Alan Konsantrasyon  Birim
1 Galantamin 15,687 1058 0,001 (g/L)
Tablo 3.21. 3. ekstraksiyon sonunda baz fazinda kalan galantamin miktari.
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3.3.3. Destilasyon ve ¢coktiirme islemi

Elde edilen 240 ml kloroform fazi armudi balona alinarak evaparatérde destile edildi.
Destilasyon islemi sonunda armudi balonun alt tabakasinda jelimsi madde olustugu
gbzlendi. Destilasyon islemi sonlandirildi. Armudi balonda bekletilen jelimsi
maddenin beyaza yakin krem renginde ¢okelek olusturdugu gozlemlendi. Balona 20
ml aseton ilave edildi. Cokelegin beyaz renge dondiigii gozlendi. Balon igerisindeki
karisim 50 ml’lik behere alindi. Balon 5 ml aseton ile yikanip 50 ml’lik beherdeki
cokelek-aseton karigimina ilave edildi. Karistirma islemi tamamlandi ve karigim
filtrasyon islemine alind1. Filtrasyon islemi sonunda yapilan tartim sonucunda 3 gram
nemli galantamin elde edildi. Nemli galantamin 45°C’de 4 saat boyunca fanl etiivde

kurutuldu. Kuru galantamin miktar1 2,2 gram geldi.

Beherde bulunan galantamin iizerine 1,35 gr %48’lik HBr ¢ozeltisi ilave edildi. ilave

edilen HBr ¢ozeltisinin esitligi (Denklem 3.1)’de belirtilmistir.

My (galantamin) =287,3 &r / ‘mol

M, galantamin =22 gram

Ma )= 81
Denklik degeri = 1,05 (3.1)
2,2 gram 100
Equavalent degeri = x 1,05 x 81 gr/mol x = 1,35 gr HBr
287,3 gr/mol 48

Elde edilen 3,1 gr nemli Galantamin HBr kurutulmak tizere fanl etiivde 45° C’de 8
saat bekletildi.

Kurutulmus Galantamin HBr tartilarak 2,57 gr geldigi goraldu.

Elde edilen Galantamin HBr’nin analiz sonuglar1 (Sekil 3.22. ve Tablo 3.22.)’de

gosterilmistir.
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Sekil 3.22. Gal. HBr kromatogrami.
Sira No Numune Adi Ret. Time Alan Konsantrasyon Birim
1 Galantamin 15,680 4728545 84,823 %

Tablo 3.22. GOl sogani (Leucojum aestivum L.) bitkisinden izole edilmis galantaminden elde edilen Gal. HBr

miktari.



BOLUM 4. ARASTIRMA BULGULARI

4.1. Gol sogam (Leucojum aestivum L.) Bitkisinin Yaprak ve Sogan

Bolgesindeki Galantamin Miktari

GOl sogant bitkisinin yaprak ve sogan bdlgesindeki galantamin madde miktar
analizleri (Tablo 4.1.)’de gosterilmistir. Ayrica yaprak ve sogan belirli sicakliklarda

kurutulmus ve nemli halleriyle karsilagtirma yapilmistir.

Tablo 3.1. Nemli halde ve farkh sicakliklarda kurutulmus gol sogamnin sogan ve yaprak bolgelerindeki
galantamin miktarlar1.

Numuneler 65°C’de Madde 80°C’de Madde Nemli Haldeki

Miktar1 % Miktar1 % Madde Miktar1 %
Sogan 0,039 0,038 0,002
Yaprak 0,584 0,582 0,067

Ogiitiilmiis olarak nemli halde ve etiivde kurutulmus halde bulunan gél soganmin
yaprak ve sogan bolgeleri 100 ml’lik erlenlerde 0,5’er gram tartilarak {izerine 50 ml
%10’luk asetik asit ¢ozeltisi ilave edildi. Karistiricida 1500 rpm’de 60 dakika

karigtirilan numuneler daha sonra HPLC cihazinda analiz edilmistir.

Analiz sonuglarina gore kurutulmus sogan ve yapraktan, nemli sogan ve yapraga gore

galantaminin daha kolay ekstrakte edilip analizinin yapildig1 goriilmiistiir.

Ogiitiilmiis sogan ve yapragin kurutulma sicakliklarma bakildiginda 65°C ve 80°C’de
kurutulmus olan sogan kismindaki ve yapraktaki galantamin miktarlarinin
degismedigi gortilmiistiir. Nemli sogan kismi1 ve yapraktaki galantamin miktarinin az
olmasi yapilarindaki yapiskan 6ziitin numune hazirlanmasina engel olmasindan
kaynaklanmaktadir. Nemli yaprak ve nemli sogan, fanh etiivde 65°C ve 80°C’de ayr1

ayr1 olmak iizere 10 saat kurutulmustur



BOLUM 5. TARTISMA VE SONUC

Bu ¢aligmada g6l soganinin hem yaprak hem de sogan kisimlart Galantamin varligi
bakimindan incelenmistir. Yapilan deneysel analizler sonucunda bitkinin yaprak
kisminda galantamin miktarinin soganda bulunan galantamin miktarina goére oldukca
fazla oldugu goriilmiistiir. Bir bagka tespit ise kullanilan kurutulmus yapraklarin
iceriginde bulunan galantamin miktarinin degiskenlik gdstermesi olmustur. Gl sogan1
yapraklarindaki galantamin miktar1 HPLC cihaziyla yapilan analizler sonucunda
yaklasik olarak %0,6 - %0,25 araliinda ortalama % 0,425 galantamin icerdigi tespit

edilmistir.

Sivi-sivi ekstraksiyonunda karsilasilan en biiylik sorunlardan bir tanesi fazlar arasinda

emiilsiyon olugmasidir.

GOl sogami bitkisinden galantamin izolasyonu c¢aligmasinda galantamin, bazik
ekstraksiyon yontemiyle elde edilmistir. Bu c¢alismaya ilaveten, elde edilen
galantamin, yapilan hesaplamalar sonucunda 1,35 gram %48’lik bromik asit ile

muamele edilerek galantamin hidrobromiir olarak ¢oktiirtiilmuistiir.

Bazik ekstraksiyon ile yapilan ¢alismalarda 1550 gr kurutulmus yaprak kullanilarak
ekstraksiyon islemi sonucunda 2,2 gram ham galantamin ve 2.57 gr galantamin

hidrobromiir elde edilmistir. Verim (Denklem 5.1)’e gére hesaplanmustir.

Deneysel Verim

% Verim Galantamin=— X 100 (5 1)

Teorik Verim

2,2 gr
%Verim Galantamin = X 100 = %34‘,6
6,375 gr
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