DUZCE . LISANSUSTU EGITIM ENSTITUSU
UNIVERSITESI

ZENGINLESTIRILMIS GLIiSIRIZIN EKSTRESI ELDESI VE
SAFLASTIRILMASI

BORA KARAGUL

DOKTORA TEZi
DOGAL, BITKISEL VE KOZMETIK URUNLER ANABILIM DALI

DANISMAN
PROF. DR. HALIL iBRAHIM UGRAS

DUZCE, 2023



T.C.
DUZCE UNIVERSITESI
LISANSUSTU EGITIiM ENSTITUSU

ZENGINLESTIRILMIS GLISIRIZIN EKSTRESI ELDESI VE
SAFLASTIRILMASI

Bora KARAGUL tarafindan hazirlanan tez ¢alismasi asagidaki jiiri tarafindan Diizce
Universitesi Lisansiistii Egitim Enstitiisii Dogal, Bitkisel ve Kozmetik Uriinler Anabilim
Dali’nda DOKTORA TEZI olarak kabul edilmistir.

Tez Danismani
Prof. Dr. Halil ibrahim UGRAS

Diizce Universitesi

Jiiri Uyeleri

Prof. Dr. Halil ibrahim UGRAS
Diizce Universitesi

Prof. Dr. Ertugrul KAYA
Diizce Universitesi

Prof. Dr. Haydar GOKSU
Diizce Universitesi

Prof. Dr. Turgut KILIC
Balikesir Universitesi

Dog. Dr. Sibel BAYIL OGUZKAN
Gaziantep Universitesi

Tez Savunma Tarihi: 03/04/2023



BEYAN

Bu tez calismasinin kendi ¢alismam oldugunu, tezin planlanmasindan yazimina kadar
biitiin asamalarda etik dis1 davranigimin olmadigini, bu tezdeki biitiin bilgileri akademik
ve etik kurallar i¢inde elde ettigimi, bu tez ¢aligmasiyla elde edilmeyen biitiin bilgi ve
yorumlara kaynak gosterdigimi ve bu kaynaklar1 da kaynaklar listesine aldigimi, yine bu
tezin calisilmasi ve yazimi sirasinda patent ve telif haklarini ihlal edici bir davranisimin

olmadigini beyan ederim.

03 Nisan 2023

Bora KARAGUL



TESEKKUR

Lisansiistii 6grenimimde ve bu tezin hazirlanmasinda gosterdigi her tiirlii destek ve
yardimdan dolay1 ¢ok degerli hocam saygideger Prof. Dr. Halil ibrahim UGRAS’ a en

icten dileklerimle tesekkiir ederim.

Tez calismam boyunca degerli katkilarini esirgemeyen Prof. Dr. Ertugrul KAYA ve
Prof. Dr. Haydar GOKSU’ ya siikranlarimi sunarim.

Bu c¢alisma boyunca yardimlarimi ve desteklerini esirgemeyen sevgili esim Pinar

KARAGUL’ e ve aileme sonsuz tesekkiirlerimi sunarim.

Bu tez calismasi, YOK 100/2000 Doktora Projesi kapsaminda Lisansiistii Enstitiisii
Dogal, Bitkisel ve Kozmetik Uriinler Anabilim Dalinda gerceklestirilmistir. Diizce
Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri Destek Programi kapsaminda BAP-

2021.05.03.1242 numarali proje ile destekleyen Diizce Universitesi’ne tesekkiir ederim.

03 Nisan 2023 Bora KARAGUL



ICINDEKILER

Sayfa No

SEKIL LISTEST .uvvetiiieeerireeerereeeneseseeesesesessesesesssssssssssesssssssesssssssessses vii
CIZELGE LISTEST .. cueeieeeceeieresenesseeeesesesesessssssssssssssssssssssssesessseseses ix
KISALTMALAR....eeeiiiiiiccciinnsnsssssssseecssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssns X
SIMGELRER ...c.oevruenensennensesnsnsensessassassssssssssessessassasssssnsessassassassassssassasses xi
OZET auuuaaeeeiiiiiiiiinssnsssnnsssiiiccssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssse xii
ABSTRACT ...teeiiiiinnnniicsssssnntecsssssnssessssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssassas Xiii
EXTENDED ABSTRACT ....nnnnnnnnnniiiiciccsssssssnnssssesscsssssssssssssssssssssssssase Xiv
Lo GIRIS uiereeeeeneeerencsesesesessssessssssscsssssssssssessssssssssasasssasesssssessssseas 1
1.1. LITERATUR OZETI couuuiuurisisincesesinscncnsesescnenssstssensesssssessssssssssssssssssens 5
1.2. KROMATOGRAFI VE EKSTRAKSIYON.......coeererrrererneneresesessssesesesesessesens 9
1.3. FLASH (FLAS) K.R(.)MA.TOGRAFI ................................................................ 10
1.4. GLISIRIZIN (GLISIRIZIK ASIT) VE KULLANIMI ......ccccconneiicnnssnnreccssnanee 12
2. MATERYAL VE YONTEM ...cceevvenrenresersensensesnssssssssessassssssssssesss 15
2.1. EKSTRAKSIYON DENEMELERI c..cccuucuiuriinscncnsenenscnscnsensinsensenssssassenses 15
2.1.1. Asidik Ortam EKStrakSiyonu .......ccoeiecseicssnicssnnicssnncssssnesssnessssncsssssssessecs 16
2.1.2. Bazik Ortam EKStraKSiyOnU........ccccicveeeccscsneecsssssnressssasscsssssssssssssssssssssases 16
2.1.3. Etanol EKStraksiyOnU........ecccceeccssrecssnecssnncsssnicsssnessssnssssssessssssssssssssssssssssecs 17
2.1.4. Ultrasonik Destekli Etanol EKStraksiyon........cceeeeecueecnensescnnencnncnnnes 17
2.1.5. Hekzan Ile On Yikama ve Silika 60 Adsorbam Uygulamasi.................... 17
2.1.6. Hekzan ne On Yikama ve Aktif Karbon Adsorbam Uygulamasi........... 17
2.1.7. Hekzan Ile On Yikama ve Ultra Kaolin Adsorbam Uygulamasi............. 18
2.1.8. Hekzan ile On Yikama ve Etanol EKStraksiyonu ..........cceeeeeseseeresesesenens 18
2.1.9. Etanol Ekstraksiyonu (Refluks).....cccccceevveicisuricscnnicssnnccssnncssnncssnnncssnsncsnsees 18
2.1.10. Saf Su / Etanol (70:30) EKStraksSiyOonu ........ccocceerccccsnenccscsnnsecsssssssecsssnnnes 18
2.1.11. Saf Su / Etanol (70:30) Ekstraksiyonu (Refluks)......c.cccceecvrercuercrcercrnne 19
2.1.12. Me(anpl / Etanol / Saf Su (70:20:10) EKstraksiyonu...........cceeccsneeeccscnnnes 19
2.2. GELISTIRILMIS EKSTRAKSIYON METODU .....cuuciicenrnriccsssnnsiccscassecssnes 19
3. BULGULAR VE TARTISMA .......cccccotirnnnrnnnneneccccsssssssssssssssssssscss 23
3.1. HPLC ANALIZ METODU .....oououeeererererreerenssessssssesessssssssssessssssssssssssessssssssssens 23
3.1.1. HPLC Standart Kalibrasyon Grafigi.......cccccceeceeecverccssencsscercscnercssnencssnnees 23
3.1.2. Ekstraksiyon Denemeleri HPLC Sonuclari.........cccccceeiccscsnnrccssssnnnecsssnnnes 25
3.1.2.1. Asidik Ortam EKStrakSiyOnu............c.cccocoveviiiiiiieiiiiiieeiiecieeieeieeie et ees 25
3.1.2.2. Bazik Ortam EKStrakSIYONU.............cccoueiiiiiiiiiiieeieet ettt 26
3.1.2.3. Etanol EKXSIraRSTYONU ...........cc.ccccvoiiiiiiiiiiiiiit ettt 27
3.1.2.4. Ultrasonik Destekli Etanol EkStraksiyonu ...............cc.cccocceeviiniiniiiiiiienininiencie e 28
3.1.2.5. Hekzan ile On Yikama Ve Silika 60 Adsorban: Uygulamast (H-Si60)............................... 29
3.1.2.6. Hekzan ile On Yikama Ve Aktif Karbon Adsorbani Uygulamasi (H-Aktif) .................... 30
3.1.2.7. Hekzan ile On Yikama Ve Ultra Kaolin Adsorbani Uygulamasi (H-Ultra) ...................... 31
3.1.2.8. Hekzan ile On Yikama Ve Etanol Ekstraksiyonu Uygulamasi (H-Etanol)........................ 32

3.1.2.9. Etanol Ekstraksiyonu (REfIUKS) .............cooeieiiioiiiiieieeeee et 33



3.1.2.10. Saf Su / Etanol (70:30) ERStrAKSIYONU .............c.cccooeeieeiiaiiaiieieiiesieecieeie e 34

3.1.2.11. Saf Su / Etanol (70:30) Ekstraksiyonu (Refluks) .............c..cccevevvvevveveiiiiiiiieeieiienens 35
3.1.2.12. Metanol/ Etanol/ Saf Su (70:20:10) EkStraksiyonu.............c...cccccevvvevviceiieenieenianrianens 36

3.2. FLASH KROMATOGRAFI iLE SAFLASTIRMA METODU .........cccceueueue. 42
3.2.1. Flash Kromatografi SonuClar ..........eeceevvvericnissnnrccscsnnicssssnnnecssssnssecsssnnnes 43
3.3. TLC UYGULAMASL...uouvrrrrerererererereresesesesssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssseses 47
3.4. LC-MS/MS ILE KUTLE TAYINI..cvoeiiireeeerireeeenensseseseseesesssesssssesssssessasens 48
3.5. SITOTOKSISITE CALISMA SONUCLARI ....ucuvvevereverererererererenerenssessssssenes 53
3.6. NMR SONUCLARI .....ccvreeerrererrnenercsesessssssesesesssssssesssssssssesessssssssssesssssssssssens 58
B, SONUC .cccceeecrreeereeesneessseessssessssesssssessssessssesssssssssessssssssssessassssssssssae 60
5. KAYNAKLAR .. erreceeeenereenecesesscesessesssssesssssessssssssssssssssssessassonse 63

OZGECMIS cueeeeeeeeenenenesesesesssesessssssssssssssesssesesssssssssssssssssssssssssssesess 67



SEKIL LiSTESI

Sayfa No
Sekil 1.1. Meyan bitkisi ve meyan KOKI. ........cccueeiiiriiiiiiiiiiiiieee e 1
Sekil 1.2. Flash kromatografi genel diyagrami.............ccceeveeeviienieiiiienienieeneeeie e 11
Sekil 1.3. Flash kromatografi cihazi. ...........ccoooiiiiiiiiiiiiee e 11
Sekil 1.4. Glisirizin molekiiliinlin kimyasal yapist. .......c.cccceeevieriieiiienienieeieeieeeeeee. 12
Sekil 1.5. Glisiretinik asit kKimyasal yapisL. .....ccccoeeveriiniiiiniinicenieseeeeecseeeee 12

Sekil 1.6. Glisirizin ve tiirevlerinin kimyasal yapilar1 a) 18a-glisirizin b) 18-
glisirizin ¢) 18a-glisiretinik asit d) 18B-glisiretinik asit e) glisirizin

R aT0) 10401100 1810120 F RS 13
Sekil 2.1. Meyan kokii ekstraksiyonu ve saflagtirma basamaklart. ............ccccoeceenenne. 20
Sekil 2.2. Glisirizin amonyum tuzunun flash kromatografi ile zenginlestirilmesi. ........ 21
Sekil 2.3. Ekstraksiyon ¢aligmalarinin basamaklari. ..........ccoeeeeiiiiiiiininniiiinieniceeeee, 21
Sekil 2.4. Saflastirma calismalarinin basamaklart. ............cccooeveeeiiiiiiiiiciieceee e, 22
Sekil 2.5. Flash kromatografi ile saflagtirma basamaklart...............cccoeceiviiinnniinnnnne. 22
Sekil 3.1. Standart ¢ozeltilerin HPLC kromatogrami. ............cccoeeveeevienneeecieeneenieenneenne. 24
Sekil 3.2. Glisirizin standardinin a) UV spektrumu b) pik saflig1. .......ccccooeeiinienennnenn. 24
Sekil 3.3. Asidik ortam ekstraksiyonu (siyah) ve standart HPLC kromatogrami
(DPEIMDC)....ceeeeee ettt ettt ettt ettt e et e saae e bt e snbeetee 25
Sekil 3.4. Asidik ortam ekstraksiyonun a) UV spektrumu b) pik safligi........................ 25
Sekil 3.5. Bazik ortam ekstraksiyonu (siyah) ve standart HPLC kromatogrami
(perpliG)F....... A0 ... A0 . A W ... W ......................... 26
Sekil 3.6. Bazik ortam ekstraksiyonun a) UV spektrumu b) pik safligt. .........ccceeueeneee. 26
Sekil 3.7. Etanol ekstraksiyonu (siyah) ve standart HPLC kromatogrami (pembe)....... 27
Sekil 3.8. Etanol ekstraksiyonun a) UV spektrumu b) pik safligt. .......ccccooceeiiniinennenn 27
Sekil 3.9. Ultrasonik destekli etanol ekstraksiyonu (siyah) ve standart HPLC
kromatogrami (PEMDE). .......cecuieiuiiiiieiie ettt 28
Sekil 3.10. Ultrasonik destekli etanol ekstraksiyonun a) UV spektrumu b) pik
SATTIZL. 1ttt et 28

Sekil 3.11. H-Si60 kodlu deneme (siyah) ve standart HPLC kromatogrami (pembe). .. 29
Sekil 3.12. H-Si160 kodlu deneme ekstraksiyonun a) UV spektrumu b) pik safligi........ 29
Sekil 3.13. H-aktif kodlu deneme (siyah) ve standart HPLC kromatogrami (pembe). .. 30
Sekil 3.14. H-aktif kodlu deneme ekstraksiyonun a) UV spektrumu b) pik safligi........ 30
Sekil 3.15. H-ultra kodlu deneme (siyah) ve standart HPLC kromatogrami (pembe). .. 31
Sekil 3.16. H-ultra kodlu deneme ekstraksiyonun a) UV spektrumu b) pik safligi........ 31
Sekil 3.17. H-etanol kodlu deneme (siyah) ve standart HPLC kromatogrami

Sekil 3.18. H-etanol kodlu deneme ekstraksiyonun a) UV spektrumu b) pik safligi. .... 32
Sekil 3.19. Etanol ekstraksiyonu refluks (siyah) ve standart HPLC kromatogrami

(DEIMDC)....e ittt et e e be e e st e esbeessaeeseessaeenseassseenseens 33
Sekil 3.20. Etanol ekstraksiyonu refluks a) UV spektrumu b) pik safligt. ......c...c..c....... 33
Sekil 3.21. Saf su / etanol ekstraksiyonu (70:30) (siyah) ve standart HPLC

kromatogrami (PEMDE). ......c..eeeiuiiieiiieeiie ettt e 34

Sekil 3.22. Saf su / etanol ekstraksiyonun (70:30) a) UV spektrumu b) pik safligr. ...... 34
Sekil 3.23. Saf su / etanol (70:30) refluks ekstraksiyonu (siyah) ve standart HPLC

kromatogrami (PEMDE). .......cccuieruiiiiiieiieeieeie ettt ettt 35
Sekil 3.24. Saf su / etanol (70:30) refluks ekstraksiyonu a) UV spektrumu b) pik
SATTIZL. 1ottt ettt enaeenee 35

vii



Sekil 3.25. Metanol/etanol/saf su (70:20:10) ekstraksiyonu (siyah) ve standart

HPLC kromatogrami (PemDbe)...........ccerueriiniiriiniinienienieeceiene e 36
Sekil 3.26. Metanol/etanol/saf su (70:20:10) ekstraksiyonu a) UV spektrumu b) pik
SATTIZL. 1ttt et 36
Sekil 3.27. Ekstraksiyon calismalarindaki glisirizin miktarlar1 ve pik safligiin
GEATITL. 1ottt et b et 38
Sekil 3.28. Aseton fazi (mavi), aseton ile 6n yikama sonrasi ekstrakt (pembe) ve
standart (siyah) HPLC kromatogrami. .......c..cceceeveevienieninnieneenenicneeeenn 39
Sekil 3.29. Biyokomiir uygulamasi (pembe) ve standart (siyah) HPLC
KIOMAtOZIAML. ....veieeiieeiiie et ettt e e ete e e e e et eeeraeeesbeeeessaeesnseeenneas 40
Sekil 3.30. Refluks ekstraksiyonu (pembe) ve etanol ekstraksiyonu (siyah) HPLC
KIOMAtOZIAML. ....viieiiieiiiie et ettt et e e ste e et e e e tae e eraeeesbeeeessaeesnseeenneas 40
Sekil 3.31. Flash kromatografi datasi. .........c.ccccueeviieniieiiieniieieeceee e 44
Sekil 3.32. Genel tarama SPEKIIUMUL .......ccccuiieriieeriiie et 44
Sekil 3.33. 8 numarali fraksiyona ait HPLC kromatogrami. ...........cccccceevcvienienirennenee. 45
Sekil 3.34. 8 numarali fraksiyon (siyah) ve glisirizin standardina ait HPLC
kromatogrami (PEMDE). .......eecuieriiiiiieiieeiierie ettt 46
Sekil 3.35. 8 numarali fraksiyonun a) UV spektrum b) pik safligt.........cccveeevirennnnnne. 46
Sekil 3.36. Flash kromatografi ile saflastirilan iiriiniin HPLC kromatogramu................ 46
Sekil 3.37. a) Glisirizin amonyum tuzu b) Liyofilize tirtin hali...........c..ccccoovevierennennne 47
Sekil 3.38. TLC uygulamasi sonucu 1) Glisirizin standardi 2) Glisirizin amonyum
tuzu 3) Glisirizin etanol ana ekstrakt..........c.ccoocvieeriiieeiiiiieiiieceeee e, 48
Sekil 3.39. Glisirizin standardi(GLY-STD) LC-MS/MS kiitle tarama spektrumu......... 49

Sekil 3.40. Glisirizin amonyum tuzu (GLY-1) LC-MS/MS kiitle tarama spektrumu. ... 50
Sekil 3.41. Flash kromatografi ile saflagtirilmis glisirizin amonyum tuzunun(GLY -

2) LC-MS/MS kiitle tarama spektrumul...........ccceeevieeviieeiieesieeeee e, 51
Sekil 3.42. Glisirizin molekiiliinlin par¢alanma iyonlarin yapilari ve kiitleleri............... 52
Sekil 3.43. GLY-1 numunesine ait % canlilik grafigi..........ccoccooiiiiiiiiiiiniiniee, 54
Sekil 3.44. GLY-2 numunesine ait % canlilik grafigi. ........cccccevvveriieniiniiinieeieeeeee, 55
Sekil 3.45. GLY-STD numunesine ait % canlilik grafigi.........cc.ccoooeiiiiiininniinnne. 56
Sekil 3.46. GLY-3 numunesine ait % canlilik grafigi. .........cccccoooviiiieniiniiinieeiieeee, 57
Sekil 3.47. GLY-AT 1n NMR Spektrumu. ........c.cceovieeriieiiiieeiiiecieeeee e 58

viii



CIZELGE LISTESI

Sayfa No
Cizelge 1.1. Meyan kokiiniin icerdigi baslica aktif bilegikler...........coccoveeieniiniincnnene. 2
Cizelge 2.1. Gergeklestirilen ekstraksiyon denemeleri.........c.coeeveeeeiieeeiiieenciieeniieeeienns 16
Cizelge 3.1. HPLC analiz metodu. ........cccoooieriiiiiiiniiieeieneeeecee e 23
Cizelge 3.2. Asidik ortam ekstrasiyonun SONUGIATL. ..........ccccveerrvierciiieeiiieeiie e 25
Cizelge 3.3. Bazik ortam ekstraksiyonun sonuglart............cccceevveeriieniieniieniienienieeiens 26
Cizelge 3.4. Etanol ekstraksiyonun sonuglart. ..........ccceeevieeriiieiiiieciieeieecee e 27
Cizelge 3.5. Ultrasonik destekli etanol ekstraksiyonun sonuglart. ...........cccceeeueeeieennnnns 28
Cizelge 3.6. H-Si160 kodlu deneme ekstraksiyonun sonuglart. ...........ccecveevciieenieeennnennne 29
Cizelge 3.7. H-aktif kodlu deneme ekstraksiyonun sonuglari. ...........cccecveviienienieennnn, 30
Cizelge 3.8. H-ultra kodlu deneme ekstraksiyonun sonuglart. ...........cccccveevcvieenrieennnnne 31
Cizelge 3.9. H-etanol kodlu deneme ekstraksiyonun sonuglart............ccceveveenuienieennnns 32
Cizelge 3.10. Etanol ekstraksiyonu refluksun sonuglart..........c.ccceeeevveeciiieniieenciieeniene 33
Cizelge 3.11. Saf su / etanol ekstraksiyonun (70:30) sonuglart..........ccccceevveeruienieennnnns 34
Cizelge 3.12. Saf su / etanol (70:30) refluks ekstraksiyonun sonuglart.......................... 35
Cizelge 3.13. Metanol/etanol/saf su (70:20:10) ekstraksiyonun sonuglart...................... 36
Cizelge 3.14. Ekstraksiyon SONUGIATT. .........cccviieiiiieiiieeciie e 38
Cizelge 3.15. Flash kromatografi metot denemeleri...........ccocoeverieniiiiiiiniiniiiccees 42
Cizelge 3.16. Flash kromatografi metodu...........c.cceeviieriieeiiieeieeeieeeee e 43
Cizelge 3.17. Flash kromatografi ile toplanan fraksiyonlar.............cccccoovieniiiniininnnnnnn, 45
Cizelge 3.18. 8 numarali fraksiyonun analiz SONUGIArL...........cccccveeeevieeiieenciieesiie e 45
Cizelge 3.19. Glisirizinin molekiiliin iyon kiitleleri. ...........cccoovieiiiiniiiiiiiniiieiees 48
Cizelge 3.20. GLY-1 numunesine ait canlilik verileri..........cccoevvieviiiiniiiniiieeie e, 53
Cizelge 3.21. GLY-2 numunesine ait canlilik verileri.........c..coocevveniiniiiiniiinenienceens 54
Cizelge 3.22. GLY-STD numunesine ait canlilik verileri. .........ccccoccveevviieniieenciieeiene 55
Cizelge 3.23. GLY-3 numunesine ait canlilik verileri.........c.ccoocerveniininiiniincnieneens 56

X



CO2
COVID
dk
DNA
ELSD
FT-IR

g
GA

GC

GLY
GLY-AT
H>SO4
HCl
HILIC-SPE
HIV
HPLC
kg

L
LC-MS/MS
mg

ml

mm
NMR
ODS
ppm
PTFE
RNA
RSD
SARS
TAS
TOS
TLC
TUIK
UDE
Uv
WHO
YOK

KISALTMALAR

Karbondioksit

Koronaviriis

Dakika

Deoksiribo niikleik asit

Evaporatif 151k sa¢ilma dedektorii
Fourier doniistimlii kizilotesi spektrometresi
Gram

Glisiretinik asit

Gaz kromatografisi

Glisirizin

Glisirizin amonyum tuzu

Siilfirik asit

Hidroklorik asit

Hidrofilik etkilesim kromatografisi
Insan bagisiklik yetmezligi viriisii
Yiiksek performanslt s1vi kromatografisi
Kilogram

Litre

S1vi kromatografisi kiitle spektrometresi
Miligram

Mililitre

Milimetre

Niikleer manyetik rezonans
Oktadesilsiloksan

Milyonda bir birim

Politetrafloroetilen

Riboniikleik asit

Bagil Standart Sapma

Agir akut solunum yolu yetersizligi sendromu
Toplam antioksidan seviyesi

Toplam oksidan seviyesi

Ince tabaka kromatografisi

Tiirkiye istatistik kurumu

Ultrasonik destekli ekstraksiyon
Ultraviyole

Diinya saglik orgiitii

Yiiksekogretim kurulu



AU

v/iv
w/v

SIMGELER

Alfa

Angstrom birimi
Beta

Dolar

Hacimce ylizde
Hacimde agirlikca ytizde
Mikrometre
Milivolt

Molarite
Nanometre
Normalite
Potansiyel hidrojen
Regresyon katsayisi
Santigrat derece
Standart sapma
Yiizde

Yiizyil

X1



OZET

ZENGINLESTIRILMIS GLIiSIRiZIN EKSTRESI ELDESI VE
SAFLASTIRILMASI

Bora KARAGUL

Diizce Universitesi
Lisansiistii Egitim Enstitiisii, Dogal, Bitkisel ve Kozmetik Uriinler Anabilim Dal1
Doktora Tezi
Danisman: Prof. Dr. Halil Ibrahim UGRAS

Nisan 2023, 63 sayfa

Glisirizin, meyan kokii bitkisinin en onemli etken maddesidir. Bu tez ¢aligmasi glisirizin
eldesi ve saflastirilmasi i¢in metot gelistirilmesi iizerinedir. Bu kapsamda meyan kokii
bitkisinden elde edilen ekstraktlar icin ekstraksiyon metodu belirlenmis ve ardisik
saflagtirma basamaklarindan sonra flash kromatografi cihazi ile fraksiyonlarina
ayrilmas1 gergeklestirilmistir. Meyan kokii ekstraksiyonlarinda en etkin degerlerin
alkol/su karigimlarinda oldugu tespit edilmistir. Tercih edilen alkol ¢oziiciileri etanol ve
metanol’dur. Ekstraksiyon islemlerini sirasiyla adsorban uygulamasi ve asidik-bazik
ortamda coktiirme islemleri uygulanarak glisirizinin amonyum tuzu formunda eldesi
saglanmistir. Flash kromatografi islemleri uygulanarak saflagtirma basamaklar
gergeklestirilmis olup zenginlestirilmis glisirizin amonyum tuzu elde edilmistir. Elde
edilen glisirizin amonyum tuzu (amonyum glisirizat) yap1 tayini i¢in LC-MS-MS,
HPLC ve NMR analizleri gerceklestirilmigtir. Ayrica glisirizin amonyum tuzunun
sitotoksisite caligmalar1 gerceklestirilmis ve ticari standart ile karsilagtirilmistir. Elde
edilen iiriiniin toksisite gdstermedigi saptanmistir.

Anahtar Sozciikler:, Glisirizin, Ekstraksiyon, Flash kromatografi, Meyan kokii,
Saflastirma.
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Glycyrrhizin is the most important active ingredient of the licorice root plant. This
thesis is on the development of a method for the extraction and purification of
glycyrrhizin. In this context, an extraction method was determined for the extracts
obtained from the licorice root plant and the fractions were separated by flash
chromatography after sequential purification steps. It has been determined that the most
effective values in licorice root extractions are in alcohol/water mixtures. Preferably are
ethanol and methanol. Glycyrrhizin was obtained in the form of ammonium salt by
applying the extraction processes, respectively, the adsorbent application and the
precipitation in acidic-basic medium. Purification steps were carried out using flash
chromatography, and enriched glycyrrhizin ammonium salt was obtained. The structure
of the obtained glycyrrhizin ammonium salt (ammonium glycyrrhizate) was determined
by LC-MS-MS, HPLC, and NMR analyses. In addition, cytotoxicity studies of
glycyrrhizin ammonium salt were performed and compared with the commercial
standard. It was determined that the obtained product didn’t show toxicity.

Keywords: Glycyrrhizin, Extraction, Flash chromatography, Licorice, Purification.
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1. INTRODUCTION

"Liquorice" (also spelled "licorice") refers to the plant Glycyrrhiza glabra and its root,
which is commonly used as a flavoring in candy, beverages, and other food products. It
is also used in traditional medicine for its anti-inflammatory and soothing properties.
Liquorice root contains glycyrrhizin, a compound that gives it its characteristic sweet
flavor, and has been used for thousands of years in cultures around the world for its

various medicinal properties. Pharmacological properties of liquorice in include;

e Anti-inflammatory: Liquorice contains glycyrrhizin, a compound with anti-

inflammatory properties that can help reduce inflammation in the body.

e Antiviral: Glycyrrhizin in liquorice has also been shown to have antiviral
activity, particularly against certain types of viruses, such as herpes simplex
virus. Antioxidant: Liquorice contains various antioxidants, including flavonoids
and phenolic compounds, which can help protect the body from oxidative stress

and damage caused by free radicals.

e Immunomodulatory: Liquorice has been shown to have immunomodulatory
effects, meaning it can help regulate and modulate the immune system in the

body.

e Hepatoprotective: Liquorice has been shown to have hepatoprotective
properties, meaning it can help protect the liver from damage caused by toxins

or disease.

e Anti-ulcer: Liquorice has been traditionally used for its anti-ulcer properties and
has been shown to help protect the stomach lining from damage caused by

excess acid and other factors.
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e Anti-allergic: Liquorice has been shown to have anti-allergic properties and can

help reduce symptoms of allergies, such as itching, swelling, and inflammation.

There are several methods for extracting the active compounds from liquorice root.

Some common extraction methods include:

e Water extraction: This is a simple method that involves boiling the liquorice root
in water and then filtering the solution to remove any solids. The resulting liquid

can be used as a tea or as a base for other products.

e FEthanol extraction: Ethanol is a common solvent used for extracting compounds
from plant materials. The liquorice root is soaked in ethanol for a period of time
to extract the desired compounds. The ethanol is then evaporated to leave behind

a concentrated extract.

e Super critical fluid extraction (SFE): SFE is a newer extraction method that uses
a super critical fluid, such as carbon dioxide, as a solvent to extract the active
compounds from the liquorice root. This method is more efficient and

environmentally friendly than other methods.

e Steam distillation: This method involves heating the liquorice root with steam to
extract the volatile compounds. The steam is then condensed to yield a liquid

extract.

e Soxhlet extraction: This method involves repeatedly soaking the liquorice root in
a solvent, such as ethanol, for several hours to extract the desired compounds.

The solvent is then evaporated to leave behind a concentrated extract.

Different extraction methods may yield different levels and types of active compounds,
and the choice of method often depends on the intended use of the extract. In our study,
we developed a method on the purification and enrichment of glycyrrhizin from licorice
root. Extraction and pre-purification of licorice root was carried out. It was then
separated into fractions by flash chromatography. The glycyrrhizin ammonium salt was

obtained. An innovative and easily applicable method has been developed.
2. MATERIAL AND METHODS

Various extraction studies of ground and dried licorice root were performed. All
solvents used in the study are of HPLC grade purity. In order to determine the

appropriate extraction method in the study;
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1. Acidic medium

2. Basic medium

3. Ultrasonic extraction

4. Impurity removal with hexane

5. Hexane and adsorbent application

6. Double and triple solvent application

7. Extraction methods were applied in the reflux system and at room temperature and
their effects were compared. The results obtained were evaluated by HPLC analysis and
the most suitable extraction method was determined. Purification steps were carried out
using flash chromatography, and enriched glycyrrhizin ammonium salt was obtained.
The structure of the obtained glycyrrhizin ammonium salt (ammonium glycyrrhizate)
was determined by LC-MS-MS, HPLC, and NMR analyses. In addition, cytotoxicity
studies of glycyrrhizin ammonium salt were performed and compared with the

commercial standard. It was determined that the obtained product didn’t show toxicity.
3. RESULTS AND DISCUSSIONS

According to the results obtained, higher yields were obtained with the extraction
methods containing alcohol and water. Biochar was used as an adsorbent application for
the removal of impurities. Biochar needs to be thoroughly filtered. Glycyrrhizin
ammonium was obtained as a solid by acidic and basic precipitation methods. Flash
chromatography process was used to remove the impurity of the obtained glycyrrhizin
solid. The fractions obtained by flash chromatography were evaporated and lyophilized
with the appropriate solvent. Cytotoxicity studies of the salt we obtained were carried
out and it was determined that it didn’t have toxic value. As a result, licorice contains
many impurities, including phenolic compounds and flavonoids. Therefore, sequential
purification steps are required. The glycyrrhizin was obtained with an easy and

applicable method.
4. CONCLUSION AND OUTLOOK

In recent years, traditional complementary and alternative medicine treatment
applications have attracted attention. Herbal products usually consist of many active
ingredients. These active compounds may interact during their use. It is necessary to

determine the bioactive components of plant-derived products and to investigate the
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interaction mechanisms. Natural herbal products are of great importance in traditional
medicine. The active ingredients and quantities of these products must be clearly

determined.

Within the scope of this thesis, various extractions and pre-treatments were carried out
for the extraction and purification of glycyrrhizin from licorice root. It has been
observed that reflux extraction, ultrasonic assisted extraction, adsorbent applications,
extraction methods performed in acidic and alkaline medium affect the purity and
concentration of glycyrrhizin. It has been determined that glycyrrhizin has abnormalities
in peak shapes and contains impurities at different wavelengths. For optimum extraction
conditions, it was determined that polar or nonpolar solvents should be used in the pre-
washing process, preferably alcohol and water-containing solvents should be used as
extraction solvents, and polar and nonpolar impurities should be removed by adsorbent
application. Glycyrrhizin was obtained in salt form by acidic-basic precipitation. LC-
MS/MS, HPLC and NMR techniques were used for structure and quantity
determination. Molecular ion peaks [M]+ and [M]- degradation products were detected
in LC-MS/MS application. It was compared with the reference standard substance by
HPLC analysis. As a result of purification of glycyrrhizin ammonium salt by flash
chromatography, it was determined that the peak area was 83.37% and the peak purity
was 1.00. The extraction yield of the obtained glycyrrhizin ammonium salt was 2.40%.
This extraction yield may vary depending on the region where the licorice root used,

storage conditions, type of licorice root, and harvest time.
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1. GIRIS

Meyan kokii, taksonomik olarak Fabaceae (baklagiller) familyasina aittir ve Glycyrrhiza
cinsinde smiflandirilir. Meyan kokii, bitkisinden elde edilen bir bitki kokiidiir ve
geleneksel tipta uzun siiredir kullanilmaktadir. Glycyrrhiza glabra, yaprak doken, ¢cok
yillik bir bitkidir ve genellikle 1-1,5 metre ylikseklige kadar biiyiiyebilir. Cok dallidir ve
dallar yatay bir sekilde yayilir. Govde ve dallar1 genellikle tiiystizdiir. Yapraklar cift
tilyliidiir, yaprak sayist 9-17 arasinda degiskenlik gostermektedir. Cigekleri ufak, mavi-
mor renklidir ve baklalidir. Meyveleri 2-3 cm uzunlugunda, sarimsi-kahverengi renkte
ve bakla seklindedir. Meyan kokii kalin, diizgiin ve lifli yapidadir, koklerin rengi

kahverengi ile siyah arasinda degiskenlik gostermektedir [1].

Glycyrrhiza glabra, Ozellikle Orta Dogu, Akdeniz ve Asya'da yaygin olarak
yetistirilmektedir. Meyan kokii olarak bilinir. Tiim diinyada kiiltiirii yapilmaktadir. Ayni
zamanda iilkemizin en eski kiltiirii ve ihracati yapilan bitkisel iirlinlerinden
say1lmaktadir. Giineydogu Anadolu bdlgesinde yaz aylarinda meyan kokiinden yapilmis
icecekler tiiketilmektedir. Meyan koki, ilag, tatlandirict ve gida endiistrisinde
kullanilmaktadir. Ayrica, geleneksel tipta da birgcok hastaligin tedavisinde
kullanilmaktadir. Cesitli saglik yararlar1 ile iliskilendirilen meyan koki, anti-
inflamatuar, antioksidan, 6dem c¢oziicii ve Oksliriikk kesici gibi 6zellikleri nedeniyle

siklikla kullanilmaktadir [2]. Meyan bitkisi ve meyan kokii Sekil 1.1°de gosterilmistir.

eyan Bitkisi (Glycyrrhiza glabra) Meyan Kok

Sekil 1.1. Meyan bitkisi ve meyan kokii.



Meyan kokiiniin i¢erdigi aktif bilesikler Cizelge 1.1°de gdsterilmistir.
Cizelge 1.1. Meyan kokiiniin igcerdigi baslica aktif bilesikler.

Yapi Bilesikler

Saponinler Glisirizin, glisiretinik asit, uralsaponin,
licorice-saponin, glabasaponin

Flavonoidler likuritin, isolikuritin, glabridin, glabrene,
glabroneol ve glabrol

Steroller Sitosterol, stigmasterol, kampesterol ve
Ergosterol

Polisakkaritler Arabinogalaktanlar, glukoronik asit,
pentozanlar

Mineral ve Vitaminler Potasyum, kalsiyum, magnezyum,
sodyum, demir, A, B1, B2 ve C
vitaminleri
Meyan koki igerik olarak inceledigimizde %18’e kadar seker igermektedir ve
flavonoidler, amino asitler, esansiyel yaglar ve saponinleri igermektedir. ihtiva ettigi
saponin gruplart meyan kokiine kdplirme 6zelligi kazandirmaktadir. Meyan kokiinii
inceledigimiz zaman karsimiza ¢ikan en 6nemli saponin bilesigi olarak glisirizin (GLY)
diger bir adi ile glisirizik asit ¢ikmaktadir. Glisirizin, meyan kokiiniin ana aktif
bilesenidir ve meyan koki Oziitlerinin  %5-25 arasinda glisirizin  igerdigi
belirtilmektedir. Meyan kokii 6ziitlerinde bilesik icerigi ve oranlar1 bitkinin yetistigi
bolge, hasat zamani, depolama kosullari, isleme yontemleri ve kullanilan ¢oziiciiler gibi
birgok faktore bagli olarak degiskenlik gosterebilmektedir. Glisirizin, meyan kokiine
karakteristik tat veren bir bilesiktir ve sakarozdan 50 kat daha fazla tatliliga sahip
oldugu belirtilmektedir. Meyan kokiinlin Oksiiriik suruplari, icecek sektoriinde,
sekerleme, tiitiin gibi ¢esitli {irlinlerde de kullanimi1 s6z konusudur. Sakarozdan 50 kat
daha tath ve diisiik kalorili olmasindan dolay1 sekerleme iiriinlerinde tatlilig1 arttirmak
amaglt tiiketimi ve kullanimi yaygindir. Uzun siire agizda tat olarak kaldigi da

raporlarda gegmektedir [3].

Glisirizinin saflastirilmast ve ekstraksiyonu i¢in literatiir ¢aligmalarini inceledigimizde
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karsimiza siklikla geleneksel ekstraksiyon metodu olarak; sicak su ekstraksiyonu, alkali
ortamda ekstraksiyon, sulu metanol ekstraksiyonu ve etanol ekstraksiyonu siklikla
kullanilan ekstraksiyon solventleri olarak ¢ikmaktadir. Yenilik¢i metotlar olarak son
zamanlarda ultrasonik ekstraksiyon, mikrodalga ekstraksiyonu ve siiperkritik CO:2
ekstraksiyonu caligilmaktadir. Yiiksek basingta asir1 1sitilmis su ekstraksiyonu
caligmalar1 da bu alanda gergeklestirilmektedir. Bu ekstraksiyon yontemleri 6zel

kosullar ve cihaz altyapisi igermesinden dolay1 yiiksek maliyetlidir.

Meyan kokii, 6zellikle Cin geleneksel tibbinda siklikla kullanilan bir bitki olmasinin
yani sira popiiler bir dogal besin takviyesi olarak karsimiza c¢ikmaktadir. Meyan
kokiiniin baglica yan etkilerine baktigimizda glisirizinin dozuna bagli olarak
hipertansiyona sebep olmaktadir. Meyan kokiiniin en 6nemli yan etkisi triterpenoidlerin
kortizol benzeri yapida olmalarindan dolayr fenolik bilesenlerin ikili bir rol
oynamasidir. Meyan kdkiinde yer alan fenolik bilesenler meyan kokii ekstraktlarindaki
glisirizinin biyoyararlanimi 6nemli derecede azaltir yapilan caligmalarda glisirizinin
safraya atilimini arttirdigr gozlemlenmistir. Ayrica fenolik bilesenlerin glisirizin
hidrolizini bagirsaklarda azalttig1 tespit edilmistir. Bu durum, ekstrakttaki fenolik
bilesikler ve triterpenoidlerin metabolik etkilesiminden kaynaklanmaktadir. Bu
bilesikler arasindaki farmakokinetik ve metabolik etkilesimin belirlenmesi meyan kokii
kullanim1 agisindan olduk¢a Onemlidir. Bu durumda hamilelik siirecinde ve
hipertansiyon hastalarinin dikkatle kullanmasi gerektigi belirtilmistir [4], [5]. Terapotik
ajan olarak alerjik dermatiti ve kronik viral hepatit tedavilerinde kullanilmaktadir.
Ayrica iltihap Onleyici, ilser Onleyici ve antiviral aktivitelere sahip oldugu
bilinmektedir. Japonya’da hepatit C’nin tedavisinde kullanilmaktadir. Ayrica glisirizin
emiilsifiye ve jel olusturucu 6zelliginden dolay1 gida ve kozmetik alaninda ve anti-viral
etkisinden dolay1r HIV-1, hepatit viriisleri A,B,C iizerine kullanilmaktadir [6]. Meyan
kokiiniin glisirizin ve likuritin gibi aktif bilesenlerinin, Korona enfeksiyonuna neden

olan COVID-2 gibi viriislerin ¢ogalmasini 6nledigi bilinmektedir [7].

Son yillarda modern tibbin tedavi uygulamalarma destek amagli olarak geleneksel
tamamlayici ve alternatif tip tedavi uygulamalar ilgi gdrmektedir. Diinya Saglik Orgiitii
(WHO) diinya niifusunun yaklasik %60’ 1nin sentez {iriinii olan ilaglar1 tiiketmedigini,
%25’ min ise bitkisel kaynakli olan ilaglara giivendigini ve bunlar1 kullanmayi tercih
ettiklerini belirtmistir [8]. Bitkisel icerikli liriinler genellikle ¢cok sayida etken maddeden

olusmaktadir ve kullanim sirasinda birbiriyle farmakolojik olarak etkilesime



girebilmektedir. Bu etkilesim mekanizmalarini agiklamak igin bitki kdkenli tiriinlerin
biyoaktif bilesenlerini tespit etmek ve etkilesim mekanizmalarini detaylica arastirmak

gerekmektedir.

Anti-inflamatuar, immiin modiilator, antikanser, antioksidan ve antiviral, anti-iilser ve
anti-alerjik aktiviteleri de dahil olmak iizere olmak lizere glisirizinin ¢esitli farmakolojik
ve biyolojik aktiviteye sahip oldugu bildirilmistir. Glisirizin ayrica HIV ve ciddi akut
solunum yolu sendromu (SARS) ile iliskili koronaviriis dahil olmak iizere ¢esitli DNA
ve RNA virlislerine karst anti viral aktiviteye sahip oldugu belirtilmistir. Bu nedenle,
biiyiik miktarda meyankdkii ve ekstreleri, diinya pazarinda tatlandirict maddeler ve tibbi
malzemeler olarak bulunmaktadir. Tatli tadi nedeniyle glisirizin diinya ¢apinda dogal
tatlandirict ve tatlandirict katki maddesi olarak kullanilir. Karisimlarda oOksiiriik ve
balgam soktiiriicli olarak ve mide ilaglarinin formiilasyonlarinda aroma maddesi olarak
kullanilmistir [9]. Meyan kokii zayif bir oral biyoyararlanima sahiptir. Saglikli
goniilliiler lizerinde gergeklestirilen bir ¢alismada glisirizin amonyum tuzu (GLY-AT)
formunun biyoyararlanimi incelenmis ve maksimum konsantrasyonlara 10 saat
icerisinde ulastigt meyan kokii ekstraktlarinda ise bu siirenin 12 saat oldugu
belirtilmistir. Saflagtirilmig glisirizinin doz miktar1 2 mg/kg/giin olarak 6énerilmistir [10].
Diger bir calismada ise agik etiketli, randomize, kontrollii bir ¢alisma (n = 50),
normotansif goniillilerde meyan kokii takviyesinin (glisirizin 290 ila 370 mg/giin)
hemodinamik etkileri incelenmistir. 2 hafta sonra, meyan kokii grubunda kontrol
grubuyla karsilagtirildiginda hiicre disit hacmin yami sira sistolik ve diyastolik kan
basinct (periferik ve merkezi) 6nemli dlgiide arttifi ve plazma aldosteron ve potasyum

konsantrasyonlarin1 da 6énemli 6l¢iide azalma oldugu belirtilmistir [11].



1.1. LITERATUR OZETIi

Meyan kokii tiizerine literatiir ¢alismalarimi inceledigimizde c¢esitli tekniklerle
ekstraksiyon yontemleri mevcuttur. Bu yontemlerden biri de yiiksek basingta asir
sitilmis su ekstraksiyonu uygulamasidir. Gergeklestirilen bir ¢aligmada asir1 1sitilmis su
ekstraksiyonu ile ultrasonik ekstraksiyon ve soxhlet ekstraksiyon metodu kiyaslanmaistir.
Glisirizin miktar1 asir1 1sitilmis su ekstraksiyonunda; 54,760 mg/g, ultrasonik
ekstraksiyonda; 18,240 mg/g ve soxhlet ekstraksiyonunda; 28,760 mg/g olarak
bulunmustur. Ancak yiiksek sicakliklarda gergeklestirilen bu caligmanin glisirizinin
hidroliz olmasina ve glisiretinik asit (GA) veya glukuronik asit olarak par¢alanmasina

neden olabilecegi belirtilmistir [12].

Glisirizinin ekstraksiyonu ve in vitro kosullarda anti inflamatuar etkinligi {lizerine
gercgeklestirilen bir ¢calismada ise glisirizinin saridan turuncuya donen karakteristik rengi
bulundugu belirtilmistir. Bu calismada GA ekstraksiyonu i¢in meyan kokii tozunu
aseton ve seyreltik nitrik asit ile 2 saat siiresince meserasyon yontemi uygulanmistir.
Glisirizinin in-vitro anti-inflamatuar aktivitesi, %27,11 oraninda inhibisyon gostererek

inflamatuar aktiviteye kars1t koyma yetenegine sahip oldugu belirtilmistir [13].

Baska bir calismada ise 2 g toz meyan kokii ile 20 ml metanol solventi ortam
sicakliginda 30 dakika boyunca ultrasonik banyo uygulanmistir ve ardindan gece
boyunca bekletilmistir. Elde edilen ekstrakt filtre edilerek HPLC-UV-ESI-MS/MS
analizi gergeklestirilmistir. 16 etken bilesik tespit edilmistir. Glisirizin etken maddesi
(m/z 803, 777, 645, 627, 351) olmak lizere kiitle fraksiyonlarina ayrildigi ve 254 nm’de
uyarildigi tespit edilmistir. Calismada en yiiksek igerigin glisirizin oldugu tespit
edilmistir [14].

Bu c¢alismada ise meyan kokiinden glisirizin ve glabridinin optimum ekstraksiyon
kosullarimi belirlemek i¢in farkli ¢oziicii sistemleri, sicaklik, siire ve prosediirler
gergeklestirilmistir. Etanol ve su (30:70 v/v) ekstraksiyon solventi tercih edilmistir ve
60 dakika boyunca 50 °C’de daldirma yontemi kullanilarak ekstraksiyon islemi
gerceklestirilmistir. HPLC analizi ile glisirizin 2,39 mg/g ve glabridin 0,92 mg/g olarak
tespit edildigi belirtilmigtir [15].



Meyan kokii uygulanmis tiitlin iirlinlerinde glisirizin analizi iizerine gerceklestirilen bir
calismada ise HPLC analizi kosullarinda asetik asit yerine tercihen asetat tamponu ve

fosfat tamponlu mobil faz tercih edilmesi gerektigini savunmustur [16].

Glisirizin, glabridin ve toplam flavonoid iizerine gergeklestirilen diger bir ¢caligmada ise
glisirizin, glabridin ve toplam flavonoid miktarlarin stabilite ve bozulmalarini etkileyen
faktorler tizerine denemeler gerceklestirilmistir. 50 mg toz ekstrakt ile 50 ml metanol
kanistirilarak ultrasonik ekstraksiyon uygulanmistir. Glisirizin 254 nm’de tayin
edilmistir ve %7,1-8,7 arasinda glisirizin varlig1 tespit edilmistir. Asit hidrolizi,
oksidasyon, sicaklik, nem ve alkali hidroliz kosullarinda stabiliteyi etkileyen faktorler
incelenmistir. Glisirizin, glabridin standartlarinin ve numune 6rneklerinin 10 °C ve 25°C
ortam kosullarinda ii¢ gline kadar stabil kaldig1 belirtilmistir. Glisirizinin stabilitesinin 7
giin boyunca 60°C’de sicaklikta %17,2, %75 nem ortaminda 40°C’de %25,4, 2N
hidroklorik asit hidrolizi ortaminda 1 saat boyunca %9,8, 2N sodyum hidroksit hidroliz
ortaminda 1 saat boyunca %5,3 olarak stabilitesini kaybettigini ve %30’luk hidrojen
peroksit ortaminda 1 saat boyunca ise bozulma gerceklesmedigini belirtilmistir. Ayrica
calisma kapsaminda HPLC analiz metodu gelistirilmistir ve tercihen potasyum fosfat

tamponu igceren mobil faz kullanilmistir [17].

Meyan kokiinden glisirizin ekstraksiyonu, antioksidan kapasitesi ve antimikrobiyal
Ozelliklerini incelenmistir. 45°C’de ultrasonik banyo ekstraksiyonu ile {i¢ farkli
¢Oziiclinlin metanol, etanol ve su kullanilarak ekstraksiyon verimi {izerine calisma
gerceklestirilmistir. %0,01 w/v amonyak ¢ozeltisi ile muamele edildikten sonra sicak
plaka {izerinde buharlastirilarak konsantre ¢ozelti haline getirilmistir. %7011k etanol ile
konsantre ¢6zeltiyi muamele edilerek siilfirik asit ile pH ayarlamasi gerceklestirilmis ve
glisirizin kristalleri eldesi saglanmistir. FT-IR spektroskopisi ve TLC kromatografisi ile
standart glisirizin ile karsilastirilarak karakterizasyonu, antioksidan ve antimikrobiyal
aktivite etkinlikleri c¢alistlmistir. 45°C ve 45 dakika ultrasonik ekstraksiyon

prosediiriiniin en verimli oldugu raporlandirilmistir [18].

2018 yilinda yapilan bir ¢alisma ise meyan kokii bitkisinin antibakteriyel ve antioksidan
aktivitelerini degerlendirilmistir. Hatay yoresinde ti¢ farkli bolgesinden toplanilan
ornekleri kurutma isleminden sonra toz haline getirilip 30 g bitki 6rnegine 300 ml
solvent ekleyerek soxhlet ekstraksiyonu gerceklestirilmistir. Etanol ve su ekstraktlarinin
antibakteriyel Ozelliklerini belirlemek amaciyla Bacillus cereus, Bacillus subtilis,

Staphylococcus aureus Cowan I, Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae, Proteus



mirabilis, Salmonella Enteritidis ve Salmonella Typhimurium mikroorganizmalari
lizerine ¢alisma gergeklestirilmistir ve yalnizca B. Cereus 'a kars1 antibakteriyel aktivite
gosterdigi belirlenmistir. Meyan bitkisinin etanol ve su ekstraktlari antioksidan seviyesi
acisindan ise diger caligmalara kiyasla diisiik bir deger gosterdigi ve su igerikli
ekstraksiyonlarin etanol ekstraktlarina gore daha yiiksek antioksidan aktivite
gosterdikleri tespit edilmistir. Bu calismada, ¢of§u mikroorganizmalarin duyarlilik
gostermemesi kullanilan ekstrakt konsantrasyonunun diisiik olmasindan kaynaklanmis

olabilecegi belirtilmistir [2].

Diger bir c¢alisma ise in vivo diyabet modeli uygulanan ratlar iizerinde
gergeklestirilmistir. Glisirizinin oksidatif stres ve inflamasyon etkinligi arastirilmistir.
Glisirizin sulu ¢ozeltisi, 1 hafta siire ile ratlara 50 mg/kg/giin oral olarak verilmistir.
Siire sonunda adipoz ve karaciger doku Orneklerinde total antioksidan ve oksidan
kapasitesi incelenmistir. Elde edilen bulgulara gore glisirizinin diyabetle uyarilan total
oksidan seviyelerini (TOS) anlamli diizeyde azalttigi ve diyabetle azalan total
antioksidan seviyelerinin (TAS) anlamli diizeyde attirdig1 da bulunmustur. Sonug olarak
diyabetik ratlarin karaciger ve adipoz dokularinda sitokin seviyelerini diizenleyerek

antienflamatuvar etki ve antioksidan etki gosterdigi raporlandirilmistir [19].

Meyan kokiiniin gerbet olarak tiiketimi Tirkiye’nin Giineydogu Anadolu bdlgesinde
oldukca yogundur. Gergeklestirilen bir ¢alismada, toplam aerobik canli, toplam aerobik
mezofilik spor, maya ve kiif, toplam koliform grubu bakteri, toplam fenol, toplam
flavonoid ve glisirizin miktar1 incelenmistir. Meyan koklerinin ekstraksiyonunda farkli
sicaklik uygulamalarinin son iiriin serbetin mikrobiyolojik kalitesini olumlu yonde
gelistirmekte oldugunu ve biyoaktif bilesenlerin serbete gegisini istatistiksel olarak

onemli diizeyde arttirdig1 da gozlemlenmistir [20].

Meyan kokii iizerine yapilan ekstraksiyon caligmalari, bitkiden biyoaktif bilesiklerin
elde edilmesini amaglamaktadir. Bu c¢alismalar, meyan kokiinden farkli solventler

kullanilarak yapilan ekstraksiyonlarin ve ekstraktlarin 6zelliklerini incelemektedir.

Ornegin, bir ¢alismada, meyan kokii oziitleri, farkli solventler kullanilarak elde
edilmistir ve bu Oziitlerin antioksidan kapasiteleri karsilagtirllmistir. Bu ¢alismada,
metanol ve etanol gibi polar solventlerin, antioksidan aktivitesi agisindan daha etkili

oldugu gosterilmistir [21].



Meyan kokiinden elde edilen Oziitlerin antitimor etkileri de arastirilmistir. Bir
calismada, meyan kokii oziitleri, farkli solventler kullanilarak elde edilmis ve bu
Oziitlerin antitlimor aktiviteleri incelenmistir ve antitiimor aktivitesine sahip oldugu

bulunmustur [22].

Glisirizinin saflagtirilmasi iizerine gergeklestirilen bir ¢alismada poliamid regine ve
makro gozenekli regineler kullanilarak %11,40’dan %88,95’e saflastirma basaris1 elde

edilmistir [23].

Bir diger saflastirma c¢alismasi olarak karsimiza HILIC-SPE metodu ile preparatif
HPLC uygulamas1 gergeklestirilmistir. Glisirizin %13,67’den %64,22’e tek basamak
uygulama ile saflagtinilmistir. 1 kg meyan kokii toz haline getirilerek ultrasonik
ekstraksiyon metodu ile 1 L; 0,8 L; 0,6 L olmak iizere etanol/su (70:30) oraninda 3 saat
boyunca ekstraksiyon iglemi uygulanmistir. Ekstrakt siiziildiikten sonra evapore edilerek
347,9 g kati elde edilmistir. 3,4 g kati tekrardan 20 ml etanol/su ¢dziiciinden

¢ozdiiriilerek membran filtreden siiziilmiis ve 171,4 mg/ml madde tespit edilmistir [24].

Farkli bir c¢alismada ise Etanol/Fosfat tamponlu ikili faz ekstraksiyonu
gergeklestirilmistir. 1 kg bitki materyali iizerinden 366 g ham ekstrakt elde edilmis
akabinde etanol/fosfat ikili faz ekstraksiyonu uygulanarak 127 g ve %13,5 saflikta kati
madde elde edilmistir [25].

Glisirizinin  meyan kokii ekstraktindan adsorpsiyon ve desorpsiyonu lizerine
gerceklestirilen bir caligmada bes farkli makro-gozenekli recginenin saflastirma
kabiliyetini karsilastirilnistir.  Iyon de@isim reginelerinin statik ve dinamik
adsorpsiyonuyla glisirizinin ayirilmasinin optimizasyonu, pH ve etanol konsantrasyonu
gibi faktorlerin etkisi incelenmistir ve Indion 810'un adsorpsiyonda ve desorpsiyonda
maksimum kapasiteye sahip oldugunu ve glisirizinin meyan kokiinden etkili bir sekilde
ayirabildigi belirtilmistir. Glisirizin safliginin %14,3'ten %71,5'e kadar arttirilmasina
olanak saglayan dinamik desorpsiyon, HPLC geri kazaniminin %63.6 oldugu
belirtilmistir [26].

Meyan kokiine dair literatiir calismalarini inceledigimizde bir¢ok caligma triterpen
saponin bilesigi olan glisirizin ekstraksiyonu, saflagtirilmasi ve aktivite etkinligi
tizerinedir. Bu durum glisirizin ve glisirizin tuz formlarin1 degerli kilmaktadir.
Glisirizinin suda ¢oziinebilirligini arttirmak i¢in potasyum, kalsiyum ve amonyum tuz

formlar1 olusturulmaktadir. Glisirizinin amonyum tuzu formu ticari olarak kullanimi



oldukca yaygindir. Glisirizinin seyreltik siilfiirik asit ile hidrolizi sonucunda oldukca
degerli ve atopik dermatit etki gosteren glisiretinik aside doniistiigii raporlanmistir [27].
Glisirizinin ekstraksiyonu ve saflastirilmasi iizerine gerceklestirilen ¢alismalarda ¢esitli
ekstraksiyon metotlar1 ve saflastirma teknikleri uygulanmaktadir. Ultrasonik
ekstraksiyon yontemi en yaygin kullanilan modern metot olarak karsimiza ¢ikmaktadir.
Stiperkritik s1v1 ekstraksiyonu ve enzim ekstraksiyonu yontemleri de dair ¢alismalarda
artmaktadir. Meyan kokiiniin icerdigi biyoaktif bilesenler olan saponinler veya
flavonoidlerin ekstraksiyonu i¢in ¢esitli kosullar altinda farkli ekstraksiyon ¢oziiciileri
kullanilmaktadir ve en yaygin olarak kullanilan c¢oziiciiler metanol, etanol, su ve
seyreltik amonyak c¢ozeltilerini iceren geleneksel ekstraksiyon yontemleridir. Bitki
materyallerinin yetistirildigi bolge, saklama kosullari, uygun ekstraksiyon metodu,
verimli saflastirma basamaklar1 etken maddelerin miktarini belirlemede oldukca
onemlidir. Bu tez ¢aligmasi kapsaminda, glisirizinin ekstraksiyonu ve saflastirilmasi igin
diisiikk maliyetli ve kolay islem basamaklarini iceren ekstraksiyon ve saflagtirma metodu

gelistirilmistir.

1.2. KROMATOGRAFI VE EKSTRAKSIYON

20.yy. baslarinda Rus Botanik¢i Mikhail Tsvet’in bitki ekstraktlarindan klorofili
saflagtirmasi ile kromatografi bir ayirma teknigi olarak karsimiza g¢ikmaktadir. Bir
karisimdaki ¢esitli maddeleri, maddelerin kimyasal veya fiziksel farkliliklarindan
yararlanilarak ayrilmasini saglayan bir analitik tekniktir. Polarite, ¢oziiniirliik, afinite ve
iyonik giice bagli olarak ayrimlar gerceklesebilmektedir. Bir kromatografi sistemini
temel olarak sabit faz, hareketli faz ve ayrimi yapilmak istenen karigim olusturmaktadir.
Kromatografinin temel prensibi karisimdaki bilesenlerin hareketli fazin akicilik
ozelliginden faydalanilarak sabit faz ile etkilesimine dayanan tasinma ve birbirinden

ayirma islemidir. Baglica kromatografi tiirleri olarak;

l. Kolon Kromatografisi
2. Iyon Degisim Kromatografisi
3. Afinite Kromatografisi

4. Kagit Kromatografisi

5. Ince Tabaka Kromatografisi (TLC)



6. Gaz Kromatografisi (GC)
7. Yiiksek Performansli Sivi Kromatografisi (HPLC)

Gilinlimiizde bir¢ok ayirma metodu kullanilmaktadir. Gelisen teknoloji ile birlikte
temelde kolon kromatografisi etrafinda dizayn edilmis bircok ayirim metodu
gelistirilmistir. Gelistirilmis hassas dedektorler sayesinde maddelerin tanimlanmasi ve
ayristirtlmasinda olduk¢a hassas sonuglarin elde edilmesi saglanmaktadir. Analiz,

tanimlama, saflagtirma ve miktar tayini i¢cin 6nemli yontemlerdir.

Saflastirma ve ekstraksiyon, kimya ve biyokimya gibi bilim dallarinda yaygin olarak
kullanilan iki temel ayirma yontemidir. Her iki yoOntemde, bir bilesigi diger
bilesiklerden ayristirmak veya bir karisimdan hedef bilesigi izole etmek ig¢in

kullanilmaktadir.

Saflastirma, bir bilesigi diger bilesiklerden arindirmak i¢in kullanilan bir yontemdir. Bir
bilesik saflastirildiginda, arindirma siireci, bilesigin diger bilesiklerden ayrilmasi, arzu
edilen saf bilesigin elde edilmesi ve saf bilesigin safliginin kontrol edilmesi adimlarini
icermektedir. Saflagtirma yoOntemleri arasinda kristalizasyon, damitma, kromatografi

gibi yontemler yer alir.

Ekstraksiyon, bir bilesigi bir ¢ozeltiden veya karisimdan ayristirmak veya izole etmek
icin kullanilan bir yontemdir. Ekstraksiyon, hedef bilesigin ¢oziiniirliigline bagl olarak
organik coziiciiler, sivilar, gazlar veya diger bilesikler kullanarak gerceklestirilebilir.
Ekstraksiyon, organik sentez, dogal iirlinlerin izolasyonu, ila¢ kesfi ve gida endiistrisi
gibi bircok alanda kullanilir. Ekstraksiyon yontemleri arasinda sivi-sivi ekstraksiyonu,

kati-s1v1 ekstraksiyonu ve siiperkritik ekstraksiyon gibi yontemler yer alir.

Her iki yontem de bir bilesigi izole etmek veya arindirmak i¢in kullanilan gesitli
teknikleri icermektedir ve bu teknikler secgilen bilesigin Ozelliklerine, amaclarina ve

kullanilan materyallere bagli olarak degisebilmektedir.

1.3. FLASH (FLAS) KROMATOGRAFI

Bu tez calismasi kapsaminda kullanilan flash (flag) kromatografi yontemi son yillarda
olduk¢a popiiler olan bilesenlerin ayrilmasi ve saflastirilmasi icin kullanilan bir
yontemdir. Diigiik basinglarda ve yiiksek miktarlarda madde ayrimimi saglayan

sistemlerdir. Temel ayirma prensibi kolon kromatografisi ve yiiksek basingli sivi
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kromatografisi ile benzer oOzellik gostermektedir. Karisimdaki bilesenler, farkl
polariteleri veya kimyasal 6zellikleri nedeniyle sabit faz iginde farkli hizlarda hareket
ederler. Bu nedenle, bilesenler sabit faz boyunca ayrilir ve ayr1 fraksiyonlar elde
edilmektedir. Flag kromatografinin, diger kromatografi sistemlerinden farklar1 ise hava
basinci kullanilarak hizli ayirma igin tasarlanmis bir saflagtirma teknigidir ve 50-200
psi'de basingli gaz ve mobil fazin yiiksek akis hizlarinda (250 ml/dk) kullanilmasi ile
geleneksel kolon kromatografisi tekniginden farklilagsmaktadir. Kolon kromatografisi
sistemlerinde yer ¢ekimi ile bir hareket s6z konusu iken flas kromatografi sistemlerinde
hava basicinin etkisi ile hizli saflastirma elde edilmektedir. Sekil 1.2 ve Sekil 1.3’de
gosterildigi lizere flas kromatografi sistemlerinde g¢esitli ebatlarda paketlenmis silika-jel
veya ters farz igerikli kartuglar, pompa iinitesi, eluent toplamak icin fraksiyon iinitesi,
enjeksiyon sistemi, dedektdrler (UV, ELSD) gibi sivi kromatografisi sistemlerinde yer

alan parcalardan olugsmaktadir.

—| ELSD
Split

Valve Fraction
q uv (] Collecter

00000
Pump
Waste

Solvents

Cartridge

Sekil 1.2. Flash kromatografi genel diyagrama.

Sekil 1.3. Flash kromatografi cihazi.

Genellikle yiiksek basingli sivi kromatografi (HPLC) icin hazirlik asamasi olarak
kullanilmaktadir. Flash kromatografi, saflagtirilmis bilesenlerin elde edilmesini hizli bir
sekilde saglar ve ozellikle ilag kesfi, protein saflastirma ve dogal {iriinlerin izolasyonu

gibi alanlarda siklik¢a kullanilir. [28]
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1.4. GLISIRIZIN (GLIiSIRIZiK ASIiT) VE KULLANIMI

Glisirizin (C42He2016) ve glisirizin amonyum tuzu (Cs2HesNOi1s) meyan kokiinden
(Glycyrrhiza glabra) elde edilen bir pentasiklik triterpen saponindir. Glisirizin
molekiiliinii inceledigimiz zaman iki kisimdan meydana geldigi, Sekil 1.4°de

goriilmektedir.

Glisiretinik Asit
HO (Hidrofobik)

Glukuronik Asit
(Hidrofilik)

Glisirizin
(Glisirizik Asit)

Sekil 1.4. Glisirizin molekiiliiniin kimyasal yapisi.

Glisirizin, amfifilik 6zellik gosteren bir molekiildiir. Molekiile tatlandiric 6zelligi veren
glukuronik asit kismi (glikon) hidrofilik, glisiretinik asit kism1 (aglikon) ise hidrofobik
ozellik gostermektedir. Sekil 1.5’te gosterilen ana iskelet yapr olan glisiretinik asit
kismudir. Glisirizinin asit hidrolizi ile elde edilen glisiretinik asidin iki izomer formu
bulunmaktadir; 18a-glisiretinik asit ve 18B-glisiretinik asit. Hem glisirizin hem de

glisiretinik asit biyoaktif 6zellik gosteren meyan kokii ekstraktlarinin ana bilesenleridir.

Sekil 1.5. Glisiretinik asit kimyasal yapisi.
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Glisirizinin bagirsakta emilimi sonucu glisiretinik aside doniistiigii bilinmektedir [29].
Sekil 1.6°da glisirizin ve tiirevlerinin kimyasal yapilar1 a) 18a-glisirizin b) 18B-glisirizin
c¢) 18a-glisiretinik asit d) 18B-glisiretinik asit e) glisirizin amonyum tuzu olmak {izere

gosterilmistir.

Glisirizin Amonyum Tuzu
(Amonyum Glisirizinat)
(©)

Sekil 1.6. Glisirizin ve tlirevlerinin kimyasal yapilar a) 18a-glisirizin b) 183-glisirizin

c) 18a-glisiretinik asit d) 18B-glisiretinik asit e) glisirizin amonyum tuzu.

Yapilan ¢alismalarda 4 hafta boyunca haftada ii¢ kez 240 mg’lik glisiretinik asit
intravendz olarak verildiginde insanlarda herhangi bir yan etkiye neden olmadig1 tespit
edilmistir [30]. Glisiretinik asit molekiilii de biyoaktif bir bilesendir ve anti-kanser, anti-

inflamatuar, anti-viral, anti-diyabetik terapotik etkilere sahiptir [30], [31].

Glisirizin oral ve intravendz yollar ile viicuda alinabilmektedir lakin bagirsaktan
emilimi oldukca zayiftir, bagirsakta hidrolize ugramasiyla birlikte hidroliz iiriinii olan
glisiretinik aside doniiserek emilimi saglanir. Bu sebeple suda ¢dzilinebilir amonyum

veya potasyum tuzlarina doniistiiriilerek daha etkili biyoyararlanimi saglanmistir [32].
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Japonya’da yaklagik 40 yildir akciger kanseri tedavisinde ve kronik hepatit tedavisinde
kullamlmaktadir. Intravendz ve oral uygulama tedavi yontemleri olarak
kullanilmaktadir ayrica intravendz tedavi yontemi ile farkl: tipteki hepatit tiirlerine karsi
etkilidir. Genellikle giivenli bir dozaj ve tiikketim sekli 30-150 mg arasindadir. Giinliik
30 mg'lik bir doz, genellikle onerilen en diisiik dozdur ve 150 mg giinliik doz, genellikle
Onerilen en yliksek dozdur [33].

Antik ¢agdan giiniimiize ¢esitli hastaliklarin tedavisinde bitkisel kaynakli tedavi kiiltiirii
uygulanmaya devam etmektedir. Sanayilesme devrimi ile gelisen kimya ve ilag
enddistrisi bitkiler yerine sentetik {riinlerin kullanimini yaygin ve ekonomik bir hale
getirmistir. Giiniimiizde ise cogu kimyasalin ¢evresel etkileri ve insana olan kanserojen
etkileri tartisma konusudur. Yapilan arastirmalarda ekolojik ve insana olan etkileri
arastirilmaktadir ve belirli kimyasallara kisitlamalar getirilmektedir. Bu durum
tekrardan yeni alternatif iiriinlere yonelmeye yol agmigtir. Bunun sonuncunda bitkisel

kaynakli iiriinlere tedaviyi destekleme amagli yonelme s6z konusudur.

Koronaviriis pandemisinde etkin as1 veya ilag gruplarinin iiretilmesine kadar gegen siire
de bitkisel kaynakli yardimci alternatif tip biiyiik ilgi gérmiistiir. Bitkileri bu degerli
onemli kilan ise degerli fitokimyasallar1 icermekte olmalaridir. Yapilan birgok
aragtirmalarda elde edilen veriler bitkisel icerikli iiriinlerin genel sagligi korumak ve
tyilestirmek, besin takviyesi ve hastaliklardan korunmak amaciyla kullanildigi
gozlenmistir. Son derece yaygin bir sekilde kullanilmalarina ragmen pek ¢ok bitkisel
tirtiniin etkisi heniiz tam olarak kanitlanmamistir ve bu alanlarda bilimsel veri eksikligi
gbze ¢arpmaktadir. Standardize edilmig {iriinlerin hekim kontroliinde kullanimi saglik

agisindan ¢ok derece onemlidir.

Kimyager Paracelsus’un sdziinde degindigi iizere “Ilaci, zehirden ayiran dozudur.” Bir
ilacin ya da etken maddeye sahip olan bitkisel bir {iriiniin zararli, etkisiz veya etkili
denilebilmesi i¢in dnce o iirliniin/etken maddenin hastaligin hangi evresinde, hangi doz
araliginda ve hangi siklikta verilmesinin arastirilmasi ve belirlenmesi gerekmektedir.
Sistematik ve standardize bir iiretim prosediiriine sahip olmasi gerekmektedir. Tibb1
sentetik ilaglarin yan etkileri olabildigi gibi bitkisel {riinlerinde yan etkilere veya

kullanilan ilag gruplariyla farmakolojik etkilesimlere girebilecegi goz ardi edilmelidir.
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2. MATERYAL VE YONTEM

Bu tez ¢alismasinda, ekstraksiyon ve analiz islemleri HPLC grade saflikta ¢oziiciiler ile
gerceklestirilmistir. Solvent evaporasyonu Heidolph Hei-Vap Value HL/G1 marka
Rotary Evaporator ile gergeklestirilmistir. HPLC analizleri Shimadzu markali LC-20AT
model cihaz1 ile gergeklestirilmistir. Flash kromatografi calismalari Buchi Pure C850-
FlashPrep cihazi ile gergeklestirilmistir. Liyofilize islemleri Christ Alpha 1-2 LD plus
cihazi ile ger¢eklestirilmistir. Kiitle 6lgtimleri Shimadzu markali LC-MS/MS-8030 Plus
ile gergeklestirilmistir. NMR ol¢limleri JEOL ECZ500R cihazi ile gerceklestirilmistir.
Aragtirmada kullanilan meyan kokii (Glycyrrhiza glabra) O6rnekleri Aydin ilinin
Incirliova ilgesine bagli Gerenkova kdyiinde ekimini ve hasadmi gergeklestiren

ciftciden golgede kurutulmus ve 6giitlilmiis formda temin edilmistir.

En uygun ekstraksiyon ve saflagtirma metodolojisini belirlemek i¢in literatiir taramalari
g6z onlinde bulundurularak temin edilen meyan kokii tozuna ekstraksiyon denemeleri

gerceklestirilmistir.

2.1. EKSTRAKSIYON DENEMELERI

Calismada uygun olan ekstraksiyon metodunun belirlenmesi amaci ile;
1. Asidik ortam
2. Bazik ortam

3. Ultrasonik Ekstraksiyon

4. Hekzan ile safsizlik giderimi

5. Hekzan ve adsorban uygulamasi

6. Ikili ve iiglii solvent uygulamasi

7. Refluks sisteminde ve oda sicakliginda ekstraksiyon yontemleri uygulanmis ve

etkileri kiyaslanmistir. Elde edilen sonuglar HPLC analizi ile degerlendirilerek uygun
ekstraksiyon metodu belirlenmistir. Cizelge 2.1°de gerceklestirilen ekstraksiyon

caligmalarin detaylar verilmistir.
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Cizelge 2.1. Gergeklestirilen ekstraksiyon denemeleri.

TEZDE MEYAN cOzUCcU SURE SICAKLIK YONTEM ORAN
BOLUMU KOKU

/v) (Saat) °O)
(Gram)
2.1.1 10 99 ml Etanol ve 1 ml 2 25 Karistirma 1:10
Asetik Asit
2.1.2 10 97 ml Etanol ve 3 ml 2 25 Karigtirma 1:10
Amonyak
2.1.3 10 100 ml Etanol 2 25 Karigtirma 1:10
2.14 10 100 ml Etanol 2 25 Ultrasonik 1:10
2.1.5 10 30 ml Hekzan / 100 ml ~ 30dk- 25 Karigtirma 1:10
Etanol/ 0,5 g Silika 60  2-30
dk
2.1.6 10 30 ml Hekzan / 100 ml ~ 30dk- 25 Karigtirma 1:10
Etanol/ 0,5 g Aktif 2-30
Karbon dk
2.1.7 10 30 ml Hekzan / 100 ml ~ 30dk- 25 Karigtirma 1:10
Etanol/ 0,5 g Ultra 2-30
Kaolin dk
2.1.8 10 30 ml Hekzan / 100 ml ~ 30dk- 25 Karigtirma 1:10
Etanol 2-
2.1.9 10 %100 Etanol 2 75 Refluks 1:10
2.1.10 10 Su / Etanol (70:30) 2 105 Refluks 1:10
2.1.11 10 Su / Etanol (70:30) 2 <50 Karigtirma 1:10
2.1.12 10 Metanol/Etanol/Su 2 <50 Karigtirma 1:10
(70:20:10)

2.1.1. Asidik Ortam Ekstraksiyonu

10 g meyan kokii tozu ile %1°lik asetik asit iceren 100 ml etanol ¢dzeltisi (v/v) 25°C’de
2 saat boyunca karigtirildi. Siizme islemi gercgeklestirildi ve kat1 posa ayrildi. Elde
edilen ekstrakt evapore edildi. Elde edilen kat1 ekstrakt, 10 ml metanol ile ¢ozdiiriildii
ve 0,45 um PTFE filtreden siiziildii ve viallendi. Analiz ¢alismalarina kadar -20°C’de

saklanmistir. Analiz sonuglar1 boliim 3.1.2.1°de yer almaktadir.

2.1.2. Bazik Ortam Ekstraksiyonu

10 g meyan kokii tozu ile %3’liikk amonyak iceren 100 ml etanol ¢ozeltisi (v/v) 25°C’de
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2 saat boyunca karigtirildi. Siizme islemi gerceklestirildi ve kat1 posa ayrildi. Elde
edilen ekstrakt evapore edildi. Elde edilen kat1 ekstrakt, 10 ml metanol ile ¢ozdiiriildi
ve 0,45 um PTFE filtreden siiziildii ve viallendi. Analiz ¢alismalarina kadar -20°C’de

saklanmistir. Analiz sonuglar1 boliim 3.1.2.2°de yer almaktadir.

2.1.3. Etanol Ekstraksiyonu

10 g meyan kokii tozu ile 100 ml etanol ¢oziiciisii 25°C’de 2 saat boyunca karistirildi.
Stizme islemi gerceklestirildi ve kat1 posa ayrildi. Elde edilen ekstrakt evapore edildi.
Elde edilen kat1 ekstrakt, 10 ml metanol ile ¢ézdiiriildii ve 0,45 pm PTFE filtreden
stiziildii ve viallendi. Analiz ¢alismalarina kadar -20°C’de saklanmistir. Analiz sonuglari

boliim 3.1.2.3’te yer almaktadir.

2.1.4. Ultrasonik Destekli Etanol Ekstraksiyon

10 g meyan kokii tozu ile 100 ml etanol ¢oziiciisii 25°C’de 2 saat boyunca ultrasonik
ekstraksiyon uygulandi. Siizme islemi gerceklestirildi ve kat1 posa ayrildi. Elde edilen
ekstrakt evapore edildi. Elde edilen kati ekstrakt, 10 ml metanol ile ¢ozdiirtildii ve 0,45
um PTFE filtreden siiziildii ve wviallendi. Analiz ¢alismalarina kadar -20°C’de

saklanmistir. Analiz sonuglar1 boliim 3.1.2.4°te yer almaktadir.

2.1.5. Hekzan ile On Yikama ve Silika 60 Adsorbami Uygulamasi

10 g meyan koki tozu ile 30 ml hekzan ¢oziiciisii 25°C’de 30 dakika boyunca
karistirildi. Siizme islemi gerceklestirildi ve hekzan fazi ayrildi. On yikama islemi
uygulanan kat1 posa ile 100 ml etanol ¢oziiciisii 25°C’de 2 saat boyunca karistirildi.
Siizme islemi gerceklestirildi ve kat1 posa ayrildi. Siiziintiiye 0,5 g Silika 60 adsorbani
eklendi ve 25°C’de 30 dakika boyunca karistirildi. Adsorban siiziilerek ayrildi ve
stizlintii ekstrakt evapore edildi. Elde edilen kat1 ekstrakt, 10 ml metanol ile ¢ozdiiriildii
ve 0,45 um PTFE filtreden siiziildii ve viallendi. Analiz ¢alismalarina kadar -20°C’de

saklanmistir. Analiz sonuglar1 boliim 3.1.2.5’te yer almaktadir.

2.1.6. Hekzan ile On Yikama ve Aktif Karbon Adsorbam Uygulamasi

10 g meyan koki tozu ile 30 ml hekzan ¢oziiclisi 25°C’de 30 dakika boyunca
karistirildi. Siizme islemi gerceklestirildi ve hekzan fazi ayrildi. On yikama islemi
uygulanan kati posa ile 100 ml etanol ¢oziiciisii 25°C’de 2 saat boyunca karistirildi.

Stizme islemi gergeklestirildi ve katt posa ayrildi. Siiziintiiye 0,5 g aktif karbon
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adsorbani eklendi ve 25°C’de 30 dakika boyunca karistirildi. Adsorban siiziilerek ayrildi
ve slziintii ekstrakt evapore edildi. Elde edilen kat1 ekstrakt, 10 ml metanol ile
¢ozdiiriildii ve 0,45 um PTFE filtreden siiziildii ve viallendi. Analiz ¢alismalarina kadar

-20°C’de saklanmigtir. Analiz sonuglar1 boliim 3.1.2.6’da yer almaktadir.

2.1.7. Hekzan ile On Yikama ve Ultra Kaolin Adsorbam Uygulamasi

10 g meyan koki tozu ile 30 ml hekzan ¢oziiclisi 25°C’de 30 dakika boyunca
karistirildi. Siizme islemi gerceklestirildi ve hekzan fazi ayrildi. On yikama islemi
uygulanan kat1 posa ile 100 ml etanol ¢oziiciisii 25°C’de 2 saat boyunca karistirildi.
Siizme islemi gergeklestirildi ve kati posa ayrildi. Siizlintiiye 0,5 g ultra kaolin
adsorbani eklendi ve 25°C’de 30 dakika boyunca karistirildi. Adsorban siiziilerek ayrildi
ve slziintii ekstrakt evapore edildi. Elde edilen kat1 ekstrakt, 10 ml metanol ile
¢ozdiiriildii ve 0,45 um PTFE filtreden siiziildii ve viallendi. Analiz ¢alismalarina kadar

-20°C’de saklanmigtir. Analiz sonuglar1 boliim 3.1.2.7°de yer almaktadir.

2.1.8. Hekzan ile On Yikama ve Etanol Ekstraksiyonu

10 g meyan koki tozu ile 30 ml hekzan ¢oziiclisi 25°C’de 30 dakika boyunca
karistirildi. Siizme islemi gerceklestirildi ve hekzan fazi ayrildi. On yikama islemi
uygulanan kati posa ile 100 ml etanol ¢oziiciisii 25°C’de 2 saat boyunca karistirildi.
Stizme islemi gergeklestirildi ve kat1 posa ayrildi. Elde edilen ekstrakt evapore edildi.
Elde edilen kati1 ekstrakt, 10 ml metanol ile ¢ozdiriildi ve 0,45 um PTFE filtreden
stizlildii ve viallendi. Analiz ¢alismalarina kadar -20°C’de saklanmistir. Analiz sonuglar1

boliim 3.1.2.8°de yer almaktadir.

2.1.9. Etanol Ekstraksiyonu (Refluks)

10 g meyan kokii tozu ile 100 ml etanol ¢6ziiciisii 2 saat boyunca refluks ekstraksiyonu
uygulandi. Siizme islemi gerceklestirildi ve kati posa ayrildi. Elde edilen ekstrakt
evapore edildi. Elde edilen kati ekstrakt, 10 ml metanol ile ¢ozdiiriildii ve 0,45 pm
PTFE filtreden siiziildii ve viallendi. Analiz ¢calismalarina kadar -20°C’de saklanmustir.

Analiz sonuglar1 boliim 3.1.2.9°da yer almaktadir.

2.1.10. Saf Su / Etanol (70:30) Ekstraksiyonu

10 g meyan kokii tozu ile 100 ml saf su/etanol (70:30, v/v) ¢oziiciisii 25°C’de 2 saat

boyunca karistirildi. Siizme islemi gerceklestirildi ve kati posa ayrildi. Elde edilen
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ekstrakt evapore edildi. Elde edilen kati ekstrakt, 10 ml metanol ile ¢ozdiirtildii ve 0,45
um PTFE filtreden siiziildii ve wviallendi. Analiz g¢alismalarina kadar -20°C’de

saklanmistir. Analiz sonuglar1 boliim 3.1.2.10°da yer almaktadir.

2.1.11. Saf Su / Etanol (70:30) Ekstraksiyonu (Refluks)

10 g meyan kokii tozu ile 100 ml saf su / etanol (70:30, v/v) ¢dziiciisii 2 saat boyunca
refluks ekstraksiyonu uygulandi. Siizme islemi gerceklestirildi ve kat1 posa ayrildi. Elde
edilen ekstrakt evapore edildi. Elde edilen kat1 ekstrakt, 10 ml metanol ile ¢ozdiiriildi
ve 0,45 um PTFE filtreden siiziildii ve viallendi. Analiz ¢alismalarina kadar -20°C’de

saklanmistir. Analiz sonuglar1 boliim 3.1.2.11°de yer almaktadir.

2.1.12. Metanol / Etanol / Saf Su (70:20:10) Ekstraksiyonu

10 g meyan kokii tozu ile 100 ml metanol/etanol/saf su (70:20:10, v/v/v) ¢oziiclisii
40°C’de 2 saat boyunca karistirildi. Stizme islemi gergeklestirildi ve kat1 posa ayrildi.
Elde edilen ekstrakt evapore edildi. Elde edilen kati ekstrakt, 10 ml metanol ile
¢Ozdiiriildii ve 0,45 um PTFE filtreden siiziildii ve viallendi. Analiz ¢alismalarina kadar

-20°C’de saklanmistir. Analiz sonuglar1 boliim 3.1.2.12°de yer almaktadir.

2.2. GELISTIRILMIS EKSTRAKSIYON METODU

100 g meyan kokii tozu ile 500 ml aseton c¢oziiciisii 25°C’de 30 dakika boyunca
karistirildi. Boyar madde giderimi saglanmasi amaciyla bu islem gerceklestirildi.
Ardindan siizme islemi uygulanarak posa ayrildi. Aseton fazi atildi ve meyan kokii
posasina metanol/etanol/su (7:2:1, v/v/v) ¢ozeltisi eklenerek 40°C’de 2 saat boyunca
ekstraksiyon islemi gergeklestirildi. Stizme islemi uygulanarak posa atild1 ve ekstrakt
cozeltisi ayrildi. Ekstrakt cozeltisi 15 dakika boyunca 1 g biyokomiir (biochar)
adsorbani ile muamele edildi. Akabinde tekrardan siizme islemi gerceklestirildi ve
adsorban madde ayrildi. Berrak bir ¢ozelti halini alan ekstraksiyon ¢ozeltisine 1 M HCI-
H2S0s4 asit ¢ozeltisi eklenerek pH asidik ortama diisiiriildi ve 15 dakika karistirildi.
Akabinde pH diizenlemesi tekrardan yapilarak ekstraksiyon c¢ozeltisinin pH’ini
yukseltmek amaciyla amonyak ve amonyum kloriir tampon c¢ozeltisi eklendi.
Amonyak/amonyum kloriir tampon ¢ozeltisi eklenmeye baslanmasi ile glisirizin
amonyum tuzunu i¢ermekte olan kati madde ¢okmeye basladi. Glisirizin amonyum

tuzunun ¢okme igleminin tamamlanmasi i¢in birakildi. Cokme islemi tamamlandiktan
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sonra ise kat1 madde stiziilerek ayrildi ve vakumlu etiivde kurutuldu. Elde edilen
glisirizin amonyum tuzu katis1 tekrardan boyar madde giderimi ve diger safsizliklarin
giderimi icin aseton ve etil asetat ¢oziiciileri ile 15 dakika boyunca karistirildi. Safsizlik
giderimi uygulanan madde gorsel olarakta koyu sar1 renkten acik bej renge doniistii. Bu
basamak ile safsizlik giderimi saglanan glisirizin amonyum tuzu katis1 ultra saf su ile
¢Ozdiirme islemi gerceklestirilerek Flash kromatografi saflastirilmasi i¢in hazirlandi.
Flash kromatografi cihazi ile fraksiyonlar1 toplandi. Toplanan fraksiyonlarin HPLC
analizi gergeklestirildi. HPLC analizi sonucu glisirizin amonyum tuzu igeren
fraksiyonlar birlestirildi ve evapore edildi. Elde edilen glisirizin katis1 ultra saf suda

¢oOzdiiriildii ve liyofilize islemi gerceklestirildi.

Aseton ve etil asetat fazina glisirizin maddesi ge¢memektedir. Saflastirma
basamaklarinda bu ¢ozeltiler boyar madde giderimi i¢in kullanilmaktadir.
Calismamizda saflastirma basamaklarinda bazik ¢oktiirme gergeklestirerek amonyum
tuzu formuna getirmis oldugumuz glisirizini diger safsizliklardan ayirmaktayiz.
Akabinde flash kromatografi islemi gergeklestirerek zenginlestirme islemini saglamis
bulunmaktayiz. Sekil 2.1 ve Sekil 2.2°de ekstraksiyon ve saflastirma basamaklari

sematik olarak gosterilmistir.

On yikama

Meyan Kokiniin
Alkol Ekstraksiyonu

Ekstrakta Adsorban
Uygulamasi

Glisirizin Amonyum
Tuzu Eldesi

Yikama & Kurutma

I‘I

Sekil 2.1. Meyan kokii ekstraksiyonu ve saflagtirma basamaklari.
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Glisirizin
Amonyum Tuzu

Flash
Kromatografi

Fraksiyonlarin
Toplanmasi

Fraksiyonlarin
Evaporasyonu

Liyofilize Uriin

L
=3
[

Sekil 2.2. Glisirizin amonyum tuzunun flash kromatografi ile zenginlestirilmesi.

Sekil 2.3’te Meyan kokiine uygulanan 6n yikama, ekstraksiyon ve adsorban uygulamasi
basamaklari, Sekil 2.4’de saflastirma calismalarinin basamaklar1 ve Sekil 2.5°de ise

flash kromatografi ile saflagtirilmis glisizirin amonyum tuzunun eldesi gosterilmistir.

On Yikama Ekstraksiyon Biokomir Uygulamasi

Sekil 2.3. Ekstraksiyon ¢alismalarinin basamaklari.
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Coktirme

Glisirizin Amonyum Tuzu

Sekil 2.4. Saflastirma ¢alismalarinin basamaklari.

Glisirizin Amonyum Tuzu
(Boyar Madde Giderimi
Uygulanmis)

Flash Kromatografi
Fraksiyon

Glisirizin Amonyum Tuzu
(Liyofilize)

Sekil 2.5. Flash kromatografi ile saflagtirma basamaklari.
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3. BULGULAR VE TARTISMA

3.1. HPLC ANALiZ METODU

Cizelge 3.1’de HPLC analiz kosullar1 ve uygulanan gradient yiirlitme metodu ayrintili

olarak verilmistir. Calismalar ODS ve C18 kolonlarda gergeklestirilmistir.

Cizelge 3.1. HPLC analiz metodu.
HPLC ANALIZ METODU KOSULLARI

Kolon C18 Kolon (4,6%250mm- 5,0 um)
Akis Hizi 0,8 ml/dk

Kolon Sicakhig1 30°C

UV dalga boyu 254 nm

A Mobil Fazi Asetonitril

B Mobil Faza Ultra saf su ( 1 L ultra saf suya 0,90 g

potasyum fosfat monobazik eklenir.)
Metod Siiresi 32 dakika

Gradient yiiriitme metodu uygulanmstir.

Siire A faz1 B faz1
0 (Baslangig) %25 %75
0-15 %75 %25
15-25 %75 %25
25-28 %25 %75
32 BITIS

3.1.1. HPLC Standart Kalibrasyon Grafigi

Standart kalibrasyonu glisirizin amonyum standardi (>%80, Toronto Research
Chemicals) metanol ¢oziicli (%99,5, HPLC grade, ISOLAB) ile 31,25-62,5-125-250
ppm olarak hazirlanmistir. R>= 0,999 ve %RSD: 3,358 degerleri olarak hesaplanmistir
ve spesifik dalga boyu 250+1 nm olarak tespit edilmistir.
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Sekil 3.1°de glisirizin standardinin HPLC kromatogrami verilmistir. Sekil 3.2’de ise
glisirizin standarda ait olan a) UV sepktrum taramasi ve spesifik dalga boyu b) pik

safligini iceren gorsel bulunmaktadir.

175m}'3«U
fI#2) ChT 254nm >
25.::2% Ch1 254nm o /Area(x1.000,000)
B(#1) Ch1 254nm 4.01
U(#2) Ch1 254nm .
1501
6 3.04
2.04
1251 L
(-}
o 1.0
1001
0.0
0 100 200 Conc.
751 L
1
501
254
0 o . 'u . . . . ]
0.0 50 10.0 15.0 20.0 250 30.0
Sekil 3.1. Standart ¢ozeltilerin HPLC kromatogrami.
r‘pAU
150 D .
: (o] iy lne =
125 a S -
1007
754
507 |
25
] S 3 g R
i © <t <t ©_© =
—————— T
200 300 400 500 600 700 nm

Sekil 3.2. Glisirizin standardinin a) UV spektrumu b) pik safligi.
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3.1.2. Ekstraksiyon Denemeleri HPLC Sonuclari
3.1.2.1. Asidik Ortam Ekstraksiyonu

Boliim 2.1.1°de asidik ortam ekstraksiyon yontemi anlatilan ¢aligmanin Sekil 3.3 ve
Sekil 3.4’te HPLC kromatogrami ile UV spektrum taramasi ve Cizelge 3.2°de miktar

tayini sonuglar1 verilmistir.

uV(x1,000,000)

3.04
2.5
2.01
1.54
1.04

0.51

0.0 M

50 75 100 125 15.0 175 200 235 min
Sekil 3.3. Asidik ortam ekstraksiyonu (siyah) ve standart HPLC kromatogrami (pembe).

mAl

206
2

40007

35007
3000

25004

20004

1500

273

1000

it

500

763

0

1 T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
200 300 400 500 600 700 nm

Sekil 3.4. Asidik ortam ekstraksiyonun a) UV spektrumu b) pik saflig1.

Cizelge 3.2. Asidik ortam ekstrasiyonun sonuglari.

Céziicii Pik Alam Glisirizin Miktar (mg/L, Pik Safhig
ppm)
o0l Wil oo 1 il 5804111 368.92 0.36

Asetik Asit
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3.1.2.2. Bazik Ortam Ekstraksiyonu

Bolim 2.1.2°de bazik ortam ekstraksiyon yontemi anlatilan ¢alismanin Sekil 3.5 ve
Sekil 3.6’da HPLC kromatogrami ile UV spektrum taramasi ve Cizelge 3.3 te ise miktar

tayini sonuglar1 verilmistir.

uV(x100,000)
7.5]
5.0
25
0.0 Jk AN
0.0 5.0 10.0 15.0 20.0 25.0 min

Sekil 3.5. Bazik ortam ekstraksiyonu (siyah) ve standart HPLC kromatogrami1 (pembe)

oAU
P mAl
40007, oo P = P
] a b
35004 b &
30004 o056 =
2500 ey o
] 2106
20004 wh i i a5 g 13 af0 mn
1500] 3
1 ~o
10007
] (=]
500 G
] @ [Ty
7 Ty} w
0; [Tp] P~
1 T T T T T I T T T T T T T T T ‘ T T T T I T T T T I T T T T
200 300 400 500 600 700 nm

Sekil 3.6. Bazik ortam ekstraksiyonun a) UV spektrumu b) pik saflig.

Cizelge 3.3. Bazik ortam ekstraksiyonun sonugclari.

Céziicii Pik Alam Glisirizin Miktar (mg/L, Pik Saflig
ppm)
97 ml Etanol ve 3 ml 3208729 201,84 0,88

Amonyak
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3.1.2.3. Etanol Ekstraksiyonu

Boliim 2.1.3’te etanol ekstraksiyonu yontemi anlatilan ¢alismanin Sekil 3.7 ve Sekil
3.8’de HPLC kromatogrami ile UV spektrum taramasi ve Cizelge 3.4’te ise miktar

tayini sonuglar1 verilmistir.

uV(x1,000,000)
1.751

1.501

1.251

1.004

0.757

0.50

0.251

0.00 —"—_A“—A—/“

25 5.0 75 10.0 12.5 15.0 17.5 20.0 25 min

Sekil 3.7. Etanol ekstraksiyonu (siyah) ve standart HPLC kromatogrami (pembe).

mAU
1000~

1 a b
750-
500—- ] ] ) | ] 1 ili 978 min

o™
I~

i (8]
250+ )

J ==

4 I~ o~ wn

1 < (3] [(s]

0~ [Tg] M= M~

200 300 400  s0  eo00 700

ekil 3.8. Etanol ekstraksiyonun a spektrumu ik saflig1.
kil 3.8. Etanol ekstraksiy UV spekt b) pik saflig
izelge 3.4. Etanol ekstraksiyonun sonuglari.
lge 3.4. Etanol ekstraksiy 1
Céziicii Pik Alant Glisirizin Miktar (mg/L, Pik Safligi
ppm)
100 ml Etanol 1224515 74,10 0,83
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3.1.2.4. Ultrasonik Destekli Etanol Ekstraksiyonu

Boliim 2.1.4’te ultrasonik destekli etanol ekstraksiyonu yontemi anlatilan ¢alismanin
Sekil 3.9 ve Sekil 3.10°da HPLC kromatogramu ile UV spektrumu ve Cizelge 3.5°de ise

miktar tayini sonuglart verilmistir.

uV(x1,000,000)

1.001
0.754

0.50 q

0.251

0.00 =—J\’

25 50 75 10.0 125 15.0 175 20.0 225 min

=

Sekil 3.9. Ultrasonik destekli etanol ekstraksiyonu (siyah) ve standart HPLC

kromatogrami (pembe).

mAU

2
40004 i =™

35001
3000

25001

QUOG—f AAREEAR T A T A T4

15004

265

1000

5001

Rz
766

0]

200 300 400 500 600 700 nm

Sekil 3.10. Ultrasonik destekli etanol ekstraksiyonun a) UV spektrumu b) pik saflig1.

Cizelge 3.5. Ultrasonik destekli etanol ekstraksiyonun sonuglari.

Céziicii Pik Alam Glisirizin Miktar (mg/L, Pik Saflig:
ppm)
100 ml Etanol
(Ultrasonik 4201806 265,77 0,95
Ekstraksiyon)
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3.1.2.5. Hekzan ile On Yikama Ve Silika 60 Adsorban: Uygulamas: (H-Si60)

Bolim 2.1.5’te ekstraksiyon yontemi anlatilan ¢aligmanin Sekil 3.11ve Sekil 3.12°de
HPLC kromatogrami ile UV spektrumu ve Cizelge 3.6’da ise miktar tayini sonuglari

verilmigtir.

uV(x1,000,000)

2.5

2.0

1.59

1.04

0.51

0.0

2’5 50 75 100 125 15.0 175 200 225 min
Sekil 3.11. H-Si60 kodlu deneme (siyah) ve standart HPLC kromatogrami (pembe).

mAU
Dy

13)
4000 e

3500 | @ b =
3000]

25001

20007

gt e o . " ohe . LN A -
14 15 EEl 15 Ll tlid am 975 W mn

15004

273

10004

5004

764

0]

Sekil 3.12. H-Si160 kodlu deneme ekstraksiyonun a) UV spektrumu b) pik saflig1.

Cizelge 3.6. H-Si60 kodlu deneme ekstraksiyonun sonuglart.

Céziicii Pik Alam Glisirizin Miktar (mg/L, Pik Saflig
ppm)
100 ml Etanol (Hekzan
ve Silika 60 5353420 339,91 0,96
Uygulamasi)

29



3.1.2.6. Hekzan ile On Yikama Ve Aktif Karbon Adsorbani Uygulamasi (H-Aktif)

Boliim 2.1.6’da ekstraksiyon yontemi anlatilan ¢alismanin Sekil 3.13 ve Sekil 3.14’te
HPLC kromatogrami ile UV spektrumu ve Cizelge 3.7°de ise miktar tayini sonuglari

verilmigtir.

uV(x100,000)

7.5

5.0

1 s bl

25 50 75 100 125 15.0 175 200 22 5 min

Sekil 3.13. H-aktif kodlu deneme (siyah) ve standart HPLC kromatogrami (pembe).

mAU
B TR =
4000—:N 1 o [\ .J] 300
3500 a b -
3000 o
b - o
2500 o]
2[}[}[}—i s A A A A Al
15001 ®
] M~
7 o
1000—: 80
] ap)
500—: — ) r~ ™
] — Ty o I~
04 3o [0 P I~
1 T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
200 300 400 500 600 700 nm

Sekil 3.14. H-aktif kodlu deneme ekstraksiyonun a) UV spektrumu b) pik safligi.

Cizelge 3.7. H-aktif kodlu deneme ekstraksiyonun sonuglart.

Céziicii Pik Alam Glisirizin Miktar (mg/L, Pik Safhig
ppm)
100 ml Etanol (Hekzan
ve Aktif Karbon 7873505 502,14 0,96
Uygulamasi)
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3.1.2.7. Hekzan ile On Yikama Ve Ultra Kaolin Adsorbani Uygulamas: (H-Ultra)

Boliim 2.1.7°de ekstraksiyon yontemi anlatilan ¢alismanin Sekil 3.15 ve Sekil 3.16’da
HPLC kromatogrami ile UV spektrumu ve Cizelge 3.8’de ise miktar tayini sonuglari

verilmigtir.

uV(x100,000)

7.5]
5.0
2.5,
00 J\»
25 5.0 75 10.0 125 15.0 175 20.0 225 " min

Sekil 3.15. H-ultra kodlu deneme (siyah) ve standart HPLC kromatogrami (pembe).

3

g
2

[ !
40007 FrTee

il a b e J ko
35004 - ;

3000—2 am

250[}_3 Rl

2000; T T E R E R TR
15004
10004

5004

770

0

200 300 400 50 600 700
Sekil 3.16. H-ultra kodlu deneme ekstraksiyonun a) UV spektrumu b) pik saflig1.

Cizelge 3.8. H-ultra kodlu deneme ekstraksiyonun sonuglart.

Céziicii Pik Alam Glisirizin Miktar (mg/L, Pik Saflig
ppm)
100 ml Etanol (Hekzan
ve Ultra Kaolin 1231384 74,54 0,58
Uygulamast)
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3.1.2.8. Hekzan ile On Yikama Ve Etanol Ekstraksiyonu Uygulamasi (H-Etanol)

Boliim 2.1.8’de ekstraksiyon yontemi anlatilan ¢alismanin Sekil 3.17 ve Sekil 3.18°de
HPLC kromatogrami ile UV spektrumu ve Cizelge 3.9°da ise miktar tayini sonuglari

verilmigtir.

uV(x1,000,000)
1.75

1.501

1.251

1.004

0.751

0.504
Y MM
0.00

25 50 75 10.0 125 15.0 175 20.0 225 " min

Sekil 3.17. H-etanol kodlu deneme (siyah) ve standart HPLC kromatogrami (pembe).
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Sekil 3.18. H-etanol kodlu deneme ekstraksiyonun a) UV spektrumu b) pik safligi.

Cizelge 3.9. H-etanol kodlu deneme ekstraksiyonun sonuglari.

Céziicii Pik Alam Glisirizin Miktar (mg/L, Pik Saflig
ppm)
100 ml Etanol (Hekzan
il G i) 1912065 118,36 0,73
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3.1.2.9. Etanol Ekstraksiyonu (Refluks)

Boliim 2.1.9°de ekstraksiyon yontemi anlatilan ¢alismanin Sekil 3.19 ve Sekil 3.20°da
HPLC kromatogrami ile UV spektrumu ve Cizelge 3.10°da ise miktar tayini sonuglari

verilmigtir.

uV(x100,000)

7.5

5.0

2.5 waj
LA

25 50 75 10.0 125 15.0 175 200 225 min

Sekil 3.19. Etanol ekstraksiyonu refluks (siyah) ve standart HPLC kromatogrami

(pembe).
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Sekil 3.20. Etanol ekstraksiyonu refluks a) UV spektrumu b) pik saflig1.

Cizelge 3.10. Etanol ekstraksiyonu refluksun sonuglari.

Céziicii Pik Alam Glisirizin Miktar (mg/L, Pik Saflig
ppm)
100 ml Etanol
(Refluks) 26499111 1701,21 0,18
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3.1.2.10. Saf Su / Etanol (70:30) Ekstraksiyonu

Boliim 2.1.10°da ekstraksiyon yontemi anlatilan ¢alismanin Sekil 3.21 ve Sekil 3.22°de
HPLC kromatogrami ile UV spektrumu ve Cizelge 3.11 ise miktar tayini sonuglari

verilmigtir.

uV(x100,000)
3.01

2.51

2.04

1.5

1.04

0.51

0.0+ A .t S : . . . .
2’5 50 75 100 125 150 175 200 23 5 min

Sekil 3.21. Saf su / etanol ekstraksiyonu (70:30) (siyah) ve standart HPLC

kromatogrami (pembe).
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Sekil 3.22. Saf su / etanol ekstraksiyonun (70:30) a) UV spektrumu b) pik saflig.

Cizelge 3.11. Saf su / etanol ekstraksiyonun (70:30) sonuglari.

Céziicii Pik Alam Glisirizin Miktar (mg/L, Pik Saflig
ppm)
100 ml Saf Su / Etanol
(70:30) 930642 55,18 0,51
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3.1.2.11. Saf Su / Etanol (70:30) Ekstraksiyonu (Refluks)

Boliim 2.1.11°de ekstraksiyon yontemi anlatilan ¢alismanin Sekil 3.23 ve Sekil 3.24°de
HPLC kromatogrami ile UV spektrumu ve Cizelge 3.12°de ise miktar tayini sonuglari

verilmigtir.

uV(x100,000)

3.0
2.0
) MM
0.0
25 50 75 10.0 125 15.0 175 20.0 225 25.0min

Sekil 3.23. Saf su / etanol (70:30) refluks ekstraksiyonu (siyah) ve standart HPLC

kromatogrami (pembe).
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Sekil 3.24. Saf su / etanol (70:30) refluks ekstraksiyonu a) UV spektrumu b) pik safligi.

Cizelge 3.12. Saf su / etanol (70:30) refluks ekstraksiyonun sonuglari.

Céziicii Pik Alam Glisirizin Miktar (mg/L, Pik Safhig
ppm)
100 ml Saf Su / Etanol 5313337 337,33 0,59

(70:30) Refluks
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3.1.2.12. Metanol/ Etanol/ Saf Su (70:20:10) Ekstraksiyonu

Boliim 2.1.12°de ekstraksiyon yontemi anlatilan ¢alismanin Sekil 3.25 ve Sekil 3.26’da
HPLC kromatogrami ile UV spektrumu ve Cizelge 3.13’de ise miktar tayini sonuglari

verilmigtir.

uV(x100,000)

2.5

2.0q

1.5

1.04

Tl e,

5.0 7.5 10.0 12.5 15.0 17.5 20.0 min

Sekil 3.25. Metanol/etanol/saf su (70:20:10) ekstraksiyonu (siyah) ve standart HPLC

kromatogrami (pembe).
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Sekil 3.26. Metanol/etanol/saf su (70:20:10) ekstraksiyonu a) UV spektrumu b) pik
saflig1.

Cizelge 3.13. Metanol/etanol/saf su (70:20:10) ekstraksiyonun sonuglari.

Coziicil Pik Alam Glisirizin Miktar (mg/L, Pik Safhig1
ppm)
100 ml M / E/ S (70:20:10) 97405 7,72 0,99

36



Pik saflig1 (peak purity) kabul kriteri degeri 0,99-1,00 araliginda olmaldir.
Safsizliklarin olmas1 durumda girisim etkisi olusacagindan dolay1 pik safligi degeri 0,99
degerinden diisiikk degerler alabilmektedir. Kabul kriteri araligi disindaki degerler,
girisim etkisinin oldugunu, baska bir bilesik veya bilesik grubunun pik alanina olumsuz
etki ettigini gosterebilmektedir. Kromatografi analizlerinde piklerin ayirim isleminin iyi
olmamas1 veya aranilan bilesigin konsantrasyonu pik ile ayni alikonma zamaninda
baska bir yiiksek konsantrasyona sahip bilesikten diisiik ise cakisma (piklerin i¢ ige
geeme) durumu s6z konusu olabilir ve yiiksek konsantrasyona sahip bilesik tarafindan
perdeleme etkisi gozlenebilmektedir. Simetrik pik yerine pik sekillerinde anormallikler

gbzlenebilmektedir.

Pik genislemesi, pik kuyruklanmasi, pik omuzlanmasi veya pik boliinmesi gibi anormal
sekiller gozlenmektedir. Ozellikle bitki ekstrakt calismalarinda safsizlik miktarlar:
yiiksek konsantrasyonlara ulasabilmektedir., HPLC analizi ©ncesi numuneye
uygulanacak olan ekstraksiyon ve 0n saflastirma islemleri ile safsizlik giderimi ne kadar

yliksek olursa daha kesin ve hassas sonuglar elde edilebilmektedir.

Yiiksek hassasiyetli fotodiyot dizisi dedektdrler (PDA) UV ve goriiniir bolgede 151k
yayarlar ve 190-800 nm araliginda dl¢iim yapabilmektedirler. Doteryum lambalar, UV
araligi 190 - 400 nm igin 151k yaymaktadir ve tungsten lambasi ise kizil 6tesi yakin
goriiniir ve kisa dalga igin 400 - 800 nm 151k yaymaktadir. Iki lambanin caligmasi ile
daha genis dalga boyu aralifinda iyi hassasiyet saglanmaktadir. Fotodiyot dizisi
dedektorler ile taramali UV spektrum Olglimii gerceklestirilebilir. PDA dedektorler
secilen dalga boyunu ve 1,0 nm araliklarda spektrofotometre gibi tarama
gerceklestirerek tiim dalga boylarim1 kaydedebilmektedir. Pik safliginin ve pik alanin
analiz edilmesi i¢in farkli dalga boyundaki UV spektrum taramalar1 incelenir. PDA
dedektorlerin en biiyiik avantaji incelenen pikte bilesene ait olan spesifik dalga boyunun
disinda bagka dalga boylarini inceleme imkani saglamasidir. Eger referans standart
madde mevcut ise standart ve numune karsilagtirilarak pikin saflig1 agisindan bir fikir
sahibi olunabilir. Pik analizinde dikkat edilmesi gereken husus pik alani igerisindeki her
noktada spektrum ayni olmalidir. Bazi durumlarda sadece PDA dedektorleri yeterli
olmayabilir bu durumlarda kiitle dedektorleri ile daha hassas sonuglar elde

edilebilmektedir.

Ekstraksiyon sonuclarmni inceledigimizde Metanol/Etanol/Saf su ekstraksiyon

calismasinin gelistirilmesi gereken metot olarak uygun bulunmustur.
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Cizelge 3.14’te ekstraksiyon sonuglarini igeren tablo verilmistir.

Cizelge 3.14. Ekstraksiyon sonuglari.

Glisirizin Pik Maksimum
Deney Kod Pik Alam Miktar (mg/L,  n - 1
Safhigi  Dalgaboyu(imax)
ppm)

Etanol Refluks 26499111 1701,21 0,18  244/278/310/657/728
H-Aktif 7873505 502,14 0,96  202/229/273/310/728
Asidik 5804111 368,92 0,36 206/273/310
H-Si60 5353420 339,91 0,96 199/273/310

Su/Etanol Refluks 5313337 337,33 0,59 250
UDE 4201806 265,77 0,95  200/232/265/310/727
Bazik 3208729 201,84 0,88  197/232/256/310/728
H-Etanol 1912065 118,36 0,73 211/274/310/728
H-Ultra 1231384 74,54 0,58 198/273/310
Etanol 1224515 74,1 0,83 273/309/727
Su/Etanol 930642 55,18 0,51 220
Metanol/Etanol/Su 97405 7,72 0,99 250

Sekil 3.27°de ekstraksiyon calismalarindaki glisirizin miktarlar1 ile pik safligini igeren

grafik verilmistir.
mmmmm GLISIRIZIN MIKTARI PIiK SAFLIK
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Sekil 3.27. Ekstraksiyon calismalarindaki glisirizin miktarlar1 ve pik safliginin grafigi.
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Ekstraksiyon g¢aligmalarinda pik safliklar1 ve UV taramalart incelenmistir. Glisirizin
standardinin spesifik dalga boyu 250 nm =1 olarak Ol¢iilmiistiir. Standart ile ayni
alikonma zamaninda gelen piklerin UV  spektrumlart ve pik safliklar
degerlendirilmistir. Etanol refluks, H-aktif, Asidik, H-Si60, UDE, Bazik, H-Etanol, H-
Ultra, Etanol calismalarinda baska analit girisimlerin oldugu ve piklerde sekil
anormallikleri gézlenmistir. Bu durum ¢alismalarin pik safliklarini etkilemistir. Tek bir
pik gibi goriinen ve integre edilen piklerin glisirizin disinda baska safsizliklar1 igerdigi
UV  spektrum taramalarinda agikca goriilmektedir. Bu calismalarda yiiksek
konsantrasyonlarda boyar madde ve fenolik bilesiklerin ekstrakte edildigi tespit
edilmistir. Safsizlik miktarinin artmasi ile girisim etkisinden dolay1 glisirizin miktarlari
da net olarak tespit edilememistir. Sekil 3.27°de paylasilan glisirizin miktarlar1 glisirizin
standardi ile aynm1 alikonma zamaninda integre edilen piklerin degerleridir. Elde edilen
sonuglar dogrultusunda ekstraksiyon ve 6n saflastirma basamaklarinin optimize edilerek

safsizliklarin giderildigi ve pik safliginin artti§1 uygun bir metot gelistirilmistir.

e On yikama basamaginda hekzan kullaniminin safsizhik giderimi sagladigi ve
glisirizinin pik safligini arttirdigi tespit edilmistir. Bundan dolay1 hem polar hem
de apolar bilesikler ile etkilesim gosterebilen, aseton solventi 6n yikama
islemlerinde tercih edilmistir. Sekil 3.28'de 6n yikama basamaginda aseton
fazina glisirizin bilesigi gegmedigi goriillmektedir.

uV(x1,000,000)
1.504

1.257

1.001

0.75

0.504

0.25

25 5.0 75 10.0 125 15.0 175 20.0 min

Sekil 3.28. Aseton fazi (mavi), aseton ile 6n yikama sonrasi ekstrakt (pembe) ve

standart (siyah) HPLC kromatogramai.
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e Adsorban kullanimimin diger safsizliklart giderdigi ve pik safligini arttirdigi
tespit edilmistir. Bu dogrultuda kullanilan adsorbanlarda aktif karbonun yerine
daha uygun maliyetli biyokdmiir adsorban olarak kullanilmistir. Sekil 3.29'da

biyokOmiiriin safsizlik giderimine etkisi gosterilmistir.

uV(x10,000)

1.251

1.001

0.75q

0.504

0.254

o.oo-M : : : . : . o]

25 5.0 7.5 10.0 12.5 15.0 17.5 200 22.5min

Sekil 3.29. Biyokomiir uygulamasi (pembe) ve standart (siyah) HPLC kromatograma.

e Ultrasonik destekli ekstraksiyon ve refluks ekstraksiyonu c¢aligmalarinda boyar
madde ve fenolik bilesik safsizliklarinin yiiksek olmasindan dolay1 geleneksel
ekstraksiyon metodu tercih edilmistir. Sekil 3.30°de refluks ekstraksiyonu ile

geleneksel etanol ekstraksiyonu kiyaslanmustir.

uV/(x1,000,000)
4.01 M
1 I

3.5]

3.0

2.5]

2.0

1.5]

=iy

0.5

0.0 . : . . :
0.0 50 10.0 15.0 200 250 min

Sekil 3.30. Refluks ekstraksiyonu (pembe) ve etanol ekstraksiyonu (siyah) HPLC

kromatogrami.
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e Yiiksek sicakliklarda safsizlik miktarinin artmasi ve glisirizin bilesiginin
etkilenmesi goz oOnilinde bulundugundan 25°C - 40°C sicakliklar1 arasinda

ekstraksiyon i¢in uygun oldugu belirlenmistir.

e Ekstraksiyon ¢oziiciisii olarak alkol solventine ek olarak su kullanilmasi
gerektigi degerlendirilmistir. Su ekstraksiyon ¢oziiciisii olarak kullanildig
caligmalarda Cizelge 3.14’te glisirizine ait spesifik dalga boyu 250 nm net olarak
goriilmiistiir ve integre edilen pikler incelediginde glisirizin standardi ile benzer

UV spektrum 6zelligi gostermektedir.

e Zenginlestirilmis glisirizin elde i¢in ekstraksiyon calismasinda asidik ve bazik
coktlirme basamagi ekstraksiyon yontemine eklenmistir. Bu yontem ile glisirizin

amonyum tuzu olarak eldesi gergeklestirilmistir.

Bu tez calismasinda zenginlestirilmis glisirizin eldesi i¢in uygun olan ekstraksiyon
metodu olarak Metanol/Etanol/Su (70:20:10) gelistirilmistir. Gelistirilmis ekstraksiyon

metodu boliim 2.2°de ayrintili olarak anlatilmigtir.
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3.2. FLASH KROMATOGRAFI iLE SAFLASTIRMA METODU

Flash kromatografi basamaginda gelistirilmis ekstraksiyon metodu ile elde edilen
glisirizin amonyum tuzunun saflastirilmas: gergeklestirilmistir. Saflagtirma metodunun
belirlenmesi i¢in Cizelge 3.15’de gosterilen denemeler gergeklestirilmistir.
Denemelerde SiliaSep™ C18 12 g ve SiliaSep™ HP 12 g olmak iizere iki farkli kartus
kullanilmistir. Farkli ¢oziicli sistemleri ve akis hizlarinda lineer gradient sistemler

uygulanmistir. Bu denemelerin detaylar1 Cizelge 3.15’da gosterilmistir.

Cizelge 3.15. Flash kromatografi metot denemeleri.

A mobil B mobil Kartus Akis hizi (ml/dk) %B Siire(dk)
Faz1 fazi (12 g) degisim

Kloroform Metanol Cl8 & 10,20,30,40 %5-40 15
Si

Kloroform Metanol Cl8 & 10,20,30,40 %100-60 15
Si

Su Metanol Cl8 & 5,10,15,20 %0-40 16
Si

Su Asetonitril Cl8 & 5,10,12,15,20,30,40 %100-50 20
Si

Su Asetonitril Cl8 & 5,10,15,20 %10-80 20
Si

Hekzan Etil Asetat Cl8 & 10,20,30,50 %0-100 26
Si

Su ( %0.1 Asetonitril Cl8 & 5,10,15,20 %10-80 20
fosfat) Si

Su ( %0.1 Asetonitril Cl8 & 5,10,15,20 %100-50 20
fosfat) Si
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Bu denemeler sonucunda belirlenen flash metodu Cizelge 3.16°de gosterilmistir.

Cizelge 3.16. Flash kromatografi metodu.

FLASH METODU
Kolon SiliaSep™ C18 12 g
Akis Hizi 15 ml/dk
Kolon Sicakhig1 Ortam Sicaklig1
Kolon Sartlama Siiresi 2,0 dakika
Flash Modu S1vi Enjeksiyon
UV dalga boyu ELSD ve 254, 265, 280, 320 nm
UV Threshold (Min.Esik) 0,05 AU
UV Hassasiyeti Diisiik
ELSD Threshold (Min.Esik) 20 mV
ELSD Hassasiyeti Diisiik

Fraksiyon Toplama
A Mobil Faza
B Mobil Fazx

Metod Siiresi

Fraksiyon piklerini topla

Asetonitril
Ultra saf su

32 dakika

Gradient yiiriitme metodu uygulanmistir.

Siire A mobil faz1 B mobil fazi
0 (Baslangig) %25 %75
0-15 %75 %25
15-25 %75 %25
25-28 %25 %75

32 BITIS

3.2.1. Flash Kromatografi Sonuc¢lari

Optimize edilen ekstraksiyon metodu ile elde edilen 250 mg glisirizinin amonyum tuzu
formu 4 ml ultra saf su ile ¢ozdiiriildii ve 0,22 nm hidrofilik membran filtreden siiziildii
enjeksiyon islemi gerceklestirildi. Sekil 3.31°de flash kromatografi datasinda goriildiigii

tizere 13 adet fraksiyon toplanmustir. Sekil 3.32°de genel spektrum taramasi verilmistir.
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Sekil 3.31. Flash kromatografi datasi.
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Sekil 3.32. Genel tarama spektrumu.

Toplanan fraksiyonlar ELSD ve UV spektrumlar degerlendirilerek birlestirilmistir.

Cizelge 3.17°de toplanan fraksiyonlar gosterilmistir.
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Cizelge 3.17. Flash kromatografi ile toplanan fraksiyonlar.

Glisirizin

Amonyum
Tuzu

| Fraksiyonlar

2-5 6 7 8 9-14

8 numaral fraksiyonda glisirizinin saflastirildig: tespit edilmistir. 8 numarali fraksiyona
ait HPLC kromatogrami Sekil 3.33’de gosterilmistir. Sekil 3.34’de 8 numarali fraksiyon
ile glisirizin standardinin karsilastirilmasi gosterilmistir. UV spektrumu ve pik safligi

ise Sekil 3.35’te gosterilmistir. Cizelge 3.18’de toplanan fraksiyonun analiz sonuglari

gosterilmistir.
Cizelge 3.18. 8 numarali fraksiyonun analiz sonuglari.

. . Glisirizin Miktar . X, . o

Fraksiyon Pik Alam (mg/L, ppm) Pik Saflig1  Pik Alani(%)
8 1202709 186,62 1,00 83,3701
uV(x100,000)
1.251
1.00
0.75
0.50
0.254
0.00 ol : UL , : . ;
0.0 5.0 10.0 15.0 20.0 250 min

Sekil 3.33. 8 numaral1 fraksiyona ait HPLC kromatograma.
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25 50 75 10.0 125 15.0 175 200 205 min

Sekil 3.34. 8 numaral1 fraksiyon (siyah) ve glisirizin standardina ait HPLC

kromatogrami (pembe).
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Sekil 3.35. 8 numarali fraksiyonun a) UV spektrum b) pik safligi.

mAU
250_P54nmAnm (1.00)

9/ Glisirizin
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25 50 7.5 100 125 15.0 17.5 200 225 min

Sekil 3.36. Flash kromatografi ile saflastirilan tirtiniin HPLC kromatograma.
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Glisirizin amonyum tuzu flash kromatografi islemi ile saflastirilmistir. Ardisik
enjeksiyonlar ile glisirizin i¢eren fraksiyonlar toplandi ve evapore edildi. Ultra saf suda
cozdiiriildii ve liyofilize edildi. Flash uygulamasinda kullanilan glisirizin amonyum tuzu
ve fraksiyon edilen glisirizin amonyum tuzunun liyofilize iiriin hali Sekil 3.37°de

gosterilmistir. Glisirizin amonyum tuzunun nem igerigi %3,27 olarak dl¢lilmiistiir.

(a) (b)

Sekil 3.37. a) Glisirizin amonyum tuzu b) Liyofilize {iriin hali.

3.3. TLC UYGULAMASI

TLC ¢alismasinda ¢in farmakopesinden aliman metot uygulanmistir [34]. TLC plaka
olarak 20x20 cm (Merck) Glass plates TLC Si 60 F254 6zellikli tabaka kullanilmaistir.
Calisma sonucunda elde edilen glisirizin amonyum tuzu ile standart olarak temin edilen
glisirizin amonyum tuzu ve meyan koki ekstresi karsilagtirildi. 0,5 g Glisirizin
amonyum tuzu 10 ml etanol-su (70:30) ¢ozeltisinde 10 dakika boyunca ultrasonik
banyoda hazirlandi. Santrifiij islemi uygulandi ve supertant kismi test i¢in hazirlandi. 1
mg glisirizin amonyum standart1 10 mL etanol-su (70:30) ¢ozeltisinde hazirlandi. 10 g
meyan kokiinden hazirlanan ana ekstrakt kargilastirma i¢in hazirlandi. 20 ml siilfirik asit
180 mL soguk metanol igerisine eklenerek asit spreyi hazirlandi. TLC tabakaya ekim
gerceklestirildi ve 10 dakika boyunca sabit mobil faz igerigi etil asetat, formik asit,
asetik asit ve su (15:2:1:2) iceren ¢ozelti ortaminda yiiriitilmeye birakildi. Spreyleme
islemi uygulanarak 100°C’ye 1sitilmig 1siticida bekletildi ve UV 1s1k altinda

gozlemlendi. Sekil 3.38’de tlc islemi sonucu plakada yiiriiyen maddeler gosterilmistir.
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Sekil 3.38. TLC uygulamas1 sonucu 1) Glisirizin standardi 2) Glisirizin amonyum tuzu

3) Glisirizin etanol ana ekstrakt

3.4. LC-MS/MS iLE KUTLE TAYIiNi

Kiitle analizleri Shimadzu markali LCMS-8030 Plus cihazinda kiitle taramas1 olarak
gerceklestirilmistir. Glisirizin Standardi1 (GLY-STD) ve calismada elde edilen glisirizin
amonyum tuzu (GLY-1) ve flash kromatografi ile saflastirilan glisirizin amonyum tuzu
(GLY-2) analiz edilmistir. 100-1000 m/z iyon taramasi gerceklestirilmistir. Glisirizin
bilesiginin molekiil formiilii C42H62016 ve molekiil agirlig1 822,94 g/mol’dur. [M] kiitle
taramalar1 pozitif (+) ve negatif (-) iyon olarak gergeklestirilmis ve 6l¢iilen m/z iyonlari

asagidaki Cizelge 3.19°da verilmistir.

Glisirizin molekiiliiniin ana iyonlar1 [M+H]" m/z = 823,2 ve [M-H] m/z = 821,2’dir.

Cizelge 3.19. Glisirizinin molekiiliin iyon kiitleleri.

MS? Par¢alar1 Olciilen Kiitle (m/z)
[M+Na]* 845,2
. [M+H]* 823,2
Pozitif Iyon Taramasi
[M+H-Glukuronik asit]" 6472
[M+H-2 Glukuronik asit]* 471,2
[M+H-2 Glukuronik asit-H,O]* 4532
Negatif Iyon Taramasi [M-HT 821,2
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Sekil 3.39°da GLY-STD ait olan kiitle taramas1 spektrumu goriilmektedir. 100-1000 ve
500-1000 m/z olmak {izere taramalar gergeklestirilmistir.
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Sekil 3.39. Glisirizin standardi(GLY-STD) LC-MS/MS kiitle tarama spektrumu
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Sekil 3.40°da GLY-1 ait olan kiitle taramast spektrumu goriilmektedir. 100-1000 ve

500-1000 m/z olmak lizere taramalar gergeklestirilmistir.
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Sekil 3.40. Glisirizin amonyum tuzu (GLY-1) LC-MS/MS kiitle tarama spektrumu.
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Sekil 3.41°de GLY-2 ait olan kiitle taramast spektrumu goriilmektedir. 100-1000 ve
500-1000 m/z olmak {izere taramalar gergeklestirilmistir.
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Sekil 3.41. Flash kromatografi ile saflagtirilmis glisirizin amonyum tuzunun(GLY-2)
LC-MS/MS kiitle tarama spektrumu.
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coo~

[M-H]
m/z: 821.40

0]

[M+H- Glukuronik asit]
m/z: 647.20

m/z: 823.20

- Glukuronik Asit

[M+H- 2 Glukuronik asit]”
m/z: 471,20

Sekil 3.42. Glisirizin molekiiliiniin parcalanma iyonlarin yapilar1 ve kiitleleri.
Kiitle taramalarinda Sekil 3.42’de gosterilen parcalanma iyonlar1 ve ana pik iyonlari

goriilmiistiir.
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3.5. SITOTOKSISITE CALISMA SONUCLARI

GLY-STD, GLY-1, GLY-2 ve GLY-3 kodlu numuneler sirasiyla glisirizin standardi,
glisirizin amonyum tuzu, glisirizin amonyum tuzu saflastirilmis ve glisirizin amonyum
tuzunun flash kromatografi ile saflagtirllmig halinin toksisitesi L929 (fare fibroblast)
hiicre hattinda uygulama yapilarak analiz edildi. Konsantrasyonlar her bir {iriin i¢in
genis ve farkli araliklarda olmak iizere ppm diizeyinde ultra saf su ile hazirlandi. Test
edilecek iirtin ile hiicreler bulusturularak 24 saat 37°C %5 CO:2 kosullarinda

inkiibasyona birakildi.

Uriiniin toksisitesini belirlemek icin WST-1 hiicre proliferasyon test protokolii
uygulandi. Hiicre canliligimi %50 ve asagisina diisiiren konsantrasyonlar toksik olarak

kabul edildi.

ELISA mikroplate okuma sonuglarina gore; herhangi bir iiriin verilmeyen kontrol olarak
siiflandirilan grup %100 canli olarak degerlendirildi ve test konsantrasyonlarindaki %

canlilik hesaplamalar1 yapildi.
Glisirizin amonyum tuzu (GLY-1) i¢in sonuglar agsagida Cizelge 3.20 ve Sekil 3.43°te
verilmistir. GLY-1 kodlu numune kontrol grubuna gore; doza baglh olarak

konsantrasyon arttikga hiicre canliligi azalmistir. 500 ppm {izerinde toksisite

gozikmektedir.

Cizelge 3.20. GLY-1 numunesine ait canlilik verileri.

Korllls(;lll)tlfssw % Canhhk
Kontrol 100
1 85,19
e 83,33
10 81,48
=5 72,22
100 62,96
150 61,73
200 59,26
" 61,73
500 57,41
1000 25,11
5000 46,30
10000 45,06
50000 20,99
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Sekil 3.43. GLY-1 numunesine ait % canlilik grafigi.
gralg

Glisirizin amonyum tuzu saflagtirma (GLY-2) kodlu numune kontrol grubuna gore;
doza bagl olarak konsantrasyon arttik¢a hiicre canliliginda azalma goriilmiistiir. Hiicre
canlilig1 5000 ppm de % 67 dolaylarina kadar diismiistiir. 50000 ppm ve lizeri dozlari
toksisite gostermistir. Sonuglar agsagida Cizelge 3.21 ve Sekil 3.44’te verilmistir.

Cizelge 3.21. GLY-2 numunesine ait canlilik verileri.

Kons(zll)lll)té‘ssyon % Canhilik
Kontrol 100
P 102,41
= 98,80
10 90,36
= 89,16
100 87,95
150 85,54
200 86,75
240 86,75
500 85,54
1000 o1
5000 67,47
10000 66,27
50000 54,22
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Sekil 3.44. GLY-2 numunesine ait % canlilik grafigi.

GLY-STD kodlu numune kontrol grubuna gore; hiicre canliliginda ciddi bir degisiklik
goriilmemistir. Uriin toksik L929 hiicre hattinda toksik degildir.

Cizelge 3.22. GLY-STD numunesine ait canlilik verileri.

KonS(il)IIl)tI;gsyon % Canhlik
Kontrol 100

1 97,73

5 102,27

10 103,79
50 104,55
100 104,55
150 104,55
200 106,82
240 109,85
500 109,09
1000 109,09
2000 104,55
3000 100,76
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Sekil 3.45. GLY-STD numunesine ait % canlilik grafigi.

GLY-3 kodlu numune kontrol grubuna gore; kodlu numune kontrol grubuna gore; hiicre
canliliginda ciddi bir degisiklik goriilmemistir. Uriin 1929 hiicre hattinda toksik

olmadig1 ve canlilig1 arttirdig1 tespit edilmistir.

Cizelge 3.23. GLY-3 numunesine ait canlilik verileri.

Kons(ﬁil)lll)g‘li;syon % Canhlk

Kontrol 100
1 100

5 101,52

10 104,55

50 104,55

100 104,55

150 104,55

200 106,82

240 109,09
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Sekil 3.46. GLY-3 numunesine ait % canlilik grafigi.

Numune Orneklerini standart referans madde ile kiyasladigimizda direkt elde edilen
glisirizin amonyum tuzunun (GLY-1) toksik 6zellik gosterdigi tespit edilmigtir. GLY-1
kodlu 6rnegin saflastirma islemleri uygulanmis hali olan GLY-2 kodlu numunede ise
canlilik 6zelliginin GLY-1’e kiyasla arttigi gozlenmistir. GLY-3 kodlu numune ise
GLY-2 numunesinin flash kromatografi ile saflastirilmis halidir ve canlilik 6zelliginin

artt1ig1 toksisite gostermedigi gdzlenmistir.
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3.6. NMR SONUCLARI
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Sekil 3.47. GLY-AT 1n NMR spektrumu.

Glizirizik asit, bir triterpen kismi (bir karboksilik grup ile) ve bir dimer glukuronik
asitten (iki karboksilik grup ile) olusur. Izole edilen bilesigin '"HNMR spektrumlari
kloroform—d6 (CDCl3—d6) icerisinde ¢oziilerek bilesiklerin farkli kimyasal g¢evreye
sahip protonlarinin kimyasal kayma degerleri tespit edilmistir. izole edilen bilesigin
"HNMR spektrumlarinda, ¢oziicii olarak kullanilan kloroform—d6® ya ait metil pikleri
7.197 ppm degerinde gbzlenmistir.

Bilesik '"H NMR spektrumlari, 0.79, 0.81, 0.82, 1.18, 1.26, 1.53 ve 1.54'te yedi metil
singletin varligim1 gosterir. Buda bilesigin bir terpenoid iskelete sahip oldugunu
gostermistir. Oksimetil bagina ait pik 3,57 de gdzlemlenmistir. 'H NMR: § 0.85-1.06
(15H, 0.90 (s), 0.95 (s), 0.98 (s), 1.00 (s), 1.01 (s)), 1.13 (3H, s), 1.20-2.20 (22H, 1.25
(s), 1.31 (ddt, J =13.1, 4.3, 1.4 Hz), 1.44 (dddd, J = 13.1, 9.8, 9.1, 5.5 Hz), 1.44 (ddd, J
=13.2,9.8, 3.4 Hz), 1.51 (ddd, J = 14.1, 10.1, 2.8 Hz), 1.59 (ddd, J = 13.2, 4.0, 2.5 Hz),
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1.61 (ddd, J = 12.9, 10.1, 3.6 Hz), 1.60 (dd, J = 9.1, 1.4 Hz), 1.65 (ddd, J = 14.2, 10.3,
3.0 Hz), 1.66 (ddd, J = 13.3, 9.8, 4.3 Hz), 1.72 (ddd, J = 13.3, 5.5, 1.4 Hz), 1.81 (dt, J =
12.9, 2.8 Hz), 1.86 (ddd, J = 14.1, 3.6, 2.8 Hz), 1.93 (ddd, J = 14.1, 9.8, 4.0 Hz), 1.95
(ddd, J = 14.2, 3.3, 2.3 Hz), 2.00 (dddd, J = 14.1, 4.3, 3.0, 2.3 Hz), 2.03 (dddd, ] = 14.1,
10.3,9.9, 3.3 Hz), 2.08 (ddd, J = 14.1, 3.4, 2.5 Hz), 2.09 (dd, J = 13.4, 3.4 Hz), 2.12 (dd,
J =134, 10.1 Hz)), 2.37 (1H, dd, J = 10.1, 3.4 Hz), 2.70 (1H, s), 3.23 (1H, t, J = 3.5
Hz), 3.34 (1H, t, ] = 3.5 Hz), 3.48-3.60 (2H, 3.54 (dd, ] = 3.5, 2.6 Hz), 3.54 (dd, J = 3.5,
2.6 Hz)), 3.64-3.86 (3H, 3.71 (dd, J = 10.3, 3.5 Hz), 3.78 (dd, ] = 9.9, 4.3 Hz), 3.79 (dd,
7=10.3, 3.5 Hz)), 4.05-4.21 (2H, 4.11 (d, ] = 10.3 Hz), 4.15 (d, J = 10.3 Hz)), 4.48-4.65
(2H, 4.53 (d, J = 2.6 Hz), 4.59 (d, J = 2.6 Hz)), 6.02 (1H, s).
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4. SONUC

Bitkiler ile tedavi kiiltiirii antik cagdan giiniimiize kadar siiregelmistir. Dogal bitkisel
tirtinler biiylik ragbet gormektedir. Geleneksel tamamlayict tibbin popiilaritesi giin
gectikce artmaktadir. Son yillarda modern tibbin tedavi uygulamalarina destek amaclh
olarak geleneksel tamamlayict ve alternatif tip tedavi uygulamalar ilgi gormektedir.
Bitkisel icerikli iiriinler genellikle ¢ok sayida etken maddeden olugmaktadir ve kullanim
sirasinda birbiriyle etkilesime girebilir. Bu etkilesim mekanizmalarini agiklamak igin
bitki kokenli {irtinlerin biyoaktif bilesenlerini tespit etmek ve etkilesim mekanizmalarini
arastirmak gerekmektedir. Dogal bitkisel iirtinler geleneksel tipta biiylik 6neme sahiptir.
Bu tiir iirtinlerin kullanilmasmin bilin¢li bir sekilde ve hekim kontroliinde olmasi
gerekmektedir. Paraselsus’un dedigi gibi "Tiim maddeler zehirdir, ilact zehirden ayiran
dozudur". Her bir bitkisel iirlin igerdigi etken bilesikler ile hem tedavi edici 6zellikler
gosterebildigi gibi hem de belli bir dozdan sonra yan etkiler gosterebilir. Bu durumun
online gecmek i¢in kullanilan {riinlerin standardize edilmis olmasi gerekmektedir.
Icerdigi etken madde ve miktarinin net olarak belirlenmis olmasi biiyiilk 6nem
tasimaktadir. Sadece bununla kalinmayip etken maddelerin doz araliklarinin da
calisilmas1 ve farmakolojik etkilerinin incelenmesi gerekmektedir. Bu tez calismasi
kapsaminda calisilan meyan kokii asirlardir tiikketimi olan hem gidalarda tatlandirict hem
de tedavi edici Ozellikleri ile kullanilan bir materyaldir. Bu 6zelliklerinin yani sira
meyan kokiiniin yan etkileri de mevcuttur. Ornegin, meyan kokii, kan basmcim
ylkselten ve su tutmay1 tesvik eden bilesikler igerir. Ayrica, meyan koki, Ostrojen
benzeri etkilere sahip bilesikler icerir, bu nedenle hormon diizenleyici ilaglarla birlikte
kullanildiginda hormonal dengesizlige neden olabilir. Tiirk Gida Kodeksi Gida
Etiketleme ve Tiiketicileri Bilgilendirme Yonetmeligi'nde 50 mg/L veya daha fazla
konsantrasyonda glisirizik asit veya glisirizik asidin amonyum tuzunu igeren igeceklerin
etiketlerinde “Meyankokii icerir. Yiiksek tansiyon hastalari agwr1  tiiketimden
ka¢immalidir” uyaris1 bilesenler listesinin hemen ardina eklenmelidir. Standardize

edilen irtinlerin belirlenen doz araliklarinda tiikketimi olduk¢a 6nem kazanmaktadir.

Bu tez calismasi kapsaminda meyan kokiinden glisirizinin ekstraksiyonu ve
saflagtirllmast amaciyla c¢esitli ekstraksiyon ve oOn islemler gerceklestirilmis ve
uygulanan ekstraksiyon yontemlerinde refluks ekstraksiyonu, ultrasonik destekli

ekstraksiyon, adsorban uygulamalari, asidik ortam ve bazik ortamda gergeklestirilen
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ekstraksiyon yontemlerinde boyar madde ve diger fenolik icerikli bilesiklerin yiliksek
konsantrasyonlarda ekstrakte edilmesi ile glisirizinin safligin1 ve derisimini etkiledigi
gozlemlenmistir. Glisirizine ait olan pik sekillerinde anormallikler oldugu ve farkli
dalga boylarinda safsizliklar igerdigi Cizelge 3.14’te listelenmistir. Elde edilen veriler
degerlendirildiginde optimum ekstraksiyon kosullarinda 6n yikama igin polar veya
apolar solventlerin kullanilmasi, ekstraksiyon solventi olarak tercihen alkol ve su
igerikli solventlerin kullanilmasi, adsorban uygulamasi ile polar ve apolar safsizliklarin
giderilmesi gerektigi belirlenmistir. Glisirizinin asidik-bazik ¢oktiirme ile tuz formunda
eldesi saglanmistir. Yapr ve miktar tayini i¢cin LC-MS/MS, HPLC ve NMR
tekniklerinden faydalanilmigtir. LC-MS/MS uygulamasinda molekiiler iyon pikleri
[M]+ ve [M]- pargalanma iiriinleri saptanmistir. HPLC analizleri ile referans standart
madde ile karsilagtirnlmistir. Glisirizin amonyum tuzunun su, metanol ve etanol
icerisindeki ¢oziiniirliigli ortalama olarak 1-5 mg/ml’dir. Amonyum tuz formu disinda
farkli tuz formlar1 olusturularak potasyum, magnezyum ve kalsiyum gibi ¢oziiniirliik
miktarlar arttirabilir. Flash kromatografi basamaginda akis hizina bagh olarak solvent
titketimi diger analitik cihazlarla kiyaslandiginda daha yiiksektir. Distilasyon sistemi ile
solvent geri kazanimi saglanabilir. Sonug¢ olarak; Glisirizin amonyum tuzunun flash
kromatografi ile saflastirilmast Cizelge 3.18’da analiz sonucu ve Sekil 3.36’de diger
safsizliklar dahil edilerek hesaplandiginda %83,37 pik alanina sahip oldugu ve pik
safliginin ise 1,00 degerinde oldugu tespit edilmistir. Elde edilen glisirizin amonyum
tuzunun ekstraksiyon verimi ortalama olarak %2,40’tir. Sitotoksisite c¢aligmalarinda
saflagtirma islemleri sonrasi elde edilen glisirizin amonyum tuzunun toksik etki
gostermedigi ve canliligr arttirdigi gézlenmistir. Bu verim miktar1 kullanilan meyan
kokiinlin yetistirildigi bolgeye, saklama kosullarina, meyan kokiiniin tiirline, hasat
zamanina gore degiskenlik gosterebilir. Bitkilerde mevcut olan sekonder metabolitler
cevresel etkilere karsi kendilerini savunabilmek amaciyla tiretilmektedir bu durum ayni
bitki tlirtiniin farkli cografyalarda farkli miktarlarda sekonder metabolit igermesinin bir
tanimudir. Cevresel faktorler bitkilerin savunma mekanizmasinin diizenlenmesinde son
derece Onemlidir. Birgok bitki, yetistigi bolgede mevcut olan bir bocek tiiriine gore
kendi savunma mekanizmasini gelistirir ve gelisme, biiyiime evrelerinde yasamsal
faaliyetlerini siirdiirebilmek i¢in bu bilesikleri sentezler. Sekonder metabolit mekanizma
sonucunda biyoaktif bilesikler saponinler gibi bitkiyi otcul bocekler ve diger mikrobiyal

etkilere kars1 korumaktadir.
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Meyan kokii iilkemizde iiretimi ve tiiketimi olduk¢a yaygindir. TUIK 2022 yih
verilerine gore; meyan kokiiniin ihrag¢ edilen miktar1 2400 ton ve ithal edilen miktar1 ise
1700 ton olarak karsimiza cikmaktadir. Ihracat hacmi 5 049 450 $ ve ithalat hacmi 2
759 513 § olarak gergeklesmistir. Bu tez kapsaminda elde edilen glisirizinin asit
hidrolizi ile glisiretinik asit eldesi gerceklestirilebilir. Hem glisirizin hem de glisiretinik
asit kozmetik ve kisisel bakim, gida ve igecek, farmasotik, tiitiin lriinleri ve tarim
trtinleri  sektorlerinde kullanilmaktadir. Tez c¢alismasinda elde edilen glisirizin
amonyum tuzu sonrasi geriye kalan meyan kokii ekstrakti saponin ve fenolik bilesen
icerigi oldukca yiiksektir; bu ekstrakt iizerine yeni calismalar gerceklestirilebilir,
deterjan ve temizlik sektorlerinde degerlendirilebilir ve glisirizin icermemesinden dolay1
tansiyon hastalarinin kullanima uygun olabilir. Katma degeri yiiksek tiriinlerin eldesi

tilkemiz ekonomisi i¢in son derece énemli bir konudur.
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