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Onsoz

Glycoalkaloidler Solanum tiirlerinde bulunurlar, ve biyologlarin,
kimyagerierin, ilag endistririnin ve tip alaninda ¢ahigan arastirmacilarin ilgisini
cekmektedir. Geleneksel olarak glycoalkaloidler zehirli kimyasallar olarak
digiinilmesine ragmen, son zamanlarda arastirmacilar glycoalkaloidlerin tibbi
ve sentez uygulamalari ﬂzeriride galigmalar yapmaktadir. Izmir Yiiksek
Teknoloji Enstitlisiinde etkin analitik 'aysrma ve olctim metodu geligtirme
amaci nedeniyle ve Universite igindeki kimya ve biyoloji b&ﬁmieri arasinda
gelecekteki ortak caligmalari desteklemek icin bu arastirma yapilmistr.
Patlican ekstraktlar ile kullaniimak {izere kati hal mikroekstraksiyon olarak
bilinen numune ve 6nderigtirme metodunun lzerinde calisiidi.

Tesekkiir

Yabani patilican 6meklerini saglayan INRA Unite de Genetique &
Amelioration des Fruits et Legumes (Montfavet cedex, France)'da galigan
Marie-Christine DAUNAY 'a ve soiamargine standardi saglayan Prof. Dr.
Adelia Emila de Almeida (Faculdade de Ciencias Farmaceuticas-UNESP,
Brazil)'ya yardimlarindan dolayi ok tesekkiir ederim. Solamargine'nin
saglanamamasi halinde bu standard! hazirlayip saflandiracak olan Yrd. Dog.
Yurdanur Akgiiliin (EGE Q?Iiversitesi) hem bu sorumiugu bekleyip kabul ettigi
igin, hem de ince tabaka kromatografideki isleri ve tavsiyeleri igin tesekkir
ederim. Caligmamiz sirasinda bize tiim laboratuvar olanaklarini sunan ve
galigma sirasinda yardimlar ve cesaretlendirici tutumian ayrica proje
raporunun tiirkgeye gevrilmesindeki (6zellikle fen fakﬁliesindeki) yardimci olan
herkese ¢ok tegekkiir ederim. Bu projede galisan yiiksek lisans 6grencilerim
Neslihan Tek, Filiz Parlayan, ve Oykiim Kirsoya gal;$mélar| icin cok tesekkiir
ederim ve mevcut iglerinde basarilar dilerim.

Son olarak, projenin ylirttiilmesi icin gerekli olan maddi destegi
sadladigi icin TUBITAK'a tesekkiir ederim.

R. Eanes
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Ozet:

Bu g¢ahsmada, a-solanine, a-chaconine, o-solasonine ve a-solamargine
steroid glycoalkaloidleri (SGAs) ile solanidine, solasodine steroid aglikonlarinin
(SGAAs) ayinm ve tayininde kullanilan mevecut yiiksek performansh sivi
kromatografisi (HPLC) ve gaz kromatografisi-kiitlex spektrometrisi (GC-MS)
yontemlerinde degisiklikler yapiimigtir. Gradient elﬂsybn i:?etodu ile istenilen ayinm
elde edilememis ve incelenen glycoalkaloidler ya da aglikonlar igin farkli HPLC
metotlan geligtiriimesinin daha pratik oldugu gériimistiir. Solamargine ve chaconine
maddelerinin tayini igin mobil faza literatiirde bulunan metotlardan farkh olarak
metanol eklenmigtir. Diger tampon ¢dzelti tiirlerine kiyasla amonyum dihidrojen fosfat
tampon ¢Ozeltisi daha verimli ve kullanimi ekonomiktir. Progesterone internal
standard olarak kullanilmigtir. Glycoalkaloidler igin en iyi ayinm 50°C kolon
sicakliginda, isokratik eliisyonla elde edilmistir. Aglikonlarin ayirimi ise 50°C ya da
26°C kolon sicakliklarinda, isokratik eliisyonla saglanmigtir. Ayrica pH'mh ayrima
olan etkisi incelenmisgtir. Tayin limiti (LOD), Olgim limiti (LOQ) ve oOlgclim arahig:
tanimlanmigtir.  Son olarak, aglikon ekstraksiyonu ve tayini igin fiber tizerinde
tirevieme vyapilarak kati faz mikroekstraksiyonu (SPME) ve GC-MS yontemleri
incelenmigtir. Ekstraksiyon icin carbowax-divinylbenzene (CW-DVB) kapl fiber uygun
bulunmustur. Solanidine dogrudan SPME/GC-MS metodu ile tayin edilebilmesine
ragmen solasodine tiirevieme uygunlandiktan sonra gézlenebilmistir. Yapilan ilk nitel
analizler tekrarlanabilir olmasina ragmen fiberin bozunmasi tam bir galisma
yapilmasina engel olmustur. Ayrica kolesteroliin internal standard olarak kullanimi

aragtirnimistir,

Anahtar Sozciikler:

glycoalkaloidler, solasonine, solamargine, solanine, chaconine, solasodine,
solanidine, SPME, Kati Hal Mikroekstraksiyon, patlican, Solanum linnaeanum,
Solanum melongena




Abstract:

Novel modifications were applied to high-performance liquid chromatOgraphy
(HPLC) and gas chromatography-mass spectrometry (GC-MS) for the separation, and
quantitation of the steroidal glycoalkaloids (SGAs) solanine, chaconine, solamargine
and solasonine as well as the steroidal glycoalkaloid gglycones (SGAAs) solasodine
and solanidine. Because attempts to develop a gradle?it elution HPLC method were

only marginally successful and non-robust, it was deemed more practical to deVelop
separate HPLC methods for both the SGAs and SGAAs of interest. Furthermore a
novel approach using methanol as a mobile phase modlﬁer was still requireq to
successfully separate solamargine and chaconine. Comparing potential mobile Phage
buffers, ammonium dihydrogen phosphate was chosen as the most efficient, stable,
and economical. Separations were best realized isocratically at a column
temperature of 50 °C for the SGAs and either 26 °C or 50 °C for the SGAAs,
Progesterone was applied as an internal standard. Effects of pH were also testeq.
Figures of merit such as limit of detection (LOD), limit of quantitation (LOQ), and
linear dynamic range are described herein. Lastly, solid-phase microextracﬁon
(SPME) using on-fiber derivatization coupled with GC-MS was investigated for
extraction and analysis of these SGAAs. A carbowax divinylbenzene (CW-DVB)
coated SPME fiber was the most suitable. Solanidine could be extracted gny
identified directly using our SPME/GC-MS method while solasodine requireq a
derivatization step involving trimethylsilylimidazole (TMSI). Although initial attemptg
were qualitatively reproducible, eventual degradation to fibers precluded Complete
study. Cholesterol as an internal standard was investigated.

Keywords:

glycoalkaloids, solasonine, solamargine, solanine, chaconine, solasodine, solamdme
SPME, solid phase microextraction, eggplant, Solanum linnaeanum, Solanum

melongena




Patlicanda, Glycoalkaloid Analizi igin Metot Gelistirilmesi

1. Girig

Bu projenin amaci, ileride IYTE Biyoloji Béliimii ile ortaklasa yapilacak dogal
pathican tirerindeki glycoalkaloidlerin analizi igin uyéfiéignabilir ve etkili bir metod
geligtirmektir. Literatiirde, pathicanda ilgilehdigimiz 6 Kgl}'frcoalkaloidin analiziyle ilgili
bilgi oldukga sinirhidir (Aubert 1989a, Aubert 1989b, Cipoliin‘i‘2‘004).

Steroid glycoalkaloidler (SGA) ve onlann aglikonlarn (SGAA), 6zellikle gida
bilimi, toksikoloji, eczacihk ve temel kimya alanlarinda ilgi uyandirmglardir
(Blankemeyer et al. 1998, Friedman 2004, Mensinga et al. 2005, Stobiecki et al.
2003, Weissenberg 2001). Bu alkaloid bilegikler, taze meyvenin kilosunda 200 mg’nin
Uzerindeki seviyelerde sindirildigi taktirde toksik olarak nitelendirilirler ve yemek
pisirme igleminden etkilenmezier (Bacigalupo et al. 2004 ve icindeki referansiar,
Friedman 2003a ve igindeki referanslar). Ayrica, insanlarda ve ciftlik hayvanlarinda
olime sebebiyet verdikleri rapor edilmistir (Harborne 1998). Son yillarda
aragtirmacilar, bu bilesiklerin anti-kanser (Cham et al. 1987, Cham et. al. 1990,
Chang et al. 1998, Kuo et' al. 2000) ve anti-fungal (Cipollini et al. 1997a) gibi
varsayilan Gzellikleri ve bagka ila¢ bilegiklerinin sentezinde hafh madde olarak
kullanilabilirligi (Weissenberg 2001 ve igindeki referanslar) (izerindeki calismalarlia
ilgilenir ilgilenmektedir.

Bu galigmayla alakali SGAA'larin (solasodine ve solanidine) temel kimyasal
yapist sekil 1.0 da gosterilmistir (Chen & Miller 2001). A'dan D'ye kadar olan halkalar
bu bilegiklerin steroidsel iskelet yapisini olustururlar (Voet 1995). Basit bir hidroksit
grubu karbon 3'e (yani, C-3, A olan halka) baglandiginda solasodine ve solanine
ayrnimi E ve F halkalarindaki farkli bakarak yapilabilir. Burada E ve F halkalarinda

oksijen veya azot olmasi iki bilesigi ayirt etmekte kullamilir (Chen ve Miller 2001,




Friedman 2004, Weissenberg 2001). Her bir aglikon igin, C-3 pozisyonundaki
hidroksil grubun bir, iki veya {ig-sekerli karbohidrat grubuyla yer degisimi, steroidal
glycoalkaloid (SGA) yapisinin olusmasina neden olur. Bu aragtirmada, iki ayri genel
karbohidrat grubunun (solastriose ve chacotriose) baglgni%gsn 6nem tagimaktadir,
Solatriose, galaktoz, glukoz ve ramnoze sekerlerinden rﬁ‘e%ana gelmistir ve yer
degigim noktasi galaktoz grubu vasitasiyla olusur. Benzer bir §¢kilde, chacotriose da
aglikondaki C-3 hidroksil grubunun glukoz grubuyla yer degistirmesiyle, bir glukoz ve
iki ramnoz'dan meydana gelmistir. Burada sunulan calismada kullanilan SGAlarin
yapilan gbyle siralanmistir: solanine (solanidine backbone + solatriose), chaconine
(solanidine backbone + chacotriose), solasonine (solasodine backbone + solatriose),
ve solamargine (solasodine backbone + chacotriose) (Weissenberg, 2001; Chen ve
Miller, 2001). Kuronen ve arkadaslarinin da bahsettigi gibi, yapisal olarak yakin
benzerlik gésteren bu bilegiklerin ayristinimasi ve tayini oldukca zordur (Kuronen
1999). Tim bu bilesiklerin aynstmlabiimesindeki' zorluklardan dolayi, bazen bu
alandaki aragtirmacilar analizlerini gergek glycoalkaloidler (SGA'lar) yerine sadece
hidroliz triinlerine dayandirarak yapma yoluna gitmektedir. (Kittipongpatana et al.

1999).




(b)

Sekil 1.0 a) Solasodine iskelet yapisi ve (b) Glycoalkaloidlerin solanidine iskelet
yapisi. Gesitli glycloalkaloidler C-3 (R-grup olarak gosterilen)'e seker gruplannin
baglanmasiyla veya tek bir alkol grubunun (-OH) baglanmastyla, sirasiyla solasodine
ve solanidine aglikonlar olugturulur. (Kaynak: Chen and Miller 2001).
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2. Pathcanda Glycoalkaloid Tayini igin Yiiksek Basinch Sivi Kromatografisine
dayanan bir Metotun Gelistirilmesi

Glikoalkolidlerin analizine ydnelik olarak yapilan literatiir aragtirmasindan
ortaya ¢ikan, bu tir aragtirmalarin genellikle patates (izerine odaklandinimigtir
(6rnegin: Saito et al. 1990 Friedman & Levin 1992, Carman et al. 1986, Bushway et
al. 1986, Dao 1996, Edwards & Cobb 1996; Kozukue et al. 1999, Sotelo & Serrano
2000, Vaananen et al. 2000, Laurila et al. 2001; Friedman et al. 2003b, Turakainen et
al. 2004, Abreu 2007). Burada anlatilan ¢alisma icin kullanilan metod, literatiirdeki
bagka aragtirmacilarin patates digindaki ¢esitli Solanum kaynaklarindan
glycoalkaloidlerin ekstraksiyonu denemelerinin detaylanm o6grenmek vé kisisel
iletigimler sayesinde olusturulmustur (Wanyoni et al. 2002; Ripperger & Porzel 1 997;
Kuhn & Léw 1961; Fukuhara & Kubo 2004; Usubillaga et al. 1 997; E{tayeb etal.
1997; Coelho et al. 1998; Aubert et al. 1989ab, Cipollini 2004). Glycoalkaloidler
ultraviyole (UV) 1s1§int sinirl olarak absorpsyona karsin, HPLC ayristirmasindan
sonra UV ile yapilan tespit, bu ekipmanin yaygin olarak bulunmasi ve potansiyel
olarak tim ilgili glikoalkaloidlerin uzun sﬁren tﬁrevlegtihne basamagi olmadan tespit
edebildigi icin hala en uygun dter;atif olarak gorilebilmektedir. Bu nedenlerden
dolayi, projenin bu kismi iki ana fikir Gizerine yogunlasmisgtir: pratik bir ekstraksiyon
metodunun olugturulmasi ve patlicandaki glikoalkaloidlerin analizi icin kullanilan

mevcut HPLC metodlarinin daha uygun hale getiriimesi.

2.1.0 Deneysel
2.1.1 Ekstraksiyon
Patlican materyallerindan glikoalkaloidlerin ekstraksiyonu igin geligtirilen son

metod, literatlirdeki bazi prosediirlerin (Friedman ve Levin 1992, Saito 1990, Dao ve



Friedman 1996, Sotelo ve Serrano 2000, Friedman et al. 2003b, ve Kuronen et al.
1999) modifikasyonuna dayanmaktadir.

Bu deneylerde, ticari patlican (Solanum melongena), bilinen miktardaki
glikoalkaloidlerce standart katimli (spiked) ticari pathcaq% ve yabani patlican (Solanum
linnaeanum) érnekleri kullandmisgtir. Yabani patiican tﬁrle?i dondurularak kurutulmusg
(freeze-dried) ve vakumiu paketler halinde Dr. Marie-Christine DAUNAY (INRA Unite
de Genetique & Amelioration des Fruits et Legumes, Montfavet cedex, Fransa)
tarafindan saglanmigtir. Patlicandaki beklenen glikoalkaloid igerigine dayanarak, 0.25
gramdan birka¢ grama kadar degisen materyal kullanilmigtir. Ekstraksiyon igin

genelde 1.0 gram toz kaynak maddesinden kullaniimigtir.

2.1.2 Yiiksek Performans Sivi Kromotografik Ayrigtinm

Fotodiod array tespit 6zelligine sahip tek pistonlu Shimadzu Class-VP yiiksek
basingh sivi kromotograf kullanilip, ultraviyole (UV) saptama igin 205 ve 208 nm
segilmigtir. Hem izokratik hem de degisim hizi (gradient) elusyon metodlar
kullanimigtir. Biitiin galigma igin ikili mobil faz sistemi kurulup, “B” olarak igaretienen
gbzelti (sollisyon) saglayici glgelerden biri organik ¢dziicii (ACN) digeri ise tampon
¢bzeltisi (Tris-HCI, TEAP veya amonyum dihidrojen fosfat) icermektedir.

SGAA’lann tayininde, alikonma zamani ve sinyal yoguniugu &lgiimlerindeki
hassasiyeti arttirmak igin progesteron i¢ standard olarak kullanilimigtir. Progesteron,
aglikonlarla yapisal benzerlikler géstermektedir ve ucuz bir kimyasaldir. Ayrica,

deneylerdeki tekrarlanabilirligi saglamak amaciyla hazirlanan her ekstrakt ¢ézeltisi

igin en az iki HPLC enjeksiyonu yapiimistir.




2.2.0 Sonug ve Tartigma

2.2.1 Gradient eliisyonla ilgili problemler

Vaananen ve arastirmacilarin isine mukayesede (Vaananen et al. 2000), bu is
igin gerekli egim metodu, olduk¢a karmasikti, ve pathganm saglam ve kabul edilebilir
ilglendigimiz SGA ayrigmasini birkag ayin boyuncé uérésmamiza ragmen saglamadi.
Bundan sonraki galismalar aksi séylenmedikge 3 farkli izokratik metotdan (bigimden)

biri kullanilarak yapiimigtir.

2.2.2 Pratik HPLC kosullan
Tampon tipi, kolon sicakh§, pH, mobil faz modifikasyonu igin asetonitril
metanol eklenmesi gibi degisik kogullar karsilagtinlarak isokratik metod

degerlendiriimektedir. Bazi érnek kromatogramiar sekil 2.0-2.2 de gosterilmistir.

Ayirma hizini optime etmek ve muhtemel spesifik SGA ya da SGAA'lar gruplara gore

(glykoalkaloid; solamargine ve chaconine, solanine ve solasodine, aglikonlar;
solasodine ve solanidine giftlerine) Srtiismesi/fayriimasi igin 3 farkh izokratik metod

geligtiriimigtir. Solamargine ve chaconine ayrimi igin en iyi sartlar soyle bulunmustur:

ACN (10%MeOH)/amonnym fosfat tamponu (30/70), pH:2.5, kolon isisi 50°C

(1.metod). Solanine ve solasodine ayni kosullarda aynstiriabilir ancak kolon

sicakh@inin 26°C olmasi ya da kolon sicakligi 50°C olmasi durumunda metanol

iyilestirme maddesi olarak kullanimasi gerekmektedir (2. metod). Ancak duigik
sicaklik ve metanoliin eklenmesi (iyilegtirme maddesi olarak kullaniimast) bitin

SGA'larin alikonma zamanini ve pik kuyruklanmasini artirmaktadr.

ACN konsantrasyonun %70'e yaklagarak analiz zamanin diigirmiis oimasina

ragmen amonyum dihidrojen fosfat tamponu HPLC pompasi ve kanallarinda gokelme

riski tagimaktadir. Bu nedenle aglikonlarin (solasodine ve solanidine) ayrigmast igin

en uygun kosullar su sekilde bulunmustur: ACN/amonyum fosfat tamponu (60/40



orani), pH:2.5, ve kolon sicakligi 26°C (3.metod). Ayni kosullarda ancak 50°C kolon

sicakhiginda daha keskin pikler elde edilmistir. Yiizde 10'luk metanol modifier olarak

ACN mobil fazina eklendigi zaman aglikonlarin ayngmasi onemli derecede artmistir.

150,
Mobile phase: B=ACN T: 26°C
5108 A=AH:P (100 m) .
for A
. , AL
0 R 1 w16 |
- Marages
Mobile phase: B=ACN
158, A=AH,P (100 mM) 1
) §
bié& i
< - O
. M T: 500C
0 v
0 : 4 6 g 10 12 14 14
Miregag

Sekil 2.0 SGAAs'in ayristiriimasinda sicakhigin etkisi. pH: 2.5
Akig orani: 1.0 mL/dk 5: solanidine 6: solasonine 7: progesteron (i¢ standard).

169, : B = ACN (MeOH 10%)
el Mabile phase: 1
%3 07| A=AH:P (100 mM) /\ r
o 2 4 § g 10 12 14 16
Minutes
100+
Mobile phase: B =ACN
’? 50 A=AH;P (100 mM)
;} ¥
5 2 PR 3 10 2 14 16

Sekil 2.1 SGAs'in ayristinimasinda metanol kullaniminin etkisi. Sicaklik: 26 °C, pH:
2.5 Akig orani: 1.0mL/dk 1: solasonine 2: a-solanine 3: a-chaconine 4: solamargine.

10
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B = ACN (MeOH 10%)
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Sekil 2.2 SGAs'in aynistiriimasinda iyilestirme maddesi olmak metanol kullanimimnin
etkisi. Sicaklik: 50 °C, pH 2.5 Akig orani: 1.0 mL/dk 1: solasonine 2: a-solanine 3: a-
chaconine 4: solamargine.

2.2.7 Kalibrasyon Sonuglari

Solanidine ve solasodine igin progesteronun i¢ standard olarak kullanildigdi
kalibrasyon egrisi sekil 2.3 ve 2.4 de verilmistir. Hayvan hormonu progestorun
pathican 6zitlerinde bulunmadfﬁmdan i¢ standard olarak kullanilmasi distntimustar.
Literatlirde kolesterol (Simons ve ark. 2006) ve nikotin (Eldridge ve Hockridge 1983)
de i¢ standard olarak kullanilmigtir. Ancak bitkiler bu maddeleri diisiik seviyede de
olsa igerebilirler (Behrman ve Gopalan 2005). Sekil 2.5 ve 2.6'daki kalibrasyon egrisi

igin i¢ standard kullanilmamigtir. Solanidine ve solasodine igin hem i¢ standarth hem

de i¢ standartsiz iyi bir dogrusallik elde edilmigtir.

11
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Sekil 2.3 Progesteron i¢ standardi kullanarak 4-100 mg/L'hik konsantrasyon
araliindaki solandine igin kalibrasyon egrisi (IS = i¢c standard, progesteron)

07

035

04

03

02

01

Peak area ratio (Solasodine/1S)

0.8 5

06 -

p

s

]

T T Y T T T 23

02 04 08 08 1 12 14
Ratio of Concentration Solasedine/Concentration Progresterone

EACEE

Sekil 2.4 Progesteron i¢ standardi kullanarak 4-100 mg/L'lik konsantrasyon
aralijinda solasodine igin kalibrasyon egrisi (IS = ig standardt, progesteron)
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Sekil 2.5 I¢ standart olmadan 4-100 mg/ mg/L'lik konsantrasyon araliginda
solanidine i¢in kalibrasyon egrisi.
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'Sekil 2.6 5 lg standart olmadan 4-100 mg/ mg/L'lik konsantrasyon araliginda
solasodine igin kalibrasyon egrisi.

Progesteronun ig standard olarak kullanimi kesinligi (precison) biraz

arttirmistir. Ticari olarak elde edilen S. Melongena érneginde SGA ve SGAA




gbzlenemedidi igin reaksiyonun tiim adimlarinda (ekstraksiyon, ¢dzgen ugurularak
yoJunlagtirma, analiz) beklenilen geri kazanimi en givenilir sekilde tahmin etmek igin
solasodine standart olarak kullaniimigtir. Bu anlamda, yaklagik % 125 solasodine
geri kazanim yiizdesiyle, sirastyla S. Melongena ve so‘las‘qgine ideal matriks ve i¢
standard oldugu gésterildi. '3o/m’ denklemi (‘o' kalibrasy‘lo;\jegrisindeki hatasi ve 'm'
ise kalibrasyon egrisinin egimidir) kullanarak tayin sinin (limit of detection, LOD)
solanidine igin 9 mg/L ve solasodine igin 1.6 mg/L bulunur. |

Solamargine patlican 6rneklerindeki baglica SGA'dir. Solanum linnaeanum
ornegindeki analizlerde solamargine icin beklenen élgtim limiti (LOQ) 10 ile 20 ppm
arasinda belirlenmistir (dondurulmug patlican drneklerindeki 0.1 ile 0.2 mg

solamargine karsilik gelmektedir).
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3.9 Kati Ha_l.Miquekstraksiyor.n Metoduyla Glycoalkaloid'lerin fiber (lif) tizerinde
Tiirevlendirilmesi ve Ekstraksiyonunun Arastiriimasi

Dogrudan enjeksiyon gaz kromatografi metodu patates kaynaklarindaki
steroidal glycoalkaloid aglikonunun (SGAAs) saptamasu,;gla kullanildi. Ancak gaz
kromatografisi enjeksiyon kanalinda uygulanan glycoaikéil‘:)idlerin buharlagmasi igin
gerekli sicaklik bu malzemelerin bozulmasina sebep olabilmektedir (Laurila et al.

1999 ve igindeki referanslar). Bu problemin iistesinden gelmék igin aragtirmacilar
GC metodunu kullanarak SGAA'nin 8nce tireviendirilmesi ve bagani bir sekilde
saptanmasinin nasil yapilacagdini gésterdiler (Laurila et al. 1999 ve icindeki
referanslar).

Kati hal mikroekstraksiyon (SPME) metodu genellikie ugucu maddelere
uygulanabilirligiyle bilinmesine ragmen, ugucu olmayan analitlerin ekstraksiyonu igin,
gesitli aragtirmalarda analit ekstraksiyonunun yapilabilifligi ve tiireviendirme igleminin
direk olarak fiber (lif) Gzerinde uygulanabilirligi gsterilmistir (Carpinteiro 2004,
Sampdro 2000, Stashenko et al. 2004). Bildigimiz kadariyla SPME metody patlican
ve patates aglikonlarinin analizinde kullaniimasi heniiz
gergeklestirimedi/uygulanmamigtir. Bu metod da éncelikle analit bir SPME fiberinin
tzerine ekstrakte edilir daha sonra 1-(trimethylsilyl)imidazole (TMSI) kullanarak
tirevlendirilir. SPME teknigi bu tir maddelerin rutin analizleri igin potansiyel bir
teknik olabilir ve kromatografik metodlara tamamlayici olarak kullaniimas:

incelenebilir.

3.1.0 Deney
3.1.1 Fiber (lif) Gizerine tiirevlendirme ile direk SPME
Elle kullanilan SPME kabi ve farkh kaplamali fiberler: Polydimethylsiloxane/

Divinylbenzene (PDMS-DVB, polar analitlerin ekstraksiyonu igin, 65 micrometre film
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kalinhigt), Carboxen/Polydimethyl  siloxane (CAR-PDMS, ugucu %ﬁ%ﬁ
estraksiyonu igin, 75 micrometre film kalinhdt) ve Carbowax/Divinylbenzene {2;3%’%
DVB, polar analitlerin ekstraksiyonu igin, 65 micrometre ve 70 micrometre film
kalinhds, Stable-Flex) Supelco firmasindan temin edildi (Beliefonte, PA, USA).
Ekstraksiyonlar gekil 3'de gorildigh gibi Y®i?§\1$t|r. Fiber ﬁzerindé SPME
galigmalan igin aglikonun polar olmasi sebebiyle baslangi¢ denemeleri polar CW-
DVB fazlan kullanilarak yapilmigtir. SPME kﬁ!tamlmayan qalwméiarda,
solasodine’nin GC-MS analizinden dnce tiireviendirilmesi gerekmektedir buna karsihk
solanidine ve kolesterol analizinde buna gerek duyulmamaktadir. %5'1ik asetik asit
igeren metanol icinde solanidine ve kolesterol karigimi 20 mikrolitrelik standard olarak
hazirlanir ve bu karigimi igeren cam kapiler igerisine fiber direk olarak batirthir.
Baglangigta 30 dakikalitk ekstraksiyon zamani segilmistir. Ekstraksiyon adimi
tamamilandiktan sonra, fiber iginde tiireviendirme maddesi bulunan 4 mLlik vialin st
kismina daldinlir ve vial aliminyum blok iizerinde 70°C'de bir saat isitilir.  Segilen
ekstraksiyon metoduna bakilmaksizin, SPME fiberleri ya direk olarak ya da sekil 3.0

e'deki gibi tireviendirildikten daha sonra GCMS'de analiz edilir.

3.1.2 GC-MS Analizi

Varian Star 3400Cx Gaz-Kromatografisi ile Varian iyon trap kiitle
spektrometresi kullaniidi (Walnut Creek, California, USA). Bunun yani sira ‘split-
splitless’ programlanabilir isi enjektdri (SP1.1078, 314 mm i¢ ¢cap, cam astarl) ve
§AC-5 tipi kapiler kolon (30 m x 0.25 mm i¢ ¢ap, film kalinligi 0,25 micrometre) GC-

MS ile kultaniimigtir.
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Sekil 3.0 Ekstraksiyoun tiplerinin karsilastinimasi ve SPME ile fiber tizerinde
tirevieme a. Ust bdlim (Headspace) ekstraksiyon, b.) direk fiberin ¢bzgene
daldinimasiyla yapilan ekstraksiyon c.) kapiler tip kullanilarak fiberin direk gozgene
doldurulmastyla yapilan ekstraksiyon, d.) kapiler tlipteki ¢bzgen A'dan SPME ile takip
edilen sivi-sivi ekstraksiyonu, e.) SPME fiberi (zerine emilmis ekstrat analitin

tiireviendirilmesi (a,b,ve e Pawliszyn 1999 ve Stashenko 2004'un galigmalarindan
adapte edilmigtir. ,

: 5

3.2 Sonug ve Tartigma 7
TMSI miktarinin 40 mikrolitreye ylikseltiimesi ve solandihe ve kolesterol (her
biri 30 mg/L) derigiminin dﬁsﬁrﬁimesiyle tiireviendirilmig Griinlin derecesi
tiirevlendirilmemis formunun artik goriinmedidi noktaya yiikselmistir (Sekil 3.1).
Solanidine ve kolesterol mono-TMS tiirevierini vermektedirier, molekiiller iyon

sinyalleri sirastyla 469 m/z ve 458 m/z'de goriimektedirler.
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Sekil 3.1 SPME ekstraksiyonunda (CW-DVB fiber) sonra tirevliendirilmig standart
solanine g¢zeltisinin (30 mg/L) Toplam iyon GC-MS kromatogrami, at=kolesterol;
b1=solanidine
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Fig. 3.2 Solasodine’nin ¢ézeltisinin (300 mg/L) SPME ekstraktsiyonu ve fiber (CW-
DVB fiber) {izerinde tiirevlendirilmesinden sonraki GC-MS kromatogrami. C ve d
olarak gdsterilen pikleri kiitle spektrasinda solasodine'nin varligini géstermektedir.
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Fiberden kaynaklanan sinyallerin alikonma zamaninin 20 dakikadan az olmasi
fiberin yavagga bozuldugunu gdstermektedir. Herhangi bir muamele yapiimayan
érnek fibere ikinci tiirevieme adimi uygulandiginda, tiirevliendirilmis solasodine agtkca
goriilmektedir (Sekil 3.2).

CW-DVB fiber ekstraksiyonu daha bagarth oldugu icin fiberin yavagca
bozulmasini azaltarak kullaniimasi lizerinde yodunlasti. Polar fazin metanol-asetik
asit (polar) ¢6zgenine dogrudan maruz kalmasini énlemek igin, non-polar ¢ézgende
ikinci bir ekstraksiyon yapild: (Sekil 3.0d). Bu galigmalarda vial igine yeriesgtirilen
kapiler tib(in icinde alt fazi solanidine (1000 mg/L) standard g6zeltisi igeren 20
mikrolitre metanol-asetik asit (95:5 v/v) ¢ozeltisi Uist fazi ise 20 mikrolitre hekzan
olusturmaktadir. Yeni CW-DVB fiber bir saat hekzan fazina batirildi boylece daha
asagida bulunan polar fazla etkilesimi engellendi. Daha sonra bu fiber tirevieme
islemine tabi tutulmadan GC enjektériinde fiberden ayrildi. Ancak ekstraksiyonun
tekran sirasinda (tiireviemeden 6nce), fiber (izerindeki kaplama tamamiyla ¢dziinmusg
ve kullanilamaz hale gelmistir. Bu galigmadan anlagiicadi lizere dogrudan batirma
SPME igin CW-DVB fazi kullaniimasi solanidine ekstraksiyonu ile sonuglanmaktadir.
Fakat fiberin saglamh@i uygulamasini limitlemektedir. Belki daha saglam sabit
fazlarin geligtiriimesiyle direk batirma SPME ydntemi glycoalkaloid ve dider ugucu

olmayan tirlerin ekstraksiyonu igin daha elverigli olacaktir.
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Sekil 3.3 Tureviendiriimemis solanidine (1000mg/L) GC-MS kromatogami. Sekli
3d'de gosterilen metod kullanilarak CW-DVB SPME fiberi {izerine ekstraksiyonundan
sonra ¢bzgen A hekzan ¢bzgen B = metanol asetik asit;b = solanidine. '
Steroidal glycoaikaiczid aglikon analizinde uygulanan SPME metodunun
uygulanabirigi konusunda yapilan ilk denemeler bir nebie cesaret kirici olmasina
ragmen bazi bagarilar elde edilmigtir ve sonuglarin belirtiimesi gerekmektedir. Aslina
bakilirsa SPME metodunun blyiik miktarlarda, pahal (bazi durumlarda zararlt)
¢6zgen gerektirmemesi, ekstraksiyon ve tammlama islemierinin basit olmasi bu
teknigi oldukga gekici hale getirmektedir. Uguculugu az olan dmeklerin
tanimlamasinda SPME ile fiber tizerinde tirevleme alternatif bir 6mek hazirlama
teknigidir. Kati faz olarak kullanilan fiber (kufu destek) dzellikle suya hassas
tiirevieme reaktifleri ile kullanim igin uygun olmaktadir. Polar CW-DVB fazi polar

fonksiyonal grup igeren aglikonlarin ekstraksiyonu icin uygundur. Bu 9él:$ma§ar§

-

solanum &reklerinde glikoalkaloid baglangig ekstraksiyonu ig,in kullanilz
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¢dzgen sistemi olmasindan dolay! metanokasetik asil kangim
(2003) tarafindan gosterildigi gibi SPME kapiler tiip kullanimi tzerine olan
arastirmalar devam etmelidir. CW-DVB fazi metanol cozeltisinde kararsizdir ve/veya
TMSI buhart ile bozunmaktadir. Buna karsilik SPME igin yeni fazlarin
geligtirimesiyle, bu ekstraksiyon metodlar ﬁzerindé t\e%"‘ar caligmasi gerekmektedir.

Ayni sekilde, son zamanlarda HPLC'ye adapte edilen SPME (Lord 2006) metodunun

bu tip analizler igin ilgi gekici bir metod oldugu kanitlanabilir.

4.0 Sonuglar

Bu caligmada patlicandaki glycoalkaloid igeriginin belirlenmesinde kullanilan
yayinlanmig metodlann geligtirimesinde uygulanan pratik ve orijinal metodlar
sunulmustur. Ozellikle HPLC igin haraketli fazda katki maddesi olarak kullanian
metanolun uyguniugu gdsterilmigtir. Ayrica glycoalkaloidlerin analizinde kullanmak
tizere kati faz mikroekstraksiyon (SPME) (izerine daha 6nce yapiimayan orijinal bir
aragtirma yapiimigtir. Bununla birlikte bu ¢alismanin desteklenmesi, iki yﬁrksek lisans
&grencisinin bagari ile mezun olmasin, diger bilim adamlari ile uluslararasi iligkilerin
gliclenmesini, ulusal konféransta ¢aligmanin sunulmasini (Tek ile Eanes 2006) ve

[YTE'deki diger aragtirmaciiaria is birligi kurulmasini saglamigtir.

21




SO S A R R R

O R N

5.0 Yararlanilan Kaynaklar

ABREU, P, Relva, A, Matthew, S., Gomes, Z., Morais, Z., "High-performance liquid
chromatographic determination of glycoalkaloids in potatoes from conventional,
integrated, and organic crop systems," Food Controi, 18, 40-44. (2007).

AUBERT, 8., Daunay, M.C., Pochard, E., "Saponosides steroidiques de l'aubergine
(Solanum melonga L)L lnteret ahmentalre methodoiogze d'analyse, localisation
dans le fruit," Agronomie, 9, 641-651, (19893)

AUBERT, S., Daunay, M.C., Pochard, E., ,"Saponosides steroidiques de l'aubergine
(Solanum melonga L.) ll. Variations des teneurs liees aux conditions de recolte, aux
genotypes et a la quantite de graines des fruits,” Agronomie, 9, 751-758, (1989b).

BACIGALUPO, M.A,, Longhi, R., Meroni, Giacomo, "Alpha-solanine and alpha
chaconine glycoalkaloid assay in Solanum tuberosum extracts by liposomes and
time-resolved fluorescence," J. Food Comp. & Anal,, 17, 665-673, (2004).

BEHRMAN E.J., Gopalan, V., "Cholesterol and Plants,” J. Chem. Ed., 82, 1791-1793
(2005).

BLANKEMEYER, J.T., McWilliams, M.L., Rayburn, J.R., Weissenberg, M., Friedman,
M., "Developmental Toxicology of Solamargine and Solasonine Glycoalkaloids in
Frog Embryos,” Food and Chem. Tox., 36, 383-389, (1998).

BUSHWAY, R.J., Bureauy, J.L., King, J., "Modification of the Rapid High-Performance
Liquid Chromatographic Method for the Determination of Potato Glycoalkaloids, " J.
Agric. Food Chem., 34, 277-279, (1986).

CARMAN, Jr., A.S., Kuan, S.S., Ware, G.M,, Francis, Jr., O.J., Kirschenheuter, G.P.,
"Rapid High-Performance Ljquid Chromatographic Determination of the Potato

Glycoalkaloids alpha-Solanine and alpa-Chaconine," J. Agric. Food. Chem., 34, 279-
282, (1986).

CARPINTEIRO, J. Quintana, J.B., Rodriguez, |., Carro, A.M., Lorenzo, R.A., Cela, R.
"Applicability of solid-phase microextraction followed by on-fiber silyation for the
determination of estrogens in water samples by gas chromatography-tandem mass
spectrometry” J. Chromatogr. A, 1056, 179-185, (2004).

CHAM, B.E., Meares, H.M. "Glycoalkaloids from Solanum sodomaeum are effective
in the treatment of skin cancers in man,” Cancer Letters, 36, 111-118, (1987).

CHAM, B.E., Daunter, B. "Solasodine glycosides. Selective cytotoxicity for cancer
cells and inhibition of cytotoxicity by rhamnose in mice with sarcoma 180," Cancer
Letters, 55, 221-225, (1990).

CHANG, L-C,, Tsai, T-R., Wang, J-J., Lin, C-N., Kuo, K-W., "The Rhamnose Moiety

of Solamargine Plays a Crucial Role in Triggering Cell Death by Apoptosis” Biochem.
& Biophys. Res. Commun., 242, 21-25, (1998).

22




:
.

AR

T e

Sk

s R

CHEN, Z., Miller, A.R., "Steroidal Alkaloids in Solanaceous Vegetable Crops,”
Horticultural Reviews, 25, 171-196, (2001).

CIPOLLINI, M.L., private email communication, Wednesday, Nov. 3, (2004).

CIPOLLINI, M.L., Levey, D.J. "Antifungal activity of Solanum fruit glycoalkaloids:
Implications for frugivory and see dispersal,” Ecology, 78, 799-809, (1997).

COELHO, R.M., De Souza, M.C., Sarragiottos, M.H., ?Sf;roidal Alkaloid Glycosides
from Solanum Orbignianum,” Phytochem., 49, 893-897, (1998).

DAO, L., Friedman, M. "Comparison of Glycoalkaloid Content of Fresh and Freeze-
Dried Potato Leaves Determined by HPLC and Colorimetry,” J. Agric. Food Chem.,
44, 2287-2291, (1996).

EDWARDS, E.J., COBB, A.H. "Improved High-Performance Liquid Chromatographic
Method for the Analysis of Potato (Solanum tuberosum) Glycoalkaloids,"” J. Agric.
Food Chem., 44, 2705-2709, (1996).

ELDRIDGE, A.C., Hockridge, M.E. "High-Performance Liquid Chromatographic
Separation of Easter Black Nightshade (Solanum ptycanthum) Glycoalkaloids," J.
Agric. Food Chem., 31, 1218-1220, (1983).

ELTAYEB, E., Al-ansari, A.S., Roddick, J.G., "Changes in the Steroidal Alkaloid
Solasodine During Development of Solanum Nigrum and Solanum Incanum,”
Phytochem., 46, 489-494, (1997).

FRIEDMAN, M., "Analysis of biologically active compounds in potatoes (Solanum
tuberosum), tomatoes (Lycopersicon esculentum), and jimson weed (Datura
stramonium) seeds,” J. Chromatogr. A., 1054, 143-155, (2004).

FRIEDMAN, M., Henika, P.R., Mackey, B.E. Effect of feeding solanidine, solasodine,
and tomatidine to non-pregnant and pregnant mice, Food and Chemical Toxicology

41, 61-71, (2003a).

FRIEDMAN, M., Roitman, J.N., Kozukue, N. "Glycoalkaloid and Calystegine Contents
of Eight Potato Cultivars" J. Agric. Food Chem., 51, 2964-2973, (2003b).

FRIEDMAN, M., Bautista, F.F., Stanker, L.H., Larkin, K.A., "Analysis of Potato
Glycoalkaloids by a New ELISA Kit" J. Agric. Food Chem., 46, 5097-5102.

FRIEDMAN, M., Levin, C.E., "Reversed-Phase High-Performance Liquid

Chromatographic Separation of Potato Glycoalkaloids and Hydrolysis Products on

Acidic Columns," J. Agric. Food Chem., 40, 2157-2163, (1992).

FUKUHARA, K., Shimizu, K., Kubo, ., "Arudonine, an allelopathic steroidal
glycoalkaloid from the root bark of Solanum arundo Mattei," Phytochem., 65, 1283-
1286, (2004).

23




HARBORNE, J.B. Phytochemical Methods, 3rd ed., Chapman & Hall, London,
(1998). Pp: 213.

KITTIPONGPATANA, N., Porter, J.R., Hock, R.S. "An improved High Performance
Liquid Chromatgraphic Method for the Quantification of Solasodine,” Phytochem.
Anal., 10, 26-31, (1999).

KOZUKUE, N., Misoo, S., Yamada, T., Kamijima, O., égg;edman, M. "Inheritance of
Morphological Characters and Glycoalkaloids in Potatoes of Somatic Hybrids
between Dihaploid Solanum acaule and Tetraploid Solanum tuberosum,” J. Agric.
Food Chem., 47, 4478-4483, (1999).

KUHN, R., Low, l., "Zur Konstitution der Leptine,” Chemisséhe Berichte, 94, 1088,
(1961).

KUO, K-W., Hsu, S-H., Li, Y-P., Lin, W-L., Liu, L-F., Chang, L-C,, Lin, C-C., Lin, C-N,,
Sheu, H-M., "Anticancer activity evaluation of the Solanum Glycoalkaloid
Solamargine Triggering Apoptosis in Human Hepatoma Cells,” Biochem. Pharm. 60,
1865-1873, (2000).

KURONEN, P., Vaananen, T., Pehu, E. "Reversed-phase liquid chromatographic
separation and simultaneous profiling of steroidal glycoalkaloids and their aglikones,”
J. Chromatogr. A. 863, 25-35. (1999).

LAURILA, J., Laakso, ., Larkka, J., Gavrilenko, T., Rokka, V.-M., Pehy, E. "The
proportions of glycoalkaloid aglikones are dependent on the genome constitutions of
interspecific hybrids between two Solanum species (S. brevidens and S.
tuberosum),” Plant Science, 161, 677-683, (2001).

LAURILA, J. Laakso, ., Vaananen, T., Kuronen, P., Huopalahti, R., Pehu, E.,
"Determination of Solanidine- and Tomatidine-Type Glycoalkaloid Aglikons by Gas
Chromatography/Mass Spectrometry,” J. Agric. Food Chem., 47, 2738-2742, (1999).

LORD, H., "A review of strategies for interfacing solid-phase microextraction with
liquid chromatography" J. Chromatogr. A., article in press, (2006).

MENSINGA, T.T., Sips, A.J.AM., Rompelberg, C.J.M., van Twillert, K., Meulenbelt,
J., van den Top, H.J., van Egmond, H.P., "Potato glycoalkaloids and adverse effects
in humans: an ascending dose study,” Reg. Tox. & Pharma., 41, 66-72, (2005).

MESTER, Z., Sturgeon, R., Pawliszyn, J. "Solid phase microextraction as a tool for
trace element speciation" Spectrochem. Act. B., 56, 233-260, (2001).

PAWLISZYN, J. Applications of Solid-Phase Microextraction, Royal Society
Chemistry, Cambridge, (1999).

RIPPERGER, H., Porzel, A., "Steroidal Alkaloid Glycosides from Solanum
Suavelens,” Phytochem., 46, 1279-1282, (1997).

24




SAITO, K., Horie, M., Hoshino, Y., Nose, N., Nakazawa, H., "High-performance liquid
chromatographic determination of glycoalkaloids in potato products,” J. Chromatogr.
508, 141-147, (1990).

SAMPEDRO, M.C., Martin, O., Lopez de Armentia, C. Goicolea, M.A., Rodriguez, E.,
Gomez de Balugera, Z., Costa-Moreira, J., Barrio, R.J. "Solid-phase microextraction
for the determination of systemic and non-volatile pesticides in river water using gas
chromatography with nitrogen-phosphorus and electron-capture detection" J.
Chromatogr. A. 893, 347-358 (2000). )

Sigma Aldrich, St. Louis, Missouri, USA., 2007.

SIMONS, V., Morrissey, J.P., Latijnhouwers, M., Csukai, M., Cleaver, A., Yarrow, C.,
Osbourn, A., "Dual Effects of Plant Steroidal Alkaloids on Saccharomyces cerevisiae"
Antimicrob. Agents Chemother., 50, 2732-2740 (2006).

SNYDER, L.R., Kirkland, J.J., Glajch, J.L. Practical HPLC Method Development,
Second Edition, John Wiley & Sons, Inc., (1997), Pp: 21-58.

SOTELO, A., SERRANO, B. "High-Performance Liquid Chromatographic
Determination of the Glycoalkaloids alpha-Solanine and alpha-Chaconine in 12
Commercial Varieties of Mexican Potato," J. Agric. Food Chem, 48, 2472-2475,

(2000).

STASHENKO, E., Martinez, J. "Derivatization and solid-phase microextraction"
Trends Anal. Chem., 23, 553-561, (2004).

STOBIECKI, M., Matysiak-Kata, I., Franski, R., Skala, J., Szopa, J., "Monitoring
changes in anthocyanin and steroid alkaloid glycoside content in lines of transgenic
potato plants using liquid chromatography/mass spectrometry,” Phytochem., 62, 959-
969, (2003). .

TEK, N., Eanes, R. 'Glikoalkaloidlerin Patlicanda Kromatografik Tayini' VI. Ulusal
Kromatografi Kongresi, 28 Haziran, 2006, lzmir.

TURAKAINEN, M., Vaananen, T., Anttila, K., Ollilainen, V., Hartikainen, H.,
Seppanen, M., "Effect of Selenate Supplementation on Glycoalkaloid Content of
Potato (Solanum tuberosum L.)," J. Agric. Food Chem., 52, 7139-7143, (2004).

USUBILLAGA, A., Aziz, |., Tettamanzi, M.C., Waibel, R., Achenbach, H., "Steroidal
Alkaloids from Solanum Sycophanta," Phytochem., 44, 537-543, (1997).

VAANANEN, T., Kuronen, P., Pehu, E. "Comparison of commercial solid-phase
extraction sorbents for the sample preparation of potato glycoalkaloids" J.
Chromatogr. A. 869, 301-305, (2000).

VOET, D., Voet, J.G. Biochemistry, Second Edition, John Wiley & Sons, Inc., New
York, (1995). Pp: 284.

25




WANYONY!, AW., Chabra, S.C., Mkoji, G., Eilert, U., Njue, W.M. "Bioactive steroidal
alkaloid glycosides from Solanum aculeastrum,” Phytochem., 59, 79-84, (2002).

WEISSENBERG, M., "Isolation of solasodine and other steroidal alkaloids and
sapogenins by direct hydrolysis-extraction of Solanum plants or glycosides
therefrom" Phytochem., 58, 501-508, (2001).

ZHU, P-L,, Liu, C.-L., Liu, M.-C., "Solid-phase miéroé‘?;traction from small volumes of
sample in a glass capillary” J. Chromatogr. A., 988, 25-32, (2003).

26




TUBITAK
PROJE OZET BILGI FORMU

Proje No: TBAG-2364 (103T139)

Proje Bagh{: Development of a method for glycoalkaloid analysis of eggplant

B
<%,

Proje Yiiriitiiciisii ve Aragtrmacilar: ’ . -
ﬁ'avi
Ritchie EANES, Filiz PARLAYAN, Neslihan TEK, Yurdanur AKGUL

Projenin Yiritildigi Kurulug ve Adresi: {zmir leri teknoloji Enstitiisii, Fen Fakiltesi, Kimya
Béliimii, Giilbahge kampusi, Urla, IZMIR

Destekleyen Kurulug(larin) Adi ve Adresi:
TUBITAK, Ankara, Turkiye
{zmir Yiiksek Teknoloji Enstitiisii, {zmir, Turkiye

Projenin Baglangig ve Bitis Tarihleri: Nisan 2003- Ekim 2006

Oz (en ¢ok 70 kelime) Bu galigmada, a-solanine, a-chaconine, a-solasonine ve o-solamargine steroid
glycoalkaloidleri (SGAs) ile solanidine, solasodine steroid aglikonlarmm (SGAAs) ayinm ve tayininde
kullamlan meveut yiiksek performansli sivi kromatografisi (HPLC) ve gaz kromatografisi-kiitle
Z spektrometrisi (GC-MS) yontemlerinde degigiklikler yaprlmgtir. Son olarak, aglikon ekstraksiyonu ve
tayini igin fiber fizerinde tirevieme yapilarak kati faz mikroekstraksiyonu (SPME) ve GC-MS yontemleri

incelenmistir.

Anahtar Kelimeler: glycoalkaloidler, solasonine, solamargine, solanine, chaconine, solasodine,
solanidine, SPME, Kat: Hal Mikroekstraksiyon, pathcan, Solanum linnaeanum, Solanum melongena

Projeden Yapilan Yaymlar:

EANES, R.C., Tek, N,, Kirsoy, O., Frary, A., Doganlar, S. , Almeida, A.E. "Development of Practical
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