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ORIGINAL RESEARCH

Rapana venosa’da Bulunan Indigoid Boyarmaddelerin Yiiksek
Performansh Sivi Kromatografisi - Diyod-siralh Dedektor (HPLC-
DAD) ile Belirlenmesi

Caglar DEMIRBAG, Serap AYAZ SEYHAN, Emre DOLEN

OZET

Indigo ve indigoid boyarmaddeler deniz kabuklularinda
bulunurlar ve Roma Oncesi zamandan beri
bilinmektedirler. indigoid boyar maddeler tekstil, gida,
ilag ve kozmetik sektdriinde kullanilmaktadirlar.
Giiniimiizde kanser ve diyabet gibi bazi 6nemli
hastaliklarin tedavisi i¢in indigoid boyarmaddelerin
yeni analoglari sentezlenmektedir. Indigo ve indigoid
boyarmaddeler bir¢ok deniz kabuklusu tiiriinden elde
edilmektedir. Bu tiirlerden biriside Rapana venosa
(Sinonimleri: Rapana thomasiana or pontica)’dir. Bu
calismanin amact Rapana venosa tiirinde bulunan
indigoid boyarmaddelerin diyod-sirali dedektdrle
beraber ters faz yiiksek performansli sivi kromatografisi
yontemi ile belirlenmesidir. Yedi adet indigo tiirevi
boyarmaddenin bir arada ayrilmasi i¢in ters faz
kromatografik yontem gelistirildi. kromatografik
ayrilma C18 kolon, hareketli faz olarak asetonitril/su/
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triflorosetik asit sistemi ve dereceli eliisyon ile
saglanmistir. Rapana venosa dimetilsiilfoksit
ekstreleride ayni yontemle analiz edilmistir. Bu
calismada elde edilen kromatogramlar ve maddelerin
uv/vis spektrumlar1 kiyaslanarak Rapana venosa
ekstresinde 6,6’-dibromoindirubin ve
6,6’-dibromoindigotin boyarmaddelerin bulundugu
belirlenmistir. Sentetik boyalarin ¢evre ve insan sagligi
iizerine olan olumsuz etkileri nedeniyle toksisiteleri
cok daha az olan dogal boyalarin kullanim oranlari
giderek artmaktadir. Bu nedenle dogal boya
kaynaklarinin tretilmesi ve yeni kaynaklarin bulunmasi
onemlidir. Rapana venosa 6,6’-dibromoindirubin ve
6,6’-dibromoindigotin boyarmaddelerinin elde edilmesi
icin kaynak olarak kullanilabilir.

Anahar Kelimeler: indigo, 6,6’-dibromoindirubin,
6,6’-dibromoindigotin, Dogal boya, Rapana venosa,
HPLC

GIRIS

Bitki, hayvan, mantar gibi kaynaklardan elde edilen
indigotin, antrakinon, flavon ve flavonol gibi bilesikler
boya ve pigment olarak kullanilan dogal boyarmaddelerdir.
Dogal boyarmaddeler tarih 6ncesi zamanlardan beri tekstil,
duvar resimleri, seramik desenleri gibi bir¢ok alanda
kullanilmislardir (1).

Indirubin, 6-bromo indirubin, 6’-bromo indirubin,
6,6’-dibromo indirubin, indigotin, 6-bromo indigotin ve
6,6’-dibromo indigotin deniz kabuklularinin Muricidae
familyasina ait tiirlerde bulunan prekiirsér maddelerden
elde edilen dogal boyarmaddelerdir. Bu boyarmaddeler
bilinen en eski ve diinyada ilk endiistrisi yapilmis
renklendiricilerdir. M.O. 13. yiizy1l civarinda Liibnan’da
iiretiminin yapildigina dair kanitlar mevcuttur (1, 2).
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Sekil 1: Deniz kabuklularinin hipobransiyal salgi bezinde bulunan
a) kromojen gruplari ve b) indigonun kromofor grubu
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Sekil 2: Kromatogram; A: 288 nm: indigoid boyarmadde standartlarinin
karigimi (kirmizi1) ve Rapana venosa DMSO ektresi (mavi)
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Sekil 3. Uv/vis spektrum: 6,6’-dibromoindigotin (kirmizi) ve Rapana
venosa DMSO ekstresi (mavi)

*DADT, 14.593 (12.2 mAU, - ) Ref=14.407 & 15.533 of CAGLARO00005.D
*DAD1, 14.609 (33.1 mAU - ) Ref=14.202 & 16.089 of CAGLAR000006.D
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Sekil 4. Uv/vis spektrum: 6,6’-dibromoindirubin (kirmizi) ve Rapana
venosa DMSO ekstresi (mavi)

Tablo 1. Dereceli eliisyon tablosu

t (dk) H,0-%0.1TFA (%) ACN-%0.1TFA (%)
0 50 50
25 5 95
28 50 50

Pigmentlerin olusabilmesi igin gerekli prekiirsorler veya diger
adryla kromojen gruplar deniz kabuklusunun hipobransiyal
salgi bezinden elde edilir. Indoksilin siilfat esterleri olan bu
kromojen gruplar suda ¢dzilinebilen, renksiz maddelerdir.
Tiirlerin tagidig1 kromojenlerin farkliligi molekiiliin iki ve alt1
pozisyonlarinda tasidiklart siibstitiientlerin farkliliklarindan
kaynaklanmaktadir (Sekil 1). Iki numarali pozisyonda siilfiir
iceren bir siibstitiient varsa boyarmaddenin olusabilmesi i¢in
fotokimyasal bir reaksiyon gereklidir. Boyarmaddenin renk
tonunu belirleyen ise altt numarali pozisyonda bromun varligt
veya yoklugudur (3).

Kabugun kirtlip salg1 bezinin ¢ikarilmasindan sonra 6lmeye
baslayan hiicrelerin icerikleri serbest kalir ve bdylece
prekiirsor molekiiller aril-siilfataz, purpuraz ve
bromoperoksidaz enzimleriyle reaksiyona girerek hidroliz
olurlar. Hidroliz sonucunda sar1 renkli indoksil tiirevleri
olusur. Indoksil tiirevleri 151§a maruz birakildiginda
meydana gelen fotokimyasal reaksiyon sonucunda siilfiirlii
siibstitlientleri serbest kalir ve mor renkli boyarmadde
olusur. Kuvvetli giin 1s18inda tiim bu iglemler on dakika
gibi kisa bir siirede tamamlanir. iki pozisyonunda
siibstitiient tagimayan indoksil tiirevleri havayla okside
olarak fotokimyasal reaksiyona ihtiya¢ duymadan indigoid
pigmentlere déniisiir. islem sonucunda olusan mor bilesik
indirubin, 6-monobromoindirubin, 6’-monobromo
indirubin, 6,6’-dibromoindirubin, 6-monobromoindigotin,
6,6’-dibromoindigotin ve bazi durumlarda eser miktarda
isatin igerebilir (3-5).

Indirubin kronik hastaliklarin tedavisinde kullanilan
geleneksel bir Cin ilaci recetesi olan Danggui Longhui
Wan’imn aktif bilesenidir (6). Hiicrede farklilagsma, biiytime
ve proliferasyon, hiicresel metabolik islemler, apoptosis
kontrolii ve néron fonksiyonlarinda rol alan protein kinaz
grubu enzimlere baglanarak onlar etkili veya etkisiz hale
getirebilecek ilag molekiilleri tizerinde caligmalar vardir (7).
Indirubin ve analoglarinin kanser, diyabet, alzheimer,
bipolar bozukluk ve inflamasyon gibi hastaliklarin
tedavisinde hedef molekiil olarak kullanilan protein kinaz
enzimlerine Van der Waals ve hidrojen baglar1 ile
baglanarak kompleks olusturduklart ve indirubin-3’-
monoksim adli analog molekiiliin biiylik oranda hiicre
proliferasyonunu engelledigi gézlenmistir . Indirubin ve
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Tablo 2. Indigoid boyarmaddeler

Siibstitiient
Molekiiler Yapi Yaygin ismi IUPAC ismi

XG Xﬁ’

_ _ Indigotin (E)-1H,1°H-[2,2’]Biindolylidene-3,3’-dione

Br _ 6-bromoindigotin (E)-6-Bromo-1H,1’H-[2,2’]biindolylidene-3,3’-dione

Br Br 6,6’-dibromoindigotin | (E)-6,6’-Dibromo-1H,1’H-[2,2”]biindolylidene-3,3’-dione
_ _ Indirubin (Z2)-1H,1’H [2,3’]Biindolylidene-3,2’-dione

Br _ 6-bromoindirubin (Z2)-1H,1’H [2,3’]Biindolylidene-3,2’-dione

_ Br 6’-bromoindirubin (Z)-6’-Bromo-1H,1’H [2,3’]biindolylidene-3,2’-dione

Br Br 6,6’-dibromoindirubin | (Z)-6,6’-Dibromo-1H,1’H-[2,3’]biindolylidene-3,2’-dione

Deni kabuklularinda bulunan indigo tiirebi boyarmaddelerin siibstitiient varligina gére yaygin ve IUPAC isimlendirmeleri

analoglarininda protein kinazlar grubu bir enzim olan ve
kanser hiicrelerinin dongiilerinde yer alan siklin-dependent
kinaz (SDK) enzimlerini inhibe ettigi (6-8), 6-bromo
indirubinin ve onun sentetik tiirevi olan 6-bromo indirubin-
3’-oksimin de GSK’in selektif inhibitoérleri oldugu
bildirilmistir (9, 10). Yapilan hayvan deneylerinde
indirubinin kemik iligini ve hemopoetik kok hiicrelerini
baskilamadig1 gozlemlenmistir. Indirubinin ¢oziiniirliigiiniin
ve emiliminin disiik olmasi nedeniyle bir ¢ok analogu
iiretilmistir ve bu analoglardan indirubin-3’-monoksimin bir
¢ok tiimor tizerinde indirubinin kendisi kadar etkili ve
toksisitesinin diisiik oldugu tespit edilmistir (11). Yapilan
uzun donem deneylerde karaciger hasari ve ishal gézlenmis
ancak hematopoez, elektroensefelogram aktivitesi ve
bobrek fonksiyonlarinda bir degisiklik goriilmemistir (6).

Indigo ve indigoid boyarmaddelerin bulundugu bir diger
deniz kabuklusuda Rapana venosa (Sinonimleri: Rapana
thomasiana or pontica)’dir. Asya kokenli olan bu deniz
kabuklusu Karadeniz’de istilaci bir tiir olarak bulunmaktadir
(12). Calismanin amact Rapana venosa tiriinde bulunan
indigoid boyarmaddelerin belirlenmesidir. Analizde diyod-
sirali dedektorle beraber ters faz yiiksek performanslt sivi
kromatografisi yontemi kullanilacaktir.

GEREC VE YONTEM
Kullanilan Kimyasal Maddeler

Calismada kullanilan N,N-Dimetilformamid (DMF)-Merck;
Trifloroasetik asit (TFA)-Merck; Asetonitril (ACN)-Merck;

Dimetil siilfoksit (DMSO)-Sigma Aldrich; indigotin -Sigma
Aldrich firmalarindan temin edilmis; indirubin, 6-bromo
indirubin , 6’-bromo indirubin, 6,6’-dibromo indirubin,
6-bromo indigotin ve 6,6’-dibromo indigotin
boyarmaddelerinin ticari satist mevcut olmadigindan
Avrupa Birligi 6. Cer¢ceve Programi FP6-2003-INCO-
MPC-2 numaral1 proje kapsaminda sentezlenmislerdir.
Indigoid boyarmaddelerin molekiil yapilar1 ve IUPAC
isimlendirmeleri Tablo 1’de verilmistir.

Standart Boyarmadde Cozeltilerinin Hazirlanmasi

Indirubin, 6-bromo indirubin, 6’-bromo indirubin,
6,6’-dibromo indirubin, indigotin, 6-bromo indigotin ve
6,6’-dibromo indigotin stok ¢ozeltileri; konsantrasyonlari
Img/mL olacak sekilde, 10 mL’lik balon jojelerde, ¢oziicii
olarak N,N-dimetil formamid (DMF) kullanilarak
hazirlanmistir. Stok ¢ozeltiler DMF ile seyreltilip 0.45 pm
naylon siringa filtresinden gegirilerek HPLC sistemine
enjekte edilmistir.

Rapana venosa Numunelerinin Hazirlanmasi

Kabuklar1 kirilan 20 adet deniz kabuklusunun (Rapana
venosa) hipobransiyal salgi bezleri ¢ikarilmistir. Salgi bezi
icerigi slizgec kagitlarinin istiine siirilmiis ve 2 saat 254
nm uv 151ga maruz birakilmistir. Fotokimyasal reaksiyon
sonucunda mor rengi alan siizge¢ kagitlar1 kiiciik parcalar
halinde kesilmis ve 50 mL DMF ¢oziiciistinde 100 °C’de 5
dakika 1sitildiktan sonra 15 dakika oda sicakligina gelmesi
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i¢in sogumaya birakilmig ve siyah bantli siizge¢ kagidindan
siizilmiistiir. Elde edilen siiziintii 10000 rpm devirde 10
dakika santrifiijlenmis ve siipernatant kismi 0.45 um naylon
siringa filtresinden gecirilip DMF ile seyreltildikten sonra
HPLC sistemine enjekte edilmistir.

HPLC Sistemi ve Kromatografik Kosullar

Deniz kabuklularindan elde edilen boyarmaddelerin
ayrilmasi ters faz yiiksek performansli sivi kroma-
tografisinde dereceli eliisyonla saglanmistir. Caligmada
Agilent 1260 serisi HPLC, diyod sirali dedektor ve
Chemstation veri isleme programi kullanilmistir.

Analizlerde sabit faz olarak Nova-Pak C18 (3,9x150 mm,
4mm Part No: WAT086344 Waters) analitik kolon hareketli
faz olarak %0,1 trifloroasetik asit (TFA) igeren asetonitril
(ACN) ve %0,1 trifloroasetik asit (TFA) igceren bidistile
sudan olu_an ¢oziicii sistemi kullanllml tlr. Kolon
slcaklll: 38 °C ve hareketli faz akis hizi: 0,5 mL/dk’dur.
Analizler 288 nm dalga boyunda gergekestirilmistir.
Kromatografik ayirmay1 saglayabilmek icin Tablo 1’de
verilen dereceli eliisyon sistemi kullanilmistir.Ornekler
kromatografik sisteme otomatik ornekleyici araciligr ile
enjeksiyon hacmi 15-50 pL olacak sekilde enjekte
edilmistir. Her enjeksiyondan sonra kolondan 10 dakika
hareketli faz gecirilmistir.

Indirubin, 6-bromo indirubin, 6’-bromo indirubin,
6,6’-dibromo indirubin, indigotin, 6-bromo indigotin ve
6,6’-dibromo indigotinin ¢alisma ¢ozeltileri kromatografik
sisteme tek tek enjekte edilerek alikonma zamanlari ve
uv-vis spektrumlart kaydedilmistir. Daha sonra yedi
boyarmaddenin karigimindan olusan ¢aligsma ¢dzeltisi
enjekte edilmis ve kullanilan hareketli faz sisteminde
kromatografik ayrilmanin saglandigi goriismiistir.
Enjeksiyona hazir hale getirilmis olan Rapana venosa
numuneleri 1:5 oraninda DMF ile seyreltilerek ayni
kromatografik kosullarda HPLC sistemine enjekte
edilmistir. Herbir enjeksiyon tiger kez tekrarlanmigtir.

BULGULAR

Calismada gelistirdigimiz dereceli eliisyon sisteminde yedi
adet indigoid boyarmaddenin bir arada kromatografik
ayrilmasi saglanmistir. Standart boyarmadde karigiminin
288 nm’de alinan kromatogramindaki piklerin alikonma
stireleri (Rt) sirasiyla; indigotin (8,726 dk), indirubin (9,370
dk), 6-bromoindigotin (11,715 dk), 6’-bromoindirubin
(12,521 dk), 6-bromoindirubin (12,581 dk),
6,6’-dibromoindigotin (14,595 dk), 6,6’-dibromoindirubin
(15,818 dk) olarak tespit edilmistir.

Rapana venosa ckstresindeki maddelern belirlene-
bilmesi i¢inde yontemin uygun oldugu tespit edilmistir.
Ekstrenin ayrilma kromatograminda 14,610. ve 15,825.
dakikalarda gelen piklerin standart boyarmadde
kromatogramindaki piklerle ¢akistigi gozlenmistir (Sekil 2).
Bu piklerden alinan uv/vis spektrumlarinin standart
boyarmaddelerinin uv/vis spektrumlari ile ortiismistiir.
Spektrumlarin karsilastirilmasiyla; Rt’si 14,610 olan pikin
6,6’-dibromoindigotin, Rt’si 15,825 olan pikin ise
6,6’-dibromoindirubin oldugu ispatlanmistir (Sekil 3 ve 4).

SONUC

Calisma sonucunda gelistirilen kromatografik yontemin
indigoid boyarmaddelerin ayrilmasinda literatiirde 6nerilen
yontemlere gore daha basarilt oldugu tespit edilmistir (4,
13). Yontem Rapana venosa numunesindeki maddelerin
belirlenmesi i¢inde yeterli kromatografik ayirimi saglamistir.

Son yillarda yapilan bilimsel arastirmalarda giindelik
hayatimizin neredeyse her alanina girmis olan sentetik
boyalarin ¢evre ve insan sagligt lizerine olan olumsuz
etkileri bildirilmistir (14). Bu nedenle sentetik
boyarmaddelere gore toksisiteleri cok daha az olan dogal
boyarmaddelerin kullanim oranlar1 birgok alanda giderek
artmaktadir (15, 16). Bu nedenle dogal boyarmadde
kaynaklarinin iiretilmesi ve yeni kaynaklar bulunmasi
iizerinde durulmasi gereken bir noktadir.

Rapana venosa (sinonimleri: Rapana thomasiana veya
pontica) Asya kokenli olan bu deniz kabuklusu
Karadeniz’de istilact bir tiir olarak bulunmaktadir ve
bolgede yerli olarak bulunmakta olan diger tiirlerin
popiilasyonuna zarar vermektedir. Rapana venosa’nin ticari
amacla kullanilmas1 bolgede bulunan popiilasyonunun
kontroliindeki etkenlerden biridir. 6,6’-dibromoindigotin ve
6,6’-dibromoindirubin boyarmaddelerinin elde edilmesi i¢in
kaynak olarak bu deniz kabuklusunun kullanimi da miimkiin
olabilir.
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Identification of Indigoid Dyes Found in
Rapana venosa by High Performance Liquid
Chromatography with Diode-array Dedection

ABSTRACT

Indigo and indigoid dyes are molluscan dyes and have
been known since pre-Roman times. Indigoid dyes are
used in textile, food, medicine and cosmetic sectors as
a colorant. At the present time their new analogous are
synthesizing for the treatment of some important
diseases as cancer and diabetes. Indigo and indigoid
dyes are obtained from certain species of molluscs.
One of this species is Rapana venosa (Synonyms:
Rapana thomasiana or pontica). The aim of this study
was to identification of indigoid dyes in Rapana
Venosa by reversed phase high performance liquid
chromatography with diod array dedector.A new
chromatographic method was developed for the
seperation of seven indigoid dyes in the same sample.
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